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Justificacion, hipdtesis y objetivos

JUSTIFICACION

El carcinoma oral de células escamosas (COCE) es la neoplasia maligna més frecuente de
la cavidad oral que se origina a partir del epitelio escamoso. La forma clinica del COCE es
facilmente distinguible en estadios avanzados, donde solemos ver una forma ulcerativa de
tamanio variable con base rugosa y bordes elevados e indurados. Sin embargo, no es tan facil de
distinguir en estadios primarios donde la lesion suele pasar desapercibida y es muy probable
hacer un diagndstico erroneo. Por ello, aquellas lesiones que no mejoran después de haber
eliminado factores irritantes fisicos y quimicos tras un periodo de 15 dias, deben ser analizadas
mediante biopsia y estudio histologico (1).

El COCE es una patologia cuyo prondstico no ha mejorado en los Gltimos afos a pesar de
los avances en el conocimiento bioldgico y tecnoldgico, lejos de disminuir su aparicion, la
incidencia de esta patologia ha aumentado en los Gltimos 10 afios teniendo en cuenta datos a
nivel mundial (2). La supervivencia de los pacientes que padecen estadios avanzados de COCE
sigue siendo muy baja. En este marco el conocimiento de la etiologia y los factores de riesgo
es esencial para prevenir la patologia, aunque solamente una fraccion de los pacientes expuestos
a dichos factores, fumadores, bebedores y portadores del virus del papiloma humano (VPH),
llega a desarrollar COCE (3). Esto sugiere que existen otros factores, conocidos o0 no, que no
estamos valorando en la tumorgénesis del cancer oral.

Un microARN (también conocido como miARN) es un ARN monocatenario no codificante
de una longitud normalmente de entre 18 y 24 nucleotidos que posee habilidad para regular la
expresion de otros genes a un nivel postranscripcional, es decir a nivel de los ARN mensajeros.

Los microARNSs pueden expresarse de manera ubicua, es decir, en todo tipo de tejidos, o
expresarse en uno de manera especifica (4). Cada microARN puede potencialmente unirse a
mas de un gen diana y modificar asi su expresion. El conocimiento de la interaccién especifica
entre un microARN determinado y la proteina o gen sobre el que actla, es clave para conocer
los procesos 0 mecanismos moleculares en los que esta implicado dicho microARN.

El creciente interés sobre los microARNSs se debe a su papel en la regulacion génica de
procesos bioldgicos tales como el ciclo, la diferenciacion y la apoptosis celular (5). La
alteracion de la expresion de los microARNS se ha asociado con fenotipos clinicos especificos
de tumores tales como recurrencia, desarrollo de metéstasis y supervivencia tras la cirugia (6).
Conocer por tanto los perfiles de expresion de microARNSs de estos procesos ayuda a conocer
los genes implicados y abre la puerta a terapias individualizadas y menos invasivas en distintas
enfermedades.

Los estudios sobre la expresion diferencial entre tejido sano y canceroso han revelado que
determinados microARNS pueden aparecer con una expresion significativamente aumentada en
un tejido especifico canceroso y disminuido en otro, como es el caso del miR-31, sobre
expresado en el COCE e infra expresado en el cancer gastrico (5).

25



Cintia Micaela Chamorro Petronacci

Existen varios métodos para cuantificar la expresion diferencial de los microARNs como
son la reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa (QRT-PCR), la tecnologia
de microarrays y las plataformas de secuenciacion masiva (RNA-Seq).

El perfil de expresion de los microARNs ha sido estudiado en muchos tipos de
tumoraciones malignas y se han descubierto determinados microARNs como posibles
biomarcadores del cancer (7).

Existen varios estudios sobre expresion diferencial en el COCE con resultados dispares y
en ocasiones contradictorios (8, 9). La mayoria de los autores coinciden que esta disparidad se
debe a la variabilidad en el disefio de los estudios, el tipo de tecnologia utilizada y los diferentes
tipos de muestras como, por ejemplo, el uso de lineas celulares como fuente de microARNS,
que se consideran inapropiadas por las caracteristicas propias de lineas celulares (7, 10-12).
Debido a la dificultad de acceso a muestras de tejido congelado tumoral, algunos estudios
engloban muestras de diferentes localizaciones como son faringe, laringe y orales en cancer de
cabeza y cuello sin tener en cuenta que los procesos y mecanismos de carcinogénesis son
diferentes (13). Ademas, obtener ARN de calidad sin que se degrade es complicado, debido a
la rdpida accion de las ARNasas.

Una circunstancia a tener en cuenta a la hora de comparar estudios de expresion diferencial
con microARNSs es que el hallazgo de nuevos microARNSs es continuo, por lo tanto, con el
descubrimiento de nuevos microARNs es necesaria una tecnologia actualizada que los mida. El
ultimo estudio de expresién diferencial de microARNs en el COCE, en el momento de la
redaccion de este trabajo, utilizo una tecnologia de microarrays (miRCURY LNA™ array) que
mide un total de 1168 sondas de miARNs maduros (13). Gracias al avance tecnoldgico, en este
estudio hemos podido medir méas de 2500 microARNs con la plataforma de Affymetrix®.

La tendencia terapéutica con microARNS, una vez establecidos los patrones de expresion,
vendria caracterizada por la sobre expresion de microARNs supresores de tumores que se
expresaran de manera reducida en el COCE o la inhibicién de microARNs oncogénicos.

La estabilidad de esta molécula en fluidos corporales, en comparacion con otras como el
ARN mensajero, y su capacidad para viajar por el torrente sanguineo en micro vesiculas sin ser
degradado, hace posibles tratamientos con nano particulas y pruebas diagndsticas menos
traumaticas que la técnica de biopsia habitual (14). Actualmente, el uso de microARNs en
tratamientos para la leucemia y hepatitis C esta en fase experimental (15, 16).

HIPOTESIS NULA

Existe un patron de expresion de microARNSs diferente en muestras de pacientes con COCE
comparadas con muestras de pacientes sanos.



Justificacion, hipdtesis y objetivos

OBJETIVO PRIMARIO

1.

Identificar aquellos microARNS que estén desregulados en tejido tumoral de COCE
con respecto al tejido control de la mucosa oral usando tejido congelado y la
tecnologia de microarrays.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

N

Optimizar el protocolo de extraccién de ARN total de las muestras congeladas.
Determinar como afecta el tiempo de congelacion a la concentracién y cualidad del
ARN total extraible de las muestras.

Relacionar los microARNSs desregulados con caracteristicas clinicas especificas del
COCE.

Establecer un patron de expresion especifico de microARNs en pacientes
diagnosticados de COCE.

Estudiar las vias moleculares més afectadas por la alteracion de la expresion de los
microARNS.
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Introduccién

2.1 Carcinoma Oral de Células Escamosas (COCE)

2.1.1 Concepto y Clinica

El carcinoma oral de células escamosas, a partir de ahora COCE, es la neoplasia maligna
mas frecuente de la cavidad oral que se origina a partir del epitelio escamoso. Inicialmente se
localiza en el propio epitelio, denominandose in situ (17). El crecimiento del tumor localizado
acaba produciendo metastasis en los ganglios linfaticos cervicales extendiéndose a otros méas
alejados anatdbmicamente (18).

El desarrollo del COCE tiene lugar tras un amplio conjunto de alteraciones genéticas y
moleculares derivadas de factores medioambientales y predisposicion genética del paciente.

Aunque clasicamente se consideraba que el cancer oral comprendia todas las neoplasias
malignas que afecten los labios, la lengua y los tejidos intraorales, incluida la orofaringe, en la
ultima edicién de la Clasificacion Internacional de Enfermedades (ICD) de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), Moore et al., sugieren gue las lesiones asentadas en la porcion
movil de la lengua, suelo de boca, mucosa yugal, paladar y mucosa del reborde alveolar superior
e inferior, deben ser agrupadas bajo la denominacion de cancer oral, y que el cancer de labio,
orofaringe y de glandulas salivales deben ser analizados separadamente (7, 19).

La forma clinica del COCE es féacilmente distinguible en estadios avanzados, donde
solemos ver una forma ulcerativa de tamafio variable con base rugosa y bordes elevados e
indurados. Sin embargo, no es tan distinguible en estadios primarios donde es muy probable
hacer un diagnostico erréneo. Por ello aquellas lesiones que no mejoren después de haber
eliminado factores irritantes fisicos y quimicos tras un periodo de 15 dias, deben ser analizadas
mediante biopsia y estudio histologico (20).

Existen ademas lesiones que pueden ser potencialmente malignas, como son la eritroplasia,
la leucoplasia, la eritroleucoplasia y la fibrosis oral submucosa (21, 22). Estas son las mayores
formas de lesiones pre malignas orales(23), por ello, se recomienda a los pacientes que
presentan algunas de estas lesiones estar controlados y visitar al profesional sanitario
periddicamente. La fibrosis oral submucosa es una enfermedad crénica caracterizada por un
aumento progresivo en la hialinizacion de la submucosa y debe ser diferenciada de la
esclerodermia con manifestacién oral (24).

Se estima que entre el 16 y el 26% de los COCEs se desarrollan a partir de lesiones pre
malignas, lo cual se presenta frecuentemente como un area de la mucosa roja o blanca. Las
caracteristicas clinicas e histolégicas de dichas lesiones no pueden ser usadas para discernir
entre aquellas que sean progresivas y las no progresivas (25).

El principal sintoma que expresa el paciente con COCE, y la principal razon que le lleva a
acudir al servicio médico, es el dolor en un 40% de los casos, aunque este suele hacerse patente
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cuando el tamafio del tumor llega a ser considerable (26). El dolor suele ser mas acuciado en
tumores que afectan a la lengua y suelo de boca. Otros sintomas son el sangrado, movilidad
dental, trismus, parestesia, problemas al respirar, dificultad para tragar, hablar y para utilizar
protesis(26).

2.1.2 Epidemiologia

El COCE es uno de los carcinomas més prevalentes a nivel mundial suponiendo el 3-4%
de todos los canceres y el 90% de los canceres que aparecen en la boca. Afecta mas a varones
que a mujeres, aunque esta diferencia cada vez es menos marcada debido al aumento de
consumo femenino del tabaco y el alcohol, y el riesgo de padecerlo aumenta con la edad. A
pesar de los avances técnicos en cirugia y el uso coadyuvante de diferentes tratamientos, el
prondstico general apenas ha mejorado significativamente en los ultimos afios.

Segun el Consejo de Dentistas de Espafia, en nuestro pais el nimero de varones afectados
es de entre 1 y 5,2 por cada 100.000 habitantes. El 50% de los casos se diagnostican en fases
avanzados (estadio I11 o 1) de la enfermedad y la consecuencia es un prondéstico malo con alta
mortalidad y morbilidad. Por lo tanto, un factor esencial para mejorar la supervivencia de los
pacientes afectados por COCE es la deteccion precoz. Los programas de deteccion precoz se
llevan a cabo mediante la concienciacion de la poblacién, con propaganda de revisiones
periddicas, y en la formacidén actualizada de profesionales cuyo campo de trabajo se centra en
la cavidad oral como pueden ser los odontélogos o los cirujanos maxilofaciales. Asi, es
importante explorar bien todas las partes de la boca en revisiones anuales para poder detectar
aquellas lesiones susceptibles de malignizar. Ademas de una exploracién fisica también es
necesaria la palpacion de ganglios linfaticos cervicales para descartar masas que puedan
representar metastasis.

La incidencia de COCE se ha sextuplicado en la Gltima década teniendo en cuenta datos a
nivel mundial (2). Africa, China y Asia central tienen la mayor incidencia de COCE en el
mundo, y en la poblacion negra africana su tasa de incidencia alcanza el 16,3 por 100.000 (27).
Un estudio de Liu et al. 2009, analiz6 los datos recopilados por la Sociedad Americana de
Céncer y puntualizé que los casos nuevos de cancer de cabeza y cuello habian aumentado un
25% en los ultimos 5 afios (28).

2.1.3 Localizacién

Las areas mas comunmente afectadas por el COCE son el suelo de la boca y la lengua
(Figura 1), donde el riesgo de metéstasis es mayor que en el reborde alveolar superior o el
paladar duro (20). También puede aparecer en la mucosa yugal, mucosa gingival, paladar duro
y blando, asi como la region retromolar.

La superficie posterior y lateral, asi como la cara ventral de la lengua son las zonas mas
frecuentemente afectadas en los COCEs de localizacion lingual, mientras que el dorso de la
lengua se suele ver afectado més frecuentemente por lesiones cronicas asociadas a liquen plano
oral erosivo, lesion de sifilis terciaria 0 asociadas al consumo de arsénico (29).
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El suelo de la boca suele estar mas afectado por lesiones ulcerosas de margenes irregulares
e indurados préximos al frenillo lingual y de los conductos de las glandulas submandibulares.
La frecuencia de aparicion en esta localizacion es de un tercio de todos los carcinomas orales,
habiendo més casos en mujeres que en hombres. En estadios avanzados el carcinoma se
extiende en profundidad produciendo la fijacion de la lengua (30, 31).

Figura 1. COCE en suelo de boca.

La afectacion del COCE en el reborde alveolar es poco frecuente y supone un 5% de todos
los carcinomas orales, presentandose como una lesion indolora en la zona posterior mandibular
(32).

Las lesiones de COCE en la mucosa yugal suelen ser asintomaticas, preferentemente en la
zona posterior, lo que hace necesario descartar una lesion traumética por masticacion. La
frecuencia de afectacion de la mucosa yugal esta en torno al 2% de los COCE, aunque este
porcentaje varia segun la localizacion geografica siendo més frecuente en zonas del sudeste
asiatico donde el habito de mascar tabaco y nuez de betel suele considerarse un factor de riesgo
frecuente entre sus habitantes (33).

2.1.4 Etiologia
La etiologia del cancer, hoy en dia, sigue siendo desconocida. Los factores etiol6gicos mas

comunes estudiados no explican por si solos el origen del cancer. Los factores de riesgo s mas
comunes son el alcohol, el tabaco, el virus de Epstein-Barr (15) y el virus del papiloma humano
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(VPH) tipo 16 y 18 (26), aungue el VPH se ve mas implicado en cancer de cabeza y cuello
especialmente de orofaringe (3).

La luz ultravioleta de la luz solar también es un factor que influye fundamentalmente en
el desarrollo de cancer en el labio inferior. La actividad del p53, una molécula clave en el ciclo
celular, se ve afectada como consecuencia de la exposicion de dicha luz(34). Por lo tanto, afecta
a personas que trabajan en el exterior con exposicion solar prolongada. Segun el estudio que
publica anualmente la International Agency for Research against Cancer (IARC), la frecuencia
de cancer en el labio en hombres de la region de Albacete entre los afios 2003-2007 fue de un
2,7%, frente a cualquier otro cancer oral que no llegé a ser del 1%.

El VPH se une a los receptores de los queratinocitos y una vez dentro crea proteinas E6 y
E7 que se unen a las moléculas p53 y Rb respectivamente, deteniendo la division celular (35).
Los estudios demuestran que los tumores asociados con VPH son histolégicamente diferentes
y presentan un mejor prondéstico (36).

El tabaco es un factor de riesgo del cancer oral que aumenta en pacientes con un consumo
combinado de alcohol. El riesgo relativo que presentan los pacientes fumadores con respecto a
los pacientes no fumadores de padecer COCE es de 7 veces mas alto, aunque el cese del habito
de fumar se pueda reducir a niveles cercanos a los de las personas que nunca han fumado
transcurridos 10 afios (37).

Se ha demostrado que las particulas que se desprenden del tabaco, nicotina, alquitran, asi
como el monéxido de carbono, pueden producir cambios en el ADN y, también se demostro,
que el acetaldehido que es el primer metabolito del etanol es carcinogénico (38).

2.1.5 Diagnostico y clasificacion TNM

Las lesiones iniciales del COCE se manifiestan como lesiones planas de coloracion blanca
0 roja, o como Ulceras molestas o dolorosas. Sin embargo, esta clinica coincide con otras
muchas patologias que no son malignas (30).

Puesto que la clinica no es suficiente para identificar un COCE, el uso de pruebas
complementarias se hace casi obligatorio. Las radiografias nos pueden ayudar para identificar
inicialmente una lesion posiblemente maligna. La Tomografia Computerizada (TC) y la
Resonancia Magnética (RM) se utilizan normalmente para valorar el estado del tumor primario
y las adenopatias. El TC suele usarse con contraste previo a la cirugia para limitar las estructuras
vasculares y linfaticas. Otra técnica utilizada es la del PET (Positron Emission Tomography)
que detecta el aumento de la actividad metabdlica en el tejido tumoral, concretamente la
glucolisis.

La estadificacion del cancer oral es la herramienta mas importante para la toma de
decisiones en el plan de tratamiento del paciente. La clasificacion de la “American Joint
Commitee on Cancer” establece un codigo de identificacion del COCE en funcion de su tamafio
(T), afectacion ganglionar (N), metastasis (M) y estadiaje clinico (TNM classification of
malignant Tumours, 7th Edition; Wiley-Blackwell, 2009). Del sistema de TNM, el factor clinico
predictor mas importante es el tamafio tumoral (39). Las metastasis ganglionares tienen lugar
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cuando las células tumorales infiltran los ganglios linfaticos produciéndose la multiplicacion
de dichas células en el interior de los mismos afectando a su arquitectura. Los ganglios mas
comunmente afectados son los submaxilares, seguidos de la cadena cervical.

Otro dato importante para determinar el pronostico del COCE es su grado de
diferenciacion. El grado de diferenciacion de un tumor define cuéan diferentes son las células
tumorales comparadas con las células del mismo tejido sano. Un tumor bien diferenciado tiene
un mejor prondéstico que el moderadamente diferenciado y éste a su vez que uno poco
diferenciado (Figura 2). A menor grado de diferenciacion es mas facil que se produzca
metéstasis tumoral (26).

Figura 2. COCE poco diferenciado; cedida por el Dr. Garcia-Ureta.

Una buena anamnesis explorando mucosas y palpando los ganglios del paciente puede
ayudarnos a realizar diagndsticos precoces, aquellos ganglios que sean mayores de 1 cmy estén
adheridos a planos profundos y de consistencia dura, se consideraran sospechosos ya que estos
no suelen doler hasta estadios avanzados. Otras herramientas de las que disponemos son
enjuagues para tinciones con azul de toluidina, biopsia con cepillo o deteccién mediante
fluorescentes. Sin embargo, todos estos métodos suelen tener una especificidad baja y la
exploracion clinica con verificacion del servicio de anatomia patolégica mediante biopsia,
siguen siendo el principal método diagnostico.
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2.1.6 Tratamiento

El objetivo del tratamiento es eliminar el tumor y preservar la funcion del aparato
estomatognatico, consiguiendo que las secuelas sean minimas y previniendo su recidiva. Segun
el estadio del COCE el tratamiento puede ser quirargico (que puede incluir diseccion ganglionar
0 no), acompafado o no de radio y/o quimioterapia. Si el tumor no se pudiera eliminar por
completo el tratamiento de eleccion es el quimioterdpico con metotrexato o cisplatino en
combinacion con 5-fluoracilo, o paclitaxel (40).

La terapia del COCE presenta dificultades debido, principalmente, a las estructuras
adyacentes a la region donde se desarrolla, que pueden verse afectadas bien por el tumor, bien
por el tratamiento. Dichas estructuras incluyen el encéfalo, nervios craneales, faringe y laringe,
mandibula, glandulas salivales y musculos relacionados con el habla y la deglucion. El dafio en
estas zonas supone déficits estructurales, funcionales y estéticos cuyo impacto merma la calidad
de vida del paciente. Las recidivas locales y la progresion local del COCE son a menudo
incurables.

Debido a las implicaciones que supone no controlar el tumor localmente, la mayoria de los
estudios se centran en mejorar la efectividad de la terapia minimizando la toxicidad y efectos
secundarios en estructuras adyacentes al tumor (41).

El tratamiento quirdrgico consiste en la resecciéon de la masa tumoral. El alcance de la
reseccion varia en funcion de la profundidad de la afectacién, pudiendo ser requerida la
eliminacidn de tejido muscular o de tejido ganglionar.

La radioterapia es el abordaje terapéutico mas utilizado en oncologia de cabeza y cuello.
Su principal limitacion es la toxicidad que genera en el paciente. Lesiones como mucositis,
radiodermitis, xerostomia o candidiasis son algunos de los signos y/o sintomas mas comunes
en pacientes que reciben radioterapia.

La quimioterapia es fundamental en el mantenimiento de la mayoria de los tratamientos
coadyuvantes en pacientes con COCE tras la cirugia. Los beneficios aportados por la
quimioterapia a los pacientes con canceres avanzados incluyen la disminucién del tamafio
tumoral, reduccidn de la metéstasis a distancia y mejora del prondstico (8).

Hoy en dia el cisplatino todavia sigue siendo la primera linea de eleccién en el tratamiento
del COCE (42), aunque altos niveles de éste pueden producir efectos toxicos como la nefro u
ototoxicidad. La habilidad del cisplatino para inducir la muerte celular esta orquestada por los
miembros de la familia p53 (p53, p63 y p73), factores de transcripcion que regulan los niveles
de expresion de determinados ARNs mensajeros implicados en procesos como apoptosis,
autofagia o arresto celular (43). La resistencia a este quimioterapico ha sido asociada con
diferentes mecanismos moleculares, entre ellos la apoptosis mitocondrial, AKT1 (RAC-alpha
serine/threonine-protein kinase), BCL2 (apoptosis regulator Bcl-2) o la cascada de las
caspasas. La regulacion de estos procesos de sefializacion puede darse a distintos niveles, a
nivel de factores transcripcionales, interaccion proteina-proteina y /o modulacion a través de
microARNSs (44).
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La quimioterapia personalizada es la que desarrolla medicamentos basados en los cambios
celulares que causan el cancer, combatiendo dichos cambios. Asi, el Cetuximab ataca el factor
de crecimiento epidérmico, con lo que desacelera o detiene el crecimiento celular. Otros
medicamentos anti-VEGF, como el Bevacizumab, bloquean la formacion de vasos sanguineos
privando al tumor del aporte necesario de nutrientes para su crecimiento (39). Sin embargo, no
parece haber un aumento significativo de supervivencia a los 5 afios por lo que su uso en el
COCE es bastante limitado (40).

Uno de los factores que parecen influir en la efectividad de la terapia oncoldgica es el
momento de aplicacion de los quimioterapicos respetando el reloj bioldgico (45).

2.1.7 Prondstico

En patologias tumorales el pronostico se relaciona con metastasis y recurrencia en el cancer
(46). El pronostico de los pacientes con COCE varia en funcion del estadio en el que se
encuentre en el momento del hallazgo. A los 5 afios la tasa de supervivencia en estadios
precoces (estadios | y I1) es en torno al 80% mientras, que en estadios avanzados (estadios Il|
y IV) es de un 50% (26). La recidiva en pacientes que han padecido un COCE es generalmente
de un 75% durante el primer afio, por ello las revisiones mensuales durante el primer afio son
esenciales para prevenir recurrencias. No es hasta el quinto afio libre de tumor cuando las
revisiones pueden hacerse anualmente (40). Aproximadamente el 20-30% de los pacientes
desarrollan metastasis, y su localizacion depende de la situacién primaria tumoral.

Aquellos tumores relacionados con el VPH suelen afectar a pacientes jovenes y tener mejor
pronostico (36).

Al final del proceso de tratamiento del COCE, el paciente puede haber perdido habilidades
basicas para comer, beber, hablar y tragar, asi como presentar distorsion facial (42). Estas
secuelas reflejan la importancia de identificar este tipo de tumores en estadios iniciales.

2.1.8 Carcinogénesis

La carcinogénesis es el conjunto de procesos que acaban produciendo que células normales
se conviertan en cancerosas. Varios son los mecanismos y conceptos estudiados y analizados
en la transformacion maligna de las células. En un tumor se distingue normalmente un nlcleo
principal que conocemos como estroma formado por fibroblastos, células inmunitarias y matriz
extracelular (47) y un microambiente tumoral que lo rodea(48). La relacion entre inflamacion
y cancer ha sido muy estudiada, condiciones de inflamacion e hipoxia contribuyen al
angiogenesis aumentando la capacidad del tumor para seguir nutriéndose (49). Parece que los
fibroblastos asociados a cancer (CAFs) son los que median la inflamacion liberando moléculas
que sirven como mecanismos de sefializacion que atraen macrofagos y granulocitos que a su
vez promueven, mediante la liberacion de citoquinas, la formacidn de nuevos vasos sanguineos
(50).
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Denominamos células iniciadoras de tumor (TIC) a aquellas células madre con capacidad
para iniciar y mantener el crecimiento celular en procesos tumorales. Cuando estas células
acumulan mutaciones o expresiones genicas anormales y no son detenidas por el sistema
inmunoldgico del organismo tiene lugar el tumor maligno (48). Los fracasos de curacion de los
tumores se atribuyen a la existencia de una subpoblacion de células CSC (Cancer Stem Cells)
que se hallan en el centro del tumor. Estas células han mostrado ser resistentes al 5-fluoracilo
y al cisplatino. Ademas, presentan una expresion aumentada de aldehido deshidrogenasa que
las hace cuantificables y en ensayos de cultivos celulares han mostrado patrones similares a la
transicion epitelio mesenquimal (EMT) (51).

La EMT juega un papel importante en la embriogénesis, reparacion tisular y metastasis. Es
un proceso para producir células mesenquimales que requiere la expresion de un grupo de genes
y mecanismos de sefializacion, la mayoria de los cuales parecen regular aspectos especificos en
procesos de transformacion maligna y progresion cancerosa (47). La transformacion maligna
estd asociada con esta pérdida de diferenciacion epitelial hacia un fenotipo mas mesenquimal,
la expresion de determinados genes en este fenotipo suele ir acompafiado de un aumento en la
motilidad celular. La pérdida de caracteristicas epiteliales en la EMT incluye la disminucion en
la adhesion celular y la pérdida de la polaridad de la célula epitelial (52). Este cambio se produce
por unos factores de transcripcion que epigenéticamente cambian la expresion de determinados
genes sobre todo de proteinas modificadoras de la cromatina e implicadas en la migracion
celular (53).

La comunicacion intercelular a través de diferentes moléculas hace que el comportamiento
de una célula influya en la adyacente (50), segun Hanahan y Weinberg existen seis
caracteristicas distintivas que se repiten en todos los tumores (Hallmarks of cancer) (54):
adquisicién de sefiales estimuladoras del crecimiento autosuficientes (c-Met, oncogen ras,
ciclinas), anormalidades en las sefiales inhibidoras del crecimiento (RB, p53), evasion de la
apoptosis, inmortalizacién, angiogénesis (VEGF, IL-8), invasion y metastasis (E-cadherina,
integrinas, MMP).

El crecimiento celular en condiciones normales es estimulado de manera externa por
distintas moléculas que se unen a los receptores de membrana celular y ponen en marcha
diferentes mecanismos internos de la célula. Por ejemplo, para estimular la division de los
queratinocitos orales los factores de crecimiento epidérmico (EGF) se unen a sus receptores
(EGFR) activando la proteina RAF quien a su vez activa otras quinasas (MEK y MAPK). La
sefial llega finalmente al nucleo donde la proteina C-MYC se une al ADN estimulando la
transcripcion de la ciclina D, quien activa las quinasas ciclina-dependientes (CDKs). Estas
catalizan la fosforilacion de la proteina supresora de tumores del gen del retinoblastoma y
liberan los factores de transcripcion (E2F) necesarios para la transcripcion de proteinas
encargadas de la replicacion del ADN (55).

La tasa de proliferacion de cancer depende de la proporcién de las células que proliferan,
la duracion del ciclo celular y el factor de pérdida celular(48).

La carcinogénesis es gradual, a partir de células que acumulan alteraciones en oncogenes
y genes supresores de tumores (56). La expresion incontrolada de oncogenes conduce a la
proliferacion celular constante, mientras que los genes supresores tumorales son aquellos que
tienen la funcion de controlar la expresion de oncogenes, reparar el ADN dafiado o provocar la
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apoptosis celular. Ademas de mutaciones especificas en genes clave, las células también pueden
variar su expresion génica por factores epigenéticos como por ejemplo a través de la
modificacion de histonas, remodelacion de la cromatina, modificacion del ADN por metilacion
y la modulacion de genes por pequefios ARNs no codificantes (57).

La expresion anormal de determinadas moléculas ha sido estudiada para la deteccion
precoz de procesos cancerigenos y para identificar caracteristicas clinicas como la invasividad
o0 agresividad del tumor. Una de las condiciones para la migracion celular es la reorganizacion
de la matriz extracelular y en el COCE la proteina Tenascin-C (Tn-C) ha sido estudiada como
esencial para la EMT(55). Las ciclinas y las CDKs que sirven como interruptores moleculares
activando o inactivando un momento especifico del ciclo celular (58) se han hallado sobre
expresadas en carcinomas orales (59).

Otro gen muy estudiado en procesos cancerosos es el gen p53, ya citado anteriormente,
cuya proteina se traduce cuando la célula se dispone a dividirse. Si el material genético celular
esta dafiado y no es grave la p53 detiene la division y activa los genes reparadores, si el dafio
es irreparable entonces activa el mecanismo que conduce a la apoptosis. La afectacion de este
gen por lo tanto impide el control de las células en division dafiadas. En el COCE la expresion
alterada del p53 se encuentra entre un 20 y 50% de los casos (60). Otros de los genes donde se
han hallado mutaciones en el carcinoma oral de células escamosas son el TP53, NOTCH1,
EGFR, CDKN2a, STAT3, CD44, Rb (50).

Las matrices metaloproteinasas (MMP) MMP1, MMP2, MMP3 y MMP9 se han observado
en altas concentraciones en tejido canceroso de COCE (61). En el tejido tumoral participan, en

la mayor parte, degradando la matriz extracelular y su aumento se ha asociado con metastasis
(62).

Los polimorfismos, variacion de nucledtidos en una parte especifica del ADN que afecta
por lo menos al 1% de la poblacion, en citoquinas e interleuquinas estan asociados con un
aumento de riesgo de COCE (63).

Evitar la muerte celular es una de las adaptaciones que permite a las células tumorales
escapar del efecto de la terapia anticancerosa. Existen proteinas proapoptéticas que disparan el
mecanismo de la apoptosis y proteinas antiapoptoticas o proteinas de la supervivencia que son
un colectivo capaz de evitar la apoptosis celular (Figura 3) (64). La expresion anormal de éstas
ultimas esta asociada con actividades que promueven la supervivencia del cancer, proliferacion
celular y resistencia a la terapia anticancerosa (65).
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Figura 3. Genes cuya expresion aumentada favorece la apoptosis (proapoptotic) o no (antiapoptotic) (64).

Los factores epigenéticos modifican la expresion de genes mediante distintos mecanismos,
dicha expresion puede ser modificada por la adhesion de un grupo metilo a la base de citosina
que conlleva a la conformacion cerrada de la cromatina. Asi pues, los genes que tienen niveles
altos de 5-metilcitosina en su regién promotora son silenciados y la progresion cancerosa tiene
lugar si ello ocurre en los genes supresores tumorales (25, 66). La modificacidn de histonas por
acetilacion, fosforilacion, metilacion o deaminacion también sirven como control de la
expresion de los genes asociados a ellas, ya que en el nucleosoma que esta conformado por
dichas histonas es donde se enrolla el ADN (53).

Otra forma de regulacion epigenética es mediante ARNSs no codificantes que interfieren en
la expresion de determinados genes a nivel postranscripcional. En las Gltimas dos décadas han
sido muy estudiados pequefios fragmentos de ARN no codificantes que regulan la expresién de
determinadas proteinas. Numerosos articulos demuestran el papel de éstos en la regulacion de
procesos tales como el ciclo, la diferenciacion y la apoptosis celular (5), y por ende en los
procesos cancerosos. Dichos fragmentos son estudiados como los nuevos biomarcadores para
distintos tipos de cancer. Estas modificaciones epigenéticas son reversibles, por lo tanto,
conocer sus mecanismos en procesos tumorales supone un gran avance para el desarrollo de
estrategias diagndsticas y terapéuticas (53).
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2.2 Regulacion postranscripcional

El genoma es la totalidad de la informacion genética que posee un organismo. Los genes
que lo componen son moléculas de ADN (acido desoxirribonucleico) con una secuencia de
nucleotidos determinada. La secuencia de los nucle6tidos de ADN se transcribe a ARN (&cido
ribonucleico) y después se traduce dando lugar a las proteinas. Son las proteinas, y no el ADN,
las principales biomoléculas que llevan a cabo funciones estructurales, metabdlicas,
enzimaticas y reguladoras en la célula.

2.2.1 Tipos de ARN

Los ARNSs son polirribonucledtidos, con ribosa de uracilo en lugar de timina, formados por
cadenas lineales de longitud inferior a la del ADN. En las células de todos los organismos
estudiados hasta la fecha hay dos tipos diferentes de moléculas de ARN, los ARN mensajeros
los cuales se traducen en proteinas y aquellos llamados ARNs no codificantes (nCARNS) que
no se traducen en proteinas pero que poseen funciones por si mismos.

El ARN mensajero (mMARN) contiene la informacion genética del ADN para la sintesis de
proteinas. Su tamafio varia segun la proteina que codifique y se degrada con rapidez. EIl mARN
supone el 5% del ARN total celular. Para la sintesis de proteinas se asocia temporalmente a los
ribosomas, complejo molecular formado por dos subunidades de ARN ribosémico que posee
un espacio para el paso del mMARN y el ARN transferente.

El ARN ribosémico (rARN) constituye la mayor parte del ARN total de la célula (75%).
Su estructura permite que queden ensambladas las distintas proteinas que dan lugar al ribosoma.

Los ARN transferentes (tARN) son moléculas que participan en la sintesis de proteinas
transportando los aminoé&cidos correspondientes con el cédigo de codones del mMARN a la
cadena de produccion. La fraccion de tARN presente en la célula es en torno al 20% con
respecto al ARN total.

Un microARN (miARN) es un ARN monocatenario no codificante de una longitud
habitualmente de entre 18 y 24 nucledtidos que posee habilidad para regular la expresion de
otros genes a un nivel postranscripcional, es decir a nivel de los ARN mensajeros. Los
microARNSs presentan una fraccion muy pequefia con respecto a la masa total de ARN,
aproximadamente, el 0,01% (67).

Los microARNs fueron inicialmente descubiertos como pequefios ARNs temporales
(stARNS) que regulaban las transiciones del desarrollo en el Caenorhabditis elegans. Con los
afios se esclarecio que esos stARNSs eran el prototipo de una gran familia de pequefios ARNS,
los miARN (4, 68).

Una caracteristica importante de los microARNS, es que sus precursores, los pre-miARNS,

adoptan una estructura tipo tallo-asa. En los animales los genes de miARNS se transcriben por
accion de las ARN polimerasas Il y el transcrito se denomina pri-miARN. EI pri-miARN es
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procesado por el complejo de Drosha, y una proteina que posee dominios de union al ARN de
doble hélice llamada Pasha, y transformado en pre-miARN. Todo este proceso sucede en el
nucleo de la célula. Una vez el pre-miARN llega al citoplasma a través de la exportina 5, el asa
terminal es removida por la proteina Dicer y quedan las dos cadenas de ARN. A esta doble
cadena se le une el complejo RISC (RNA induced silencing complex) en el cual se halla una
proteina Ilamada Argonauta (Ago) que se encarga de degradar una de las dos hebras dando
lugar al microARN funcional (Figura 4).

La secuencia diana reconocida por el miARN se localiza generalmente en las regiones 3" no
traducidas (UTR) del ARN mensajero (69), aunque algunos trabajos aportan otro mecanismo
de regulacion menos comun ejercido por los miARNSs en la region 5°. Sin embargo, en este
ultimo tipo de regulacion se puede promover el aumento de traduccion, es decir, que también
tienen un efecto positivo en la expresion génica (28). Con todo esto podemos concluir que los
microARNs regulan la expresion génica de manera negativa, silencidndolos, o positiva.
Ejemplos de estos hechos se observaron con el miR-373 que aumenta los niveles de E-
Cadherina o el miARN-369-3 que aumenta la traduccion de TNF-alfa (factor de necrosis
tumoral alfa) (70-72).
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Figura 4. Biogenesis y mecanismo de regulacion sobre el ARN mensajero (73)

Casi al mismo tiempo que se descubrieron los miARNSs de la familia let-7, pequefios ARNs
también fueron caracterizados como modificadores de procesos biolégicos, los ARNs
interferentes (RNA interference, ARNi), que formaban parte de un mecanismo de
silenciamiento de genes secuencia-especifico. Tras el estudio exhaustivo de estas secuencias de
ARN se clasificaron tres tipos diferentes de ARNi basandose en los métodos de procesamiento
los miARNS, los siARNSs y los piARNs (Figura 5) (74).

Los siARNs (small interference RNAs) son pequefios ARNs de doble cadena de 21-25
nucleotidos, cuyas hebras son exactamente complementarias exceptuando dos nucle6tidos a
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cada extremo que son incorporados al RISC. El RISC utiliza los siARNs como guias para
clavarse en ARNs mensajeros complementarios y evitar la expresion del gen destruyendo al
ARN mensajero. La respuesta evolutivamente conservada a los ARNs exogenos de doble
cadena puede reflejar un mecanismo de defensa enddgeno contra la infeccion de acidos
nucleicos de virus y paréasitos (4).

Tanto miARNSs como siARNs median la regulacién de la expresion de genes, sin embargo,
su biogénesis y métodos de silenciamiento difieren. Los miARNSs regulan los genes enddgenos
y siARNs defienden la integridad del genoma de la respuesta externa. Los miARNS y siARNS
utilizan el mismo RISC para silenciamiento directo, aunque los mMIARNS encajan
imperfectamente con el mARN impidiendo que produzca proteinas y los siARNSs se unen
perfectamente con el MARN destruyéndolo. La mayoria de los miARNs actdan
intracelularmente, pero algunos miARNS existen en compartimentos extracelulares y se han
estudiado como mediadores en la comunicacién célula-célula (75).

Los ARNSs asociados a Piwi (piIARNSs) son pequefios ARNs no codificantes de una sola
hebra de entre 23 a 30 nucle6tidos que se encarga de silenciar o bloquear los transposones,
genes que cambian de lugar en el genoma, careciendo de la forma en horquilla tipica de los
miARNS (76). Los piARNs actdan sobre la cromatina reprimiendo histonas e impidiendo asi
que haya altos niveles de transposones, ademas también pueden bloquear la traduccion de un
transcrito en el citoplasma asociandose con una de las proteinas Argonauta, concretamente la
Piwi (77). Inicialmente se pensaba que esta familia de ARNs no codificantes se hallaba
solamente en células germinales, pero estudios posteriores han revelado la presencia de esta
proteina también en células somaticas (78).

Las proteinas Piwi se han relacionado con distintos tipos de cancer, por ejemplo, la PiwilL2
se expresa de manera ectopica en células madre precancerosas y en células de cancer de mama
cultivadas, y ha sido sugerido como marcador prondstico en el cancer de mama y una posible
diana terapéutica (79). Otro ejemplo es la proteina Hili, otro tipo de proteina Piwi, cuya
expresion se ha relacionado con genes pluripotentes como son el Oct4 y el SOX2 en cancer
colo rectal, o la proteina Hiwi que se relacionado con la proliferacion y metastasis en el
carcinoma hepatocelular (80, 81)
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Figura 5. Relacién entre los pequefios ARNs no codificantes y como regulan la expresion génica (74).

Los tres ARNs pequefios anteriormente descritos ejecutan sus efectos mediante la
asociacion con las proteinas Argonautas, las cuales se dividen a su vez en tres subfamilias,
AGO, Piwi y WAGO, ésta ultima so6lo descubierta en gusanos. Las proteinas AGO reclutan
pequefios ARNSs especificamente para formar el complejo RISC, los pequefios fragmentos de
ARN le sirven a la proteina AGO como guias para llevar a cabo su funcién reguladora. La
incorporacion a la proteina AGO hace posible la subsistencia de la mayoria de estos pequefios
ARNSs en la célula que de otra manera serian degradados (74). Una excepcidn a esta regla es la
manera que tiene el piARN piR-55490 de regular la expresion génica, ya que estudios recientes
aseguran que es capaz de unirse al ARN mensajero del mTOR directamente e inducir su
degradacion sin mediacion de la proteina AGO (82).

Otros de los ARNs no codificantes que tienen una funcion reguladora son los INcCARNs
(long non coding RNA) formados por cadenas de unos 200 nucleo6tidos de ARN. Transcritos
por la ARN polimerasa Il estos ARNSs no codificantes han sido estudiados en distintos procesos
celulares unidos a ADN, ARN o proteinas (Figura 6).

La expresion de los IncARNs en situaciones fisioldgicas los relaciona con funciones como
la diferenciacién celular, el mantenimiento de la homeostasis de la célula (83), asi como en el
estado de la cromatina modulando la expresion de algunos genes (84). La funcidon especifica de
la mayoria de ellos se desconoce, aunque de otros se han estudiado en profundidad como el
Malat, HOTAIR o HULC (85). La funcion del HOTAIR se ha estudiado en el cancer de pulmoén
cuya asociacion con el miR-326 parece aumentar la proliferacion y migracion celular (86). Otra
interaccion conocida es la del IncARN HULC con el miR-372 en el carcinoma hepatocelular,
dicha interaccién inhibe la funcion del miR-372 aumentando la expresion de la proteina CREB
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en lineas celulares (87). Parece que existe una amplia red de interacciones entre los microARNS
y los IncARNS, aln en estudio, que hace ain mas complejo el conocimiento de la regulacion
génica (88).

Igual que pasa con los microARNS, los INnCARNs pueden salir de la célula mediante
vesiculas extracelulares y se cree que este mecanismo les da la posibilidad de funcionar también
como mediadores en la comunicacion célula-célula (89).

extracellular vesicles

e T T T T T e T R T T T T T T T T e T

Circulation ( \
exosome
H : 4 microvesicle
M%NA%«:N E::"f’g"“_' apopeotic body @ }
ACLIONS
- - - -
SIS0

Nucleus

Within 1000 bases from promoter

Figura 6. Biogénesis y funciones de IncARNs (90).

Su expresion diferencial ha sido estudiada en patologias como el cancer de pulmon, colo
rectal y hepatocelular (91-93). La medicion de la expresion de los InNcARNs también se puede
hacer con microarrays, qRT-PCR o ultrasecuenciacion. lgual que con los demas ARNs no
codificantes con funcidon reguladora, los INcCARNS han sido propuestos como biomarcadores del
cancer y marcadores prondstico para relacionar su expresion con tumores resistentes a la
quimioterapia (90). Con respecto al tejido oral el grupo de Gibb et al. estudio la expresion de
InNcCARNSs en lesiones orales pre malignas con respecto al tejido oral sano e identificaron un total
de 12 IncARNs diferentemente expresados (94). Sin embargo, los resultados de los estudios son
muy diversos y contradictorios como pasa con los microARNSs, debido fundamentalmente al
tipo de muestra utilizada y el método de analisis (90).

Los snoARNs (small nucleolar RNA) son una gran clase de ARN no codificante
encontrados en secuencias, hasta ahora, de eucariotas, concretamente en secuencias intronicas
del gen huésped del que proceden, aunque también pueden provenir de un transcrito
independiente. Los identificados como snoARNSs largos suelen ser dos snoARNs que se
encuentran en el mismo intron (95) y por lo tanto de una misma secuencia intronica puede salir
un snoARN o varios (96). La funcidn principal estudiada en este tipo de pequefios ARNS no
codificantes es la biogénesis de los ribosomas, concretamente, son componentes de los
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complejos ribonucleoproteicos (SnoRNP) (97). Se dividen principalmente en dos grupos, la caja
C/By la H/ACA, que difieren en términos de motivos caracteristicos y estructura, asi como los
sitios de union de las proteinas y las modificaciones quimicas que catalizan (Figura 7) (95).

La funcion de las cajas C/D y H/ACA de los snoARNSs se realiza en el ARN pre- ribosomal,
modificando nucleétidos en sitios especificos. La diferencia entre dichas cajas es la secuencia
gue guia a las enzimas para las modificaciones, los miembros de la caja C/D estan implicados
en la 2°-O-metilacion, y los de la caja H/ACA en la pseudouridilacion.
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Figura 7. Los dos posibles motivos de los snoARNs (cajas C/D y H/ACA) (95).

Mediante ultrasecuenciacion e inmunoprecipitacion por la unién de estos ARNs a
determinadas proteinas, se identifican nuevos snoARNs, aunque la falta de asociacion de
algunos snoARNs a complejos ribonucleicos en los estudios, hace pensar que cumplen otras
funciones reguladoras distintas a las implicadas en la biogénesis de los ribosomas. Algunos
estudios sugieren que los snoARNs también pueden participar en la regulacion de corte
alternativo y modificaciones postranscripcionales de mARNSs (98). Los snoARNs han sido
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descritos como elementos genéticos moviles, es decir, pueden migrar intragenomicamente a
diferentes localizaciones y copiarse a si mismos usando mecanismos de retrotransposicion (99).

Por lo tanto, las alteraciones en la expresion de dichos ARNs pueden afectar a varios
procesos vitales y patoldgicos, convirtiéndose asi en objeto de estudio como dianas para
tratamiento y diagndstico de patologias humanas neurodegenerativas, oncoldgicas o0
virales(100). El aumento de expresion del ACAL1 se ha observado en procesos cancerosos y se
estudia su relacion con los procesos de estrés oxidativo. La expresion aumentada de éste
snoARN parece producir un aumento de resistencia a la quimioterapia y aumento de
proliferacion en lineas celulares de mieloma maultiple (101).

Muchos de los snoARNSs descritos no tienen dianas o funciones conocidas hasta ahora y se
les ha denominado como snoARNSs huérfanos (orphan snoRNAs) (102).

A diferencia de los snoARNSs, los scaARNs (small Cajal body-specific RNAS) se acumulan
en los cuerpos de Cajal, unas organelas presentes en el nucleoplasma. Los scaARNSs pueden
tener también en su secuencia motivos de cajas C/D y H/ACA guiando asi la metilacién y la
pseudouridilacion de los sSnARNSs (small nuclear RNAs). La expresion de estos ARNs también
se ha visto desregulada en procesos patologicos como el mieloma multiple (103).

Los microARNs estan codificados a lo largo del genoma principalmente localizados en
regiones intergénicas (entre un 57% y un 69%), seguido de regiones intronicas (entre un 12%
y un 17%), exonicas (en torno al 5%), regiones largas no codificantes (5%) y regiones repetidas
(8%). De las regiones gendmicas anteriormente descritas cerca del 50% tienden a la alteracion
en diferentes tipos de cancer y son colectivamente denominadas como regiones gendémicas
asociadas al cancer (Cancer Associated Genomic Regions: CAGRs) La asociacion de los
miARNSs con el cancer se debe a esta relacion de la localizacion en regiones genomicas
afectadas en procesos cancerosos, ademas, las mutaciones de la maquinaria de biogénesis de
miARNSs conlleva a la infra expresion de los microARNSs y a la tumorgénesis. En el estudio de
Kawahara et al., analizaron los niveles de Drosha y Dicer en muestras de parafina de 61
pacientes con COCE que habian recibido tratamiento inefectivo de quimioterapia basado en el
uso del 5-fluoracilo. Cuyos resultados revelaron una baja supervivencia y resistencia al
quimioterapico en aquellas muestras donde la expresion del Dicer era baja (104).

En los Gltimos afios ha aumentado el interés por los microARNSs ya que se han publicado
estudios que demuestran el papel de éstos en la regulacion de procesos tales como el ciclo, la
diferenciacion y la apoptosis celular (5). Los microARNSs pueden expresarse de manera ubicua,
es decir, en todo tipo de tejidos o expresarse en uno especificamente (4). También pueden
expresarse de manera puntual en etapas determinadas del desarrollo de la célula u érgano. En
términos globales, los estudios revelan que la expresion de los miARNS se reduce en procesos
cancerosos (69, 105).

Mientras que la proteémica de la mayoria de los organismos esta bastante bien definida, es
decir los genes que codifican proteinas, el transcriptoma de los ARNs no codificantes esta
todavia en fases iniciales. Un analisis informatico revelé que los miARNs pueden regular al
menos el 30% de todos los genes humanos (2).
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Las caracteristicas especificas de los microARNSs los hace atractivos para el tratamiento y
diagndstico precoz de muchas patologias. A diferencia de los mMARNSs que son inestables, los
microARNS parecen estar protegidos de las ribonucleasas del suero de la sangre mediante un
sistema vesicular indeterminado y son detectados también en fluidos corporales como la saliva
a pesar de que estos medios pueden contener enzimas que degradan el ARN (106, 107).

2.2.2 ldentificacién de microARNSs y perfil de expresion

Identificar un miARN no es sencillo. Principalmente porque no todos los ARNs de 24
nucleotidos son miARNS. La mayoria de los pequeiios ARNSs que se aislan de una muestra son
fragmentos de ARNSs ribosomales, de mensajeros, de transferentes, etc.

Una de las estrategias para identificar un miARN consiste en utilizar la bioinformatica a
partir de las secuencias obtenidas y compararlas con las bases de datos del genoma humano.
Como puede haber muchas secuencias aun no identificadas, debemos intentar ubicarlas en los
posibles loci del genoma. Es importante considerar que algunos microARNS son transcritos
individualmente y otros proceden de la misma molécula, como pre-miARN (67), que
posteriormente es procesada en multiples miARNs maduros (2). También debemos explorar si
el ARN maduro puede formar una estructura tipo tallo-asa dentro del genoma.

La manera de comprobar la existencia de un microARN es hacer un andlisis tipo Nothern
Blot, deteccion de la molécula de ARN mediante hibridacion, para comprobar la expresion
individual de las secuencias candidatas (69). Uno de los pasos més interesantes sobre la
existencia y eficacia de un microARN es determinar el gen a cuya expresion afecta y para ello
hay distintos métodos. Una de las maneras es medir la existencia de la proteina, mediante
Western Blot, que consideremos diana tras la introduccion de un microARN en una célula.
También podemos demostrarlo llevando a cabo ensayos de luciferasa. Si el microARN
realmente se une a un ARN mensajero determinado que lleva asociada la luciferasa, ésta no se
observara, mientras que, si el microARN no se une, el ARN mensajero se traducira sin problema
junto con la luciferasa y observaremos con un luminémetro la presencia de ésta.

Una vez se identifican nuevos miARNS, se suben a una base de datos. La base de datos por
excelencia es la miRBase (http://www.mirbase.org/, acceso el 30 de septiembre de 2016) que
proporciona las secuencias de los miARNSs publicados (Figura 8). Cada entrada en la base de
datos representa una porcion del transcrito de un miARN determinado con informacion de la
localizacion y la secuencia del miARN maduro. Los microARNs se nombran usando el prefijo
miR, un guion y un dnico nimero identificativo, por ejemplo, miR-1, miR-2. Los genes que
codifican el microARN también usan el prefijo “mir” pero se escriben con letras italicas, por
ejemplo, mir-1. Los numeros se asignan secuencialmente, independientemente del organismo
en el que se hallan descubierto (108). Teniendo en cuenta que un microARN tiene dos hebras
complementarias la identificacion sola en el genoma no es suficiente, hace falta determinar qué
secuencia es la expresada bien 5°, con el sufijo -5p, bien 3°, con el sufijo -3p (67).



http://www.mirbase.org/

Introduccién

il MANCHESIER

[I_ITTITTTTI

Home [} Search [§ Browse | Help ] Download | Blog Submit l:'m

Search miRBase

By miRNA identifier or keyword

Enter a miRNA accession, name or keyword:

Enviar | Restablecer || Example

By genomic location
Select organism, chromosome and start and end coordinates. Leave the start/end boxes blank to retrieve all miRNAs on the selected chromosome.
Choose species: v |Chr: v Start: End: Get sequences

Select organism and the desired inter-miRNA distance.
Choose species + Inter-miRNA distance: 10000 Get clusters

By tissue expression
Select organism and tissue.

Choose species: ¥ || Select tissue: ¥ || Get experiments

Figura 8. El miRBase recopila informacion sobre microARNs.

A diferencia de los mMARN, los microARNS carecen de una secuencia comuin como puede
ser la cola de poly(A), muy atil como método de seleccion, o un sitio de unién universal para
su identificacion. Esto es importante porque los miARNS representan una pequefia fraccion
(0.01%) de la masa total de ARN y por ello debe ser selectivamente detectado. Los microARNs
en una familia (por ejemplo, let-7) pueden diferir en un solo nucleétido, haciendo la habilidad
de discriminar entre dos formas en un solo nucleétido importante. Los microARNS se clasifican
en familias segun su secuencia homologa, mas concretamente la secuencia raiz (seed sequence),
y se cree que diferentes microARNSs dentro de la misma familia pueden tener efectos similares
en la expresion génica (109). Existe una base de datos, Rfam (http://rfam.xfam.org/, acceso el
30 de septiembre de 2016) que agrupa los microARNs en familias.

La expresion de microARNs se ha observado en condiciones fisiologicas normales en
lineas celulares y modelos animales. Los procesos en los que se han observado van desde el
desarrollo y mantenimiento del organismo hasta la diferenciacién tisular. También han sido
estudiados en células madre (stem cells) como reprogramadores del destino celular, asi como
biomarcadores para identificar el estado de diferenciacion tisular en canceres de origen
desconocido (110).

Estudiar estas pequefias moléculas conlleva muchos retos, pero los avances tecnologicos
permiten tener a nuestro alcance varias plataformas que analizan la expresion de los
microARNS. Los métodos existentes para la extraccion del ARN total de las muestras pueden
afectar de manera directa a los resultados del estudio, ya que la mayoria de estos métodos suelen
desechar o degradar el miARN.

Las muestras de donde se extrae el miARN pueden tener distintos formatos tales como
tejido congelado, lineas celulares 0 muestras de parafina. El protocolo que se suele utilizar es
similar al de la extraccion de ARN total pero con la modificacion de que se retiene la fraccion
de los miARNSs. Normalmente las mayores cantidades de miARN se obtienen bien de lineas
celulares, bien de tejido fresco (aunque en este Gltimo la cantidad puede variar en funcién del
tipo de tejido utilizado) (67). La calidad y la cantidad del ARN extraido son importantes para
los resultados de los estudios. La calidad de ARN total suele medirse usando espectrofotometria
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y electroforesis capilar, dicha tecnologia nos facilita el RIN (RNA Integrity Number) que es el
namero de integridad de ARN cuyos valores van desde 10 (intacto) hasta 1 (totalmente
degradado) (68).

Actualmente contamos con tres tecnologias bien establecidas para cuantificar la expresion
de microARNs como son gRT-PCR (quantitative reverse transcription PCR), microarrays y
secuenciacion masiva (ARN-Seq) (Tabla 1 y Figura 9).

La gRT-PCR consiste en la transcripcion inversa del miARN en cADN (ADN
complementario), seguida de gPCR, monitorizando la acumulacién del producto de reaccion.
Un aspecto beneficioso de este sistema es la facil incorporacion de los laboratorios que ya estan
familiarizados con RT-PCR. Las reacciones se llevan a cabo de forma multitudinaria y paralela,
esto significa que son cientos de reacciones de gRT-PCR midiendo diferentes miARNs y
usando las mismas condiciones de reaccion. Las placas comercialmente hechas a medida
pueden ser disefiadas tanto para examinar un pequefio grupo de microARNSs determinado, como
por ejemplo aquellos que regulan un mecanismo de interés, o analizar una gran cantidad de
miARNSs (67). La gRT-PCR es un método establecido, sensible y especifico que puede ser
usado para cuantificacion absoluta, aunque no puede identificar microARNSs nuevos.

Los métodos de secuenciacion se llevan a cabo para conocer el orden de los nucleétidos en
ADN o ARN. La ventaja de la secuenciacién masiva con respecto a las otras plataformas es su
altisima precision y la capacidad para identificar microARNS nuevos ya que no es necesario
conocer la secuencia de antemano. Sin embargo, la cuantificacion de dichos microARNS, es
relativa, ya que se hace en funcién del nimero de lecturas de una secuencia control determinada.
Asi que la comparacion entre muestras con mucha variacion en la expresion de microARNS no
es muy fiable, ya que la cuantificacion absoluta no es posible. EI coste de la tecnologia de
ultrasecuenciacién es elevado, aunque dicha limitacion se ha contrarrestado con los cédigos de
barras utilizados para poder secuenciar muchas muestras al mismo tiempo (67). Otra de las
desventajas es la infraestructura adicional necesaria para la interpretacion de los datos asi, como
los sesgos relacionados con los procedimientos enzimaticos usados durante la preparacion de
las muestras que favorece la captura de algunos microARNSs sobre otros. Para el analisis de
datos y la interpretacion en la secuenciacion masiva es necesario probar distintos algoritmos de
mapeo de las lecturas y cuantificacion de los niveles de expresion (67).

Uno de los mayores retos en los estudios de microARNs como biomarcadores es la falta
de tejido tumoral de alta calidad solicitada para los analisis de expresion con tecnologia de
ultrasecuenciacién (111). Los tejidos en parafina son una fuente de incalculable valor para la
investigacion clinica. Sin embargo, los é&cidos nucleicos extraidos de dicha fuente,
especialmente en el caso del ARN, estan fragmentados y quimicamente modificados, haciendo
dificil su uso en estudios moleculares. Esto no parece afectar a los resultados en los andlisis de
expresion como muestran los estudios que comparan los perfiles de expresion de tejido en
parafina y congelado tanto usando métodos de ultrasecuenciacion como con gRT-PCR (112,
113).

Los microarrays tienen menos especificidad que la gRT-PCR o que la secuenciacion
masiva de ARNSs, no sirve para identificar nuevos miARNs y es dificil usarla para
cuantificacion absoluta. Pero es mas barata que el resto de los métodos usados para los perfiles
de expresion y permite realizar gran cantidad de mediciones al mismo tiempo.
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Los microarrays fueron los primeros métodos en ser usados como analisis paralelos de gran
numero de microARNS. Son una coleccion de matrices en formato cuadriculado Ilamado chip,
donde se colocan secuencias génicas de ARN. La secuencia que se una a la sonda la
denominamos diana. La complementariedad de las bases entre las secuencias diana y las sondas
que, por defecto, estan en cada una de las matrices produce una cantidad de luz medible. Dicha
luz es escaneada y analizada permitiendo conocer los genes expresados en la muestra. A mayor
hibridacién en las muestras aumentara la intensidad del color rojo y si la hibridacion de un gen
determinado es menor que la media, predominara el verde. Si la hibridacion comparando ambos
tipos de muestras, casos y controles, es similar, el color que se aprecia es mas oscuro- negro. El
analisis de la imagen requiere tecnologia adicional para identificar los puntos con intensidad
luminica variable, los microARNSs a los que corresponden los puntos del microarray y para la
cuantificacion final con la que se establece la expresion diferencial.

Cantidad de

Tecnologia Ventajas Desventajas Coste
muestra
PCR de Método sensible y No puede identificar nuevos <ng 6 ng-ug SS
Transcripcion especifico. Puede microARNs. El procesamiento es
reversa ser usado para de rendimiento medio teniendo
cuantitativa cuantificacion en cuenta al niUmero de
(qRT-PCR) absoluta muestras que se pueden
estudiar por dia.
MicroARNs Bastante menos Generalmente menos ng- g S
microarray costoso y alto especificidad que qRT-PCR o
rendimiento con secuenciacion de ARN.
respecto al nUmero Dificultad para usar con
de muestras que cuantificacion absoluta. No
pueden ser puede identificar nuevos
analizadas por dia. microARNSs.
Secuenciacion Alta precision en la No puede ser utilizado para ng- ug 6 > ug | $SS
de ARN: distincion de cuantificacion absoluta.
plataformas pequenos microARNs | Necesita un analisis
next-generation | que se parecen bioinformatico adicional
de alto entre si, incluidos importante
rendimiento los isomiRs; puede
detectar nuevos
microARNSs.
Secuenciacion Alta precision en la No puede ser utilizado para ng- g 6 > g | $SS

de ARN:
plataformas

next-generation

a pequena
escala

Tabla 1. Tipos de tecnologia para analizar el perfil de expresion de microARNs (67).

distincion de
pequenos microARNs
que se parecen
entre si. Puede
detectar nuevos
microARNs.

cuantificacion absoluta.
Necesita un analisis
bioinformatico adicional
importante
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2.2.3 MicroARNs como biomarcadores en el COCE

La alteracion de la expresion de los microARNSs se ha asociado con fenotipos clinicos
especificos de tumores tales como recurrencia, desarrollo de metastasis y supervivencia tras la
cirugia (6). Para desarrollar terapias especificas contra el cancer, el conocimiento de las
diferencias entre células normales y malignas es esencial. Basicamente, en el campo de la
oncologia, los microARNSs se clasifican como oncomiRs, cuando silencian genes supresores
tumorales, 0 como miRs supresores de tumores, cuando silencian oncogenes, y su desregulacion
se manifiesta como sobre o infra expresion.

El perfil de expresion de los microARNs ha sido estudiado en muchos tipos de
tumoraciones malignas y se han descubierto determinados microARNs como posibles
biomarcadores del cancer (7).

Los estudios sobre expresion diferencial de los microARNs en el COCE son numerosos
(114). Sin embargo, los resultados entre dichos estudios son muy dispares y en ocasiones
contradictorios. Ejemplo de esto es el trabajo de Li J. et al. de expresion de microARNSs en el
cancer de lengua con tejido congelado, donde el miR-21 aparece como sobre expresado
mientras que en el de Sun L. et al., sobre el mismo tipo de cancer pero con lineas celulares,
dicho microARN aparece infra expresado (8, 9). Un estudio sobre la asociacion entre una
expresion aumentada del miR-146a y el riesgo desarrollo de metastasis nodular en pacientes
con COCE, fue positiva para aquellos pacientes con polimorfismo C (rs2910164) (115), sin
embargo, estudios posteriores sobre el mismo polimorfismo indicaron que no existia asociacion
con la progresion del COCE (116). EI miR-184, por ejemplo, mostré niveles aumentados en un
estudio de carcinoma escamoso de lengua (117), mientras que en otro estudio se relaciond su
disminucion de expresion con la progresion en el cancer oral (118).

En la tabla 2 se resumen los estudios sobre los perfiles de expresion diferencial del COCE,
reflejando el tipo de muestra y la tecnologia utilizada, asi como los microARNS que aparecen
desregulados en cada estudio:
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Titulo

Integrative
Analysis in Oral
Squamous Cell

Carcinoma

Reveals DNA
Copy Number-
Associated
miRNAs
Dysregulating
target genes
(119)

Salivary Micro-
RNAs in Oral
Cancer (120)

MicroRNA-
17/20a
functions to
inhibit cell
migration and
can be used as
prognostic
marker in oral
squamous cell
carcinoma (2)

Progress risk
assessment of
oral
premalignant
lesions with
saliva miRNA
analysis (25)

Ano Muestra

Tejido
congelado 20
tumores
metastasicos
de COCE y 17
no
metastasicos.

2012

Saliva (20
pacientes
sanos, 20 con
lesiones pre-
malignas que
no
malignizaron
en un periodo
de 3 anos, 20
con COCEy 20
con
estomatitis
aftosa
recurrente)

2013

Lineas
celulares
Tw2.6 y

TW2.6 MS-10
(COCE mas
agresivo que
el primero).

2013

8 muestras de
leucoplasias
que acabd en
COCEy7
leucoplasias
no progresivas
todas de
tejido
congelado.

2013

Tecnologia

qRT-PCR

gRT-PCR

qRT-PCR

Microarrays y
corroboracion con
gRT-PCR

Sobre expresados

hsa-miR-150, hsa-

miR-155, hsa-let-7g,

hsa-miR-195, hsa-
miR-142-3p, hsa-
miR-342-3p, hsa-
miR-497, hsa-miR-
146b-5p, hsa-miR-
218, hsa-miR-29c,
hsa-miR-146a, hsa-
miR-29a, hsa-miR-
26b, hsa-miR-145,

hsa-miR-7f, hsa-miR-

34a, hsa-miR-148a,
hsa-miR-100, hsa-
miR-10a, hsa-miR-
29b, hsa-miR-15a,
hsa-miR-125b, hsa-
miR-192, hsa-miR-
199a-3p, hsa-miR-
26a.

miR-21 y miR-184 en
COCE y lesiones
premalignas cuando
se comparan con
controles sanos. No
hubo diferencia con
controles sanos y
pacientes con
estomatitis aftosa.

hsa-miR-590-5p,
hsa-miR-141, hsa-
miR-29b

hsa-miR-10b-5p,
hsa-miR-708, hsa-
miR-30e-3p, hsa-
miR-30a-3p, hsa-
miR-21, hsa-miR-
335-5p, hsa-miR-
144*, hsa-miR-25-3p,
hsa-miR-19a-3p,
hsa-miR-660-5p,
hsa-miR-140-5p,
hsa-miR-590-5p

Infra
expresados

hsa-miR-34c-5p,
hsa-miR-92b,
hsa-miR-23b,
hsa-miR-149,
hsa-miR-95.

miR-145 en
COCE y lesiones
premalignas en
comparacion
con controles
sanos

hsa-miR-1915,
hsa-miR-17, hsa-
miR-92a, hsa-
miR-20b, hsa-
miR-19b, hsa-
miR-20a, hsa-
miR-1246, hsa-
miR-1225-5p

hsa-miR-99a-5p,
hsa-miR-145-5p,
hsa-miR-99b-5p,
hsa-miR-100-5p,
hsa-miR-125b-
5p, hsa-miR-
181b, hsa-miR-
181c, hsa-miR-
197-3p, hsa-
miR-331-3p,
hsa-miR-15a-5p,
hsa-miR-150-5p,
hsa-miR-7a-5p.



MicroRNA
expression
profiles in oral
squamous cell
carcinoma (121)

microRNA
expression
profile in head
and neck
cancer: HOX-
cluster
embedded
microRNA-196a
and microRNA-
10b
dysregulation
implicated in
cell
proliferation
(122)

High-throughput
sequencing of
small RNA
transcriptome
reveals critical
biological
features
targeted by
microRNAs in
cell models used
for squamous
cell cancer
research (123)

2013

2013

2013

29 tumores
COCE en
tejido
congelado y 7
controles

15 Casos
tejido
congelado de
COCE y tejido
adyacente.

Lineas
celulares
SCC25y
queratinocitos
normales.

qRT-PCR

Microarrays y
corroboracion con
gRT-PCR

Ultrasecuenciacion

(SOLiD)

hsa-miR-31, hsa-
miR-31*, hsa-miR-

135b, hsa-miR-193a-

5p, hsa-miR-103,

hsa-miR-224, hsa-

miR-93, hsa-miR-

200c, hsa-miR-183,

hsa-miR-203, hsa-

miR-21, hsa-miR-
223.

hsa-miR-196a, hsa-
miR-196b, hsa-miR-
33, hsa-miR-19a,
hsa-miR-33b, hsa-
miR-142-5p, hsa-
miR-503, hsa-miR-
31, hsa-miR-7, hsa-
miR-19b, hsa-miR-
135b, hsa-miR-632,
hsa-miR-504, hsa-
miR-187, hsa-miR-
339, hsa-miR-302d,
hsa-miR-34b, hsa-
miR-34c, hsa-miR-
455, hsa-miR-9, 296,
hsa-miR-301, hsa-
miR-130b, hsa-miR-
196b, hsa-miR-200a,
hsa-miR-210, hsa-
miR-17-3p, hsa-miR-
302b*, hsa-miR-224,
hsa-miR-183, hsa-
miR-138, hsa-miR-
188, hsa-miR-92b,
hsa-miR-182, hsa-
miR-144, hsa-miR-
146b, hsa-miR-182*,
hsa-miR-149, hsa-
miR-141, hsa-miR-
610

hsa-miR-409, hsa-
miR-3545, hsa-miR-
495, hsa-miR-376c,
hsa-miR-379, hsa-
miR-375a, hsa-miR-
296, hsa-miR-382,
hsa-miR-708, hsa-
miR-4305

Introduccién

hsa-miR-133a,
hsa-miR-376c,
hsa-miR-411,
hsa-miR-30a-3p,
hsa-miR-489,
hsa-miR-139-5p,
hsa-miR-483-5p,
hsa-miR-30e-3p,
hsa-miR-409-3p,
hsa-miR-let7c,
hsa-miR-486-5p.

hsa-miR-1, hsa-
miR-30a-3p,
hsa-miR-139,
hsa-miR-133a,
hsa-miR-486,
135a, hsa-miR-
204, hsa-miR-
206, hsa-miR-
411, hsa-miR-
499, hsa-miR-
99a, Hsa-miR-
10b, hsa-miR-
299-5p, hsa-
miR-379, hsa-
miR-100, hsa-
miR-30a-5p,
hsa-miR-95, hsa-
miR-378, hsa-
miR-218, hsa-
miR-368, hsa-
miR-363, hsa-
miR-128a, hsa-
miR-655, hsa-
miR-376a, hsa-
miR-628, hsa-
miR-487b, hsa-
miR-410, hsa-
miR-140, hsa-
miR-801, hsa-
miR-376a*, hsa-
miR-154, hsa-
miR-432, hsa-
miR-328

hsa-miR-181d,
hsa-miR-10a,
hsa-miR-3940,
hsa-miR-4724,
hsa-miR-4521,
4700, hsa-miR-
181c, hsa-miR-
4459, hsa-miR-
935, hsa-miR-
210

55



Cintia Micaela Chamorro Petronacci

Genomewide
Study of Salivary
microRNAs for
detection of oral
cancer (124)

Alterations in
miRNA
expression
patterns in
whole blood of
OSCC patients
(125)

microRNA
expression
profiling of oral
carcinoma,
identifies new
markers of
tumor
progression
(126)

Oral Squamous
cell carcinoma:
microRNA
expression
profiling and
integrative
analyses for
elucidation of
tumourigenesis
(13)

2014

2013

2010

2016

Saliva, cuatro
grupos

diferentes: 9
pacientes con
COCE, 8 con
COCE en
remision, 8
con liquen

plano y 9
controles
sanos (34

muestras en
total)

Muestras de
sangre de 50
pacientes con
COCE y 35
voluntarios
sanos

Muestras de
tejido
congelado de
8 tumores sin
metastasis y 7
con
metastasis de
COCE.

Tejido
congelado de
29 muestras
con COCEy

tejido
adyacente del

mismo
paciente
como control.

nCounter
NanoString

qRT-PCR

Microarrays

Microarrays y
corroboracion con

qRT-PCR

miR-24, miR-27b
(COCE vs control)

hsa-miR-3162, hsa-
miR-3651, hsa-miR-
494, hsa-miR-1914*,
hsa-miR-4299, hsa-
miR-4284, hsa-miR-
3653, hsa-miR-500a,
hsa-miR-378, hsa-
miR-762, hsa-miR-
3656, hsa-miR-320a

hsa-miR-489, hsa-
miR-129, hsa-miR-
23a, hsa-miR-214,
hsa-miR-23b, hsa-
miR-92, hsa-miR-25,
hsa-miR-210, hsa-
miR-212, hsa-miR-
515, hsa-miR-146b,
hsa-miR-21, hsa-
miR-338

hsa-miR-29b, hsa-
miR-21, hsa-miR-
30e, hsa-miR-31,
hsa-miR-31*, hsa-
miR-193-3p, hsa-
miR-552, hsa-miR-
19a, hsa-miR-19b,
hsa-miR-141, hsa-
miR-101, hsa-miR-
144, hsa-miR-29c,
hsa-miR-1275, hsa-
miR-142-3p

miR-136, miR-

147, miR-1250,
miR-148a, miR-
632, miR-646,

miR-668, miR-

877, miR-503,

miR-220a, miR-
323-5p (COCE vs

control)

hsa-miR-186,
hsa-miR-7d*,
hsa-miR-424,
hsa-miR-4318,
hsa-miR-15b*,
hsa-miR-326,
hsa-miR-100,
hsa-miR-125b,
hsa-miR-30e*.

hsa-miR-520h,
hsa-miR-197,

hsa-miR-378,

hsa-miR-135b,
hsa-miR-224,

hsa-miR-34a.

hsa-miR-199a/b-
3p, hsa-miR-
15b, hsa-miR-
16, hsa-miR-let-
7a, hsa-miR-let-
7d, hsa-miR-
126, hsa-miR-
203, 199a-5p,
hsa-miR-let-7f,
hsa-miR-17, hsa-
miR-106a, hsa-
miR-27a, hsa-
miR-130a, hsa-
miR-24, hsa-
miR-223, hsa-
miR-143, hsa-
miR-342-3p,
hsa-miR-451,
hsa-miR-let-7g,
hsa-miR-200a,
hsa-miR-26a,
hsa-miR-le-t7i,
hsa-miR-15a,
hsa-miR-195,
hsa-miR-1259,
hsa-miR-308

Tabla 2. Estudios de expresion diferencial de microARNs en el COCE
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Los estudios de perfiles de expresion de cancer de cabeza y cuello también presentan
contradicciones (73, 125, 127). La mayoria de las revisiones coinciden en que las principales
razones por las que los perfiles de expresion son tan diferentes en sus resultados son el tipo de
muestra utilizada (tejido congelado, parafina o lineas celulares) y la localizacién u el origen de
las mismas (cavidad oral, orofaringe, faringe o laringe indistintamente). Los labios, la cavidad
oral y la orofaringe, normalmente tienen el primer contacto con los carcinogénicos provenientes
del aire, alimentos y bebidas y por ello presentan diferente exposicion que la laringe o la
hipofaringe (15). Ademas, el uso de diferentes plataformas para el perfil de microARNS supone
la aplicacion de diferentes estrategias de normalizacion lo cual da resultados de expresion
inconsistentes, sin olvidar que el tipo de tumores usados es muy variado desde lesiones
premalignas, lesiones incipientes a lesiones avanzadas con metastasis (128, 129). Tampoco
podemos olvidar la influencia que las costumbres y el ambiente tienen sobre el cancer, asi el
uso de poblaciones con entornos tan dispares ayuda a aumentar esta heterogeneidad de datos
(130).

Algunos autores sugieren que las lineas celulares cancerosas estudiadas solas, son
inapropiadas para detectar microARNs como biomarcadores o para establecer un perfil de
expresion diferencial (15, 73). Sin embargo, no hay duda de que los estudios funcionales en
lineas celulares que pretenden demostrar las dianas de los microARNSs o analizar el efecto que
determinados microARNSs tienen sobre un tejido especifico, son efectivos. El primer paso en
este tipo de experimentos es medir la concentracion del microARN que se va a estudiar en la
linea celular. Aquellos estudios que usaron mas de una linea celular observaron que la expresion
de base de determinados microARNSs variaba en funcion de la linea celular estudiada (7, 10-
12).

La mayoria de los estudios de perfiles de expresion en el COCE hasta ahora representan
bien modelos de lineas celulares bien tejido de muestras de carcinoma de cabeza y cuello en su
totalidad. Aunque los tumores de faringe, laringe y orales estan agrupados en los carcinomas
de cabeza y cuello el proceso de carcinogénesis es bastante diferente con lo que nos
encontramos con una gran heterogeneidad molecular (13).

Lin llev6 a cabo un meta analisis para valorar el papel de los microARNS como
biomarcadores para detectar el cancer oral. Seleccionaron ocho estudios de perfiles de
expresion concluyendo que se necesitan mas trabajos para evaluar rigurosamente el perfil de
expresion de miARNS, y atribuye las diferencias en los resultados al disefio del estudio, tamafio
o tipo de la muestra, asi como a la raza del paciente (114). Quiza otro de los factores que pueden
influir en el resultado es la calidad de las muestras utilizadas. La mayoria de los estudios no
hablan de ello en cuanto a pureza y degradacion, ya que por ejemplo en algunos kits de
microarrays se permite utilizar muestras sin cumplir unos requisitos de pureza o integridad
minima. De los estudios de expresion diferencial de microARNs en COCE s6lo hallamos uno
que especificara el descarte de aquellas muestras que no alcanzaban unos valores minimos de
calidad y pureza (121).

Otras de las causas por la que puede existir esta disparidad de resultados es que hay muchos

factores que influyen en la expresion de microARNs como son los tratamientos con
quimioterapicos, las infecciones o condiciones de hipoxia (131).
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El descubrimiento de nuevos microARNSs, hecho que se produce de manera constante,
obliga a las empresas dedicadas a la tecnologia con microarrays a afiadir nuevas sondas que
identifiquen estos microARNSs. Por ello, es necesario llevar a cabo estudios con la tecnologia
de microarrays actualizada para estudiar los perfiles de expresion diferencial de microARNs
gue contengan dichas nuevas sondas.
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Material y métodos

3.1 Tipo de estudio y obtencién de las muestras

Nuestro estudio es de tipo observacional retrospectivo en el grupo de los casos y de
cohortes en el grupo de los controles.

El grupo de casos estaba formado por un total de 19 pacientes. Seis de las muestras de
COCE se obtuvieron de pacientes atendidos por el Servicio de Cirugia Maxilofacial del
Complejo Hospitalario Universitario de Santiago de Compostela (CHUS) y 13 del Biobanco de
Santiago (SERGAS), todos ellos con un diagnostico histologico previo. Para todos los casos
los criterios de inclusion fueron no haber recibido tratamiento de radioterapia o0 quimioterapia
antes de la obtencion de la muestra, tener accesibilidad a los datos de la historia clinica del
paciente, que la muestra contara con méas de 80% de células tumorales y que la cantidad de
material congelado fuera suficiente para extraer ARN total.

El grupo control estaba formado por 31 muestras obtenidas durante la cirugia de pacientes
que acudieron al Servicio Maxilofacial para extraerse un tercer molar. Todas las muestras
extraidas fueron de pacientes mayores de edad y tras su extraccion fueron almacenadas a -80
grados centigrados. Todos los pacientes del grupo de controles y casos atendidos en el Servicio
de Cirugia Maxilofacial del CHUS firmaron el correspondiente consentimiento informado para
participar en el estudio. Los consentimientos estaban disponibles en gallego y castellano. Este
estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinico de Galicia Ref. 2015/132
(CEIC), actualmente “Comité Autondémica da Etica da Investigacion” (CAEI) (Anexos).

3.2 Variables clinicas

Los datos extraidos de las historias clinicas de los pacientes fueron: sexo (varon o mujer),
edad (en afios), localizacion del tumor, diferenciacion tumoral (buena, moderada, pobre), TNM,
estadio del tumor, diametro (en centimetros), estatus del fumador (no fumador, fumador,
exfumador), consumo de cigarrillos (nimero/dia), reseccién tumoral (si 0 no), vaciamiento
ganglionar (si 0 no), tratamiento de radioterapia y/o de quimioterapia (si 0 no), recidiva (si o
no), antecedentes familiares(si 0 no) y situacion vital (éxitus o no).

3.2.1 Localizacién del tumor

Las muestras fueron extraidas de la mucosa yugal, paladar blando, encia, zona trigono
retromolar, lengua y suelo de boca.

3.2.2 Diferenciacién tumoral

Las muestras fueron analizadas por un anatomopatélogo que describié la diferenciacion
tumoral como buena, moderada o pobre.

3.2.3 TNM y estadio del tumor
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Los tumores fueron clasificados en el momento del diagnostico segin el Manual de
Estadiaje de Cancer del American Joint Committee on Cancer(60).

3.2.4 Consumo de tabaco

Aquellos pacientes que estuvieron méas de diez afios sin fumar, fueron clasificados como
exfumadores, aquellos pacientes que no fumaron nunca fueron clasificados como no fumadores,
y de los pacientes fumadores el consumo se registré como cigarrillos por dia.

3.3 Extraccion del ARN total de la muestra

El método de extraccion de los microARNSs tiene un gran impacto en los resultados del
experimento para determinar el perfil de expresion de microARNS.

Una de las dificultades para extraer el ARN sin que se degrade es la presencia de las
ARNasas practicamente en cualquier ambiente donde haya presencia humana (132). Por ello es
necesaria una adecuada limpieza de las superficies de trabajo, en nuestro caso, usamos un
pulverizador, el RNaseZAP (Ambion™) (Figura 10). Ademas, debido al efecto cancerigeno
que tiene el fenol cloroformo, es también necesario trabajar dentro de una campana de quimicos.
El fenol cloroformo es necesario durante el proceso de la extraccion de ARN total para la
desproteinizacién de acidos nucleicos. La mayoria de las proteinas son més solubles en fenol
que en fase acuosa, tras la centrifugacién se observan dos fases, la méas baja es donde se deposite
la fase organica que contiene proteinas y la mas alta contiene acidos nucleicos (133).

RNaseZap

o s 1t paseic sartaces

Figura 10. RNaseZap (Ambion™) para limpiar superficies y dejarlas libre de ARNasas.

Muchos de los métodos de extraccion utilizados para el anélisis del transcriptoma (MARN)
pierden durante la extraccion los microARNs. Por este motivo escogimos un kit de eficacia
contrastada y con historia de uso. El kit que se utiliza para el aislamiento del ARN total es el
mirVana™miRNA Isolation Kit (Figura 11), siguiendo el protocolo que recomienda el
fabricante, con el cual se puede extraer el ARN total o microARN directamente en unos 30
minutos. El objetivo final es eliminar todo aquello que no nos interesa, como proteinas, ADN,
etc. y conservar el ARN total.



Material y métodos

Figura 11. mirVana™miRNA Isolation Kit

3.3.1 Optimizacion del Protocolo

El protocolo del mirvana™miRNA Isolation Kit recomienda la congelacion inmediata tras
la extraccion de la muestra en nitrogeno liquido y mantenerla congelada a -80°C. Para la
primera parte de la extraccion se debe machacar la muestra con un mortero mientras se evita su
descongelacion afiadiendo nitrégeno liquido y el Buffer Lysis, que facilita el kit, hasta
conseguir pulverizar totalmente la muestra para después continuar con el protocolo.

El problema principal que tuvimos al probar este método fue la dificultad de moler la
muestra sin que ésta se saliera del recipiente antes de descongelarse lo mas minimo o de la
posibilidad de analizar muestras que ya han sido congeladas con anterioridad sin utilizar
previamente el nitrogeno liquido. En nuestro caso, ninguna de las muestras que poseia el
biobanco, habian sido previamente congeladas en nitrégeno liquido.

Otra opcion que da el protocolo es usar Tissue Lyser, un método para machacar muestras
congeladas en un tubo introduciendo bolas de metal y agitando todo junto durante el tiempo
necesario hasta que se consiga homogeneizar todo. Nosotros usamos dicho método como
alternativa al mortero y el nitrogeno liquido pero las muestras no se deshacian del todo, debido
creemos a la naturaleza fibrosa de las muestras de COCE. Otro método que encontramos en la
literatura fue un homogeneizador motorizado, pero la limitacién econdémica nos impidio
probarlo ya que en el laboratorio careciamos de esta tecnologia.

Las muestras facilitadas por el biobanco de Santiago de Compostela venian en tubos
Eppendorf. De cada muestra se obtuvieron cortes de congelacion en OCT (Optimal Cutting
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Temperature), 14 cortes de 14 micrometros cada uno, y fueron nuevamente congeladas a -80°
C.

Para deshacer las muestras utilizamos una pieza de mano (Dremel® 200 Series) con fresas
de diamante de 1 mm de diametro con un mango largo de 45 mm (Muela de Diamante 2 mm
Dremel®) (Figura 12). El hecho de utilizar fresas de tallo largo se debe a la necesidad de llegar
hasta el fondo del Eppendorf para conseguir una muestra totalmente homogénea (Figura 13). A
las muestras congeladas se le afiadi6 el Lysis Buffer que proporciona el kit mirVana™miRNA
Isolation y se volvieron a congelar en el mismo recipiente que se encontraban. Una vez
conseguida la congelacion total de la mezcla de la muestra y el Buffer, se utilizo la fresa de
diamante y la pieza de mano para machacar la muestra en conjunto. La decisién principal de
este método es debido a que, si no hay una solidificacion completa, la muestra empieza a girar
dentro del liquido sin ser machacada. Despues seguimos con el procedimiento que recomienda
el fabricante.

Figura 12. Formato de la pieza de mano y fresa de bola de diamanate de tallo largo similares a las que se
utilizaron en el proyecto.

Figura 13. Se observa el tubo Eppendorf, en los que se transportaba la muestra, y como la fresa larga de
diamante llega hasta el fondo del recipiente de manera efectiva.

3.3.2 Protocolo de extraccion
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1. Machacamos la muestra con 10 volumenes de Lysis /Binding Buffer por masa de
tejido.

2. Afadimos después 1/10 volumenes de la muestra de Homogenate Additive.

3. Mezclamos bien con vortex.

4. Dejamos la muestra diez minutos en hielo

5. Afadimos acido fenol cloroformo, la misma cantidad de volumen que teniamos
de la muestra antes de afiadirle el Homogenate Additive.

6. Vortex 60 segundos.

7. Centrifugamos 5 minutos para separar la fase acuosa de la organica.

8. Recogemos la fase acuosa sin tocar el fondo y anotamos el volumen recogido.

9. Afadimos 1.25 volimenes de 100% etanol a temperatura ambiente a la fase
acuosa y mezclamos.

10. Pipeteamos la mezcla a través de uno de los filtros que trae el kit (Figura 14) y
centrifugamos 15 segundos. Nos deshacemos del sobrante y volvemos a utilizar el
mismo tubo de coleccion.

11. Afadimos 700 pL de Solucion de Lavado 1 (que previamente se ha preparado
afiadiendo 21 mL de 100% etanol a la botella en el que viene en el kit). Centrifugamos
5-10 segundos y nos deshacemos del sobrante volviendo a utilizar el mismo tubo de
coleccion.

12. Afadimos 500 pL de Solucién de Lavado 2/3 (que previamente se ha preparado
afiadiendo 40 mL de 100% etanol a la botella en el que viene en el kit) y centrifugamos
de 5-10 segundos, deshaciendonos posteriormente del sobrante, y volvemos a utilizar el
mismo tubo de coleccion.

13. Repetimos el paso anterior

14. Una vez eliminado el sobrante, hacemos spinning 1 minuto mas.

15. Cambiamos el tubo de coleccion y afiadimos 20 pL de Elution Solution
calentada previamente a 95°C. Spinning 20-30 segundos mas.

16. Almacenamos todas las muestras a -80°C.
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Figura 14. El tubo Eppendorf con los filtros que facilita el mirVana™miRNA Isolation Kit

El protocolo del mirVana™miRNA Isolation también recomienda utilizar 100 microlitros
de Elution Solution al final del proceso. Sin embargo, hemos comprobado que 100 microlitros
es mucha cantidad y la muestra sale muy diluida. Por lo que las muestras estudiadas fueron
analizadas con 20 microlitros de Elution Solution.

Para analizar el ARN total con microarrays se necesita una cantidad y calidad minima de
la muestra. Por norma general la calidad de ARN total se valora en base a la pureza y a la
integridad.

La cantidad y pureza de ARN total se analizO con el NanoDrop®ND-1000
Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) (Figura 15). El
NanoDrop® ND-1000 es un espectrofotometro que mide la pureza y la concentracion de ADN,
ARN vy proteinas. Los &cidos nucleicos absorben la luz ultravioleta con un patron especifico, a
mayor cantidad de acidos nucleicos mayor es la luz absorbida por la muestra. Con un microlitro
de la muestra y usando previamente la solucién en la que esta disuelta la misma como blanco,
el NanoDrop® ND-1000 facilita la concentracion en ng/microlitro (Figura 16). La
contaminacion de la muestra por las proteinas se valora con un ratio de absorbancia de dos
longitudes de onda 260nm y 280nm, (A)2e0/280. La pureza se considera adecuada con una ratio
superior a 1.8 (134). El uso del NanoDrop es sencillo y el nivel de técnica que se requiere es
bajo (7).
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Canar ast pri3 1

Sample# | 5

Figura 16. Ejemplo de la curva que se observa en el NanoDrop® ND-1000 cuando la pureza es adecuada.

La cantidad de ARN total que recomienda la casa comercial para el uso de las muestras
con Affymetrix®miARN 4.1 Array Plate es de minimo 130 ng y el grado de pureza es el de un
ratio (A)2eor280 de 1.95.

La integridad del ARN se valora analizando las subunidades 28S y 18S del ARN ribosomal
mediante chips de electroforesis que dan un valor numérico llamado RIN (RNA Integrity
Number) donde 10 indica que no ha habido degradacién y 1 que la degradacion ha sido absoluta.
En nuestro caso usamos los Agilent RNA 6000 NanoChips en el Bioanalyzer 2100 (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) (Figura 17).
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RNA Nano Chip
On-Chip Electropharesis

Figura 17. NanoChip similar al que se utilizé en el proyecto

La intencidn inicial era analizar las muestras con ultrasecuenciacion cuya precision es del
99,99% vy asi poder descubrir nuevos microARNSs. Las exigencias del protocolo son altas y
ademas de una concentracion de por lo menos 200 ng /microlitro, el RIN debe ser superior a 6
y la proporcién minima de microARN debe ser del 0,05% del ARN total.

El Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) es la tecnologia que
usamos para determinar la calidad del ARN y medir la proporcion del microARN en el ARN
total de la muestra.

Para medir la calidad del ARN utilizamos los RNA 6000 NanoChips que permiten medir
hasta 12 muestras y facilitan el RIN antes descrito. Los chips se mantienen estables a
temperatura ambiente y caducan al afio de ser expedidos. Para hacer funcionar dichos chips
hacen falta unos reactivos, que deben ser conservados a 4°C, y el marcador de peso molecular
(ladder) que debe conservarse a -20°C. Ambos productos deben aclimatarse a temperatura
ambiente 30 minutos antes de ser utilizados. Una vez colocados los reactivos en el chip se utiliza
un microlitro de cada muestra en cada pocillo y se coloca en la estacién del Bioanalyzer 2100
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) para ser utilizado (Figura 18).
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Figura 18. Estacion del Bioanalyzer 2100 para analizar los chips.

El Small Chip RNA (Agilent Technologies) se prepara de manera similar a los RNA 6000
NanoChips con la diferencia de que el Small Chip RNA se utiliza para conocer la concentracion
de la muestra en pico gramos de las secuencias de entre 0 y 150 nucleétidos, y que la cantidad
méaxima de muestras analizables en cada Small chip son 11. Una vez procesado el chip, el
software permite calcular el porcentaje de microARNSs teniendo en cuenta las masas medidas
en cada chip.

Sin embargo, tuvimos dificultades a la hora de correr el RNA 6000 NanoChip
correctamente. Nos encontramos con diferentes situaciones: el ladder no se procesaba bien y
por ello tampoco el resto de las muestras (Figura 19), o el ladder se procesaba correctamente
pero el resto de las muestras no (Figura 20), o se observaba lectura en el gréfico y calculaba la
concentracion de la muestra pero no era capaz de calcular el RIN indicandolo con el cddigo
N/A (Figura 21). Ante este ultimo hecho intentamos solucionar este problema tal y como
recomienda la casa comercial ajustando los limites de los picos, pero en vista de que informa
de que tampoco garantiza un RIN correcto no lo dimos por valido.

69



Cintia Micaela Chamorro Petronacci
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Figura 19. En esta imagen se aprecia que el ladder no ha corrido correctamente.
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Figura 20. En esta imagen se puede ver que el ladder ha corrido correctamente pero no el resto de las

muestras.
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2100 expert_Eukaryote Total RNA Nano_DE34903194_2015-03-11_13-07-36.xad Page 8 of 18

Assay Class: Eukaryote Total RNA Nano Created:  3/11/2015 1:0
Data Path: C:\...Eukaryote Total RNA Nano DE34903194 2015-03-11 13-07-36.xad Modified:  3/11/2015 1:3

Electropherogram Summary Continued ...
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20 25 30 35 40 45 50 55 60 [s]
Overall Results forsample5 : 33
RNA Area: 393.1 RNA Integrity Number (RIN): N/A (B.02.08)
RNA Concentration: 242 ng/l Result Flagging Color: B=E=]
rRNA Ratio [28s / 18s]: 34 Result Flagging Label: RIN N/A
Fragment table for sample 5 : 33
Name Start Time [s] End Time [s] Area % of total Area
18S 41.09 44.06 26.0 6.6
28S 46.27 54.32 89.3 22.7

Figura 21. Esta imagen pertenece a una de las muestras del proyecto, en ella se puede apreciar la
concentracion del ARN total pero no el RIN.

Aunque el protocolo recomienda lavar con agua libre de nucleasas mediante un chip de
lavado (Figura 22) durante 3 minutos los electrodos del Bioanalyzer 2100 antes de colocar el
chip, esto resulto ser insuficiente para obtener buenos datos. Tras varias pruebas establecimos
un protocolo de lavaje de una hora con lavados constantes de 30 segundos con agua libre de
nucleasas y permitiendo que se evaporase el fluido remanente en los electrodos durante 20
minutos.
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Figura 22. Electrode Cleaner, dispositivo en cuyos pocillos se coloca agua libre de nucleasas para limpiar
los electrodos.

Sin embargo, y a pesar de mejorar los resultados con el protocolo de lavado, por cada chip
que se utilizaba, no se conseguia que todas las muestras se procesaran correctamente.
Lamentablemente, este protocolo no fue suficiente para procesar el Small Chip RNA con éxito,
donde el ladder no salia con los 7 picos necesarios que requiere (6 marcando el nimero de
nucledtidos y 1 que corresponde al marcador) (Figuras 23 y 24).
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Figura 23. Extraida del protocolo del Small Chip RNA donde se refleja como se debe ver el ladder corrido
correctamente.
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2100 expert_Small RNA_DE34903194_2015-06-06_11-56-10.xad Page 2 of 10
Assay Class: Small RNA Created:  6/6/2015 11:56:09 AM
Data Path: C:\...06\2100 expert_Small RNA_DE34903194_2015-06-06_11-56-10.xad Modified:  6/6/2015 12:28:19 PM
Electrophoresis File Run Summary (Chip Summary)
Sample Name Sample Comment Status Result Label
Sample 1 v 19 % miRNA;
Concentration: 188.20
pa/ul
Sample 2 o Number of Peaks: 6
Sample 3 o Number of Peaks: 4
Sample 4 g Number of Peaks: 26
Sample 5 o 2 % miRNA;
Concentration: 807.30
pa/ul
Sample 6 v 10 % miRNA;
Concentration: 1775.30
pa/pl
Sample 7 o Number of Peaks: 5
Sample 8 o« All Other Samples
Sample 9 e 2 % miRNA;
Concentration: 1291.20
po/ul
Sample 10 o 4 % miRNA;
Concentration: 2255.20
po/pl
Sample 11 W 1 % miRNA;
Concentration: 2015
po/ul
Ladder P Number of Peaks: 9

Figura 24. Ejemplo del resumen de un Small Chip RNA corrido en este proyecto donde se puede observar
que el ladder presento un total de 9 picos.

Si bien optimizando el protocolo logramos calcular que el RIN de las muestras era el
necesario, el Small Chip RNA usado para calcular la concentracion de miARN requiere el uso
de un ladder muy sensible, que no conseguimos que corriera correctamente.

Con el ARN total de las muestras ya extraido con las caracteristicas de integridad y pureza
gue se pueden observar en la tabla de resultados, y con los recursos de los que disponiamos,
decidimos analizar la expresion diferencial de 8 muestras con COCE y 8 muestras de encia de
pacientes sanos usando la tecnologia de microarrays.

3.4 Microarray

Una de las metodologias disponibles para comparar perfiles de expresion de microARNs
de las muestras tumorales con tejido sano es mediante el uso de microarrays. Para ello hemos
utilizado el Affymetrix®miRNA 4.1 Array Plate. Esta placa mide de manera sensible y precisa
los transcritos de ARN no codificante implicados en la regulacion génica. Los transcritos que
detecta han sido extraidos del miRBase v20 e incluye 30.424 miARNs maduros de todas las
especies, 2.578 miARNs humanos y 1.996 snoARN y scaARN (small Cajal body-specific RNA)
humanos. Estos datos pueden filtrarse seleccionando las sondas por especies gracias al software
que facilita la casa comercial.

El primer paso tras extraer el ARN total es marcar la muestra con el Affymetrix®
FlashTag™ Biotin HSR RNA Labeling Kit. Empezando con ARN total el proceso comienza
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con una breve reaccion de tailing seguida de otra de ligacion de la molécula de sefializacion
biotinilada para la muestra de ARN. El proceso de marcaje se completa en menos de una hora
(Figura 25). La alta sensibilidad del FlashTag Biotin HSR es debida a la propiedad de la
tecnologia de amplificacion 3DNA®.

5 3
RNAmolecule
® Poly (A) Tailing ATP
(15 minutes) Poly APolymerase
Poly (A) tail
5 3
PORL(S e RNA Biotin-labeled 3DNA®
® Ligation /
(30 minutes) FlashTag Ligation Mix e®,
Ligase ‘ @
®
n / e
TTTT NNNN

Biotin-labeled RNA

1 Biotin detection with
e Streptavidin-PE
@ o s/
. ‘

o ®®

Single Feature
oo Affymetrix® GeneChip”

miRNAArray

Figura 25. Extraida del manual de Affymetrix® FlashTag™ Biotin HSR RNA Labeling Kit. La imagen resume
los pasos necesarios para marcar la muestra con el kit.
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3.4.1 Protocolo de Affymetrix® FlashTag™ Biotin HSR RNA Labeling Kit

_Poly A tailing

1. Ajustamos el volumen de ARN total a 8 microlitros con agua libre de nucleasas

2. Transferimos 8 microlitros de ARN al hielo. Afiadimos 2 microlitros de RNA
Spike Control Oligos y devolvemos al hielo.

3. Diluimos el ATP mix en 1mM 1:500.

4. Recopilamos el Master Mix en un tubo libre de nucleasas con estos
componentes: 26.4 microlitros de 10X Reaction Buffer, 26.4 microlitros de 25mM
MnCly, 17.6 microlitros de ATP Mix y 17.6 microlitros de PAP Enzyme.

5. Afadimos 5 microlitros de Master Mix a los 10 microlitros de ARN / Spike
Control Oligos del paso 2 para conseguir un volumen total de 15 microlitros.

6. Mezclamos poco a poco.

7. Incubamos en un termo bloque a 37°C durante 15 minutos. Nos deshacemos del
ATP no utilizado.

_Ligacion

1. Centrifugamos brevemente los 15 microlitros de la muestra con ARN vy los
reactivos utilizados en los pasos anteriores y colocamos en hielo.

2. Afadimos 4 microlitros de 5X FlashTag Biotin HSR Ligation Mix a cada
muestra.

3. Afadimos 2 microlitros de T4 DNA Ligasa a cada muestra.

4. Mezclamos poco a poco.

5. Incubamos a temperatura ambiente durante 30 minutos.

6. Paramos la reaccion afiadiendo 2.5 microlitros de HSR Stop Solution.
Mezclamos los 23.5 microlitros de cada muestra.

7. Separamos 2 microlitros de cada muestra para utilizarlos en el test de ELOSA
QC (Enzyme Linked Oligosorbent Assay), disefiado para confirmar que el kit ha sido
llevado a cabo con éxito.

La marcacion de las muestras fue corroborada por el test ELOSA QC que recomienda la
marca Affymetrix antes de continuar con el proceso. Este es un test que, tras el uso de diferentes
reactivos y cultivo de los mismos junto con las muestras, emite una coloracion azulada que
indica que la muestra ha sido marcada con éxito o coloracion roja que indica lo contrario. Las
pruebas del ELOSA QC se llevan a cabo en una placa similar a la de la prueba de ELISA y con
reactivos y productos asequibles en el laboratorio (Figura 26).

Figura 26. Placa con pocillos similar a la que se utilizo en la prueba de ELOSA QC.
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3.4.2 Affymetrix®miRNA 4.1 Array Plate

La placa microRNA 4.1 de Affymetrix (Figura 27) tiene la capacidad de analizar
microARNSs de humanos y otras especies con una cantidad de muestra de 130 ng y pudiendo
identificar un total de 2.578 miARNs maduros humanos.

ClearTray
e Shipping Cover
(To be Discarded)

Array Plate
Protective base

Array Plate

Figura 27. Placa Affymetrix®miRNA 4.1 Array Plate similar a la que se uso6 en el proyecto

Una vez las muestras estdn marcadas, quedan dos procesos antes del escaneado, hibridacién
y lavado, y tincion.

_Protocolo de hibridacion:

1. Descongelamos y calentamos el 20X Eukaryotic Hybridization Controls durante
5 minutos a 65°C.

2. Para preparar el coctel de hibridacion de array, afiadimos a 21.5 microlitros de
cada muestra marcada los siguientes componentes: 2X Hybridization Mix, 27.5%
Formamide, DMSO, 20X Hybridization Controls, Control Oligo B2, 3nM, agua libre de
nucleasas.

3. Incubamos a 99°C durante 5 minutos, y después a 45°C durante 5 minutos.

4. Aspiramos 130 microlitros e inyectamos en el array.

5. Colocamos el array en las bandejas del horno e incubamos a 48°C a 60 rpm
(revoluciones por minuto) durante 16 horas.
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_Protocolo de lavado y tincion.

1. Tras la hibridacion retiramos el array del horno.
2. Extraemos el coctel de cada array y transferimos a un nuevo pocillo para salvar
dicho coctel.
3. Rellenamos cada array completamente con Array Holding Buffer.
4. Permitimos a los arrays equilibrarse a temperatura ambiente antes de lavar y
tefir.
5. Colocamos el array en la Fluidic Station 450 y seguimos el siguiente protocolo:
a. 10 ciclos de 2 lavados de Wash Buffer A a 25°C
b. 8 ciclos de 15 lavados con Wash Buffer B a 50°C
c. Teflimos las sondas del array durante 10 minutos con el Stain Cocktail 1
a 25°C
d. Lavamos 10 ciclos con Wash Buffer A a 30°C
e. Teflimos las sondas durante 10 minutos con Stain Cocktail 2 a 25°C
f. Tefiimos las sondas durante 10 minutos con Stain Cocktail 1 a 25°C
g. Realizamos 15 ciclos de 4 lavados con Wash Buffer A a 35°C
h. Rellenamos las sondas con Array Holding Buffer

El escaner utilizado con la placa Affymetrix®miRNA 4.1 Array Plate es el
GeneTitan®Instrument y el software asociado es el Affymetrix®GeneChip® Command
Console® (AGCC). EI AGCC es un software libre de ultima generacion disponible en la pagina
web de Affymetrix que facilita una seria de herramientas para el control del instrumento y
manejo de los datos usados en el procesamiento de las placas. El software resume los datos de
intensidad celular de las sondas (que genera el documento *CEL) y permite el registro de la
muestra en el array, manejo de datos, control del instrumento, asi como el encuadre manual y
automatico de la imagen.

3.5 Procesamiento de datos

Tras el escaneado, los documentos *CEL fueron procesados por el Affymetrix®Expression
Console™ software (v.1.4) (Figura 28). El Affymetrix ®Expression Console ™ software es facil
de usar y disponible para todos los usuarios de Affymetrix de manera gratuita. Permite asi a
cualquier investigador realizar controles de calidad, normalizar y analizar los datos obtenidos
usando un ordenador estandar.

Para poder convertir los documentos *CEL en *CHP, necesarios en el anélisis de los
resultados de la expresion de los microARNS, es imprescindible primero descargar de la pagina
de Affymetrix las librerias de los organismos que queramos analizar. En nuestro caso solo
queriamos analizar los microARNs humanos. Con el Affymetrix®Expression Console™
software (v.1.4) se evalGia también la calidad del proceso de hibridacion, mediante la medicion
de determinados controles, asi como la distribucion de la sefial del escaneado.
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Figura 28. Affymetrix ®Expression Console™ software (v.1.4) en nuestro analisis exportando de los
documentos *CEL.
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Figura 29. Affymetrix ®Expression Console™ software (v.1.4) en nuestro analisis comprobando la
intensidad de los controles recomendados por la casa comercial.

Uno de los andlisis llevamos a cabo es el de los controles que recomienda Affymetrix de
los oligos 2, 23 y 29 que confirmaban la ligacion y la incorporacion de la cola de poly(A), el
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oligo 31 que confirma la ligacion y el oligo 36 que confirma la ligacién y la ausencia de
ARNasas. Si se ha hecho bien la sefial de estos oligos debe ser de 9.96 o mayor (Figura 29).

Una vez comprobado que el proceso de hibridacion y distribucion de la sefial es correcto
con el Affymetrix ®Expression Console™ software (v.1.4), y obtenidos el resumen de los
archivos en formato *CHP, exportamos estos archivos al Transcritpome Analysis Console 3.0
(TAC) (Figura 30), también desarrollado por Affymetrix, que lleva a cabo anélisis estadisticos
para analizar la expresion diferencial de los microARNs. Exportamos los archivos *CHP de
cada muestra analiza, 16 muestras en total, y los dividimos en grupos.

El primero fue el grupo de casos y controles, pero también lo hicimos con un grupo de
casos de estadio Il con los controles y luego otro de casos de estadio IV con los controles, y
comparando casos de estadio 1V y estadio Il. Otro andlisis fue separando mujeres y hombres
independientemente de la muestra de origen, mujeres y hombres sélo de las muestras control y
por ultimo muestras de COCE de lengua con encia sana.

Después de dividir las muestras en sus respectivos grupos activamos el analisis (Figura 30)
y el programa facilité un resumen del mismo explicando el nimero de genes desregulados,
sobre expresados e infra expresados, el nivel de significancia obtenido a través de analisis
univarible de ANOVA y los criterios de seleccion de la expresion, que basicamente es el doble
o0 la mitad de la expresion de un grupo con respecto al otro. Otros analisis disponibles en el
TAC son el Scatter plot, el Volcano plot y el Hierarchical clustering. El Scatter plot marca en
gris los genes que no estan diferentemente expresados y los que estan por encima estan sobre
expresados y los que estan por debajo infra expresados. El Volcano plot muestra en un grafico
la cantidad de veces (fold change) que estan desregulados los genes. La figura del Hierarchical
clustering representa en la linea vertical las muestras analizadas por grupos (con los numeros 1
y 2) y en linea horizontal sondas diferentemente expresadas. Las sondas del chip estan
codificadas con un nimero cuyo gen correspondiente puede verse en una tabla que facilita
también el programa junto con el fold change y el valor p entre otros (Figura 31).
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Figura 30. Programa del TAC con los archivos *CHP exportados.
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Figura 31. Tabla del TAC resumiendo el estudio de expresion diferencial de casos de COCE con respecto a
los controles, en esta imagen se observa concretamente el Scatter plot y el resumen inicial que ofrece.

Tras la obtencién de los microARNs desregulados estudiamos cada microARN por
separado utilizando el Diana Tool v 3.0 miRpub (disponible en http://diana.imis.athena-
innovation.gr/DianaTools/index.php?r=mirpub/index, acceso el 30 de septiembre de 2016).
Esta herramienta permite conocer los estudios relacionados con un microARN determinado
(135) y su enlace directo a la fuente (Figura 32).
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Figura 32. miRpub en Diana Tools con los resultados que se obtienen buscando el microARN hsa-miR-99a-
5p.

Ademas de recopilar la informacion disponible de cada microARN desregulado, también
estudiamos la interacciéon de los miARNs y sus dianas gracias del Diana Tool miRPath v3.0
(disponible en http://snf-515788.vm.okeanos.grnet.gr/dianauniverse/index.php?r=mirpath,
acceso el 30 de septiembre de 2016). Dicha plataforma permite ver las dianas posibles de cada
microARN y buscar mecanismos celulares en comun en los que estan implicados (Figura 33).
Al insertar un microARN el programa permite tenerlo en cuenta, o no, en los analisis (enable /

disable), indica entre paréntesis el nimero de dianas conocidas y la posibilidad de acceder a
dichos genes (see genes) (136).
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Figura 33. mirPath v3.0 analizando los microARNs desregulados.

3.6 Analisis estadistico

Los valores de las variables fueron recogidos en una base de datos disefiada
especificamente para el estudio y analizados con el programa SPSS version 20.0.

Para la descripcion univariante se emplearon los estadisticos descriptivos basicos: media,
desviacidn estandar, frecuencia y porcentaje.

En el analisis univariante se relacionaron las variables con el estadistico del Chi cuadrado
de Pearson 0 ANOVA, segun condiciones de aplicacion. Para la comparacion de las medias de
concentracion y RIN del ARN total extraido de las muestras de los casos comparadas con los
controles, se llevd a cabo el test no paramétrico de U de Mann Whitney. El nivel de significacion
empleado fue del 5%, considerando el valor de p <0.05 que indica una relacion estadisticamente
significativa y un valor p > 0.05 que indica ausencia de relacion.

Para el andlisis de la relacion entre la cantidad de ARN y el RIN con respecto al tipo de
tejido, se utilizaron pruebas estadisticas no paramétricas, concretamente el test de Kruskal-
Wallis. Los valores por debajo de 0.05 se consideraron estadisticamente significativos. Para el
analisis de la relacion entre la cantidad de ARN y el RIN con el paso del tiempo, se aplicd
estadistica no paramétrica mediante la correlacion de Spearman.

El Affymetrix®Expression Console facilita los valores numeéricos en log2 para la
normalizacion de los datos obtenidos en el escaneado que pertenecen a las intensidades relativas
de las hibridaciones (unidades de fluorescencia).



Material y métodos

En cuanto a la expresion diferencial de los microARNS, el Transcriptome Analysis Console
Ilevo a cabo un anélisis ANOVA univariante seleccionando aquellos genes con un fold change
de més de £ 2 y con un valor p menor de 0,05. Finalmente analizamos los mecanismos celulares
con el Diana Tools miRPath 3.0 de aquellos genes cuyo valor de significancia era menor de
0,001.

El Diana Tools miRPath 3.0 utiliza el Fisher’s Exact test para relacionar los microARNs
con sus dianas y mecanismos moleculares.
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Resultados

4.1 Descriptivo

4.1.1 Edad y sexo

La edad media de los 19 casos es de 56,78, con un rango de 31-75 afios. De los 19 casos 6
son mujeres (31,6%) y 13 son hombres (68,4%).

La edad media de los 31 controles es de 41,06 con un rango de 18 a 85 afios. De los 31
controles 12 son mujeres (38,7%) y 19 son hombres (61,3%).
4.1.2 Consumo de tabaco

De los 19 casos 9 (47,4%) son fumadores en el momento del diagnostico, 9 (47,4%) son
no fumadores y 1 ex fumador (5,2%).

De los 31 controles 7 (22,6%) son fumadores, 23 (74,2%) no fumadores y 1 ex fumador
(3,2%).
4.1.3 Localizacion del tumor
Los 19 casos son tumores primarios intraorales, 9 (47,3%) en lengua, 5 (26,3%) en encia,
2 (10,5%) en la zona trigono molar, 2 (10,5%) en suelo de boca, 1 (5%) en mucosa yugal.
4.1.4 Estadios TNM
En el momento del diagndstico 1 tumor esta en estadio | (5,3%), 5 en estadio 11 (26,3%),
13 en estadio 1V (68,4%).
4.1.5 Distribucion de estadios segun sexo
El nimero de mujeres con tumores en estadio Il es de 1 (20%) y el de hombres de 4 (80%).
El nimero de mujeres con estadio IV es de 5 (38,5%) y el de hombres de 8 (61,5%). S6lo hay

un caso con estadio | en un hombre. La relacion no es estadisticamente significativa (p=0,590)
(Gréfica 1).
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Grafica 1. Distribucion de las muestras con estadio I, Il y IV con respecto al sexo.

4.1.6 Distribucion de estadios TNM segun localizacion

Los tumores en estadio 11 se hallan 2 en encia (40%) y 3 en lengua (60%). En el estadio IV
5 se hallan en lengua (38,5%), 3 en encia (23,1), 2 en la zona trigono molar (15,4%) y 2 en
suelo de boca (15,4%), 1 en la mucosa yugal (7,7%). Sin relacion estadisticamente significativa
(p=0,862) (Grafica 2).
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Grafica 2. Distribucion de las muestras con estadio I, Il y IV con respecto a la localizacion tumoral

4.1.7 Distribucion de estadios TNM y habito tabaquico

De los casos en estadio 11 5 son no fumadores (100%), y no hay fumadores. De los casos
en estadio 1V 8 son fumadores (61,5%) y 5 son no fumadores (38,5%). El Unico caso en estadio
I es fumador (100%). Esto revela una diferencia estadisticamente significativa entre el estadio

TNM de los fumadores y los no fumadores (p= 0,036) (Grafica 3).
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Grafica 3. Distribucion de las muestras con estadio |, Il y IV con respecto al habito tabaquico.

4.2 Cualidad y concentracion de ARN

Extrajimos el ARN total de 19 casos y 31 controles (Tablas 3 y 4) y por limitaciones
anteriormente descritas analizamos las 8 mejores muestras por grupo (Tablas 5 y 6) teniendo
en cuenta la calidad de la muestra en cuanto a pureza y degradacion.

Los resultados pueden apreciarse en las tablas siguientes de casos y controles donde se
especifica de cada muestra la concentracion, expresada en nanogramos por cada microlitro
(ng/microlitro), la integridad de la muestra, expresada con el valor numérico del RIN (Figura
34), el afio de congelacion y la pureza de la muestra con los valores de absorbancia (A)2s0/280 Y
(A)2601230 anteriormente descritos:



Resultados

Control ng/microlitro RIN Afo 260/280 260/230
11 64.27 8.6 2015 1.97 1.99
12 444 8.2 2015 2.08 1.81
23 344,5 6,6 2015 1,98 1,72
33 220 6.5 2015 1,97 1,37
42 92,38 8,3 2015 1,9 1,18
45 195,54 8.9 2015 1,51 0,67

1003 403,23 7 2015 1,56 0,87
1004 163.34 7 2015 1.71 0.72
1005 263,55 9.6 2015 1,63 0,78
1006 208.52 9 2015 1.97 0.99
1007 266.17 8.6 2015 2.05 1.95
1012 596 8.8 2015 2 1,55
1013 430 10 2015 1,98 0,91
1020 632 8.8 2015 2,09 1,33
1021 433 9,6 2015 1,65 1,23
1022 202 8,6 2015 2,01 1,73
1023 349 10 2015 1,6 0,76
1024 1525 8.8 2015 2,06 2,1
2001 347 7,3 2015 1,95 1,99
2002 291 9.3 2015 2,02 1,69
2003 212 9.2 2015 2,07 1,92
2004 274 10 2015 2,04 1,58
2011 96,04 9.8 2015 1,73 0,36
2014 2930,6 8.1 2015 2.03 1.87
2015 269,22 8.4 2015 1,56 0,82
2017 111,07 8.9 2015 2,12 1,77
2019 335.10 9,7 2015 1.78 1.15
2020 300,04 9.7 2015 1,54 0,8
2021 82.41 8.7 2015 2.06 0.9
2024 1706 9,6 2015 1,92 1,23
2027 1552 8.2 2015 2,06 2,13

Tabla 3. Caracteristicas de las muestras del grupo control analizadas.
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CASO ng/microlitro RIN Coﬁ:;:ceién 260/280 260/230
1500601 48,57 6,9 1999 1,92 1,83
1500603 300,86 6,5 2006 1,99 1,08
1500604 210,5 7,1 2001 2,08 2,07

103T 281,5 7 2014 2 1,32

108T 653,5 8,4 2014 2,03 1,66

109T 2149,53 8,9 2014 2,06 2,09

127 2655,2 8,5 2012 2 2,13
15P1500647 10 6,5 1994 1,85 1,04
15P1500648 191 2,9 1997 2,04 2,13
15P1500649 374 8,1 1997 1,73 1,16
15P1500650 322 8,8 1998 2,04 1,95
15P1500651 36 6,8 1998 1,99 1,98
15P1500652 40 3,3 1999 1,9 1,85
15P1500653 229 10 1999 1,87 1,50
15P1500654 8 3,6 1999 1,91 1,33
15P1500655 61 11 2000 2,03 1,85
15P1500657 478 8,8 2001 1,99 1,98

CINTIA 1 528 8,3 2015 1,83 2,01
MRW22 972,27 8 2015 2,08 2,06

Tabla 4. Caracteristicas de las muestras del grupo de casos analizadas.




Resultados

MUESTRA ng/microlitro 260/280 260/230 RIN
12 444 2.08 1.81 8.2
1006 208.52 1.97 0.99 9
1007 266.17 2.05 1.95 8.6
1020 632 2,09 1,33 8.8
1024 1525 2,06 2,1 8.8
2001 347 1,95 1,99 7,3
2003 212 2,07 1,92 9.2
2027 1552 2,06 2,13 8.2
Tabla 5. Controles seleccionados para el estudio con microarrays
MUESTRA ng/microlitro 260/280 260/230 RIN
103T 281.5 2 1.32 7
108T 653.50 2.03 1.66 8.4
109T 2149.53 2.06 2.09 8.9
15P1500650 322 2.04 1.95 8.8
15P1500651 296 1.99 1.98 6.8
15P1500653 431 1.87 1.50 10
CINTIA 1 3532 1.83 2.01 8.3
MRW22 972.27 2.08 2.06 8

Tabla 6. Casos seleccionados para el estudio con microarrays
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Figura 34. Ejemplo de los resultados de RIN de una de nuestras muestras extraida del Bioanalyzer 2100 de
Agilent. En la grafica se observa el numero de la muestra (2004), el RIN alcanzado (10), el primer pico que esta
en el intervalo de 22 segundos (s) que corresponde al marcador, el pico del 25 s que corresponde con los ARNs
de menos de 150 nucledtidos y los dos ultimos que corresponden a los ARN ribosomales con los que se calcula el

RIN.



Resultados

4.2.1 Concentracion de ARN total y RIN de casos y controles

La media de RIN de los 31 controles fue de 8,70 (desviacion estandar 0,9941) y la de
concentracion de 494,81 (desviacion estandar 615,073) ng/ microlitro.

El analisis de los 19 casos revel6 un RIN medio de 6,81 (desviacion estandar 2,4035) y una
concentracion media de 504,43 (desviacion estandar 717,757) ng/microlitro.

El anélisis de la U de Mann Whitney para comparar las medias de los casos y controles
revel6 un valor p de 0,49 para la concentracion de ARN y un valor p de 0,001 para el RIN, con
lo que el RIN es significativamente superior en las muestras de los controles en comparacion
con los casos.

4.2.2 Asociacion entre localizacion tumoral y RIN

De los 4 casos de encia se obtuvo una media de RIN de 6,6 con una desviacion tipica de
2,661; en los 10 casos de lengua se obtuvo una media de RIN de 6,7 con una desviacion tipica
de 2,6739; dos casos hubo de suelo de boca donde la media de RIN fue de 7,4 y su desviacion
tipica de 0,7778; s6lo hubo un caso de paladar blando, mucosa yugal y zona retromolar cuya
media de RIN fueron 3,6, 8,4 y 8,8 respectivamente. El nivel de significancia fue de 0,696 (test
de Kruskal-Wallis) por lo que la distribucion de RIN es la misma entre las categorias de
localizacion (Gréfica 4).
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Grafica 4. Asociacion entre la localizacion de las muestras de COCE y la media del RIN obtenido.
4.2.3 Asociacion entre localizacion tumoral y concentracion de ARN total

Los 4 casos de encia presentaron una concentracion media de 687,63 ng/microlitro con una
desviacién tipica de 984,34046; en los 10 casos de lengua la media de concentracion fue de
479,44 ng/microlitro y la desviacién estandar de 783,92079; los 2 casos de suelo de boca
tuvieron una media de concentracién de 510,4200 y una desviacion tipica de 653,15453. Los
Unicos casos de paladar blando, mucosa yugal y zona retromolar tuvieron una media de
concentracion de 43,00 ng/microlitro, 322,00 ng/microlitro y 653,50 ng/microlitro
respectivamente. El nivel de significancia fue de 0,774 por lo que no se hall6 relacion entre la
concentracion de ARN total extraido de las muestras y el tejido usado (Gréfica 5).
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Grafica 5. Asociacion entre la localizacion de las muestras del COCE y la concentracion extraible media de
ARN total.

4.2.4 Asociacion entre RIN y afios de congelacion de los tumores
La correlacién de Spearman para relacionar la influencia del paso del tiempo en los casos
con la concentracion de ARN total fue de -0.632 (p= 0,006) y con el RIN fue de -0,350
(p=0.142).

Concluyendo asi que el paso del tiempo influyd en la cantidad de ARN total extraible en
las muestras, pero no sobre el RIN (Grafica 6).
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Grafica 6. Relacion de la variacion de la concentracion de ARN total obtenida y el afio de extraccion de la
muestra.

Al dicotomizar la variable de “tiempo de congelacion” en menores y mayores a 5 aflos, en
relacién a la concentracion siguen existiendo diferencias estadisticamente significativas (p=
0,001, concentracion media menores de 5 afios: 1206,67 ng/microlitro y mayores de 5 afios
180,33 ng/microlitro), sin embargo cuando comparamos esta variable dicotomizada con el RIN,
no encontramos diferencias estadisticamente significativas, p=0,087, (RIN medio en muestras

que llevan menos de 5 afios congeladas: 8,18; RIN para muestras que llevan mas de 5 afios
congeladas: 6,16).

4.3 Perfil de expresion diferencial de microARNs

4.3.1 Expresion diferencial de microARNs en muestras de COCE y controles

Tras el analisis de imagen los datos fueron filtrados y, gracias al software Expression
Console® Affymetrix. El andlisis del TAC revel6 un total de 97 genes desregulados en el COCE
en comparacion con los controles sanos (36 sobre expresados y 61 infra expresados), de los
cuales 80 son microARNS. En la tabla 7 se puede observar el Transcript Cluster ID, que es el
cddigo de la sonda del microarray, el Transcript ID Array Design, que es el microARN al que
corresponde el codigo de la sonda, fold change, que es el niUmero de veces que un gen
determinado esta desregulado en un grupo con respecto al otro, y el ANOVA p-value, que
corresponde al nivel de significancia del analisis (valor p).



Resultados

Transcript Cluster

Transcritp ID (Array Design)

Fold Change

ANOVA p-value (casos vs

ID controles)
20525453 hsa-miR-6746-5p -11,62 8,73E-07
20504362 hsa-miR-617 -22,46 0,000002
20525022 hsa-miR-6510-3p -14,32 0,000019
20525611 hsa-miR-6825-5p 4,17 0,000096
20500181 hsa-miR-99a-5p -2,56 0,000125
20520577 hsa-miR-5196-5p 2,38 0,000176
20518785 hsa-miR-4417 4,45 0,000183
20504559 hsa-miR-1224-5p -3,55 0,000192
20500460 hsa-miR-204-5p -2,75 0,000259
20526180 hsa-miR-7111-5p 4,03 0,000311
20503809 hsa-miR-497-5p -2,84 0,00033
20525701 hsa-miR-6870-5p 2,07 0,000333
20500723 hsa-miR-27b-3p -2,14 0,00037
20506897 hsa-miR-664a-3p -2,11 0,000386
20525491 hsa-miR-6765-5p 2,12 0,0004
20521813 hsa-miR-5580-3p -23,23 0,000534
20532569 14ql-4 -3,3 0,000777
20529568 hsa-miR-7977 -2,08 0,000819
20529782 hsa-miR-8072 2,19 0,000997
20506787 hsa-miR-1237-5p 2,04 0,001051
20525473 hsa-miR-6756-5p -2,46 0,001102
20503896 hsa-miR-509-3p -7,8 0,00121
20519681 hsa-miR-4788 2,09 0,001216
20519524 hsa-miR-4706 2,13 0,001469
20500781 hsa-miR-149-3p 2,13 0,001535
20505965 hsa-miR-509-3-5p -4,82 0,001554
20503895 hsa-miR-509-5p -2,11 0,001738
20503105 hsa-miR-486-5p -3,38 0,001901
20525571 hsa-miR-6805-5p 2,11 0,002044
20515603 hsa-miR-3175 2,63 0,002174
20506818 hsa-miR-1290 3,7 0,002964
20534505 hsa-mir-139 -3,07 0,003268
20524036 hsa-miR-6126 2,1 0,003419
20518890 hsa-miR-4495 2,1 0,00383
20517911 hsa-miR-3659 -3,33 0,003943
20509224 hsa-miR-1908-5p 2,02 0,003962
20506797 hsa-miR-663b 3,48 0,004417
20518919 hsa-miR-4521 -8,73 0,004474
20525633 hsa-miR-6780b-5p 2,02 0,004806
20500182 hsa-miR-99a-3p -3,92 0,005754
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20505745 hsa-miR-874-5p -2,96 0,006059
20532568 14ql-4 -2,64 0,00647
20518432 hsa-miR-3911 -2,11 0,006907
20515610 hsa-miR-3180-3p 2,08 0,007077
20502446 hsa-miR-451a -3,28 0,008397
20504421 hsa-miR-654-3p -6,05 0,009
20532594 14qll-22 -2,21 0,009243
20500457 hsa-miR-199b-5p -8,4 0,010167
20501160 hsa-miR-29¢c-3p -4,81 0,010213
20503106 hsa-miR-486-3p -4,78 0,010407
20525563 hsa-miR-6801-5p -10,3 0,010696
20500743 hsa-miR-138-5p -3,17 0,011462
20500186 hsa-miR-101-3p -2,26 0,011584
20500720 hsa-miR-23b-5p -2,06 0,012861
20525485 hsa-miR-6762-5p -4,45 0,013045
20523018 hsa-miR-6086 -2,33 0,013054
20518625 hsa-miR-3937 2,77 0,013164
20506823 hsa-miR-1295a -3,03 0,013422
20528493 hsa-miR-7641 -3,59 0,013924
20532627 ACA17 -2,32 0,014394
20503803 hsa-miR-494-3p -2,23 0,014842
20518818 hsa-miR-4443 2,04 0,01543
20534131 ENSG00000263442 -2,08 0,017241
20534152 ENSG00000264591 -2,08 0,017241
20534159 ENSG00000265325 -2,08 0,017241
20534163 ENSG00000265607 -2,08 0,017241
20534183 ENSG00000266646 -2,08 0,017241
20534187 ENSG00000266755 -2,08 0,017241
20538261 us4 -2,08 0,017241
20525468 hsa-miR-6753-3p 2,38 0,017418
20501213 hsa-miR-365b-5p -3,54 0,020201
20525639 hsa-miR-6838-5p -4,26 0,021521
20525697 hsa-miR-6868-5p -3,55 0,02314
20518817 hsa-miR-4442 2,08 0,023642
20500432 hsa-miR-139-5p -2,35 0,023899
20505790 hsa-miR-885-3p 2,4 0,02427
20518425 hsa-miR-3180 2,03 0,02763
20525438 hsa-miR-6738-5p 2,03 0,028661
20503793 hsa-miR-146b-5p 2,19 0,02921
20521825 hsa-miR-5585-3p 2,35 0,029274
20538298 mgh18S-121 -2,84 0,031249




Resultados

20525716 hsa-miR-6877-3p 2,01 0,031658
20538141 U18A -2,29 0,034712
20500135 hsa-miR-19a-3p -3,23 0,035357
20500741 hsa-miR-135a-3p 2,31 0,036948
20538268 us -2,02 0,036967
20525470 hsa-miR-6754-3p 2,14 0,038308
20532991 ENSG00000207118 3,03 0,038715
20518621 hsa-miR-3934-5p 2,82 0,039768
20515611 hsa-miR-548w 2,09 0,039847
20515647 hsa-miR-514b-5p -2,88 0,0409

20504550 hsa-miR-758-3p -2,86 0,044734
20532579 14ql1-12 -2,65 0,044976
20501161 hsa-miR-30c-1-3p -2,83 0,045867
20538156 uz8 -2,37 0,046883
20526885 hsa-miR-7162-3p -2,14 0,049205
20529138 hsa-miR-7846-3p 2,16 0,049409

Tabla 7. Genes desregulados en el analisis de casos y controles.
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Grafica 7. Scatter plot, del analisis de las muestras de COCE y los controles, extraido del TAC.
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Grafica 8. Volcano plot, del analisis de las muestras de COCE y los controles, extraido del TAC.



Resultados

Zoom
Scroll

Figura 35. Analisis no supervisado de las 16 muestras de los microARNs. Cada columna representa cada

muestra y cada fila representa cada microARN desregulado. El color rojo representa los microARNs que estan

expresados por encima de la media, el color verde aquellos que estan por debajo de la media y el negro indica
ausencia de variacion (Transcriptome Analysis Console, TAC).

4.3.2 Expresion diferencial por estadios (11'y 1V)

Aunqgue el nimero de muestras son escasas para establecer una relacion clara, hicimos el
analisis de expresion diferencial por estadios con el animo de hallar microARNs que indiquen

diferencias entre tumores en cuanto a agresividad y/o prondstico y poder compararlos asi con
otros estudios.
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El analisis de las muestras con estadio Il con respecto alos controles reveld un total de 59
genes diferentemente expresados, de los cuales 27 estaban sobre expresados y 32 infra
expresados (Tabla 8).

. . ) Fold ANOVA P-value
Transcript Cluster ID Transcritp ID (Array Design) Change (estadio Il vs
controles)
20506818 hsa-miR-1290 20,23 0,000001
20504557 hsa-miR-767-5p 14,39 0,000008
20525665 hsa-miR-6852-5p 3,12 0,000015
20500393 hsa-miR-196a-5p 50,75 0,000026
20504362 hsa-miR-617 -33,02 0,000028
20525453 hsa-miR-6746-5p -16,08 0,000197
20500435 hsa-miR-7-5p 3,49 0,000548
20534379 hsa-mir-31 2,67 0,000706
20500192 hsa-miR-105-5p 4,76 0,002377
20525611 hsa-miR-6825-5p 4,77 0,002443
20506837 hsa-miR-1246 2,81 0,003152
20525633 hsa-miR-6780b-5p 3,56 0,004035
20500181 hsa-miR-99a-5p -2,58 0,004616
20525022 hsa-miR-6510-3p -16,12 0,004634
20501771 hsa-miR-196b-5p 3,84 0,004928
20504559 hsa-miR-1224-5p -6,96 0,005094
20538295 mgU6-53 -2,11 0,008035
20525586 hsa-miR-6812-3p 2,09 0,009387
20524036 hsa-miR-6126 4 0,010568
20503104 hsa-miR-485-3p -2,82 0,010595
20536680 hsa-mir-4430 3,37 0,010965
20538120 u102 -2,46 0,011395
20534230 HBII-210 -2,44 0,011991
20500164 hsa-miR-31-5p 2,75 0,013412
20500730 hsa-miR-125b-5p -2,02 0,0136
20517706 hsa-miR-4257 2,47 0,013817
20518919 hsa-miR-4521 -5,96 0,013968
20525727 hsa-miR-6883-5p 2,81 0,014803
20503809 hsa-miR-497-5p -2,77 0,015327
20528493 hsa-miR-7641 -3,35 0,016976
20525473 hsa-miR-6756-5p -3,11 0,017978
20538296 mgU6-53 -2,21 0,01809
20525556 hsa-miR-6797-3p -2,01 0,018606
20534237 HBII1-289 -2,65 0,019126
20537530 hsa-mir-6787 2,04 0,01935
20532758 ENSG00000199856 2,3 0,020313




Resultados

20525430 hsa-miR-6734-5p 3,08 0,021471
20500798 hsa-miR-195-5p -2,09 0,023045
20519524 hsa-miR-4706 2,67 0,023553
20500464 hsa-miR-210-5p -2,39 0,024223
20529568 hsa-miR-7977 -2,1 0,02724
20503896 hsa-miR-509-3p -8,25 0,027681
20506866 hsa-miR-1269a 3,7 0,032505
20520577 hsa-miR-5196-5p 2,05 0,033098
20505608 hsa-miR-675-5p 4,47 0,033117
20526180 hsa-miR-7111-5p 3,87 0,035286
20518785 hsa-miR-4417 3,96 0,035332
20532594 14ql1-22 -2,71 0,036734
20505745 hsa-miR-874-5p -4,93 0,036786
20506838 hsa-miR-1247-5p -3,66 0,036893
20518621 hsa-miR-3934-5p 3,13 0,039182
20519627 hsa-miR-4758-3p -2,72 0,03989
20518439 hsa-miR-3916 2,75 0,040216
20525558 hsa-miR-6798-3p 2,47 0,041094
20529565 hsa-miR-7974 2,31 0,044018
20532568 14ql-4 -3,32 0,045412
20517911 hsa-miR-3659 -3,23 0,047465
20537593 hsa-mir-6848 2,23 0,049524
20536202 hsa-mir-3123 2,1 0,049661

Tabla 8. Genes desregulados en las muestras de estadio Il con respecto a los controles.
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Grafica 9. Scatter plot del analisis de las muestras de los casos con estadio Il y los controles.
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Grafica 10. Volcano Plot en el analisis de los casos con estadio Il y las muestras control.

En el andlisis de expresion diferencial de las muestras de estadio estadio IV con respecto a
los controles encontramos 107 genes diferentemente expresados de los cuales 67 estaban sobre
expresados y 40 infra expresados (Tabla 9).



Resultados

T . Transcritp ID (Array ANOVA p-value
ranscript Cluster ID Design) Fold Change (estadio IV vs
controles)
20525453 hsa-miR-6746-5p -9,85 0,000012
20504362 hsa-miR-617 -15,02 0,000029
20503105 hsa-miR-486-5p -4,73 0,000095
20525022 hsa-miR-6510-3p -12,48 0,000197
20500723 hsa-miR-27b-3p -2,3 0,000356
20504559 hsa-miR-1224-5p -3,59 0,000438
20538176 u41 2,2 0,000577
20518785 hsa-miR-4417 5,35 0,000625
20520577 hsa-miR-5196-5p 2,87 0,000666
20500460 hsa-miR-204-5p -2,75 0,000752
20525491 hsa-miR-6765-5p 2,22 0,00078
20525611 hsa-miR-6825-5p 3,6 0,000804
20525701 hsa-miR-6870-5p 2,12 0,000805
20506787 hsa-miR-1237-5p 2,09 0,000834
20500181 hsa-miR-99a-5p -2,39 0,000876
20506897 hsa-miR-664a-3p -2,29 0,001302
20526180 hsa-miR-7111-5p 4,19 0,001346
20525571 hsa-miR-6805-5p 2,16 0,001374
20500781 hsa-miR-149-3p 2,22 0,001382
20529782 hsa-miR-8072 2,25 0,001437
20503106 hsa-miR-486-3p -6,6 0,001476
20503809 hsa-miR-497-5p -2,92 0,001549
20509224 hsa-miR-1908-5p 2,06 0,001817
20525593 hsa-miR-6816-5p 2,02 0,001917
20519681 hsa-miR-4788 2,2 0,002089
20525563 hsa-miR-6801-5p -10,37 0,002321
20521813 hsa-miR-5580-3p -23,21 0,002377
20524034 hsa-miR-6124 2,19 0,002882
20505965 hsa-miR-509-3-5p -6,09 0,002906
20525485 hsa-miR-6762-5p -5,35 0,003214
20518852 hsa-miR-4467 2,03 0,003245
20532569 14ql-4 -3,28 0,003378
20502446 hsa-miR-451a -3,98 0,003406
20506795 hsa-miR-1202 2,14 0,003435
20515603 hsa-miR-3175 2,88 0,00392
20503895 hsa-miR-509-5p -2,25 0,004125
20501213 hsa-miR-365b-5p -5,13 0,005408
20525473 hsa-miR-6756-5p -2,27 0,005498
20503896 hsa-miR-509-3p -7,64 0,00605
20504572 hsa-miR-1301-3p 2,24 0,00651
20532585 14qll-17 -2,05 0,006647
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20500462 hsa-miR-205-5p -2,17 0,006923
20534505 hsa-mir-139 -3,26 0,007491
20518890 hsa-miR-4495 2,33 0,007828
20506797 hsa-miR-663b 4,46 0,008358
20518919 hsa-miR-4521 -12,31 0,008505
20526178 hsa-miR-7110-5p 2,19 0,009948
20500743 hsa-miR-138-5p -3,68 0,010294
20538173 u3sB -2,17 0,010296
20503803 hsa-miR-494-3p -2,26 0,011443
20500182 hsa-miR-99a-3p -4,03 0,011578
20505790 hsa-miR-885-3p 2,82 0,012195
20519573 hsa-miR-4730 5,08 0,012541
20501161 hsa-miR-30c-1-3p -4,63 0,014424
20500440 hsa-miR-10b-5p -2,12 0,014561
20500769 hsa-miR-126-3p -2,28 0,014579
20518817 hsa-miR-4442 2,67 0,014836
20518625 hsa-miR-3937 2,73 0,015343
20517911 hsa-miR-3659 -3,2 0,015397
20501160 hsa-miR-29c-3p -5,43 0,015502
20500720 hsa-miR-23b-5p -2,43 0,016497
20525697 hsa-miR-6868-5p -3,43 0,016667
20500457 hsa-miR-199b-5p -9,2 0,016766
20515610 hsa-miR-3180-3p 2,04 0,017739
20532627 ACA17 -2,85 0,017813
20505745 hsa-miR-874-5p -2,79 0,017828
20500777 hsa-miR-138-1-3p -3,2 0,019113
20500741 hsa-miR-135a-3p 2,78 0,020296
20500463 hsa-miR-205-3p -2,85 0,021422
20521825 hsa-miR-5585-3p 3,35 0,02315

20500186 hsa-miR-101-3p -2,31 0,023416
20500459 hsa-miR-203a -2,24 0,02541

20504421 hsa-miR-654-3p -6,43 0,025591
20525639 hsa-miR-6838-5p -4,2 0,025997
20532568 14ql-4 -2,59 0,026028
20517832 hsa-miR-23c -2,9 0,026364
20523018 hsa-miR-6086 -2,31 0,027616
20506003 hsa-miR-934 2,68 0,028142
20518425 hsa-miR-3180 2,14 0,028609
20525384 hsa-miR-6716-3p 8,75 0,030137
20503797 hsa-miR-492 3,35 0,030473
20532594 14qll-22 -2,13 0,033251
20518818 hsa-miR-4443 2,04 0,034421
20521810 hsa-miR-664b-5p 3,27 0,03455




Resultados

20525585 hsa-miR-6812-5p -2,11 0,034831
20515611 hsa-miR-548w 2,48 0,035095
20504556 hsa-miR-550a-3-5p -2,01 0,036639
20506823 hsa-miR-1295a -3 0,036729
20518901 hsa-miR-4505 2,06 0,036825
20534131 ENSG00000263442 -2,25 0,036907
20534152 ENSG00000264591 -2,25 0,036907
20534159 ENSG00000265325 -2,25 0,036907
20534163 ENSG00000265607 -2,25 0,036907
20534183 ENSG00000266646 -2,25 0,036907
20534187 ENSG00000266755 -2,25 0,036907
20538261 us4 -2,25 0,036907
20500432 hsa-miR-139-5p -2,34 0,037146
20525414 hsa-miR-6726-5p 2,48 0,037563
20528493 hsa-miR-7641 -3,56 0,039987
20525468 hsa-miR-6753-3p 2,34 0,040925
20538268 us -2,21 0,04319
20525030 hsa-miR-6514-3p 6,01 0,043522
20526885 hsa-miR-7162-3p -2,02 0,044692
20538200 us1 -2,3 0,046877
20500157 hsa-miR-27a-3p -2,84 0,047301
20538141 U18A -2,62 0,048596
20518783 hsa-miR-378e -5,77 0,049564

Tabla 9. Genes desregulados en las muestras de estadio IV con respecto a los controles.
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Grafica 12. Volcano plot del analisis de las muestras de los casos con estadio IV y los controles

También comparamos la expresion diferencial entre estadio 1V y estadio 11 donde 26 genes
resultaron desregulados, 21 sobre expresados y 5 infra expresados (Tabla 10).

Transcript Cluster ID Transcript ID Array Fold Change ANOVA\/?::?; dpioe;::lt)adio v
20511559 hsa-miR-2115-3p -2,25 0,000022
20532596 14qll-24 -2,87 0,000764
20515619 hsa-miR-3065-3p -10,45 0,003798
20525586 hsa-miR-6812-3p -2,25 0,006843
20538176 us1 2,25 0,012931
20534379 hsa-mir-31 -2,38 0,016582
20517915 hsa-miR-3663-5p -2,66 0,017352
20517816 hsa-miR-3609 2,23 0,018936
20521810 hsa-miR-664b-5p 6,37 0,021121
20515635 hsa-miR-3194-5p -3,31 0,027652
20518815 hsa-miR-4440 -2,11 0,027667
20503105 hsa-miR-486-5p -3,47 0,027858
20500468 hsa-miR-212-5p -2,07 0,027942
20506818 hsa-miR-1290 -11,45 0,028668
20500777 hsa-miR-138-1-3p -2,4 0,029618




Resultados

20500435 hsa-miR-7-5p -2,92 0,030083
20518806 hsa-miR-4433-5p -2,08 0,033723
20504351 hsa-miR-610 -2,81 0,033849
20525485 hsa-miR-6762-5p -4,23 0,035595
20519549 hsa-miR-4717-3p -2,44 0,039481
20500393 hsa-miR-196a-5p -54,91 0,041185
20500464 hsa-miR-210-5p 2,1 0,042329
20501172 hsa-miR-299-5p -2,3 0,043767
20515618 hsa-miR-3065-5p -8,19 0,045456
20518835 hsa-miR-4455 -2,02 0,047272
20523016 hsa-miR-6084 3,03 0,049574

Tabla 10. Genes desregulados en las muestras de estadio IV con respecto a las muestras con estadio Il.
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Grafica 13. Scatter plot del analisis de las muestras de los casos con estadio IV y las muestras con estadio

111



Cintia Micaela Chamorro Petronacci

50(1E-05}

40(0,0001H

30(0,001H

20(0,01H

{anea-d gL6o7 L) aouedpubis

10(0,11

Fold|Change
-32 =18 -8 -4 -2 1 2 4 8 18 32

Grafica 14. Volcano plot del analisis de las muestras de los casos con estadio IV y las muestras de casos
con estadio Il.

4.3.3 Expresion diferencial mujeres y hombres

Analizamos la expresion diferencial de microARNs entre mujeres y hombres de las 16
muestras analizadas con los microarrays. En el primer andlisis no tuvimos en cuenta la
pertenencia al grupo de casos o controles de la muestra, obteniendo un total de 39 genes
diferentemente expresados, 14 sobre expresados y 25 infra expresados (Tabla 11).

Transcript Cluster ID Transcritp ID (Array Design) Fold Change (mu?:roe\:l:/;)-hv:rlr:ll:' es)
20525697 hsa-miR-6868-5p -4,47 0,00005
20519488 hsa-miR-4684-3p -2,26 0,000054
20521783 hsa-miR-5571-5p 2,16 0,000944
20526178 hsa-miR-7110-5p 2,19 0,00101
20532598 14qll-26 2,74 0,001047
20517690 hsa-miR-4310 2,33 0,00131
20523018 hsa-miR-6086 -2,51 0,001568
20500718 hsa-miR-15b-5p -2,09 0,002303
20503886 hsa-miR-505-5p -2,18 0,002416




Resultados

20526885 hsa-miR-7162-3p -2,81 0,003219
20519659 hsa-miR-4778-5p -2,22 0,003482
20525418 hsa-miR-6728-5p -2,13 0,004151
20521813 hsa-miR-5580-3p -22,6 0,004211
20525529 hsa-miR-6784-5p 2,06 0,004922
20532599 14qll-26 2,48 0,00561

20525639 hsa-miR-6838-5p -4,24 0,00746
20518623 hsa-miR-3935 -2,18 0,011931
20525692 hsa-miR-6865-3p 3,02 0,013401
20504316 hsa-miR-548a-3p 2,58 0,013511
20517810 hsa-miR-3605-5p -7,39 0,013541
20525563 hsa-miR-6801-5p -12,21 0,013667
20515603 hsa-miR-3175 2,31 0,013816
20500123 hsa-let-7f-5p -2,6 0,015902
20504285 hsa-miR-564 -2,18 0,019703
20500780 hsa-miR-149-5p -2,48 0,020386
20506790 hsa-miR-1238-3p 2,03 0,020654
20519461 hsa-miR-4667-5p -3,55 0,0214

20525585 hsa-miR-6812-5p -2,18 0,022017
20518841 hsa-miR-4461 -2,12 0,023266
20502237 hsa-miR-20b-5p -2,17 0,029543
20501309 hsa-miR-133b 31,67 0,030078
20500800 hsa-miR-206 25,4 0,030653
20524995 hsa-miR-6499-5p -2,17 0,031237
20504556 hsa-miR-550a-3-5p -2,28 0,031294
20505799 hsa-miR-374b-5p -3,78 0,032141
20509227 hsa-miR-1909-3p 2,14 0,04076
20504433 hsa-miR-421 -3,4 0,04412
20519576 hsa-miR-4732-5p -2,01 0,047291
20515646 hsa-miR-3201 2,02 0,047485

Tabla 11. Genes desregulados al comparar las muestras de mujeres con las de los hombres
indiferentemente al grupo de casos o controles al que pertenecieran.
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Figura 36. Analisis no supervisado del analisis de expresion diferencial entre mujeres, representadas por
las columnas con el nimero 1, y hombres, representados por las columnas con el nimero 2,
independientemente del tipo de muestra.
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Grafica 15. Scatter plot mujeres y hombres con independencia del tipo de muestra
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Grafica 16. Volcano Plot de mujeres y hombres con independencia del tipo de muestra.
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4.3.4 Expresion diferencial por sexos en las muestras de los controles

En un segundo analisis estudiamos las muestras del grupo control comparando la expresion
diferencial de hombres sanos y mujeres sanas, obteniendo un total de 21 genes desregulados, 8
estaban sobre expresados y 13 infra expresados (Tabla 12).

ANOVA p value
Transcript Cluster ID ID Transcript Fold Change (mujeres control vs
hombres control)

20515599 hsa-miR-1193 2,19 0,000123
20506839 hsa-miR-1247-3p -2,3 0,004746
20500436 hsa-miR-7-1-3p -5,79 0,005767
20517686 hsa-miR-4306 -2,39 0,006957
20521820 hsa-miR-5583-5p 2,31 0,008176
20537565 hsa-mir-6821 2,05 0,009374
20519655 hsa-miR-4776-5p -2,43 0,012509
20525461 hsa-miR-6750-5p -3,37 0,013299
20519425 hsa-miR-4646-5p -2,12 0,013588
20501183 hsa-miR-30e-3p -4,03 0,014964
20506828 hsa-miR-1303 -3,57 0,017589
20502237 hsa-miR-20b-5p -2,36 0,02321

20506775 hsa-miR-1228-3p 3,73 0,024893
20503107 hsa-miR-487a-5p -3,34 0,02562

20525466 hsa-miR-6752-3p 2,14 0,026763
20538262 uss 2,08 0,027369
20518931 hsa-miR-4530 2,29 0,028002
20504582 hsa-miR-766-5p -3,24 0,028608
20519566 hsa-miR-4726-5p -4,04 0,038041
20525417 hsa-miR-6727-3p 2,09 0,045673
20500179 hsa-miR-98-5p -3,23 0,049184

Tabla 12. Genes desregulados al comparar las muestras de mujeres con las muestras de los hombres en el
grupo de los controles.
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Figura 37. Analisis no supervisado, el grupo de las columnas con el nimero 2 corresponde a las mujeres
del grupo de controles sanos, y aquellas con el nimero 1 corresponde con el grupo de los controles de los
hombres sanos.
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Grafica 17. Volcano plot en el analisis de expresion diferencial entre el grupo de controles de mujeres y
hombres sanos.

control hombre

Grafica 18. Scatter plot en el analisis de expresion diferencial entre el grupo de controles de mujeres y
hombres sanos.



4.3.5 Expresion diferencial COCE en lengua y controles

Resultados

La localizacion mayoritaria en las muestras del grupo de casos analizadas fue en la lengua.
Para poder comprobar después con otros estudios de expresion diferencial del COCE en lengua
hicimos un analisis entre dichas muestras (n=3) y el resto de los controles (n=8). El resultado
fue un total de 50 genes desregulados, 26 infra expresados y 24 sobre expresados (Tabla 13).

Transcript Cluster ID Transcritp ID (Array Design) Fold Change AIZS;UA; I?/;vizﬁr(:lae s;;s
20525453 hsa-miR-6746-5p -13,55 0,000425
20500181 hsa-miR-99a-5p -2,93 0,000506
20504362 hsa-miR-617 -12,87 0,000925
20529568 hsa-miR-7977 -2,74 0,001075
20532897 ENSG00000201853 2,15 0,001586
20525022 hsa-miR-6510-3p -14,71 0,001817
20517735 hsa-miR-4274 2,33 0,003591
20504559 hsa-miR-1224-5p -3,25 0,005956
20506003 hsa-miR-934 2,29 0,006324
20519438 hsa-miR-4654 2,29 0,006804
20525473 hsa-miR-6756-5p -2,85 0,007209
20525633 hsa-miR-6780b-5p 2,48 0,008322
20504556 hsa-miR-550a-3-5p -4,27 0,009567
20525697 hsa-miR-6868-5p -3,58 0,010285
20537043 hsa-mir-4787 2,01 0,010305
20503896 hsa-miR-509-3p -9,77 0,011943
20519524 hsa-miR-4706 2,94 0,01397
20525611 hsa-miR-6825-5p 3,32 0,014577
20525701 hsa-miR-6870-5p 2,31 0,014881
20521783 hsa-miR-5571-5p 2,55 0,015981
20529782 hsa-miR-8072 2,66 0,016273
20524036 hsa-miR-6126 2,6 0,016805
20518852 hsa-miR-4467 2,61 0,017015
20525556 hsa-miR-6797-3p -2,08 0,019544
20518785 hsa-miR-4417 3,19 0,020747
20509224 hsa-miR-1908-5p 2,29 0,023167
20503809 hsa-miR-497-5p -3,44 0,023367
20521813 hsa-miR-5580-3p -25,68 0,023453
20500460 hsa-miR-204-5p -2,73 0,023769
20505965 hsa-miR-509-3-5p -6,07 0,025568
20532670 ACA41 -2,04 0,025614
20501206 hsa-miR-363-3p -3,99 0,025827

119



Cintia Micaela Chamorro Petronacci

20518880 hsa-miR-4486 2,05 0,026905
20518834 hsa-miR-4454 -2,31 0,026975
20500780 hsa-miR-149-5p -3,48 0,027094
20503105 hsa-miR-486-5p -2,2 0,028086
20517679 hsa-miR-4299 2,58 0,033596
20519681 hsa-miR-4788 2,1 0,035099
20504316 hsa-miR-548a-3p 2,05 0,037559
20523018 hsa-miR-6086 -2,99 0,037746
20538295 mgU6-53 -2,11 0,039467
20515603 hsa-miR-3175 2,56 0,040172
20518431 hsa-miR-3910 2,42 0,041457
20505745 hsa-miR-874-5p -2,88 0,042814
20525563 hsa-miR-6801-5p -9,87 0,044448
20532671 ACA41 -2,02 0,044568
20526180 hsa-miR-7111-5p 2,78 0,046212
20519702 hsa-miR-4800-3p 2,11 0,046676
20505608 hsa-miR-675-5p 2,47 0,047521
20500135 hsa-miR-19a-3p -9,47 0,048786

Tabla 13. Genes desregulados en las muestras de COCE extraidas de la lengua en comparacion con las
muestras de controles sanos.
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Figura 38. Analisis no supervisado. La columna con el nimero 1 indica las muestras de lengua y la columna con
el nimero 2 las muestras controles.
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Grafica 19. Scatter plot de las muestras de COCE localizadas en la lengua y muestras control.
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Grafica 20. Volcano plot de las muestras de COCE localizadas en la lengua y las muestras control.



Resultados

4.4 MicroARNSs desregulados: dianas y mecanismos moleculares

De los 97 genes desregulados seleccionamos aquellos microARNs desregulados con un
valor de significancia menor de 0,001, quedandonos con un total de 18 microARNs
diferentemente expresados, para relacionarlos con los mecanismos moleculares en los que
pueden estar implicados (Tabla 14).

Transcritp ID Array Design Fold Change (CQ':?X':&-::::; 5)
hsa-miR-6746-5p -11,62 8,73E-07
hsa-miR-617 -22,46 0,000002
hsa-miR-6510-3p -14,32 0,000019
hsa-miR-6825-5p 4,17 0,000096
hsa-miR-99a-5p -2,56 0,000125
hsa-miR-5196-5p 2,38 0,000176
hsa-miR-4417 4,45 0,000183
hsa-miR-1224-5p -3,55 0,000192
hsa-miR-204-5p -2,75 0,000259
hsa-miR-7111-5p 4,03 0,000311
hsa-miR-497-5p -2,84 0,00033
hsa-miR-6870-5p 2,07 0,000333
hsa-miR-27b-3p -2,14 0,00037
hsa-miR-664a-3p -2,11 0,000386
hsa-miR-6765-5p 2,12 0,0004
hsa-miR-5580-3p -23,23 0,000534
hsa-miR-7977 -2,08 0,000819
hsa-miR-8072 2,19 0,000997

Tabla 14. MicroARNs desregulados en las muestras de COCE con respecto a los controles con un valor p
inferior a 0,001.

Los microARNSs con una expresion disminuida en los casos comparados con los controles
con un valor de significancia inferior a 0,001 fueron 11: el miR-6746-5p, miR-617, miR-6510-
3p, MiR-99a-5p, MiR-1224-5p, miR-204-5p, MiR-497-5p, miR-27b-3p, miR-664a-3p, MiR-
5580-3p, MiR-7977.

Los microARNS con una expresion aumentada en los casos comparados con los controles
con un valor de significancia inferior a 0,001 fueron 7: miR-6825-5p, miR-5196-5p, miR-4417,
miR-7111-5p, miR-6870-5p, miR-6765-5p, miR-8072.

Al estudiar los microARNs cuya expresion tenia un valor p inferior a 0,001 observamos

gue solo 6 de ellos tenian dianas conocidas y todos ellos estaban infra expresados. Las dianas
de estos microARNSs pueden verse en la tabla 15.
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MicroARN

Dianas

hsa-miR-99a-5p

FZD7, CAMK2D, FZD5, ROCK1, THBS1, PIK3CB, HSPB2, IGF1R, FZD8, RPS6, CASP3,
CCND1, PTPN11, RAC1, CDKN1A, SMO, MTOR

hsa-miR-1224-5p

PPP1R12B, AKT1, MYC, FGFR1

hsa-miR-27b-3p

PPP1CA, CAMK2D, BRAF, HBEGF, MET, ITGB1, NRAS, THBS1, PIK3CB, CAV1,
PPP1CC, MAPK14, PXN, ROCK2, FRS2, FZD3, MSN, ITGB5, TP53, VAV2, CBLB,
FZD4, PPP1R12A, DROSHA, PIK3R3, CCND1, CTNNB1, HIF1A, PRKX, MAPK3, FN1,
CDKN1A, PDPK1, VEGFA, MAPK1 , MDM2, WNT9A, CD44

hsa-miR-204-5p

PDCD4, EZR, PIK3CB, IQGAP1, HSPG2, PLCG1, CCNDI1, FLNB, ITPR1, PLAUR,
FZD1, ITPR2, MDM2, ITGB3

hsa-miR -497-5p

BRAF, ACTB, PDCD4, SOS2, SMAD2, PTCH1, WNT5A, PIK3R2, PPP1CC, ACTG1,
ROCK2, FRS2, FZD6, IQGAP1, IGF1R, RPS6, HSPG2, AKT2, TFAP4, MMP2, CCND1,
MYC, MMP9, IGF2, ITPR1, FGF2, CDC42, AKT3, PIK3CA, FN1, CDKN1A, MAP2K1,

SDC4, SMO, HGF, MTOR, VEGFA, MAPK1, GRB2, CD63, MDM2, WNT9A, CD44.

hsa-miR-617

ACTB, TWIST2

Para buscar los mecanismos moleculares en los que pueden estar implicados estos
microARNSs utilizamos el software de Diana Tools, el miRPath v3.0, que calcula, en funcion de
los microARNSs implicados y el nimero de posibles genes a los que afecte, el valor p de los

Tabla 15. Dianas de microARN con valor p inferior a 0,001

mecanismos moleculares comunes mas probables.

El Diana Tools miRPath v3.0 revelo un total de 51 mecanismos moleculares donde estaban
implicados al menos 3 de los 6 microARNs estudiados (Tabla 16). Entre ellos destacan 16
relacionados con el cancer (31,37%): proteoglicanos en el cancer, carcinogénesis viral, glioma,
cancer de pulmon, leucemia mieloide cronica, cancer pancreatico, cancer colo rectal, cancer de
prostata, metabolismo del carbono en el cancer, cancer de vejiga, leucemia mieloide aguda,
carcinoma de células renales, cancer de endometrio, mecanismos en el cancer, melanoma y

cancer tiroideo.

Mecanismos moleculares Valor p
Proteoglycans in cancer 2,03E-15
Prion diseases 2,58E-12
Fatty acid biosynthesis 3,24E-07
Hippo signaling pathway 3,24E-07
Viral carcinogenesis 7,11E-07
Glioma 1,03E-06
Protein processing in endoplasmic reticulum 1,03E-06
Thyroid hormone signaling pathway 1,24E-05
TNF signaling pathway 1,77E-05
TGF-beta signaling pathway 3,57E-05
Non-small cell lung cancer 8,35E-05
Chronic myeloid leukemia 8,44E-05
Signaling pathways regulating pluripotency of stem cells 0,00016016




Resultados

mTOR signaling pathway 0,00019149
Adherens junction 0,00019149
Focal adhesion 0,00024435
Pancreatic cancer 0,00034629
Neurotrophin signaling pathway 0,00047118
Colorectal cancer 0,00047118
Central carbon metabolism in cancer 0,00071494
Prostate cancer 0,00081506
Lysine degradation 0,00081543
Estrogen signaling pathway 0,00081543
Bladder cancer 0,00081543
Cell cycle 0,00098958
Hepatitis B 0,00101924
AMPK signaling pathway 0,00219882
p53 signaling pathway 0,00299835
Insulin signaling pathway 0,00313483
Acute myeloid leukemia 0,00330299
Renal cell carcinoma 0,00383771
FoxO signaling pathway 0,00401634
Other types of O-glycan biosynthesis 0,00415899
Endometrial cancer 0,00489696
Pathways in cancer 0,0054266
Melanoma 0,0054266
Bacterial invasion of epithelial cells 0,0054266
Oocyte meiosis 0,00677645
Shigellosis 0,00880962
Ubiquitin mediated proteolysis 0,00917906
Prolactin signaling pathway 0,00949088
HIF-1 signaling pathway 0,01990143
ECM-receptor interaction 0,02020899
Sphingolipid signaling pathway 0,02058487
Progesterone-mediated oocyte maturation 0,02353258
Chagas disease (American trypanosomiasis) 0,0254043
Thyroid cancer 0,02562068
NOD-like receptor signaling pathway 0,04405569
Steroid biosynthesis 0,04559925
Glycosaminoglycan biosynthesis - keratan sulfate 0,04559925
Salmonella infection 0,04980363

Tabla 16. Resultado del miRPath v3.0 sobre los seis microARNs (miR-99a-5p, miR-1224-5p, miR, 27b-3p, miR
204-5p, miR-497-5p, miR-617) y sus posibles mecanismos moleculares.
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Los mecanismos en los que estaban implicados los seis microARNSs fueron 18 (Tabla 17)
y si observamos la grafica 21 donde estan los mecanismos moleculares ordenados de mayor
valor de significancia a menor, podemos observar que los proteoglicanos en el cancer es el
mecanismo mas probable con diferencia. También podemos ver la implicacion de dichos
microARNS en otros mecanismos moleculares cuya funcién se ha visto afectada en procesos
cancerosos como pueden ser el mecanismo de sefializacion del TGF beta, mTOR o p53.

Mecanismo molecular valor p
Proteoglycans in cancer 2,03E-15
Hippo signhaling pathway 4,24E-07
Protein processing in endoplasmic reticulum 1,03E-06
Thyroid hormone signaling pathway 1,24E-05
TGF-beta signaling pathway 3,57E-05

mTOR signaling pathway

0,000191493

Adherens junction

0,000191493

Focal adhesion

0,000244352

AMPK signaling pathway

0,002198823

p53 signaling pathway

0,002998352

Insulin signaling pathway

0,003134828

FoxO signaling pathway

0,004016341

Bacterial invasion of epithelial cells 0,005426597
Shigellosis 0,008809618
HIF-1 signaling pathway 0,01990143
Sphingolipid signaling pathway 0,020584868

Chagas disease

0,025404305

Salmonella infection

0,049803629

Tabla 17. Mecanismos moleculares en los que estan implicados los seis microARNs y el valor p de menor a

mayor.




Resultados

-log (valor p)

Mecanismos moleculares

Grafica 21. Normalizando el valor p se puede apreciar qué mecanismo tiene mayor nivel de significancia.

Ademas del nimero de genes implicados y el valor p el programa facilita un esquema donde
se observan dichos mecanismos moleculares en los que estan implicadas las dianas de nuestros
microARNSs coloreando en amarillo que afectadas por un s6lo microARN desregulado y de
color naranja aquellas dianas afectadas por méas de uno.

Los posibles genes dianas de los microARNs anteriormente nombrados estan implicados
en el mecanismo molecular de proteoglicanos en el cancer, siendo total de 88 genes, y sus
funciones pueden apreciarse en la figura 39.
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En el mecanismo de sefializacion TGF beta (Figura 40) se puede observar un total de 33
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Para el mecanismo de sefializacion de p53 el miRPath v.3 reveld un total de 31 posibles

genes diana donde destaca el TP53 propuesto en el COCE como biomarcador (138). Las

funciones en dicho mecanismo de cada gen pueden apreciarse en la figura 42.
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5.1 Estudios de expresion diferencial de microARNs

En nuestro estudio hemos analizado 16 muestras, 8 casos de COCE y 8 muestras de encia
queratinizada sana, para establecer un perfil de expresion diferencial usando microarrays. El
resultado fueron un total de 81 microARNS de los cuales 45 presentaban una expresion menor
y 36 una expresién mayor en los casos en comparacion con los controles.

El perfil de expresion obtenido en nuestro estudio no coincide con los resultados de otros
estudios de expresion diferencial de microARNSs en el COCE (8, 13, 28, 121, 126, 139) como
un patrén comun sino, mas bien, existen algunas coincidencias con algunos microARNS.

El trabajo que mas se parece al nuestro es el de Soga et al. donde se analizan 29 muestras
de COCE y 7 controles con microarrays (768 sondas), con un total de 177 miARNSs
desregulados. Nosotros destacamos aquellos microARNs que tenian un valor de p inferior a
0,001, ellos publicaron aquellos que tenian un fold change superior a 4 (miR-31* y miR-31,
miR-135b, miR-193a-5p, miR-103, miR-224, miR-93, miR-200c, miR-183, miR-203, miR-21
y miR-223) e inferior a -4 (miR-133a, miR-376¢, miR-411, miR-30a-3p, miR-489, miR-139-
5p, miR-483-5p, miR-30e-3p, MiR-409-3p, miR-let-7c, miR-486-5p). El miR-139-5p también
aparece infra expresado en nuestro estudio, asi como el miR-486-5p (121).

Yang et al. estudiaron la expresion diferencial de microARNSs, con una tecnologia de
microarrays con capacidad para identificar 754 microARNSs, usando tejido congelado de 7
leucoplasias no progresivas y 8 progresivas. Posteriormente, corroboraron sus resultados con
gRT-PCR usando muestras de saliva. Obtuvieron un total de 25 microARNSs diferentemente
expresados, 12 sobre expresados y 13 infra expresados. De este perfil de expresion diferencial
solo un microARN coincide con nuestro estudio, el miR-99a-5p que aparece infra expresado en
aquellas leucoplasias progresivas en comparacion con las no progresivas. EI miR-19a-3p
aparece como infra expresado en los casos de nuestro estudio mientras que en el estudio de
Yang et al. aparece como sobre expresado en leucoplasias progresivas (25).

Manikandan et al. analizaron con microarrays 29 muestras de tumores primarios de COCE
y 9 muestras controles, usando el miRCURY LNA™ microRNA Array que cuenta con 1168
sondas, obteniendo 46 microARNSs desregulados de los cuales corroboraron 10 con gRT-PCR.
Ninguno de los microARNSs desregulados en este estudio coinciden con los nuestros (13).

Park et al. midieron la expresion con gRT-PCR de 314 microARNs en saliva de 50
pacientes con COCE y 50 pacientes sanos. Los resultados revelaron dos miARNS, el miR-125a
y el miR-200a, infra expresados significativamente en la saliva de pacientes con COCE. En
nuestro estudio ninguno de los dos microARNSs aparecen desregulados (140).

Otro estudio de microARNSs en saliva es el de Momen-Heravi et al. cuya tecnologia usada
es el NanoString nCounter miRNA capaz de detectar 700 sondas de microARNS. El total de
muestras analizadas fue de 34 pacientes, 9 con COCE antes del tratamiento, 8 con COCE en
remision, 8 con liquen plano oral y 9 pacientes sanos. En total 13 microARNs fueron
determinados como desregulados en saliva de pacientes con COCE en comparacion con los
pacientes sanos, 11 infra expresados (miR-136, miR-147, meR-1250, miR-148a, miR-632,
miR-668, miR-877, miR-503, miR-220a, miR-323-5p) y 2 sobre expresados (miR-24, miR27b)
(124). Aunque la muestra era escasa establecieron el miR-27b como un biomarcador efectivo
para distinguir pacientes con COCE comparados con aquellos sanos, con liquen plano o
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pacientes en remisién, con una sensibilidad del 85.7% y una especificidad del 100% (124).
Como se observa no coincide con los hallazgos de Park et al. y tampoco con los nuestros.

Ries et al. buscaron microARNs desregulados en muestras de sangre de pacientes con
COCE. Utilizaron microarrays que identificaba 1205 sondas de microARNs. El tamafio de la
muestra fue de 57 pacientes con COCE y de 33 pacientes sanos. Los resultados revelaron un
total de 30 microARNs desregulados destacando tres de ellos, dos microARNs sobre
expresados, el miR-3651 (fold change = 2,5) y el miR-494 (fold change = 4,7), y uno infra
expresado, el miR-186 (fold change = 2) (139). Ninguno de estos microARNs aparece como
desregulado en nuestro trabajo.

Otros trabajos utilizan una muestra mas variada a la hora de analizar la expresion
diferencial como es el grupo de Zahran et al. que, mediante qRT-PCR, estudian tres microARNs
en muestras salivales, el miR-184, el miR-21 y el miR-145, en 20 personas sanas, 40 pacientes
con lesiones pre malignas (20 con displasia y 20 sin ella) de al menos tres afios de seguimiento,
20 pacientes con COCE vy otros 20 pacientes con estomatitis aftosa recurrente. Quiza por la
heterogeneidad de la muestra y el nimero limitado de los microARNs medidos, la conclusion
del estudio es que el miR-184 puede ser un marcador para identificar en saliva pacientes con
COCE pero que es necesario una muestra mayor para corroborarlo (120). Ninguno de los
microARNs medidos en este estudio aparece desregulado en nuestras muestras de COCE.

Yu et al. publicaron una revision sobre estudios de expresion diferencial de carcinomas
escamosos en lengua. La revision recopila cinco articulos, dos con tejido congelado y tres con
lineas celulares, que midieron la expresion con microarrays. Los resultados son muy dispares,
y en algunos casos contradictorios (131). En la siguiente tabla publicada en dicho trabajo (Tabla
18) puede observarse las diferencias en los resultados sobre la expresion:



Estudio Método Muestra Sobre expresados | Infra expresados
Carcinoma de . .
o et 2l Microarray células escamosas llREUSEEY, i
(2008) (141) de lengua 133b
miR-103, miR-189,
Let-7a, miR-16, miR-61, miR-148a,
Carcinoma de miR-203, miR-21, | miR-184, miR-26b,
Li et al. (2009) (9) Microarray células escamosas | ™iR-27a, miR-27b, | miR-320, miR-451,
de lengua miR-31, miR-17- miR-494, miR-513,
5p, miR-195, miR- miR-519b, miR-
23a 525, miR-202,
miR-342
miR-18b, miR-19a, | MR-/, miR- 30a-
miR-20b, miR-31, | 2P MiR-30e-3p,
miR-106* miR- | MR-34b, miR-34c,
148b. MiR-197 miR-96, miR-99a,
. ¢ . ¢ miR-99b, miR-100
miR-203, miR-205, . ¢ o
. , miR-342, miR-370, | MiR-125a, miR-
Li et al. (2009) Microarray Lineas celulares miR-532, miR-560’ 125b, miR-130a,
(142) (UM1, UM2) miR-564, miR-564: miR-130b, miR-
pre, miR-566, 132, iR 5,
miR-574, miR-595, T§1R('j18r:".cé_g‘2"}'
miR-619-pre, miR- . ¢ . ¢
638, miR-638-pre, | MIR-222, MiR-224,
n;iR-662-pre ’ | miR-503, miR-565,
’ miR-594
let-7c, let-7d, let-
7e, let-7g, miR-
20b; miR-23a,
miR-30d, miR-
Yu et al. (2010) . Lineas celulares 181d, miR-188, . .
(143) Microarrag Tca8 /113 miR-214, miR-373, | MR-21, miR-342
miR-432, miR-498,
miR-518c, miR-
584, miR-608,
miR-628,
let-7d, miR-122,
miR-193a-5p, miR- | let-7b, let-7e, let-
30c-1, miR-342- 7f, let-7i, miR-
, 3p, miR-342-p5, 15b, miR-200b,
e B Microarray pineas ceulares | miR-452, miR-483- | miR-20a, miR-21,
@) (e 3p, miR-518b, | miR-27b, miR-886-
miR-628-3p, miR- 3p, miR-93, miR-
663, miR-675, 98
miR-877
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Tabla 18. Extraida del estudio de Yu et al. (131) donde pueden observarse los resultados de los estudios
de expresion diferencial recopilados con los microARNs desregulados y el tipo de muestra utilizada.

Si nos fijamos en las investigaciones de Li et al. (2009) (9) con respecto al de Yu et al.
(143), el miR-21 aparece como sobre expresado en el primer caso e infra expresado en el
segundo. De los dos articulos que utilizaron tejido congelado ninguno de los microARNs
desregulados coincide con los nuestros (9, 143).

Un trabajo posterior a esta revision de microarrays con 15 muestras tumorales de carcinoma
de lengua y 3 controles, revelé una expresion diferencial de 3 microARNSs sobre expresados
(miR-424, miR-542-3p, miR-454) y 3 infra expresados (miR-494, miR-490-5p, miR-486-5p).
En este caso nuestros datos coinciden en un microARN, el miR-486-5p, cuya expresion también
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era menor en las muestras con carcinoma de lengua comparadas con los controles sanos con un
fold change = -2,2 (144).

En este estudio analizan 19 citologias de pacientes con cancer de lengua y 20 de sujetos
normales utilizando qRT-PCR, e identificando el miR-21 (sobre expresado) y miR-375 (infra
expresado) como biomarcadores del cancer de lengua, con una sensibilidad del 100% vy
especificidad del 64%. En nuestro caso si comparamos los casos de lengua con los controles de
encia ninguno de los dos microARNS se encuentra desregulado (145).

Duz et al. miden la expresion de microARNs en 3 casos de carcinoma de lengua y 4
controles sanos con microarrays, obteniendo un total de 419 microARNSs desregulados, de los
cuales corroboran con gRT-PCR el miR-139-5p revelando una expresion significativamente
disminuida en los carcinomas de lengua. Si nos fijamos en nuestros resultados al comparar las
muestras de carcinoma de lengua con los controles sanos, este microARN no aparece
desregulado, pero si en la comparacion de los casos con COCE y controles sanos, cuya
expresion también disminuye (fold change = -2,35) (146).

El grupo de Liu et al. publicé un estudio en el 2010 donde analizaban la expresion del miR-
31 en lasaliva de 45 pacientes con carcinoma oral, 10 con leucoplasia verrucosa y 24 individuos
sanos con qRT-PCR. Los resultados revelaron una expresion mucho mayor del miR-31 en los
casos con COCE, proponiéndolo como biomarcador de esta patologia (107). La expresion del
miR-31 no presentaba variacidn en nuestro estudio, ni por localizacion, ni por estadios, ni en la
comparacion general de casos y controles.

Los trabajos acerca de microARNs concretos en el COCE analizados de manera aislada
para corroborar sus funciones y efectos en lineas celulares como son el miR-9, miR-127 o el
miR-145 tampoco han sido hallados como desregulados en nuestro estudio (73, 147, 148).

Los resultados de expresion diferencial en cancer de cabeza y cuello también son dispares.
En esta revision recopilan los estudios sobre expresion diferencial de microARNSs analizando
aquellos que se vieron desregulados en al menos dos estudios independientes. Los microARNSs
sobre expresados fueron: let-7i, miR-7, miR-16, miR-18a, miR-106b-25 cluster, miR-130b,
miR-142-3p, miR-146a, miR-155, miR-184, y los infra expresados fueron: miR-100, miR-
125a, miR-125b, miR-133a, miR-200a, miR-221 y miR-375 (15). En nuestro estudio ninguno
de estos microARNSs estaba desregulado.

En el estudio de Nagadia et al. sobre la expresion diferencial en cancer de cabeza y cuello
dan solucion a la disparidad en los resultados clasificando la expresion determinada de los
microARNSs en funcion del fenotipo que presenta, si se trata de un epitelio normal, displasia,
carcinoma in situ, carcinoma de células escamosas y metastasis (72) (Figura 43). Ninguno de
los microARNSs que se ve en la figura coincide con los nuestros.
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Figura 43. Nagadia et al. resume en esta imagen la expresion diferencial de microARNs en funcion de si el
tejido se encuentra normal, con displasia, si es carcinoma in situ, carcinoma de células escamosas o
metastasis.

Las diferencias en los resultados de los estudios de expresion diferencial con muestras
exclusivamente de COCE, a parte de las que ya conocemos por el tipo de poblacidn utilizada,
se cree que son debidas a los especimenes usados y su manejo (protocolo de las muestras tras
la cirugia, muestras en parafina, condiciones de cultivo de las lineas celulares), al protocolo de
extraccion del ARN total (tipo de método escogido y marca) o la tecnologia de escaneado
(voltaje, poder del laser, etc.) (149).

Otra de las razones que podria explicar la disparidad de datos es el nimero de sondas que
contiene cada plataforma de microarrays y el afio en el que fueron llevados a cabo las
investigaciones ya que el nimero de microARNs nuevos aumenta periddicamente. El nimero
de sondas de los estudios de microarrays antes citados abarcaban desde unos 700 a unos 1600
microARNS y nuestra placa puede llegar a identificar 2570 sondas de microARNs humanos
maduros. Aunque hemos obtenido un perfil de expresion con significancia alta muchos de los
microARNSs diferentemente expresados estan ain por estudiar. De los 81 miARNSs desregulados
solo 39 tienen dianas conocidas.

Las lineas celulares son utilizadas para estudiar el comportamiento de determinados
microARNSs sobre motilidad celular, adhesion o apoptosis, pero su uso para la identificacion de
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un patron de expresion en procesos patoldgicos es cuestionado por algunos autores, ya que estas
presentan su propio patron de expresion diferencial (15, 20, 73). Por ejemplo, las lineas
celulares 1385Ln y 686Tu han sido establecidas previamente como lineas celulares de cancer
de cabeza y cuello con niveles de miR-138 en 1385Ln significativamente méas bajos que en 686
Tu (12). Ademas, debemos considerar la diferencia que existe entre lineas celulares, cuyo ciclo
celular es modificado para poder ser mantenidas en cultivos, y el tejido fresco del paciente,
influenciado por sefiales moleculares e interacciones celulares dentro del organismo.

Otros autores han sugerido también que los analisis estadisticos usados pueden ser causa
de disparidad en los resultados, incluso los parametros que se escogen para estudiar un
microARN u otro a veces es el valor de p otras veces es el fold change. Si comparamos métodos
de ultrasecuenciacion, los algoritmos usados para identificar los microARNSs dentro del genoma
son tan variados que normalmente se recomienda usar entre 4 y 5 para validar un resultado
(150).

5.2 Influencia del tiempo de almacenamiento sobre el ARN total extraido

La calidad de los estudios sobre expresion diferencial con microARNs depende de la
cantidad de material usado y lo robusto que sea el método de extraccion para reproducir los
resultados (151). Todas las plataformas requieren una concentracion minima de ARN total para
el analisis de los microARNS, que suele ser entre 100-200 ng/microlitro. Algunas plataformas
de ultrasecuenciacion recomiendan ademés que la calidad del ARN total tenga un RIN de por
lo menos 6 (152).

El proceso para aislar ARN de una muestra congelada tiene un coste no despreciable que
incluye el kit de extraccion y la maquinaria adicional necesaria en funcion del método escogido,
y es el primer paso fundamental para llevar a cabo el resto del estudio. Saber qué factores
influyen sobre las muestras congeladas es importante para no perder el tiempo en muestras que
quizé no valgan. Ademas, el andlisis de cada muestra de manera aislada a medida que se va
consiguiendo, supondria un coste muy elevado del estudio, ya que los kits vienen para una
cantidad de muestras concretas y tienen fecha de caducidad.

Uno de los obstaculos que encontramos a la hora de extraer ARN de tejido congelado de
la cavidad oral es el procesado de la muestra. La mayoria de los protocolos recomiendan la
congelacion en nitrogeno liquido una vez extraido el tejido del paciente en el menor tiempo
posible. Los biobancos publicos representan una herramienta de gran valor gracias a su labor
de almacenamiento y conservacion de muestras (153). En nuestro caso las muestras que
procedian del biobanco llevaban muchos afios congeladas y sin utilizar el nitrégeno liquido
previo a la congelacion. Por ello también buscamos una alternativa a la primera parte del
procesado de la muestra con una pieza de mano y una fresa como se explica en la parte de
métodos.

La extraccion de ARN de calidad es un paso complicado, y los protocolos de preservacion
y extraccion tienen que ser ajustados en muchos casos (154). Los métodos automatizados para
la extraccion de ARN de tejido congelado de mucosa oral han mostrado mejores resultados que
los manuales (155). Sin embargo, adquirir esta tecnologia si no se tiene en el laboratorio
previamente, encarece enormemente el proyecto. La pieza de mano (Dremel ®200 Series) y la
fresa diamantada (Muela de Diamante 2 mm Dremel®) usadas en este estudio, ha supuesto una
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mejora desde el punto de vista econdmico y de tiempo, ya que las fresas son esterilizables, se
puede obtener un buen nimero de ellas por un precio muy asequible y en torno a los dos minutos
la muestra puede estar totalmente homogeneizada. El uso de la pieza de mano en los controles
dio buenos resultados con concentraciones y RIN altos, con una media de RIN de 8.41 y una
media de concentracion de 458,68 ng/microlitro.

Los resultados obtenidos al analizar las muestras congeladas en diferentes afios sugieren
que la concentracion extraible de ARN total disminuye con el paso del tiempo. No hemos
encontrado trabajos que hagan mencion a como afecta el tiempo de almacenamiento a la
concentracion extraible de ARN total. Hemos hallado un articulo que evalta el RIN del ARN
total extraido conservado a -80°C, realizando mediciones el mismo dia de la extraccion, a los
14 dias y a los 10 meses, concluyendo que el RIN no variaba en ese periodo de tiempo (72).

Algunos estudios han revelado fragmentacion de ARN tras 5 afios a pesar de las
condiciones de conservacion a -70°C o -80°C (156-158). En nuestro estudio, al dicotomizar la
variable de “tiempo de congelacion” en menores y mayores a 5 afios, en relacion a la
concentracion siguen existiendo diferencias estadisticamente significativas (p=0,001,
concentracion media menores de 5 afios = 1206,67 ng/microlitro y mayores de 5 afios = 180,33
ng/microlitro). Sin embargo, cuando comparamos esta variable dicotomizada (tiempo de
congelacion a 5 afios) con el RIN, no encontramos diferencias estadisticamente significativas
(p=0,087). Walter et al. extrajeron ARN total de tumores tiroideos conservados en distintas
fechas hasta un periodo de 10 afios, y como nosotros, no hallaron cambios en el RIN con el
paso del tiempo (159), como tampoco lo hizo Rudloff et al. en muestras de tejido de pancreas
congeladas desde el 2001 al 2008 (160).

Seguramente la degradacion se ve mas influenciada por el manejo de la muestra antes de
la congelacion que por el tiempo que pasa congelada. En este estudio de Stiekema et al. una
parte del tejido esofagico fue congelado en nitrogeno liquido tras la extraccion y otra parte del
tejido extraido fue congelado dos horas después de la cirugia. Los resultados del RIN fueron de
una media de 6.7 para el tejido inmediatamente congelado y de 2.5 para el tejido que tardd dos
horas en ser congelado (161). Otros estudios apuntan a caracteristicas de isquemia o especificas
de tejido que afectan a la calidad de la muestra ya que, por ejemplo, las muestras del tracto
gastrointestinal, en general, parecen tener un ARN de calidad més baja cuando se compara con
las muestras de otros érganos. Esto puede ser debido a las enzimas digestivas o a la colonizacién
bacteriana (162).

El kit mirvana™miRNA Isolation fue escogido como método de extraccion porque
permite analizar todos los ARNs de una muestra incluidos los que contienen menos de 200
nucleétidos y aunque existen otros métodos que permiten también aislar dichos ARNs, por
razones historicas el mirVana™miRNA Isolation kit es el méas usado (151).

Tradicionalmente, la cantidad de ARN que se puede extraer de un tejido, varia en funcién
del tipo de tejido (163), sin embargo, nosotros no hemos hallado diferencias estadisticamente
significativas al relacionar la concentracion o el RIN de las muestras con el tipo de tejido del
que provenian. De hecho, en contraposicion a lo que cabia esperar, la encia queratinizada y la
de la zona retromolar fueron muestras de las que se obtuvo de media mas concentracion de
ARN total (encia =687,63 ng/microlitro; retromolar = 653,50 ng/microlitro) que, por ejemplo,
de la mucosa yugal (mucosa = 322 ng/microlitro).
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5.3 Genes desregulados

Ademas de los microARNS la placa de microarrays ha revelado otros ARNs pequefios que
estan desregulados en el COCE, aqui nombrados por su valor p de menor a mayor: el 14ql-4,
14qll-22, ACA17, ENSG00000263442, ENSGO00000264591, ENSG00000265325,
ENSG00000265607, ENSG00000266646, ENSG00000266755, U84, mgh18S-121, U18A, U8,
ENSG00000207118, 14qll-12, U28.

Estos pequefios ARNSs pertenecen a la familia de los ARNSs nucleolares (snoARN) y fueron
buscados en la base de datos snoORNA-LMBE-db (https://www-snorna.biotoul.fr/, acceso el 30
de septiembre de 2016) (Figura 44). Dicha base de datos facilita la longitud del snoARN, cuéles
son las proteinas a las que se unen, un pequefio resumen del origen de su descubrimiento, asi
como su secuencia (164).
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Home Information Search Find guide Rna Browse snoRNASs Links Contact
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C/D box snoRNA: SNORD

scaRNA: SCARNA

Length: |=v
GenBank accession number :
Target RNA : (Type "no" to get orphan snoRNAs)

Search " Reset

Figura 44. Base de datos snoRNA-LMBE-db.

Recordemos que los snoARN son ARNs no codificantes que suelen encontrarse en
secuencias intronicas del gen del que proceden, aungue también pueden provenir de un
transcrito independiente y que de una misma secuencia intronica pude salir un snoARN o varios
(96). Actdan en complejos ribonucleoproteicos influyendo en la biogénesis de los ribosomas
(97). Se dividen en dos grupos, la caja C/B y la H/ACA (C/D box y H/ACA box), cuya diferencia
son los sitios de union de las proteinas y las modificaciones quimicas que catalizan (95).


https://www-snorna.biotoul.fr/
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El ACAL7 es un snoARN que pertenece a la familia de la caja H/ACA y cuya expresion
en las muestras de COCE fue menor (fold change = -2,32) que en las muestras control. Se
localiza en el cromosoma 9 y es el Unico de la familia H/ACA (Figura 45) desregulado en
nuestro estudio, ya que el resto pertenecen a la familia C/D.
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Figura 45. Datos del snoARN ACA17 extraida del snoRNABase.

El 1491-4 (fold change = -3,3), 14q11-12 (fold change = -2,65) y 14gq11-22 (fold change =
-2,21) pertenecen a la familia C/D box, con 74 nucle6tidos los dos primeros y 71 el Gltimo.
Actualmente sus dianas no son conocidas y pertenece grupo 14q(Il) formado por un total de 31
snoARNSs que se encuentran en intrones del gen MEG8 (maternally expressed 8). Este gen
alberga distintos transcritos de ARN no codificante, incluidos microARNSs, y se expresa
preferentemente en el musculo esquelético (165).
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El U84 (fold change = -2,08), sin diana conocida, tiene un total de 78 nucleotidos. La
secuencia intronica de la que procede es el BAT1 (spliceosome RNA helicase DDX393) una
proteina que pertenece a la familia de helicasas implicadas en procesos de metabolismo de ARN
ribosémico. La falta de unién al complejo riboproteico hace pensar en otra funcion reguladora
para este SNOARN (166).

El mg18S-121, también conocido como Z17A, (fold change = -2,84) tiene un total de 72
nucledtidos (Figura 46) y su diana conocida es la subunidad ribosomal 18S. Su funcién es la de
guiar la metilacion 2°O-ribosa de 18S rARN U121. Procede de la secuencia intrénica de la
RPL2A (ribosomal subunit protein L2A), una proteina ribosomal (167).

18S rRNA
S .

2
g, oc®
CCUUUGGUCGCU €

LLLLLLTTL

UGAAACCAGCG
000 AQOOO

“D' box S,
mghl8S-121

Figura 46. Zona de union del snoRNA mgh18S-121 a su diana extraida del snoRNABase.

El U18A (fold change = -2,29) tiene un total de 70 nucleétidos (Figura 47) y se encuentra
en la secuencia intronica de la proteina ribosémica RPL4 y su funcion es guiar la metilacion
2’0 de la ribosa de 28S rARN A 1313 (168, 169).
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Figura 47. Zona de union del snoRNA U18A a su diana extraida del snoRNABase.

El U8 (fold change = -2,02), con 136 nucleétidos, es transcrito desde una unidad
transcripcional independiente, se desconoce la diana a la que se une, pero si se ha estudiado que
la proteina Xenopus X29 regula los niveles de expresion de este sSnoARN (170). También
hemos hallado investigaciones sobre su papel en el clavado y embalaje endonucle6tico del pre-
rARN (171).
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El U28 (fold change =-2,37) es un snoARN con 75 nucleotidos que guia la metilacion 2’0
ribosa en la 18S rARN C1391. EI U28 sale de una secuencia intrénica conservada del gen U22,
este gen localizado en el cromosoma 11, ha sido estudiado detalladamente porque el corte
alternativo de este transcrito da lugar al pequefio ARN no codificante que se encarga de la
maduracion de la subunidad ribosomal 18S (172).

Los genes  ENSG00000263442,  ENSGO00000264591, @ ENSG00000265325,
ENSG00000265607, ENSG00000266646 y ENSG00000266755 estan compuestos por 78
nucleotidos cada uno y su expresion fue 2,08 veces menor en muestras de COCE que en los
controles. Todos ellos son snoARNSs que se hallan en el cromosoma 6 pero ni su diana ni su
funcion han sido estudiadas. EI Unico snoARN cuya expresién aumentd en los casos con
respecto a los controles sanos es el ENSG00000207118 (fold change = 3,03). Su localizacion
en el genoma se encuentra en el cromosoma 11 y su diana se desconoce.

La expresion anormal de los sSnoARNSs no parece estar estudiada en el COCE aunque si en
otros tipos de cancer como leucemia (173), colo rectal (174) y pancreéatico (175). En esta
revision recopilan la expresion diferencial de snoARNSs en diferentes enfermedades entre ellas
cancer de cabeza y cuello, y hallan el SNORA71C, que pertenece a la familia de H/ACA, como
infra expresado. Los snoARNs desregulados en nuestro estudio no coinciden con los que
recopila esta revision (176).

Una complejidad afiadida a la interpretacion de estos datos de ARNs desregulados es la
aparicion de fragmentos pequefios de ARN con motivos de las cajas C/D y H/ACA con
funciones de bloqueo traduccional similar a los microARNs y asociados en pruebas de
inmunoprecipitacion a la Argonauta 2 (AGO2). Recordemos que la proteina Argonauta es uno
de los componentes que se une al miARN para formar el complejo RISC, necesario para inducir
el silenciamiento de mARNSs. Asi pues, han surgido una serie de miARNSs que silencian mARNS
conocidas y que se originan a partir de precursores que muestran las cajas C/D o H/ACA, y por
lo tanto estos miARNSs coinciden con los snoARNs. Ejemplos de snoARNS que coinciden con
estos miARNs son el SNORD12b/HBII-99B (miR-1259), SNORD126 (miR-1201),
SNORA34/ACA34 (miR-1291), SNORAS81/HBI-61 (miR-1248), SNORA36B/ACA36B
(miR-664) (95). Ninguno de estos microARNs o snoARNs ha mostrado una expresion
desregulada en nuestro estudio.

5.3.1 MicroARNSs desregulados

Para buscar los microARNSs desregulados utilizamos la base de datos del miRPub (Diana
Tools) que recopila los estudios sobre los microARNSs publicados (135). La informacion sobre
las dianas estudiadas para cada microARN fue buscada en las bases de datos www.pubmed.gov
y http://www.uniprot.org/,acceso el 30 de septiembre de 2016).

hsa-miR-617: Este microARN de 22 nucleédtidos se localiza en el cromosoma 12 y su
secuencia es AGACUUCCCAUUUGAAGGUGGC. La expresion de este microARN fue de
22,46 veces menor en las muestras de COCE en comparacion con los controles.
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No hemos encontrado en la literatura informacion sobre este microARN en el COCE, pero
si en estudios de expresion diferencial en el cancer cervical y de pulmon que coincide con
nuestro resultado ya que la expresion en las formas cancerosas estaba disminuida en
comparacion con los controles sanos (177, 178). En el cancer de ovario, sin embargo, se ha
revelado como un biomarcador para la quimio resistencia (179).

Las dianas conocidas posibles del miR-617 en los mecanismos moleculares que revela el
miR Path v3.0 son un total de 41, de las cuales destaca el TWIST2 (twist related protein 2),
proteina conocida en la maduracién de osteoblastos como controladora negativa de los mismos,
asi como represora de la expresion de las citoquinas proinflamatorias. En el COCE ha
demostrado ser una proteina cuya expresion se relaciona con fenotipos agresivos del cancer
(180) lo cual coincide con nuestros hallazgos.

hsa-miR-99a-5p: Este microARN presentd una expresion disminuida en nuestro estudio
en comparacién con los controles sanos, se localiza en el cromosoma 21 y su secuencia es
AACCCGUAGAUCCGAUCUUGUG. Su expresion también aparece disminuida en el cancer
de vejiga, cancer de prostata, de mamay glioblastoma (181-183). En el COCE su baja expresién
se ha relacionado con crecimiento y supervivencia de células cancerosas (184), coincidiendo
con nuestros resultados. En el sarcoma sinovial, sin embargo, su expresion en comparacion con
pacientes sanos se ha visto aumentada (185).

La diana estudiada en este microARN es el IGF-1R (insulin like growth factor 1 receptor)
en el cancer de mama, proteina hallada en la superficie celular cuya funcion esta relacionada
con el crecimiento celular y activacion de células madre (186).

Una curiosidad de este microARN son las investigaciones que llevan a cabo Mac Lellan et
al. con la finalidad de analizar la expresion diferencial de microARNS en muestras de sangre de
pacientes sanos, fumadores y en ayunas. Dicho grupo utilizé gRT-PCR con 742 microARNS.
Los resultados revelaron que el miR-99a-5p fue uno de los microARNSs que podia ser utilizado
como control enddgeno ya que permanecia con la expresion inalterada independientemente del
grupo al que perteneciera (187).

hsa-miR-4417: Este microARN localizado en el cromosoma 1 mostr6 una expresion 4,45
veces mayor en las muestras de COCE comparado con los controles sanos de nuestro estudio.
Su secuencia es GGUGGGCUUCCCGGAGGG. El papel oncogénico de este microARN
coincide con los resultados de un trabajo de cancer de mama con microarrays en muestras de
parafina, ya que la expresion del miR-4417 se asocio con el cancer de mama hereditario
relacionado con la mutacién de BRCAL (breast cancer type 1 susceptibility protein) y BRCA2
(breast cancer type 1 susceptibility protein) (188). La BRCA1 es una ligasa que juega un papel
clave en la reparacion del ADN dafiado y se requiere para la progresién normal del ciclo celular
y la BRCAZ2 participa en la activacion de la fase de sintesis del ciclo celular.

hsa-miR-1224-5p: Este microARN aparece en las muestras de COCE expresado 3,55
veces menos que en los controles. Localizado en el cromosoma 3 su secuencia es
GUGAGGACUCGGGAGGUGG. Aunque este microARN se ha estudiado como desregulado
en diversos canceres, en algunos aparece como sobre expresado y en otros como infra
expresado. En el glioma se presenta como un supresor tumoral cuya expresion esta relacionada
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positivamente con la supervivencia del paciente ya que suprime la proliferacion e invasion
celular y promueve la apoptosis (189).

Ensayos de luciferasa revelan que actta sobre el gen CREBL1 (cyclin AMP-responsive
element-binding protein 1), asi como todos los genes que se encuentran en una posicion
posterior en el genoma, MMP9 (metaloproteinasa 9) y Bcl-2 (B-cell-lymphoma-2) (189). La
sobre expresion del CREBL revierte el efecto del miR-1224-5p en la proliferacion, invasion y
apoptosis de células de glioma. EI CREB1 es un factor de transcripcion que regula el
crecimiento, homeostasis y supervivencia celular (190) y se ha estudiado en terapia antitumoral
también para el COCE (191). La Bcl-2 es una proteina cuya expresion anormal se asocia con
procesos que mantienen la supervivencia en células cancerosas y aumentan la proliferacion
celular (65). El aumento de expresién de la MMP9 se ha relacionado con procesos inflamatorios
y con algunos canceres. Esta metaloproteinasa se clava en la matriz extracelular y juega un
papel critico en la apoptosis celular, angiogénesis, crecimiento tumoral y metéstasis (192).

Un trabajo de expresion diferencial con muestras congeladas y microarrays revela una
expresion aumentada en pacientes con cancer colo rectal en comparacion con los controles
sanos de este microARN (193). Otro estudio con muestras de cancer de pulmon producido por
asbesto mide la expresion diferencial de miARNs en 26 muestras congeladas tumorales y 8
muestras controles del mismo paciente, resultando en el primer grupo el miR-1224-5p como
infra expresado (194).

hsa-miR-204-5p: Este microARN se localiza en el cromosoma 9 y su secuencia es
UUCCCUUUGUCAUCCUAUGCCU. En nuestro estudio resulta 2,75 veces menos expresado
en las muestras de COCE en comparacién con los controles sanos. Estos hallazgos coinciden
con los estudios de expresion diferencial del cancer géastrico, del cancer de cuello uterino y en
estudios sobre lineas celulares de glioma donde el miR-204-5p aparece infra expresado en
células tumorales (195-197).

Una de las dianas estudiadas de este microARN es el CREB1, anteriormente descrito, cuya
relacion se ha estudiado en el cancer colo rectal (198). Otro gen estudiado es el SIX1 (sineoculis
homeobox homolog 1), una proteina relacionada con la progresion del cancer por inducir la
EMT. La relacion entre el miR-204-5p y el SIX1 se ha estudiado en lineas celulares del cancer
de mama donde dicho microARN puede suprimir la invasién y migracion de las células
cancerosas (199).

La sobre expresion del miR-204-5p suprimid la proliferacion celular del carcinoma tiroideo
papilar induciendo el arresto del ciclo celular y apoptosis. Ensayos de luciferasa en lineas
celulares de dicho carcinoma revelaron la IGFBP5 (insulin-like growth-factor binding protein
5) como su diana (200) y cuya sobre expresion revirtio parcialmente el efecto inhibitorio del
crecimiento del miR-204-5p. Estos hallazgos, sin embargo, son diferentes para el COCE, ya
que la expresion disminuida de la IGFBP5 se relaciona con el desarrollo neoplasico de los
queratinocitos (201), coincidiendo con lo obtenido en nuestros resultados.

Otras dianas estudiadas en el cancer gastrico del miR-204-5p, también infra expresado, son
el USP47 y RAB22A. La USP47 (ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 47) es una proteina
que actta como reguladora del crecimiento celular y como reparadora del ADN dafiado para
mantener la integridad del genoma. La RAB22A (ras-related protein Rab-22A) es una proteina
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implicada en la endocitosis y transporte intracelular de proteinas (202). Esta Gltima diana
también ha sido estudiada en el cancer colo rectal cuya infra expresion inhibe la proliferacion
e invasion tumoral y aumenta la sensibilidad a los quimioterapéuticos (203).

hsa-miR-497-5p: este microARN, cuya expresion en nuestros resultados aparece
disminuida en las muestras de COCE, se localiza en el cromosoma 17 y su secuencia es
CAGCAGCACACUGUGGUUUGU. La expresion de este microARN ha sido negativamente
asociada con la supervivencia en el carcinoma de células escamosas orofaringeo (204).
Nuestros resultados no coinciden con esta afirmacion ya que en el analisis que compara los
casos que estaban en estadio IV en el momento de la extirpacion de la muestra y los controles
sanos, el miR-497-5p aparece disminuido, 2,92 veces menos con respecto a los controles (p=
0,001549).

Si recurrimos a la herramienta bioinformética este microARN puede llegar a regular hasta
1370 dianas, sin embargo, la Gnica corroborada con ensayos de luciferasa en lineas celulares es
el SMAD3 (mothers against decapentaplegic homolog 3), una proteina importante que
funciona como factor de transcripcion del factor de crecimiento TGF beta (205).

hsa-miR-27b-3p: este microARN se localiza en el cromosoma 9, su secuencia es
UUCACAGUGGCUAAGUUCUGC. Ha sido estudiado en células de glandulas mamarias
como silenciador de la proteina KHSRP (far upstream element-binding protein 2). El
silenciamiento de dicha proteina es necesario para que se produzca la EMT (transicion epitelio-
mesenguimal) que confiere caracteristicas necesarias para la progresion maligna a las células
cancerosas. La KHSRP controla el corte alternativo de un grupo de pre-mARNSs para favorecer
un fenotipo epitelial especifico (206). Esto sugiere que el miR-27b-3p se sobre expresa en
situaciones de progresion tumoral, aunque los hallazgos de otros trabajos, incluidos el nuestro,
no coinciden con esta afirmacién. Los estudios de expresion diferencial en muestras de cancer
coinciden con los nuestros, ya que se relaciona la expresion baja del miR-27b-3p con una baja
supervivencia en el cancer de mama (207), y en el adenocarcinoma de es6fago su expresion se
encuentra disminuida con respecto al tejido sano normal (208).

Las investigaciones en lineas celulares de cancer gastrico revelan otra diana para este miR,
la proteina ROR1 (receptor tyrosine kinase-like orphan receptors 1) cuyo papel oncogénico se
ha visto en varios tumores malignos. La sobre expresion del miR-27b-3p redujo la expresion
de la ROR1 disminuyendo a su vez la proliferacion celular (209).

hsa-miR-7797: este microARN cuya secuencia es UUCCCAGCCAACGCACCA, se
localiza en el cromosoma 3y su expresion en las muestras de COCE ha sido inferior, 2,08 veces
menos, que en las muestras de controles sanos. El estudio de este microARN en lineas celulares
de leucemia mieloide revelé un aumento de este microARN en comparacion con células
normales. La diana propuesta en este mismo estudio para este microARN fue el factor de
transcripcion poly(rc) binding protein 1, ya que la transfeccién del miR-7797 conllevé a una
disminucion de ésta proteina (210).

hsa-miR-1237-5p: localizado en el cromosoma 11 este microARN de 21 nucledtidos,
CGGGGGCGGGGCCGAAGCGCG, presentd una expresion aumentada en las muestras de
COCE en comparacion con los controles sanos. Estos resultados coinciden con el grupo de
Zheng et al. que analizaron lineas celulares de carcinoma de es6fago con microarrays
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comparandolos con lineas celulares normales para estudiar la expresion diferencial de
microARNS. Uno de los microARNSs que se expresé mas en las células cancerosas fue el miR-
1237-5p (211).

hsa-miR-509-3p: la secuencia de este microARN es
UGAUUGGUACGUCUGUGGGUAG vy se localiza en el cromosoma X. La expresion de este
miR en muestras de COCE fue de 4,82 veces inferior que en los controles sanos. Este
microARN aparece también como infra expresado en muestras de cancer de ovario, el efecto
de su expresion se ha estudiado en lineas celulares cancerosas dando lugar a una disminucién
de la migracién celular (212), aumentando la sensibilidad al cisplatino e induciendo la apoptosis
(213). En el epitelioma intra ocular en un estudio de expresion diferencial con lineas celulares
también se encontraron con este microARN infra expresado (214).

La sobre expresion del miR-509-3p en células normales produce el arresto del ciclo celular
en la fase G1 e inhibe la formacion de colonias y migracion, mediante la proteina CDK2 (cyclin
dependent kinase 2) (215). La proteina CDK2 se ha estudiado como biomarcador del COCE
(216), asi como en el cancer de cabeza y cuello (217).

El miR-509-5p disminuye también la expresion de la proteina Rackl (receptor for
activated C kinase 1) (215) que ha demostrado ser un marcador de pronéstico pobre para el
COCE (218). La expresion del Rackl contribuye a la progresion del COCE, el mecanismo que
utiliza ha sido estudiado en modelos in vitro e in vivo. El aumento de expresion del Rackl en
los diferentes estadios tumorales del COCE esta relacionado con el aumento del mecanismo de
sefializacion AKT/mTOR/S6 (219).

Otra de las dianas estudiada en este microARN fue el oncogén MAP3K8 (mitogen-
activated protein kinase 8), cuya infra expresién en lineas celulares de cancer renal disminuy6
la proliferacion y migracion celular (220). Esta proteina no parece haber sido estudiada en el
COCE.

hsa-miR-149-3p: Este microARN de 21 nucleotidos,
AGGGAGGGACGGGGGCUGUGC, se localiza en el cromosoma 2 y su expresion ha sido
2,13 veces superior en el COCE en comparacién con los controles sanos.

Los resultados coinciden con otros estudios de expresion diferencial de microARNs en
procesos patoldgicos. La expresion analizada con microarrays (2042 sondas) en lineas celulares
de glioma también reveld una expresion superior en la patologia comparado con células de
queratinocitos normales (221). En un estudio de expresion diferencial con qRT-PCR que media
94 sondas especificas de microARNSs, el miR-149-3p aparece sobre expresado en pacientes con
hepatitis C comparado con controles sanos (222).

hsa-miR-509-3-5p: este microARN se localiza en el cromosoma X, su secuencia €s
UACUGCAGACGUGGCAAUCAUG, y la expresion de este miR se ha visto disminuida, fold
change = -4,82, en las muestras de COCE en comparacién con los controles sanos.

En el estudio de Chikooree et al. de expresion diferencial de microARNs con microarrays

analizaron 3 muestras de tejido congelado de fibrosis oral submucosa y 3 muestras de tejido
sano, done este microARN también aparecié como infra expresado (223). Si bien en otros
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estudios de COCE no hemos hallado evidencias de este microARN, en lineas celulares de
melanoma el miR-509-3-5p fue relacionado con la EMT catalogandose como oncogén (224), y
en el carcinoma de ovario aparece significativamente sobre expresado con respecto a los
controles sanos (225).

hsa-miR-509-5p: Este microARN de 21 nucleotidos,
UACUGCAGACAGUGGCAAUCA, se localiza en el cromosoma X y su expresion ha sido
2,11 veces menor en las muestras de COCE comparada con las muestras de controles sanos. La
expresion disminuida de este microARN se ha observado en estudios de expresion diferencial
del cancer de ovario y renal (226, 227).

En el cancer de pulmon la expresion de este miR disminuye la invasion y progresion celular
a traves de la FOXML1 (forkhead box protein M1) (228). No hemos hallado trabajos que
relacionen esta proteina con el COCE, pero si en otros tumores malignos y su asociacion entre
la expresion y el pronostico de los pacientes es contradictoria. Sin embargo, un meta-analisis
que recopila estudios de cancer de mama, gastrico y hepatocelular entre otros, ha hallado la
expresion de la FOXM1 como un marcador de pronostico desfavorable en pacientes que
padecen tumores solidos malignos. Esta proteina forma parte de una familia de factores de
transcripcion y regula la expresion de genes relacionados con el ciclo celular (229).

Otra de las dianas que se le atribuyen a este microARN es la Mdm2 (mourine double minute
2). La Mdm2 ha sido estudiada en procesos cancerosos ya que su expresion conlleva a una
disminucion de la proteina p53. Los estudios de la proteina p53 han revelado un papel inductor
en la expresion del miR-509-5p (230).

La NBS1 (nibrin) es la proteina encargada de detectar las roturas de doble cadena en el
genoma y por lo tanto las mutaciones a nivel de esta proteina pueden afectar a la estabilidad del
mismo. La relacién entre los SNPs en este gen y la posibilidad de desarrollar cancer colo rectal
se analizé en el estudio de Li et al. y se concluyo que la variacién nucleotidica afecta a la region
3’UTR donde el miR-509-5p tiene afinidad, afectando a los niveles de expresion y actividad de
la NBS1 (231).

hsa-miR-486-5p: localizado en el cromosoma 8, este microARN cuenta con una secuencia
de 22 nucleétidos, UCCUGUACUGAGCUGCCCCGAG. En nuestro estudio su expresion
disminuida en el COCE, fold change = -3,38, coincide con otros hallazgos de expresion
diferencial en el COCE y en el carcinoma de lengua como hemos descrito anteriormente (121,
144). Aunque la expresion disminuida de este miR no es comin en todos los procesos
cancerosos.

La expresion de este microARN en muestras de cancer de pulmén parece disminuir con
respecto a los controles sanos y la diana estudiada en lineas celulares ha sido la PIK3R1
(phosphatidyl inositol 3-kinase regulatory subunit alpha) (232). Si bien la expresion disminuida
de la PIK3R1 en el carcinoma hepatocelular, mediada por el miR-486-5p, suprimio el
crecimiento tumoral (233), en el cancer laringeo la expresion de esta proteina se ha hallado
disminuida (234). En los estudios de cancer de mama el PIK3R1 se ha estudiado como diana
del miR-21, un aumento del PIK3R1 se ha relacionado con disminucién de la migracion celular
e invasion, asi como la reversion de la EMT (235).



Discusion

En el cancer colo rectal este microARN también presenta una expresion disminuida y su
diana estudiada es la Neuropilina-2 (236). La Neuropilina-2 es una glucoproteina
transmembrana que transmite sefiales a través de la membrana celular, y que también ha sido
estudiada en el carcinoma de células escamosas esofagico como promotora de la tumorgénesis
y metastasis (237). Otra diana del miR-486-5p estudiada en el adenocarcinoma gastrico fue el
FGF9 (fibroblast growth factor 9), miembro de la familia de los factores de crecimiento de
fibroblastos. Una disminucion de la expresion del miR-489-5p en este tumor se relacion6
significativamente con pacientes con un pronéstico pobre (238). En el adenocarcinoma ductal
pancreatico la expresion de este microARN analizada en sangre con controles sanos, reveld el
miR-486-5p como un biomarcador para el cancer pancreético (239).

hsa-miR-3175: localizado en el cromosoma 15, este microARN estad formado por 22
nucleotidos, CGGGGAGAGAACGCAGUGACGU. Laexpresion de este miR ha sido superior,
2,63 veces mas, en las muestras de COCE comparadas con los controles sanos.

La HOXB1 ha resultado ser la diana del miR-3175 en células de glioma, donde la infra
expresion del gen HOXBL1 en lineas celulares favorecid la proliferacion e invasion celular, asi
como inhibicion de la apoptosis (240). Pertenece a la familia de los genes denominados
“homebox” que codifican para diferentes factores de transcripcion implicados en la
morfogénesis. La proteina HOXBL1 ha sido estudiada también en lineas celulares de COCE
donde se hallé un patrén de metilacién en el promotor que inhibia la expresion de este gen
(241).

hsa-miR-1290: la expresion de este miR en las muestras de COCE fue 3,7 veces superior
comparado con los controles, estd localizado en el cromosoma 1 y su secuencia es
UGGAUUUUUGGAUCAGGGA.

Estos resultados en la expresion coinciden con las investigaciones en lineas celulares de
cancer géstrico, donde el miR-1290 ha demostrado promover la proliferacion celular y la
migracion actuando sobre la FOXA1 (hepatocyte nuclear factor 3-alpha) (242). En trabajos
sobre lineas celulares de cancer de pulmoén la expresion aumentada de este microARN supuso
un incremento en la invasion y metastasis (243). Los estudios con muestras de cancer de mama
también revelaron una expresion aumentada de este microARN (244). El anélisis del miR-1290
en muestras de sangre de pacientes con cancer cervical, comparado con controles sanos, reveld
un aumento de la expresion en los pacientes con procesos cancerosos (245).

En lineas celulares de carcinoma laringeo analizaron las dianas de este oncomiR, la MAF
y la ITPR2 (246). La proteina del gen MAF (transcription factor Maf) ha sido estudiada en
procesos como desarrollo celular de las fibras del cristalino, aumento de la susceptibilidad de
las células T a la apoptosis o diferenciacion terminal de los condrocitos (247). La ITPR2
(inositol 1,4,5-triphosphate receptor type2) es un regulador clave en el transporte del calcio
transmembrana, actividad esencial para la proliferacion y el ciclo celular, dicha proteina se ha
encontrado aumentada en pacientes con leucemia comparados con controles sanos (248). La
ITPR2 libera el calcio del reticulo endoplasmico aumentando el acimulo de calcio en las
mitocondrias debido a la disminucidon del potencial de la membrana mitocondrial, favoreciendo
a su vez la acumulacién de especies de oxigeno reactivas y la senescencia inducida por
oncogenes (249).
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En el carcinoma de células escamosas esofagico el miR-1290 promueve la progresion del
cancer a través del factor nuclear I/X (NFIX) (250). Este factor de transcripcion no ha sido muy
estudiado en canceres, pero si sus mutaciones en sindromes como el Marshall-Smith-Syndrome
caracterizado por anomalias craneofaciales, maduracion dsea anormal, retraso en el desarrollo
y dificultades respiratorias (251).

En el cancer de colon la diana estudiada para este microARN es la KIF13B (kinesin-like
protein 13B), una proteina clave para el transporte de la VEGF2 (vascular endotelial growth
factor 2), desde el aparato de Golgi hacia la membrana, necesaria para la estimulacion de la
angiogénesis (252). El miR-1290 ha mostrado una expresién aumentada en muestras de cancer
de colon, dicha sobre expresion parece conducir a la formacion de células multinucleadas. Otro
mecanismo también estudiado en el cancer de colon con este microARN es el de Wnt que se
activa con el aumento del miR-1290 y aumenta a su vez los factores de transcripciéon c-Myc y
Nanog (253).

La expresion de este miR, en contraposicién con lo que hemos visto hasta ahora, en
muestras de pacientes con fibrosis oral submucosa se ha visto disminuida (223).

hsa-miR-139: este microARN ha sido estudiado en numerosos experimentos, se localiza
en el cromosoma 11 y su secuencia madura es mayor que los demas microARNs
GUGUAUUCUACAGUGCACGUGUCUCCAGUGUGGCUCGGAGGCUGGAGACGCGG
CCCUGUUGGAGUAAC. Este micro ARN en estudios de expresion diferencial de carcinoma
de lengua y cancer de cabeza y cuello ha mostrado siempre una expresion disminuida (254),
coincidiendo con nuestros resultados (fold change = -3,07). Las dianas estudiadas en este
microARN en el COCE han sido aquellas implicadas en el mecanismo de sefializacion Akt a
través del cual este microARN induce apoptosis celular (255).

La expresion disminuida en tejido canceroso de este microARN ha sido contrastada en
diferentes estudios de cancer colo rectal, glioblastoma o digestivo (256-258). En el cancer colo
rectal se han identificado dos dianas la NOTCHL1 (neurogenic locus notch homolog protein 1)
y la BCL2 (259), y en el glioblastoma tres, la IGF-1 (insulin-like growth factor 1), AMY-1
(alpha amylase isozyme) y PGC-1beta (peroxisome proliferator activated receptor gamma
coactivator 1-beta) (258). Si bien no hemos hallado estudios que relacionen el miR-139 y el
NOTCHL1 en el COCE, seria interesante valorar dicha diana ya que, recordemos, €s un gen que
se ha visto mutado en pacientes con COCE (50).

El anélisis de este microARN en lineas celulares ha revelado que se expresa gracias a la
accion de la proteina p53 quien induce su transcripcion. La sobre expresion del miR-139
condujo a la disminucion de la proteina oncogénica PDE4E (phosphodiesterase 4D) implicada
en la promocion de maltiples tumores (260).

hsa-miR-1908-5p: localizado en el cromosoma 11 con una secuencia de 21 nucle6tidos,
CGGCGGGGACGGCGAUUGGUC, este miR presenta una expresion 2,02 veces superior en
las muestras de COCE comparado con los controles sanos. Los estudios de lineas celulares de
cancer de pulmon han hallado este microARN como infra expresado y sugieren que una de las
dianas de este microARN es el Akt (261).



Discusion

En el osteosarcoma, sin embargo, la expresion de este microARN aumentada es marcador
de prondstico pobre (262). La diana estudiada en este tipo de céncer es el PTEN
(phosphatidylinositol 3,4,5 triphosphate 3-phosphatase) (263), lo cual se ha comprobado con
ensayos de luciferasa, y en otros procesos como en el glioblastoma (264).

La expresion del miR-1908 se ha visto aumentada en los adipocitos de manera natural y se
ha estudiado que la transcripcion de dicho microARN puede deberse al efecto de la proteina
NF-kappaB que se une a su promotor (265).

hsa-miR-663b: localizado en el cromosoma 2 este microARN tiene la siguiente secuencia
GGUGGCCCGGCCGUGCCUGAGG. Todos los estudios que hemos encontrado sobre cancer
de este microARN revelan una expresion aumentada, resultado que coincide con el nuestro (fold
change = 3,48). Para el cancer colo rectal se compard con ultrasecuenciacion muestras de tejido
de céancer colo rectal y controles sanos (266). En el cancer de vejiga se identificd en muestras
de sangre analizadas con RT-PCR como biomarcador del cancer junto con el miR-497 (267).

El Unico articulo que hemos encontrado que habla sobre las dianas de este miR utilizo
lineas celulares de leucemia linfocitica cronica para comprobar que el miR-663b disminuia la
expresion de la CCL17 (C-C motif chemokine 17, implicada en mecanismos de sefializacion
célula-célula), DDR1 (epithelial discoidin domain-containing receptor 1, funciona como
receptor de superficie en la célula y regula la unién a la matriz extracelular, la migracion,
supervivencia y proliferacion celular), PIK3CD (phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 3-
kinase catalytic subunit delta isoform, implicada en el desarrollo celular de las células natural
Killer y migracion hacia las zonas de inflamacion) y de CD40 (tumor necrosis factor receptor
superfamily member 5, induce la secrecién de inmunoglobulinas en macréfagos y células B)
(268).

hsa-miR-4521: localizado en el cromosoma 11, cuenta con una secuencia de 22
nucleétidos, GCUAAGGAAGUCCUGUGCUCAG, y su expresion ha sido 8,73 veces menor
en las muestras con COCE comparadas con los controles sanos. Este microARN ha sido hallado
como infra expresado en la leucemia linfocitica cronica, asi como en pacientes con cancer de
pulmon. Ambos andlisis fueron llevados a cabo con microarrays en muestras de tejido tumoral
y sano de pacientes (269).

hsa-miR-99a-3p: este microARN de 22 nucleotidos,
CAAGCUCGCUUCUAUGGGUCUG, se localiza en el cromosoma 21, su expresion fue de
3,92 veces inferior en las muestras con COCE comparadas con los controles sanos. La sobre
expresion de este gen en estudios sobre cancer colo rectal con gRT-PCR revelaron una tasa de
supervivencia mayor y una sensibilidad también mayor a la quimioterapia (270). Al comparar
las muestras de COCE en estadio IV y los controles sanos la expresion es aun inferior con un
fold change = -4,03.

hsa-miR-3180-3p: La secuencia de este miR es UGGGGCGGAGCUUCCGGAGGCC y
esta localizado en el cromosoma 16. La expresion de este microARN fue de 2,08 veces superior
en las muestras de COCE comparado con las muestras de tejido sano. El Unico trabajo que
hemos encontrado con respecto a este microARN es el de expresion diferencial con microarrays
en muestras de tejido sano y pacientes con fibrosis oral submucosa donde la expresion se
observo disminuida en esta patologia (223).
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hsa-miR-451a: la expresion disminuida en las muestras de COCE de nuestro analisis (fold
change = -3,28), coincide con la infra expresion demostrada en el resto de los estudios sobre
canceres analizados. Este miR se localiza en el cromosoma 17 y su secuencia es
AAACCGUUACCAUUACUGAGUU.

En el carcinoma celular escamoso hipofaringeo el miR-451a analizado en lineas celulares
demostrd inhibir la migracion e invasion celular mediante accion directa sobre la diana ESDN
(discoidin) implicada en procesos de sefializacion celular (271). Ademas, se ha relacionado con
el aumento a la sensibilidad del tamoxifén en las muestras de cancer de mama cuyas pruebas
fueron realizadas en lineas celulares (272).

En el carcinoma tiroideo utilizaron lineas celulares para demostrar que la sobre expresion
de este microARN afectaba al mecanismo de sefializacion de Akt/mTOR y reducia la expresion
de MIF (macrophage migration inhibitory factor), c-Myc, y AKT1. Los bajos niveles de miR-
451a se relacionan con caracteristicas clinico-patoldgicas agresivas de este tumor (273).

Otro estudio con microarrays de 10 muestras de adenocarcinoma de pulmén y muestras de
tejido sano relacion niveles bajos de miR-451a con metastasis nodular, gran tamafio tumoral y
prondstico pobre. Después utilizaron herramientas de bioinformética para detectar las dianas de
este microARN vy hallaron la TSC1 (hamartin) estudiada como supresor tumoral e implicada
en el transporte de proteinas mediado por micro tubulos, asi como dianas del mecanismo de
sefializacion de PPAR (peroxisome proliferator-activated receptors) implicado principalmente
en el metabolismo de lipidos y glucosa (274).

En el cancer gastrico, tras corroborar la baja expresion con qRT-PCR, se estudiaron las
posibles dianas con lineas celulares de este miR donde concluyeron que afecta a la expresion
de mTOR, PIK3CB (phosphatidylinositol 4,5-biphosphate 3-kinase catalytic subunit beta
isoform) y TSC1 (275). En el cancer colo rectal la expresion disminuida de este microARN se
observo en tumores de estadios mas avanzados (276).

hsa-miR-654-3p: este miR localizado en el cromosoma 14 tiene una secuencia de 22
nucleodtidos, UAUGUCUGCUGACCAUCACCUU.

La expresion de este miR disminuyé en las muestras de COCE (fold change = -6,05)
comparado con las muestras de tejido sano. Esta expresion disminuida en procesos tumorales
malignos también fue observada en muestras de tejido congelado de cancer de pulmén (277) y
en lineas celulares de cancer prostata (278).

hsa-miR-199b-5p: este es un microARN estudiado en diferentes campos, localizado en el
cromosoma 9, tiene una secuencia de 23 nucleétidos CCCAGUGUUUAGACUAUCUGUUC
y en nuestro estudio la expresion del COCE fue de 8,4 veces inferior comparada con las
muestras de tejido sano.

En las células pancreaticas la diana a la que se ha demostrado afectar es la MLK3 (mitogen-
activated protein kinase 3) cuyo papel se ha estudiado en la organizacién de microtibulos
durante el ciclo celular (279).



Discusion

El Tigecycline es un antibidtico utilizado para infecciones de piel cuya efectividad en la
terapia anticancerosa se esta estudiando cada vez mas. Los ensayos en lineas celulares de
glioma revelan que este compuesto inhibe la proliferacion celular estimulando la produccion
del miR-199b-5p quien a su vez actua sobre el mecanismo HES1-AKT (280). EI HES1 (Hairy
and enhancer of split homolog-1) es un factor de transcripcion que juega un papel regulador en
la miogénesis, ciclo celular, proliferacion, diferenciacion y apoptosis, y también ha sido
estudiada como diana del miR-199b-5p en el meduloblastoma (281).

Otras de las dianas estudiadas en la leucemia mieloide aguda para este miARN son la
DDR1, recordemos que también era una posible diana para el miR-663b, y la PODXL
(podocalyxin) implicada en la regulacién de la adhesion y la morfologia celular, asi como en la
progresion del cAncer mediante el aumento de la tasa de migracion y contactos célula-célula de
una manera integrina dependiente (282). En el cancer de ovario la infra expresion de este
microARN se relaciona con tumores resistentes al cisplatino (283).

Por el contrario, en el osteosarcoma y en el carcinoma tiroideo parece estar sobre
expresado. Los estudios revelan que en la diferenciacion de osteoblastos el miR-199b-5p
estimula la osteogénesis a través del mecanismo de sefializacion GSK-3/B-catenin (284), esto
parece explicar por qué en el osteosarcoma la expresion del miR-199b-5p aumenta
comparandolo con controles sanos (285). En el carcinoma tiroideo en los estudios de expresion
diferencial con microarrays se relaciona la expresion aumentada del miR-199-5p con un
aumento de la invasividad celular (286).

hsa-miR-29c-3p: localizado en el cromosoma 1 y cuya secuencia es
UAGCACCAUUUGAAAUCGGUUA, este microARN presento una expresion disminuida en
las muestras de COCE (fold change = -4,81), estos resultados coinciden con un meta analisis
sobre carcinoma nasofaringeo que recopil6 un total de 775 muestras cancerosas y 227 no
cancerosas, revelando la infra expresion de este miARN para este tumor (287).

En un estudio de expresion de cancer de cabeza y cuello se analizé la expresion diferencial
de microARNs con gRT-PCR vy la expresion baja del miR-29¢-3p se asocié con tumores de
prondstico poco favorable (288). Al comparar las muestras de casos con un estadio IV con los
controles, vemos que la expresion de este miR es ain menor (fold change
=-5,43).

En los estudios sobre este microARN se ha observado una expresion aumentada durante el
proceso de senescencia. EI miR-29c¢c-3p parece promover la senescencia de células madre
actuando sobre la diana CNOT6 (CCR4-NOT transcription complex subunit 6) mediante dos
mecanismos, a través del p53-p21 y p1l6-pRB. La CNOT6 se ha visto implicada en varios
procesos como la degradacion de ARN mensajero o la represion traduccional al inicio del
proceso (289).

hsa-miR-486-3p: este miR de 21 nucledtidos, CGGGGCAGCUCAGUACAGGAU, se
localiza en el cromosoma 8. Su expresion en el COCE fue de 4,78 veces menor que en muestras
de pacientes sanos.

Un estudio en el cancer cervical revela que este microARN actia sobre el gen ECM1
(extracelular matrix protein 1) que estimula la proliferacién endotelial y promueve la
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angiogenesis. La inhibicion de esta proteina reprime la proliferacion celular y metastasis (290).
La expresion diferencial de microARNs analizada en muestras de retinoblastoma también
revel6 una disminucion en la expresion del miR-486-3p (291).

En el carcinoma de pulmdn este microARN ha sido estudiado como regulador de la BMP2
(bone morphogenetic protein-2) cuya expresion en tejido tumoral pulmonar se relaciona con
prondstico pobre (292).

A diferencia de nuestros resultados y los de los tumores cervicales y de pulmon, un estudio
de expresion diferencial entre neoplasia pancreatica y pacientes sanos revelé una expresion
significativamente elevada del miR-486-3p en procesos neoplasicos (293).

hsa-miR-138-5p: localizado en el cromosoma 23, este miR cuenta con 23 nucle6tidos,
AGCUGGUGUUGUGAAUCAGGCCG. Nuestros resultados de expresion diferencial que
muestran un miR-138-5p disminuido (fold change = -3,75), coincide con el resultado de otros
estudios (130, 294, 295).

En estudios de COCE este microARN presenta una expresion disminuida con respecto al
tejido oral sano. EI mecanismo molecular en el que esta implicado fue analizado en lineas
celulares y la diana estudiada fue la YAP1 (Yes-associated protein 1), la interaccion sobre esta
proteina fue corroborada con ensayos de luciferasa y la sobre expresion del miR-138-5p redujo
el crecimiento tumoral. La YAP1 juega un papel importante en el control del tamafio del 6rgano
utilizando el mecanismo de sefializacion Hippo (296). En regiones pre malignas de tejido oral
se han hallado acumulaciones nucleares del YAP1. La acumulacion del YAP y TAZ (WW
domain-containing transcription regulator protein 1) conllevan a la activacion de determinados
factores de transcripcion, sobre todo los de la familia TEAD (Transcriptional enhancer factor
TEF) cuya actividad asegura la supervivencia de la célula y estimula el crecimiento en lineas
celulares del COCE (297).

En este estudio analizaron 42 muestras de tejido congelado de pacientes con COCE y 8
muestras de tejido sano adyacente y utilizaron qRT-PCR para analizar los microARNs
desregulados y el resultado final coincide con nuestro estudio al hallar la expresion del miR-
138-5p disminuida (130).

La expresion disminuida de este microARN también se ha observado en el cancer colo
rectal, concretamente, en tumores con afectacion nodular, metastasis y prondstico pobre. La
diana estudiada para el miR-138-5p en este cancer es la PD1L-1 (programm cell death 1 ligand
1). La transfeccidn del miR-138-5p en lineas celulares revela una disminucion del crecimiento
tumoral y una disminucion a su vez de la PD1L-1, proteina esencial para la proliferacion de las
células T y la produccion de interleuquina 10 (295).

En el cancer de pancreas también su expresion aparece como disminuida, tanto en muestras
de tejido congelado como en lineas celulares. La sobre expresion del miR-138-5p redujo el
crecimiento tumoral en lineas celulares de cancer de pancreas y el mismo estudio revela la
FOXC1 (forkhead fox protein C1), estudiada como regulador clave para la viabilidad celular y
resistencia al estrés oxidativo, como posible diana de éste microARN, ya que la proteina
disminuye cuando la expresion del miR-138-5p aumenta (294).



Discusion

La sobre expresion del miR-138-5p en lineas celulares de carcinoma hepatocelular condujo
a la disminucion de la proliferacion e invasion del tejido. Los ensayos de luciferasa en dichas
células revelaron como diana directa del miR-138-5p a la SOX9 (sex determining region Y
related high mobility group box 9). EI SOX9 es un factor de transcripcion implicado en procesos
como la condrogénesis, desarrollo del epitelio respiratorio, diferenciacion de los melanocitos y
la diferenciacion de células intestinales (298).

hsa-miR-101-3p: este microARN se localiza tanto en el cromosoma 1 como en el
cromosoma 9 y su secuencia es UACAGUACUGUGAUAACUGAA. La expresion disminuida
en nuestras muestras de COCE, concretamente 2,26 veces menor comparada con muestras de
tejido sano, coincide con el resto de los estudios sobre este miR en procesos cancerosos.

En el cancer de mama este microARN ha sido estudiado como supresor tumoral ya que su
expresion se ha encontrado disminuida en lineas celulares al contrario que su diana la AMPK
(AMP- activated protein kinase), que juega un papel clave en la regulacion del metabolismo
energético celular y cuya expresion aumentada conduce al aumento de la captacion de glucosa,
ala glucolisis, y la tumorgénesis. La afinidad del miR-101-3p por la AMPK ha sido demostrada
por ensayos de luciferasa (299).

En el carcinoma adenoide quistico de las glandulas salivales la funcion de este microARN
ha sido estudiada en lineas celulares. La expresion ectopica del miR-101-3p produjo una
represion en la invasion, proliferacion y formacion de colonias. En el mismo estudio hallaron
las posibles dianas como son la Pim-1, oncogén estudiado en las funciones del ciclo celular, y
otras proteinas, como la Survivin, Cyclin D1 y beta-catenina, cuya sobre expresion se observo
cuando la expresion del miR-101-3p disminuia (300).

Otra de las dianas estudiadas para este microARN es la COX-2 (ciclooxigenasa 2),
encargada de la produccién de las prostaglandinas en procesos inflamatorios, cuya expresion
en lineas celulares en el carcinoma de células escamosas de es6fago se encuentra aumentada.
Los ensayos con luciferasa han demostrado esta relacion y la sobre expresion del miR-101-3p
condujo a la disminucion de la COX-2 asi como al cese del crecimiento celular (301).

hsa-miR-23b-5p: localizado en el cromosoma 9 este miR cuenta con 22 nucleétidos, su
secuencia es UGGGUUCCUGGCAUGCUGAUUU vy su expresion en nuestro analisis ha sido
inferior en muestras de COCE (fold change = -2,06) comparadas con tejido sano.

Las investigaciones de este microARN en el COCE han demostrado una funcion de
supresion tumoral y una de las dianas sugeridas para el miR-23b-5p es la PAR-2 (protease-
activated receptor-2) estudiada en la modulacién de la respuesta inflamatoria y regulacion de
la inmunidad innata y adaptativa (302).

En los trabajos de expresion diferencial con microarrays en el cancer gastrico y en el
adenocarcinoma de esofago la expresion del miR-23b-5p se hallo disminuida con respecto a los
controles sanos (208, 303).

hsa-miR-7641: microARN localizado en el cromosoma 11 con una secuencia de 19

nucledtidos, UUGAUCUCGGAAGCUAAGC, presentd una expresion disminuida en las
muestras de COCE (fold change = -3,59) comparadas con controles sanos.
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Un estudio sobre los microARNs en exosomas de lineas celulares de cancer de colon,
hallan este microARN en todas las vesiculas extracelulares (304). La diana estudiada mediante
herramientas de bioinformatica y ensayos de luciferasa del miR-7641 fue la CXCL1 (growth
regulated alpha protein) una proteina conocida por promover la neo vascularizacion y
relacionada con la angiogénesis en células mesenquimales normales (305).

hsa-miR-494-3p: microARN de 22 nucledtidos, UUGAUCUCGGAAGCUAAGC, y
localizado en el cromosoma 14. En otros estudios de COCE este microARN induce senescencia
celular y aumenta la radio sensibilidad en lineas celulares, catalogandolo asi como un supresor
tumoral, resultados que coinciden con los nuestros (fold change = -2,23). Una de las dianas que
se le atribuyen es la Bmil (B lymphoma Mo-MLYV insertion region 1 homolog) requerida para
mantener el estado de represion transcripcional de muchos genes mediante la remodelacién de
cromatina y modificacion de histonas (306).

El efecto del miR-494-3p en lineas celulares de carcinoma de células escamosas laringeos,
fue estudiado por el grupo de Geng et al. concluyendo que no influia ni en la migracion ni en
la invasion celular (307).

La presion ejercida en lineas celulares pre osteoblésticas inhibe la proliferacion celular, el
analisis de microARNS tras la aplicacion de fuerza durante 24 horas y el andlisis de expresion
diferencial con microarrays reveld una disminucién de las proteinas FGFR2 (fibroblast growth
factor receptor 2) y ROCK1 (rho-associated coiled-coil kinase 1) a la vez que se produjo un
aumento de la expresion del miR-494-3p, lo que después se comprobo con ensayos de luciferasa
revelando que tanto la FGFR2 como la ROCK1 son dianas directas de este microARN (308).
La FGFR2 ha sido estudiada en el COCE, concretamente en un estudio de expresion diferencial
entre 72 lesiones pre malignas, 108 de COCE y 52 muestras de pacientes sanos, como
biomarcador de transformacion maligna de lesiones orales potencialmente cancerosas (309).

Si bien en el cancer de prostata la expresion de este microARN parece estar relacionado
con la supresion de la proliferacion, invasion y migracion celular (310), en el glioblastoma este
microARN aparece como sobre expresado y su potencial oncogénico se ha asociado a su diana,
el supresor tumor PTEN (311).

hsa-miR-139-5p: es un microARN que se localiza en el cromosoma 11, tiene un total de
23 nucledtidos y su secuencia es UCUACAGUGCACGUGUCUCCAGU. La expresion
disminuida de este microARN en nuestras muestras de COCE (fold change = -2,35) coincide
con otros estudios del carcinoma de células escamosas de lengua (146).

Este microARN ha sido analizado en diferentes tumores, asi como sus posibles dianas. En
el carcinoma de células escamosas de es6fago los estudios de expresion diferencial con
pacientes comparado con muestras de tejido adyacente sano, mostraron una expresion
disminuida del miR-139-5p y la diana estudiada en el mismo trabajo fue la NR5A2 (Nuclear
receptor subfamily 5 group A member 2) la cual juega un papel importante en el desarrollo
embriologico (312). En lineas celulares de cancer de vejiga se ha visto que la diana directa de
este microARN es la MMP11 y que la expresion aumentada del miR-139-5p condujo a la
inhibicidn de la migracion e invasion celular (313). En lineas celulares del cancer colo rectal,
la expresion del miR-139-5p inhibié la EMT, aumento la sensibilidad a la quimioterapia y
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disminuyd la expresion de la BCL2 (apoptosis regulator Bcl-2) la cual regula la muerte celular
controlando la permeabilidad de la membrana mitocondrial (257). El estudio en modelos
animales de ratones knock-out para este microARN observd la expresion aumentada de NF-kB,
MAPK y STAT3 que promovieron la inflamacion intestinal y cancer colo rectal (314). En lineas
celulares de cancer de pulmon la expresion del miR-139-5p inhibio la proliferacion celular y
caus6 apoptosis actuando sobre el oncogén c-Met (315), aunque otros estudios sobre el mismo
tipo de células sefialan a la IGF1R (insulin-like growth factor 1 receptor) como la diana de este
microARN (316). Utilizando lineas celulares de glioblastoma multiforme el grupo de Yue et al.
revel6 que el miR-139-5p actuaba como un supresor tumoral inhibiendo la expresiéon de la
ZEB1 (Zinc finger E-box-binding homeobox 1) y la ZEB2 los cuales son grandes reguladores
de la metéstasis tumoral (317).

En el cancer de mama la expresion disminuida de este microARN se ha relacionado con
tumores agresivos (318) y en el de colon con tumores de prondstico pobre (319).

hsa-miR-885-3p: este microARN de 22 nucledtidos se localiza en el cromosoma 3 y su
secuencia es AGGCAGCGGGGUGUAGUGGAUA. La expresion en nuestro estudio fue de
2,4 veces mayor en las muestras con COCE comparadas con los controles. La sobre expresion
de este microARN también se ha visto en entidades malignas como el mesotelioma (320).

En lineas celulares de cancer de colon este microARN parece favorecer la angiogénesis
actuando sobre la proteina BMPR1A (bone morphogenetic protein receptor type-1a), la cual a
su vez regula factores pro angiogénicos (321).

hsa-miR-146b-5p: este microARN localizado en el cromosoma 10 cuenta con 22
nucleétidos y su secuencia es UGAGAACUGAAUUCCAUAGGCU. En nuestro estudio la
expresion fue de 2,19 veces mayor en las muestras de COCE. El grupo de Xiao et al. hallé
aumentada la expresion de este microARN cuando comparaban leucoplasias orales que se
transformaron en malignas con leucoplasias orales que permanecieron sin cambios con el paso
del tiempo (322). En el carcinoma papilar tiroideo la sobre expresion del miR-146b-5p
favorecio la migracién y la invasion tumoral (323), y en el osteosarcoma la metéstasis y la
quimio resistencia (324).

Quiza uno de los datos mas interesantes sobre este microARN es que su expresion en tejido
adyacente a tumores gastricos extirpados predijo la recaida y la pobre supervivencia de los
pacientes junto con la disminucion de su diana NOVAL (RNA- binding protein nova-1) (325).

El grupo de Zhang et al. utiliz6 micro vesiculas para transportar este microARN vy
distribuirlo en lineas celulares hematopoyéticas observando que ello conducia a desarrollar
leucemia y que la diana sobre la que actuaba era el supresor tumoral NUMB (protein numb
homolog) (326).

Una excepcion en la expresion diferencial la vemos en los tumores de gliomas donde el
miR-146b-5p fue positivamente relacionado con la supervivencia en pacientes y, en lineas
celulares, se observo una disminucion de la proliferacion celular y un aumento de la apoptosis
actuando sobre la diana TRAF6 (TNF receptor-associated factor 6) (327).
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hsa-miR-5585-3p: este microARN de 22 nucledtidos se localiza en el cromosoma 1y su
secuencia es CUGAAUAGCUGGGACUACAGGU. La expresion de este miR fue de 2,35
veces superior en muestras con COCE. La expresion de este microARN se ha relacionado con
una supervivencia mas corta en pacientes con glioblastoma (328).

hsa-miR-19a-3p: este microARN de 23 nucledtidos ha presentado una expresion 3,23
menor en las muestras de COCE. Se encuentra en el cromosoma 13 y su secuencia es
UGUGCAAAUCUAUGCAAAACUGA.

En el cancer de mama el silenciamiento de este miR aumentd la proliferacion celular (329)
coincidiendo con otros estudios donde la expresion aumentada del miR-19a-3p en lineas
celulares de cancer de mama inhibié la progresion y metastasis celular actuando sobre el
oncogen Fra-1 (fos related antigen 1) (330).

En un estudio con microarrays sobre expresion diferencial de microARN en muestras de
linfoma folicular en la poblacion china, este microARN también ha mostrado una expresion
aumentada (331). Asi como en estudios de expresion diferencial con gqRT-PCR de cancer de
colon (332).

Una de las dianas estudiadas para este microARN fue la 5-lipooxigena. Gracias a ensayos
de luciferasa se ha comprobado que es una de las dianas directas del miR-19a-3p, asi como del
miR-125b-5p (333). Esta proteina funciona como mediador de procesos inflamatorios y es clave
para la sintesis de leucotrienos. Los estudios con lineas celulares de cancer de cabeza y cuello
han revelado a la 5-lipooxigenasa como una posible nueva estrategia para el tratamiento del
cancer, ya que la expresion aumentada de ésta inhibid la proliferacion celular (334).

hsa-miR-135a-3p: este microARN de 22 nucleotidos presentd una expresion 2,31 veces
mayor en el grupo de los casos, se localiza en el cromosoma 3 y su secuencia €s
UAUAGGGAUUGGAGCCGUGGCG. Ha sido estudiado en lineas celulares de cancer
gastrico utilizando la tecnologia de microarrays y, comparado con lineas celulares gastricas
normales, el miR-135a-3p presentaba una expresion disminuida (335).

hsa-miR-3934-5p: este microARN de 22 nucle6tidos esta localizado en el cromosoma 6 y
su secuencia es UCAGGUGUGGAAACUGAGGCAG. En nuestro estudio la expresion de este
microARN fue de 2,82 veces mayor en el grupo de las muestras de casos en comparacion con
los controles sanos. El Unico estudio que hemos hallado sobre este microARN utiliza las
herramientas bioinformaticas e hipotetiza un posible efecto antiviral contra la infeccion del
MERS-Cov responsable del Sindrome Respiratorio por coronavirus de Oriente Medio (336).

Nuestro estudio de expresion diferencial reveld un total de 40 microARNSs desregulados de
los que no hemos encontrado informacidn publicada en la base de datos del miRPub 3.0.

La identificacion de nuevos microARNs se lleva a cabo mediante herramientas de
bioinformaética tras el uso de tecnologia de ultrasecuenciacion identificando la ya nombrada
forma de horquilla del pre-miARN (Figura 48) en el genoma (337) aunque una de las
limitaciones de esta herramienta es que a la hora de identificar las terminaciones 3’ y 5’ de las
regiones no codificantes puede no ser fiable. Después, es necesario corroborar estos resultados
bioinforméaticos con otros métodos de medicion de expresibn como son gRT-PCR o
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microarrays (338). Los nuevos microARNSs también pueden ser descubiertos mediante métodos
basados en secuencias homologas de miARNs conservados, teniendo en cuenta los miARNs
maduros de secuencias conservadas en otras especies, o0 algoritmos desarrollados para predecir
nuevos miARNSs que luego son corroborados por analisis bioinformaticos (339).
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Figura 48. Extraida del NCBI (National Center for Biotechnology Information) para el hsa-miR-664a donde
se pueden apreciar las dos hebras en el genoma que darian lugar a la forma de horquilla.

Ladewig et al. realizaron un meta andlisis de la base de datos de los estudios de
ultrasecuenciacién en ratones y humanos del cual salieron varios de nuestros microARNSs (340)
(Tabla 19).

MicroARN Localizacion Secuencia
Hsa-miR-6746-5p Cromosoma 11 CCGGGAGAAGGAGGUGGCCUGG
Hsa-miR-6825-5p Cromosoma 3 UGGGGAGGUGUGGAGUCAGCAU
Hsa-miR-5196-5p Cromosoma 19 AGGGAAGGGGACGAGGGUUGGG
Hsa-miR-7111-5p Cromosoma 6 UGGGGGAGGAAGGACAGGCCAU
Hsa-miR-6870-5p Cromosoma 20 UGGGGGAGAUGGGGGUUGA
Hsa-miR-6765-5p Cromosoma 14 UGAGGCGGGGCCAGGAGGGUGUGU
Hsa-miR-6805-5p Cromosoma 19 UAGGGGGCGGCUUGUGGAGUGU
Hsa-miR-6780b-5p Cromosoma 6 UGGGGAAGGCUUGGCAGGGAAGA
Hsa-miR-6801-5p Cromosoma 19 UGGUCAGAGGCAGCAGGAAAUGA
Hsa-miR-6753-3p Cromosoma 11 UGGUCUGUCUCUGCCCUGGCAC
Hsa-miR-6838-5p Cromosoma 7 AAGCAGCAGUGGCAAGACUCCU
Hsa-miR-6868-5p Cromosoma 17 ACUGGCAGAACACUGAAGCAGC
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Hsa-miR-6738-5p Cromosoma 1 CGAGGGGUAGAAGAGCACAGGGG
Hsa-miR-6877-3p Cromosoma 9 CAGCCUCUGCCCUUGGCcUCC
Hsa-miR-6754-39 Cromosoma 11 UCUUCACCUGCCUCUGCCUGCA

Tabla 19. MicroARNs desregulados en nuestro estudio descubiertos por Ladewig et al. donde se puede ver
su secuencia y su localizacion.

El hsa-miR-6510-3p fue descubierto en un estudio de ultrasecuenciacion con la plataforma
llumina® GAIIX, para analizar la expresion diferencial de 47 muestras con psoriasis y 20
pacientes sanos. Este microARN fue localizado en el cromosoma 17 y su secuencia es
CACCGACUCUGUCUCCUGCAG (341).

El hsa-miR-664a-3p y el hsa-miR-1295a fueron descubiertos analizando muestras de
células madre de tejido embrionario en comparacion con células diferenciadas con la tecnologia
de ultrasecuenciacion Illumina® (342). EI miR-664a-3p se localiza en el cromosoma 1y su
secuencia es UAUUCAUUUAUCCCCAGCCUACA. El miR-1295a se localiza también en el
cromosoma 1y su secuencia es UUAGGCCGCAGAUCUGGGUGA.

El hsa-miR-5580-3p fue descubierto con el uso de un nuevo algoritmo que desarrollé el
grupo de Friedlander et al. con la intencién de facilitar el manejo de los datos que derivan del
uso de la tecnologia de ultrasecuenciacion. Con animo de demostrar la eficacia del algoritmo,
los microARNSs descubiertos fueron posteriormente corroborados con lineas celulares midiendo
su expresion (337). Este microARN presentd una expresion especialmente baja en el grupo de
COCE en comparacion con los controles, concretamente 23 veces menor, se localiza en el
cromosoma 1y su secuencia es CUGAAUAGCUGGGACUACAGGU.

El miR-8072 se localiza en el cromosoma 12 su secuencia €S
GGCGGCGGGGAGGUAGGCAG. Fue descubierto en un estudio de ultrasecuenciacion de
Solexa®. Analizaron la expresiéon diferencial de los pacientes con sepsis en la unidad de
cuidados intensivos y los agruparon en supervivientes y no supervivientes. Los microARNs
nuevos que surgieron de este estudio fueron posteriormente corroborados con gRT-PCR (343).

El analisis de expresién diferencial de muestras de cancer de mama y tejido adyacente
reveld nuevos microARNSs entre los que estan hsa-miR-4788, hsa-miR-4706 y el hsa-miR-3659.
En este estudio los autores revelan que sus resultados sugieren que la identidad de un tumor
esta mas relacionada con la expresion desregulada de microARNSs que normalmente se expresan
en el tejido especifico que la expresion de un biomarcador concreto (344). EI miR-4788, cuya
secuencia es UUACGGACCAGCUAAGGGAGGC, y el miR-4706, cuya secuencia es
AGCGGGGAGGAAGUGGGCGCUGCUU, presentaron una expresion mayor en el grupo de
los casos que en los controles y se localizan en los cromosomas 3 y 14 respectivamente. El
miR-3659, cuya secuencia es UGAGUGUUGUCUACGAGGGCA presentd una expresion 3,3
menor en los pacientes con COCE y se localiza en el
cromosoma 1.

El hsa-miR-6126, también conocido como hs_154, fue descubierto en lineas celulares
infectadas por el virus West Nile cuando estudiaban el efecto que los microARNSs tienen sobre
la expresion de determinados genes de este virus (345). EI miR-6126 se localiza en el
cromosoma 16 y su secuencia es GUGAAGGCCCGGCGGAGA.
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En un estudio de expresion diferencial de microARNs de células B normales y malignas
usando ultrasecuenciacion surgieron nuevos microARNS entre los que estan el miR-4442, miR-
4443 y miR-4495 (346), los cuales aparecen todos sobre expresados en las muestras con COCE.
El miR-4443, cuya secuencia es UUGGAGGCGUGGGUUUU, y el miR-4442, cuya secuencia
es GCCGGACAAGAGGGAGTG, se localizan en el cromosoma 3 mientras que el miR-4495,
cuya secuencia es AAUGUAAACAGGCUUUUUGCU, se localiza en el cromosoma 12.

El hsa-miR-3911 y el hsa-miR-3180 fueron descubiertos en un estudio de
ultrasecuenciacion cuando analizaban los microARNs de tejido de ovario sano y tejido de
cancer de ovario (347). EI miR-3180, cuya secuencia es UGGGGCGGAGCUUCCGGAG, se
encuentra en el cromosoma 16 y el miR-3911, cuya secuencia es
UGUGUGGAUCCUGGAGGAGGCA, se encuentra en el cromosoma 9.

El hsa-miR-365-5p, hsa-miR-758-3p y el hsa-miR-30c-1-3p son microARNs que se
descubrieron en un estudio tras secuenciar librerias de muestras de distintos tejidos de células
humanas y aplicando una nueva férmula computacional (348). EI miR-365-5p, cuya secuencia
es AGGGACUUUCAGGGGCAGCUGU se localiza en el cromosoma 17, el miR-758-3p, cuya
secuencia es UUUGUGACCUGGUCCACUAACC, en el cromosoma 14, y el miR-30c-1-3p,
cuya secuencia es CUGGGAGAGGGUUGUUUACUCC, en el cromosoma 1.

En un estudio con ultrasecuenciacion utilizando el Illlumina's Genome Analyzer Il
(llumina®) en lineas celulares de melanoma y en melanocitos se descubrieron nuevos
microARNS entre los que estaban el hsa-miR-548w y el hsa-miR-514b-5p (349). EI miR-548w,
cuya secuencia es AAAAGUAACUGCGGUUUUUGCCU se encuentra en el cromosoma 16,
y el miR-514b-5p cuya secuencia es UUCUCAAGAGGGAGGCAAUCAU, se localiza en el
cromosoma X.

El hsa-miR-874-5p fue descubierto en el analisis de expresién de microARNs utilizando 6
lineas celulares de cancer de cuello de Utero (350). Este microARN tuvo una expresion 2,96
veces inferior en las muestras de COCE comparadas con los controles sanos, se localiza en el
cromosoma 5 y su secuencia es CGGCCCCACGCACCAGGGUAAGA.

El hsa-miR-6086 es un microARN localizado en el cromosoma X cuya secuencia es
GGAGGUUGGGAAGGGCAGAG. Este microARN fue descubierto analizando los
microARNSs de células madre en diferenciacion. En la figura 49 se puede ver el trabajo que
realiza la herramienta utilizada en este estudio, el programa RNAfold, buscando en el genoma
el microARN en cuestion (351).

167



Cintia Micaela Chamorro Petronacci

cel

i

(2] A
A A
G A
CaY
hsa
miR-6086-1

—_—

Figura 49. El programa RNAfold busca la secuencia madura en el genoma, subrayada de color gris, y lo
identifica como microARN si puede formar la estructura de horquilla (351).

El hsa-miR-3937 localizado en el cromosoma X y cuya secuencia es
ACAGGCGGCUGUAGCAAUGGGGG, fue descubierto por primera vez por un grupo que
analizaba los microARNs en el nacleo de la célula y en el citoplasma mediante
ultrasecuenciacion para corroborar el origen nuclear de los microARNSs (352).

El hsa-miR-7846-3p fue descubierto cuando se secuenciaron los microARNSs de plaquetas
(353). Este microARN se localiza en el cromosoma 1 y su secuencia es
CAGCGGAGCCUGGAGAGAAGG.

El hsa-miR-7162-3p se localiza en el cromosoma 10, su secuencia es
UCUGAGGUGGAACAGCAGC y fue descubierto por el grupo Meunier et al., quien estudio
microARNs en mamiferos y luego trasladaron sus secuencias al genoma humano para
comprobar su existencia (354).

En la era del big data donde las bases de datos son accesibles (miRBase), la informacion
es abundante y en ocasiones no muy ordenada. La clasificacion y anotacion de microARNs
tiene varias formas para un mismo microARN lo que genera duplicidad de datos innecesarios.
La falta de consenso, 0 mas bien la evolucion sin consenso, de las anotaciones de microARNS,
hace que el analisis de un miARN requiera mucho cuidado y control exhaustivo del manejo de
cada dato. Una de las dificultades que autores como Budak et al. identifican a la hora de registrar
un microARN es que los isomiRs, que provienen de la misma secuencia, pero con distinto corte
de maduracion, son considerados como microARNSs diferentes en la base de datos creando una
plétora de microARNs que no es real. Varios autores ven necesaria una revision de la
nomenclatura de los miARNSs y un ordenamiento del mismo (339).
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5.4 Asociacion de miARNSs con las variables tumorales

Las alteraciones de microARNs se han asociado con diferentes fenotipos clinicos
especificos de tumores tales como recurrencia y progresion, desarrollo de metéstasis, y
supervivencia post-operatoria (6). Hay estudios de COCE que no muestran diferencia en la
expresion del microARN en funcion de la raza, consumo de tabaco o alcohol, sexo o afectacion
de VPH (virus del papiloma humano) (355). Otros autores encuentran microARNs
diferentemente expresados segun el sexo, quimio resistencia o indice de masa corporal (8, 147).

Ademas del andlisis de expresion diferencial de casos y controles, hemos querido analizar
las muestras para hallar asociacion en la expresion de microARNs con las distintas
caracteristicas ya observadas por autores anteriores. Por lo tanto, hemos comparado la expresion
entre tumores de estadio Il y IV y controles sanos, asi como muestras entre hombres y mujeres
y muestras control, y carcinoma de lengua y muestras de pacientes libres de tumor.

En el estudio de Scapoli et al. analizan con microarrays la expresion diferencial de
microARNSs en el COCE de 8 pacientes sin metastasis y 7 pacientes con metastasis. Hallan un
total de 19 microARNSs desregulados significativamente, 13 sobre expresados (miR-489, miR-
129, miR-23a, miR-214, miR-23b, miR-92, miR-25, miR-210, miR-212, miR-515, miR-146b,
miR-21, miR-338) y 6 infra expresados (miR-520h, miR-197, miR-378, miR-135b, miR-224,
miR-34a). Ninguno de estos microARNS aparece desregulado al comparar muestras de COCE
de estadio IV con controles (126).

Carvalho et al. identificaron el miR-205 y el miR-203 como marcadores precisos para
detectar metastasis (356). Como se observa no coincide con los resultados de Scapoli et al. y al
compararlo con nuestros resultados vemos necesaria la precision de la hebra de los microARNs
identificados por Carvalho et al. ya que el miR-205-3p y el miR-205-5p presentan una expresion
mayor en los casos de estadio 1V comparados con los controles. Sin embargo, por la falta de
especificacion 3p 6 5p no podemos establecer una coincidencia.

La expresion del miR-29b esta positivamente relacionada con estadios avanzados y pobre
supervivencia en pacientes con COCE en el estudio de Yang et al. (357), sin embargo, en
nuestro trabajo este microARN no aparece desregulado.

La disminucién de determinados microARNs como el miR-206 (358) en el COCE estuvo
significativamente relacionada con metastasis nodular y caracteristicas clinico patoldgicas
agresivas y pobre supervivencia. Otro ejemplo son los microARNs miR-205 y let-7d cuya baja
expresion se asocia con ocurrencia loco-regional y una supervivencia menor (72). Ninguno de
estos datos coincide con los nuestros o con los de Scapoli et al.

Aquellos estudios que han hallado diferencias de expresion entre hombres y mujeres
apuntan a una expresion mayor del let-7d en hombres comparado con mujeres, resultado que
no coincide con el nuestro (13). Otros estudios como el de Duttagupta et al. encontraron cuatro
microARNSs significativamente sobre expresados en el grupo de las mujeres en comparacion
con el de hombres, el miR-584-3p, miR-1323, miR-940 y miR-923, asi como tres microARNs
cuya expresién fue mayor en hombres que en mujeres, el miR-100, miR-184 y miR-923.
Nosotros no hemos hallado expresion diferencial para ninguno de estos microARN al comparar
las muestras de hombres con las de mujeres.
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El escaso nimero de muestras y las multiples variables no han hecho posible la relacion
entre un microARN y una variable determinada, pero hemos realizado dichos analisis para
comparar resultados con los de otros estudios simplemente por ver similitudes.

Debido a la diferencia entre los resultados de expresion diferencial de microARNSs para
detectar personas con cancer oral o caracteristicas asociadas a determinados microARNS, no
podemos dejar de nombrar otros articulos que hablan de variaciones epigenéticas como son los
polimorfismos o las metilaciones en los promotores de determinados microARNS.

Los polimorfismos son la variacion de nucleétidos en una parte especifica del ADN que
afecta por lo menos al 1% de la poblacion. Los SNPs (single nucleotide polymorphisms) son el
tipo de variacién mas comdn en el genoma humano, que afecta a las secuencias codificantes y
puede influir en la diversidad de poblacién, susceptibilidad a la enfermedad y respuesta
individual a los medicamentos. Dichos SNPs pueden alterar la expresion y /o maduracion de
los microARNSs bien modificando la transcripcidn en el transcrito primario, en el procesamiento
de pri-miARN y pre-miARN y afectando a la interaccion miARN-mARN (359). Los estudios
sobre polimorfismos han hallado SNPs en el miARN-499 asociado con metastasis en el COCE
(360), asi como un SNP en el pre-miR-146 que se ha asociado con la progresion del cancer oral
(115).

Los SNPs en los genes que afectan a la maquinaria de produccién de microARNSs han sido
estudiados en cancer de cabeza y cuello en proteinas como DICER o AGO, asociando dichos
SNPs al riesgo de padecer cancer de cabeza y cuello (23, 361).

La metilacion de los promotores emite una sefial que es facil de detectar y la metilacion
diferencial ha sido estudiada en el cancer de cabeza y cuello en comparacion con el tejido
normal sano, como en el caso del promotor del miR-9 (66). Los aumentos de los niveles de
metilacién del miR-137 fueron relacionados con tasas bajas de supervivencia en el COCE por
el grupo de Wiklund (147).

5.5 Dianas de los microARNs en el COCE

La regulacion genética postranscripcional llevada a cabo por microARNs es compleja.
Cada ARN mensajero puede ser regulado por diferentes microARNs y un microARN puede
actuar sobre diferentes mMARNS (362). Ademaés, la funcidn oncogeénica o supresora tumoral de
cualquier miARN puede variar, un mismo miARN puede estar implicado en distintas vias y
contribuir a diferentes efectos bioldgicos en distintos tipos celulares (20).

En la revision de Min et al. (129) se recopilan los miARNSs asociados con genes en el
carcinoma oral de células escamosas y en el cancer de cabeza y cuello. Si bien los microARNs
no coincide ninguno con nuestros resultados, si algunas dianas como la PDCD4, CD44, IGF1R,
MYC, MMP2, MMP9, mTOR o Akt (Tabla 20).

Sobre expresado (+) / Infra

miARN expresado (-)

Dianas / Mecanismos moleculares
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PDCD4, TPMI, RECK, CLU, DKK2-Wnt/beta-
miR-21 (+) catenin, Smad7-TGF-beta1, HA/CD44-
Nanog/Stat3-PDCD4,|APs
miR-31 (+) FIH-HIF-EVGF
miR-31* (+) FGF3, RhoA
miR-134 (+) WWOX
miR-146a (+) IRK1, TRAF6, NUMB
miR-155 (+) CDC73
miR-7 (+) RECK, IGF1R-Akt
miR-9 (-) CXCR4- Wnt/beta-catenin
miR-17/20a (-) ITGbeta8
miR-29a (-) MMP2
miR-34 (-) F2F3, survivin, VEGF, SERT6
miR-99a (-) IGF1R
miR-124 (-) ITGB1
miR-125b (-) ICAM2
miR-138 (-) FOSL1, VIM, ZEB2, EZH2, RhoC, RoCK2
miR-140-5p (-) ADAM10, ERBB4, PAX6, LAMC1
miR-145 (-) c-Myc, Cdké
miR-181a (-) K-ras, Twist1
miR-205 (-) IL-24, caspase-3/-7, Axin-2
miR-218 (-) mTOR-Rictor-Akt
miR-320 (-) HIF-1alpha-NRP1-VEGF
miR-357 (-) CIP2A-MYC, AEG-1/MTDH
miR-419-5p (-) GIT1, EGFR-ERK1/2-MMP2/9
miR-483-3p - AP15, BRIC5, RAN
miR-196a (+) MAMDC2
miR-26a/b (-) TMEM184B

Tabla 20. Extraida de la revision de Min et al., esta tabla especifica la expresion desregulada de cada
microARN y sus dianas 0 mecanismos moleculares sobre los que influye.

La transformacion maligna del tejido se produce por un cimulo de cambios en estadios
especificos y no por eventos aislados. Asi, el grupo de Janiszewska et al. presenta en su revision
un modelo progresivo sobre desarrollo del carcinoma oral en cabeza y cuello y sus moléculas
implicadas y reguladas por microARNs (Figura 50) (15).
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Figura 50. En esta imagen se puede observar como la expresion de los microARNs, con sus dianas, en
diferentes momentos del desarrollo tumoral afectan a la progresion del mismo (15).

Para los microARNSs cuyas dianas no se conocian, usamos la herramienta MR-microT de
Diana Tool (disponible en http://diana.imis.athena-
innovation.gr/DianaTools/index.php?r=microT_CDS/index, acceso el 30 de septiembre de
2016) pero los resultados para un solo microARN era de cientos de dianas, por lo que se requiere
un analisis bioinfomatico mas profundo con comprobacion experimental posterior, cosa que no
es objetivo de este trabajo.

En el estudio de Ren et al. analizan el efecto del microARN-139 en lineas celulares de
cancer de lengua Tca8113. Dicho microARN regula el cancer mediante el mecanismo de
sefializacion Akt inhibiendo la proliferacion celular de las lineas celulares del cancer oral. En
nuestro trabajo el microARN-139 también aparece infra expresado en las muestras de los casos
(fold change =-3,7, p = 0,003268) (255).

El PDCD4 es un gen relacionado con la muerte celular programada, es un inhibidor de la
transformacion neoplasica, estudiado como diana del miR-21 (15), revelando asi su efecto
oncogénico. En nuestros resultados aparece como dianas del miR-497-5p y el miR-204-5p,
ambos infra expresados en las muestras de COCE.

El CD44 es gen diana de los microARNs 497-5p y 27b-3p, es una glucoproteina de
superficie implicada en las interaccién, proliferacion, diferenciacion, migracion celular y
angiogeénesis. La sobre expresion de esta proteina se ha relacionado con el cancer en general y
en particular como un marcador de iniciacion tumoral medible en saliva. Y su concentracion ha
sido estudiada como marcador de riesgo de cancer oral (114, 363). Por lo tanto, la infra
expresion de dichos microARNSs, patente en nuestros resultados, dispararia la expresion del
CD44.

El IGF1R (insuline like growth factor 1 receptor) es una proteina que se halla en la
superficie celular, es un receptor transmembrana activado por dos hormonas, la IGF1y la IGF2.
Su funcidn esta relacionada con el crecimiento tisular. Ha sido estudiada en al cancer debido a
sus propiedades antiapoptoticas que le confieren resistencia al cancer ante determinados
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quimioterapicos. También ha sido de gran interés cientifico su relacion con los microARNSs y
el cancer oral, en especial con la familia microARN-99 (128, 363). En nuestro analisis se revela
como diana de los microARNs miR-497-5p y miR-99a-5p, este ultimo coincidiendo con
estudios anteriores.

El MYC pertenece a una familia de oncogenes estudiados en el cancer cuya funcion
estimula el crecimiento permitiendo el paso durante el ciclo celular de la fase GO/ Gl ala S. Se
ha estudiado como diana del miR-357 en el cancer oral, y en nuestro analisis de dianas tanto el
miR-497-5p como el miR-1224-5p, que aparecen infra expresados, pueden inhibir la traduccion
de dicho gen (20).

Las matrices metaloproteinasas (MMP) MMP1, MMP2, MMP3 y MMP9 son proteinas
observadas a altas concentraciones en tejido canceroso de COCE (61). Su participacion consiste
en la degradacion de la matriz extracelular y su aumento se ha asociado con metéastasis e
invasion tumoral (62). En nuestro caso tanto la MMP2 como la MMP9 son dianas de un mismo
microARN infra expresado, el miR-497-5p, aunque otros autores las relacionan con el miR-29a
como diana de la MMP2 (61).

5.6 Mecanismos moleculares de los microARNSs desregulados

El KEGG Pathway (Kyoto Encyclopedia of Gene and Genomes) es una coleccion de mapas
de mecanismos que representan nuestro conocimiento en la interaccion molecular y redes sobre
el metabolismo, procesamiento de la informacion genética (transcripcion, traduccion, etc.),
procesamiento de la informacion del desarrollo (transporte de membrana, transduccion de la
sefial, interacciones de las sefiales moleculares), procesos celulares (motilidad y crecimiento
celular, transporte, catabolismo, etc.), sistemas del organismo (sistema inmune, sistema
nervioso, digestivo, etc.), enfermedades humanas, desarrollo de drogas y/o medicamentos
(interacciones moleculares de antibiéticos, neoplasicos, etc.).

En la base de datos del KEGG Pathway (http://www.kegg.jp/kega/kegg2.html, acceso el
30 de septiembre de 2016) podemaos hallar microARNs relacionados con el cancer, en humanos,
de pulmén, esofégico, hepatocelular, de mama, de ovario y de vejiga, sin embargo, ni el de
cabeza y cuello ni el carcinoma oral de células escamosas tiene un mecanismo publicado como
tal de microARNSs y sus dianas (acceso el 30 de septiembre de 2016).

Después de analizar la expresion diferencial de los microARNs usamos el miRPath v3.0.
Este software analiza los microARNSs introducidos buscando los genes a los que puede afectar
y los mecanismos moleculares en los que puede estar implicado, utilizando los mapas del
KEGG.

Muchos de los miARNs desregulados en nuestro trabajo son recientes y todavia no hay
investigaciones sobre sus posibles dianas o los efectos que produce su expresion en el tejido.
En nuestro estudio, de los 18 microARNSs desregulados con mayor valor de significancia (p <
0,001) s6lo 6 tenian dianas conocidas, todos infra expresados. Los resultados con dichos
microARNSs han revelado varias vias en las que sus dianas estan implicadas, entre los que se
hallaban los proteoglicanos en el cancer, el mecanismo de sefializacion Hippo, el procesamiento
de las proteinas en el reticulo endoplasmico, mecanismo de sefializacion de la hormona tiroidea,
mecanismo de sefializacion TGF-beta, mecanismo de sefializacion mTOR, uniones de
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adherencia, adhesion focal, mecanismo de sefializacion de AMPK, p53, insulina FoxO, HIF-1
y esfingolipidos. Esto confirma la asociacion entre los miARNs infra expresados y los
oncogenes.

Los proteoglicanos son el constituyente principal del tejido conectivo que en condiciones
fisiolO6gicas presentan carga negativa gracias a sus grupos sulfato y acido urénico. Los tipos
principales de proteoglicanos son el queratdn sulfato, heparan sulfato, acido hialurénico,
condroitin sulfato y dermatéan sulfato. Podemos encontrarlos unidos a la membrana plasmatica
0 a la matriz extracelular, que presenta sitios de unién a determinadas moléculas, permiten la
movilidad y migracion de las células ademas de filtrar sustancias que pueden ser transportadas
al interior de la misma. Otra de sus funciones es resistir la compresion y retrasar o impedir el
movimiento de células tumorales y microorganismos. Los proteoglicanos en el microambiente
tumoral han mostrado ser macromoléculas clave que contribuyen al desarrollo de distintas
caracteristicas en la progresion del cancer como son la proliferacion, angiogénesis o metastasis.
Proteoglicanos como el &cido hialuronico actia con la proteina CD44 promoviendo la
migracion y el crecimiento celular del tumor, mientras que otros interactian con factores de
crecimiento y citoquinas conduciendo a la invasion tumoral (364). Proteoglicanos como el
Perlacan, que pertenece al grupo de proteoglicanos del heparan sulfato, o el Sulfatase 2
(SULF2), han sido estudiados en el cancer oral debido a su alta expresion en lesiones cancerosas
y precancerosas (365, 366).

El mecanismo de sefializacion Hippo influye en el tamafio que alcanza un érgano en
desarrollo, asi como en procesos de proliferacion celular y homeostasia. Las modificaciones
postranscripcionales de las moléculas que componen el mecanismo de sefializacion Hippo,
como son YAP/TAZ, MAT 1/2 y LATS 1/2, han sido asociados a caracteristicas clinicas
tumorales como un prondstico pobre o metastasis tumoral (367, 368).

El mTOR (mammalian Target of Rapamycin) pertenece a una familia de proteinas que se
encarga de controlar el inicio de la transcripcion, la formacion de ribosomas, la organizacion
del cito esqueleto y de la regulacion de la proliferacion, crecimiento y muerte celular. El
mecanismo de sefializacion en el que participa el mTOR se ve desregulado en el céancer
mediante la mutacion o amplificaciéon de la PI3K, pérdida de funcion del PTEN o la sobre
expresion de otras proteinas como la S6K1, la 4EBP1, o la Akt (369). En el cancer oral la
expresion de Akt se ha relacionado con la disminucion del miR-218 (370), en nuestros
resultados del miRPath v3.0 el Akt aparece como posible diana también del miR-497-5p y del
miR-99a-5p.

El mecanismo de sefializacion TGF-beta (Transforming Growth Factor beta) ha sido
estudiado en procesos de crecimiento, diferenciacion y proliferacion celular. En el cancer, las
moléculas implicadas en este mecanismo parecen estar relacionadas con el proceso de la EMT
de la cual ya conocemos su importancia en procesos tumorales (371). La pérdida de la funcion
del receptor del TGF-beta Il se ha observado frecuentemente en el COCE y estudios recientes
sobre el contenido de exosomas liberados por fibroblastos en el microambiente tumoral, revelan
moléculas de TGF beta en su interior, sugiriéndolas asi como sefiales de comunicacién entre
celulas (372).

Tal y como hemos explicado a lo largo de este trabajo la proteina p53 juega un papel
fundamental en el ciclo celular y en la expresion de algunos microARNs. Como se puede
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observar en el esquema de KEGG, varios son los detonantes que activan el gen p53 y en funcion
del gen diana sobre el que éste actlia la consecuencia va desde la apoptosis celular, arresto del
ciclo celular, inhibicion de la angiogénesis o inhibicién del mecanismo de sefializacion mTOR.

La adhesion focal juega un papel esencial en la motilidad, proliferacion, diferenciacion y
supervivencia celular, asi como en la regulacion de la expresion de determinados genes.
Algunos de los componentes de la adhesion focal participan en la unién estructural entre los
receptores de membrana y el cito esqueleto de actina, mientras que otros son moléculas de
sefializacion como las quinasas y fosfatasas. La union de factores de crecimiento a sus
respectivos receptores inician alteraciones morfoldgicas y modulaciones en la expresion génica
demostrando la relacién que existe entre la sefializacion mediada por factores de crecimiento y
adhesion (373).

Las uniones de adherencia intercelular son imprescindibles para mantener la arquitectura
tisular y la polaridad celular limitando los movimientos celulares y la proliferacion. Las
moléculas por excelencia en este tipo de uniones son la E-Cadherina y beta catenina, las cuales
forman un complejo que suele verse afectado en los procesos metastasicos (374).

Todos estos mecanismos apoyan la teoria de que el COCE se debe a alteraciones genéticas
inducidas por el efecto local sobre los queratinocitos, afectando sobre todo a moléculas de
adhesion intercelular y componentes de membrana que hacen perder adherencia y facilitan el
crecimiento descontrolado (375).

5.7 Aplicaciones de los microARNs

La tendencia terapéutica con microARNS, una vez establecidos los patrones de expresion
diferencial en las distintas patologias, consistiria en introducir aquellos microARNSs supresores
de tumores cuya expresion disminuye en el COCE o inhibir la expresién de microARNs
oncogénicos.

El analisis histopatoldgico no es capaz por si solo de identificar el comportamiento futuro
de los procesos tumorales, de hecho, muchos de ellos iguales desde el punto de vista histologico
tienen una evolucién clinica distinta. Algunos estudios sugieren que el analisis histopatoldgico
no es capaz de detectar pequefias metastasis ya presentes en la muestra y se calcula que en torno
al 10-40% de pacientes con cancer de cabeza y cuello acaban desarrollando metastasis que no
fue histopatolégicamente detectada (356). Otros estudios aseguran que antes de que exista
metastasis, el carcinoma primario ya ha desarrollado células tumorales con cambios genéticos
asociados con el potencial metastasico (113). La identificacion de microARNs sobre
expresados exclusivamente en metastasis, permitiria atender de manera temprana a este
porcentaje de pacientes, bien con un tratamiento mas agresivo o un vaciamiento temprano.

La evidencia acumulada sugiere que un microARN no puede por si solo ser util como
marcador diagnostico y prondstico, pero ofrece competencias para las terapias individualizadas
(13). El desarrollo de un proceso tumoral viene precedido del cambio de expresion de la
combinacion de varios microARNs y no de uno solo. Por lo tanto, parece ldgico pensar que
para un mismo tipo de tumor pueden existir diferentes patrones de expresion diferencial en
funcién de las dianas o los mecanismos moleculares afectados. Tener un registro, por lo tanto,
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de todos aquellos posibles patrones y acceder a ellos de manera libre, acerca la posibilidad de
detectar precozmente cualquier tipo de cancer.

El analisis de expresion diferencial usando microARNSs recientemente descubiertos permite
llevar a cabo nuevos experimentos sobre tejido oral canceroso con el animo de descubrir
terapias individualizadas, libres de efectos secundarios, con microARNS. Asi, en este estudio
experimental realizado en lineas celulares, se identifico 6 microARNSs letales (miR-323, miR-
345, miR-371, miR-181, miR-342, miR-326) para las células tumorales de cancer de cabeza y
cuello, pero no para los queratinocitos orales (109).

La heterogeneidad caracteristica de tumores malignos hace que un solo marcador
pronostico que identifique pacientes de alto y bajo riesgo no pueda ser usado para cualquier
tipo de cancer (204). Los estudios de marcadores pronosticos de cancer de cabeza y cuello
tienen resultados variados, y a veces contradictorios (150), debidos, precisamente, a los subtipos
que presenta; por ello creemos que es necesario establecer patrones especificos de cada tejido
y tipo tumoral.

Sabemos que los microARNS, junto con otros ARNSs no codificantes, son secretados a los
distintos fluidos corporales por las células. Muchos mecanismos fueron propuestos para
explicar la entrada de los miARNs en el torrente sanguineo. Investigaciones recientes han
demostrado que la liberacion de miARNSs en compartimentos extracelulares es mediada por una
maquinaria secretora de exosomas dependiente de ceramida. Por lo tanto, dichos complejos
lipidicos y lipoproteicos protegen a los microARNSs extracelulares de la posible degradacién
producida por las abundantes ribonucleasas (376). La formacion de los exosomas, su contenido
y distribucién tienen un impacto considerable en el desarrollo del cancer. Los estudios que
analizan los microARNs de pacientes con céancer, tanto en tejido tumoral como en sangre,
revelan que las células tumorales liberan microARNs en dichos exosomas al torrente sanguineo
y que la expresion de los microARNSs en sangre semeja a las células de tejido tumoral (208).

El uso de nano vesiculas y proteinas transportadoras de ARN mensajeros y pequefios ARNS
ha resultado Util para traspasar la membrana celular modificando la expresion proteica de la
célula. A esta modificacion de la expresion tras la introduccion de ARNs en la célula lo
denominaron “exosoma shuttle RNA” (esRNA) (377). Los microARNSs transportados en nano
particulas han disminuido con éxito la expresion de determinadas dianas en lineas celulares
dando esperanza al uso de estos pequefios ARNSs no codificantes como terapias a diversas
enfermedades (378).

Las ideas que se barajan actualmente se basan en usar oligonucleoétidos anti-microARNs
(AMOs) que se unan a secuencias complementarias de microARNs oncogénicos y bloqueen su
funcién. Incluso se podrian utilizar como coadyuvantes de la quimioterapia en aquellos tumores
que presentaran un mayor grado de expresion de microARNs resistentes a las drogas (67).
Teniendo en cuenta las caracteristicas del microambiente que rodea a las células tumorales
como son un pH bajo, se pueden utilizar nano particulas como los pHLIP (pH low insertion
peptide) que han demostrado penetrar a través de la membrana celular sin destruirla en
condiciones acidas, con un pH inferior a 7 (379).

El articulo de Piao et al. describe el uso de nano particulas lipidicas de pre-miR-107 en
lineas celulares de manera efectiva, consiguiendo inhibir la invasion y migracion de las células
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(380). Actualmente se podria utilizar la tecnologia de las nano particulas de diversa naturaleza
para el transporte de microARNSs de manera especifica y efectiva (14).

Otros estudios analizan qué productos o drogas afectan a determinados microARNs como
por ejemplo el grupo de Jiang et al. que revela una benzamina, concretamente la 4-
benzoylamino-N-(prop-2-yn-1-yl), como inhibidores del miR-21, sin afectar a otros
microARNS ni a procesos bioldgicos habituales (381).

Actualmente, se utilizan dos microARNs de manera experimental para el tratamiento de
patologias, el miR-34 y el miR-122. EI miR-34 es un microARN supresor tumoral cuyo uso se
encuentra en fase experimental clinica I para el cancer de higado (382). EI nombre comercial
es MRX34 y consiste en un liposoma con el microARN en su interior. Actualmente otros grupos
para la leucemia linfocitica cronica también estan experimentando con él (16).

El uso de Miravirsen sobre el virus de la hepatitis C se encuentra en fase clinica 2a y cuyos
resultados dosis-dependiente han reducido los niveles del virus de la hepatitis C en los
pacientes. EI Miravirsen es la primera droga que actta sobre un microARN secuestrandolo, el
miR-122, y en recibir la aceptacion por la FDA (15).

La profundizacion en la participacion de los microARNSs en el cancer, conocer sus dianas
y a que mecanismos moleculares pertenecen hacen posible el estudio de cancer para diagnostico
precoz, eficacia del tratamiento canceroso in vitro y conocimiento mas amplio de la
supervivencia del paciente.

Una de las limitaciones, a la que se intenta dar solucion actualmente, es el método de
medicién y extraccion de los microARNS que como hemos visto a lo largo del trabajo ha sido
costoso y laborioso. Las caracteristicas de los microARNs hacen posible que sean extraidos de
fluidos corporales, tales como sangre, orina o saliva, lo que facilita su accesibilidad para ser
analizados de manera mucho menos traumatica que la biopsia (25). Sin embargo, la cantidad
de microARNSs que se puede extraer varia en funcion del fluido o tejido utilizado (72) por lo
que no vale cualquier fuente de microARNS. Los analisis de expresion de microARNS suponen
un coste, actualmente, tan elevado que es necesario buscar mejoras que abaraten, y por qué no,
faciliten el proceso.

Con este trabajo hemos querido mejorar el conocimiento del COCE y contribuir a la lucha
contra el cancer.
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Conclusiones

El uso de la pieza de mano y las fresas de diamante ha demostrado ser un método eficaz
de extraccion de ARN total, con el que se pudo obtener una concentracion y RIN
adecuados.

La concentracion de ARN total extraible del tejido congelado disminuye con el tiempo
de almacenamiento de la muestra.

El RIN del ARN total extraido de las muestras de tejido congelado no se vio
influenciado por el tiempo de almacenamiento de la muestra.

El hecho de utilizar tejido proveniente de diferentes localizaciones orales, no supuso
ninguna influencia en los resultados en cuanto a concentracion y RIN del ARN total.

En nuestro estudio existe un cambio en el perfil de expresién de microARNs en las
muestras de COCE en comparacion con las muestras de tejido control

Nuestro trabajo revela una expresion diferente de 81 microARNSs en las muestras de
casos comparadas con las muestras de tejido sano.

De los 81 microARNs desregulados en el COCE, 45 presentaron una expresién menor
en los casos comparada con las muestras controles.

La asociacion de los microARNs con caracteristicas clinicas no ha sido posible,
probablemente debido al tamafio muestral, por lo que seré necesario un incremento del
numero de casos para profundizar mas en este campo.

Los microARNs con mayor nivel de significancia, cuyas dianas eran conocidas, estaban
infra expresados en las muestras del COCE y su implicacion se relaciona,
estadisticamente, con los mecanismos moleculares de los proteoglicanos en el cancer.

10.Las dianas de 40 de los microARNs desregulados en el COCE todavia son

desconocidas.
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Secretaria Xeral Técnica Tel: 881 546425; ceic@sergas.es

DITAME DO COMITE DE ETICA DA INVESTIGACION DE SANTIAGO-LUGO

Juan Manuel Vazquez Lago, Secretario do Comité de Etica da Investigacion de
Santiago-Lugo

CERTIFICA:

Que este Comité avaliou na sta reunion do dia 21/04/2015 o estudo:

Titulo: Expresion diferencial de microRNAs en el Carcinoma Oral de Células
Escamosas (COCE)

Promotor: Mario Pérez-Sayans Garcia

Tipo de estudo: Outros

Cadigo de Rexistro: 2015/132

E, tomando en consideracion as seguintes cuestions:

- A pertinencia do estudo, tendo en conta o cofiecemento disponible, asi coma os
requisitos legais aplicables, e en particular a Lei 14/2007, de investigacion
biomédica, o Real Decreto 1716/2011, de 18 de novembro, polo que se establecen os
requisitos basicos de autorizacion e funcionamento dos biobancos con fins de
investigacion biomédica e do tratamento das mostras bioloxicas de orixe humana, e
se regula o funcionamento e organizacion do Rexistro Nacional de Biobancos para
investigacion biomedica, a ORDE SAS/3470/2009, de 16 de decembro, pola que se
publican as Directrices sobre estudos Posautorizacion de Tipo Observacional para
medicamentos de uso humano, e a Circular n® 07/2004, investigacions clinicas con
produtos sanitarios.
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Os principios éticos da Declaracion de Helsinki vixente.
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8.2 Consentimiento informado de los casos en gallego.
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FOLLA DE INFORMACION AO PARTICIPANTE ADULTO/A

TITULO DO ESTUDO: Expresion diferencial de microRNAs no Carcinoma Oral de Células
Escamosas

INVESTIGADOR Mario Perez-Saydns Garcia
CODIGO DO ESTUDO: 651011815-01-15
CENTRO: Master de Medicina Oral, Cirurxia Oral e Impantoloxia. Facultade de Odontoloxia da USC

Este documento ten por obxecto facilitarlle informacién sobre un estudo de investigacion no que se
lle invita a participar. Este estudo foi aprobado polo Comité de Etica da Investigacion de Santiago-
Lugo.

Se decide participar neste, debe recibir informacion personalizada do investigador, ler antes este
documento e facer todas as preguntas que precise para comprender os detalles sobre este. Se asi o
desexa, pode levar o documento, consultalo con outras persoas, e tomar o tempo necesario para
decidir se participar ou non.

A participacion neste estudo é completamente voluntaria. Vostede pode decidir non participar ou, se
acepta facelo, cambiar de parecer retirando o consentimento en calquera momento sen ter que dar
explicacions. Aseguramoslle que esta decision non afectara a sla relacion co médico nin a asistencia
sanitaria a que vostede ten dereito.

¢Cal é o propésito do estudo?

O proposito deste estudo € demostrar que no tecido canceroso de pacientes con carcinoma oral de
células escamosas existen uns marcadores (microRNAs) especificos que poderian axudarnos a predecir
o prognostico do cancro asi como as sUas caracteristicas clinicas (por exemplo resistencia ou non a
determinados tratamentos con quimioterapia).

¢Por que me ofrecen participar a min?

Vostede é convidado a participar porque padece un carcinoma oral de células escamosas.

¢En que consiste a mifa participacion?

Tomaremos unha mostra do tecido canceroso dun tamano de 5Smm x 5mm extraido durante a biopsia
ou cirurxia de reseccion.

0 investigador pode decidir finalizar o estudo antes do previsto ou interromper a sua participacion.
En todo caso informaraselle dos motivos da sUa retirada

¢{Que molestias ou inconvenientes ten?

As molestias que poida notar verian derivadas mais da cirurxia de reseccion que da toma da mostra
en si mesma. No caso da biopsia qué é de obrigatoria para o diagnostico do cancro, as molestias serian
hemorraxia, que ceden por si mesmas, sensacion de malestar na zona e dor.

¢Obterei algun beneficio por participar?

Non se espera que vostede obtefa beneficio directo por participar no estudo. A investigacion
pretende descubrir a diferencia de expresion dos marcadores especificos, microRNAs, no carcinoma
oral de células escamosas con respecto 6 tecido san.
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¢Recibirei a informacién que se obtefia do estudo?

Se vostede deséxao, facilitaraselle un resumo dos resultados do estudo.

Tamén podera recibir os resultados das probas que se realicen coas slas mostras se asi o solicita
dirixindose ao investigador. Estes resultados poden non ter aplicacion clinica nin unha
interpretacion clara, polo que, se quere disponer deles, deberian ser comentados co médico do
estudo.

¢Publicaranse os resultados deste estudo?

Os resultados deste estudo seran remitidos a publicacions cientificas para a sta difusion, pero non se
transmitira ninglin dato que poida levar a identificacion dos participantes.

¢Como se protexera a confidencialidade dos meus datos e mostras?

0 tratamento, comunicacion e cesion dos seus datos farase conforme ao disposto pola Lei Organica
15/1999, do 13 de decembro, de proteccion de datos de caracter persoal. En todo momento, vostede
podera acceder aos seus datos, corrixilos ou cancelalos, solicitandoo ante o investigador.

S0 o equipo investigador, e as autoridades sanitarias, que tefien deber de gardar a confidencialidade,
teran acceso a todos os datos recollidos polo estudo. Pddese transmitir a terceiros informacion que
non poida ser identificada. No caso de que algunha informacion sexa transmitida a outros paises,
realizarase cun nivel de proteccion dos datos equivalente, como minimo, ao esixido pola normativa
do noso pais.

Os seus datos e mostras bioloxicas seran recollidos e conservados ata finalizar o estudo de modo:
Codificados, que quere dicir que posuen un codigo co que o equipo investigador podera cofecer a
quen pertencen.

O responsable da custodia dos datos e mostras é Mario Pérez-Sayans Garcia, e o lugar de realizacion
das analises previstas neste estudo é Facultade de Odontoloxia. Master de Medicina Oral. Cirurxia
Oral e Implatoloxia e Departamento de Anatomia Patoloxica do Hospital Clinico de Santiago de
Compostela.

Ao rematar o estudo, conforme ao RD 1716/2011, as stlas mostras bioloxicas seran Anonimizadas, €
dicir, que rompeu todo vinculo que poida identificar a persoa doadora da mostra, non podendo ser
identificado nin sequera polo equipo investigador.

¢Existen intereses econémicos neste estudo?

Esta investigacion é promovida polo Master de Medicina Oral, Cirurxia Oral e Impantoloxia da
Facultade de Odontoloxia da USC con fondos achegados polo Master de Medicina Oral, Cirurxia Oral
e Impantoloxia da Facultade de Odontoloxia da USC

0 investigador non recibira retribucion especifica pola dedicacion ao estudo.

Vostede non sera retribuido por participar.

¢Como contactar co equipo investigador deste estudo?

Vostede pode contactar con Mario Pérez-Sayans Garcia no teléfono 981563100 Extension12357 ou
correo electronico perezsayans@gmail.com

Moitas grazas pola sua colaboracion
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DOCUMENTO DE CONSENTIMENTO PARA A PARTICIPACION NUN ESTUDO DE INVESTIGACION

TITULO: Expresion diferencial de microRNAs no Carcinoma Oral de Células Escamosas.

Eu,

) Lin a folla de informacion ao participante do estudo arriba mencionado que se me
entregou, puiden conversar con: e facer todas
as preguntas sobre o estudo necesarias.

o Comprendo que a mifa participacion € voluntaria, e que podo retirarme do estudo
cando queira, sen ter que dar explicacions e sen que isto repercuta nos meus coidados
médicos.

. Accedo a que se utilicen os meus datos e mostras nas condicions detalladas na folla

de informacion ao participante.

. Presto libremente a miha conformidade para participar neste estudo.
Respecto a conservacion DAS MOSTRAS recollidas neste estudio

O Non accedo a que sexan conservadas unha vez rematado o estudo.

O Accedo a que sexan conservadas anonimizadas.

Fdo.: O/A participante, Fdo.: O/A investigador/a que solicita o consentimento

Nome e apelidos: Nome e apelidos:
Data: Data:
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DOCUMENTO DE CONSENTIMENTO ANTE TESTIGOS PARA A PARTICIPACION NUN ESTUDO DE
INVESTIGACION (para os casos nos que o participante non poida leer/escribir)

O testigo imparcial identificardse e serd unha persoa axena ao equipo investigador

TITULO: Expresién diferencial de microRNAs no Carcinoma Oral de Células Escamosas

Eu , como testigo imparcial, afirmo que en mifa
presencia:

) Léuselle a folla de informacion ao
participante do estudo arriba mencionado que se lle entregou, e poido facer todas as
preguntas sobre o estudo.

. Comprendo que a slia participacion é voluntaria, e que pode retirarse do estudo cando
queira, sen ter que dar explicacions e sen que isto repercuta nos meus coidados médicos.

. Accede a que se utilicen os seus datos e mostras nas condicions detalladas na folla de
informacion ao participante.

. Presto libremente a mina conformidade para participar neste estudo.
Respecto a la conservacion e utilizacion DAS MOSTRAS recollidas neste estudo
O Non accedo a que sexan conservadas unha vez rematado o estudo.

O Accedo a que sexan conservadas anonimizadas.

Fdo.: O/A participante, Fdo.: O/A investigador/a que solicita o consentimento

Nome e apelidos: Nome e apelidos:

Data: Data:
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DOCUMENTO DE CONSENTIMENTO PARA REPRESENTANTE LEGAL PARA A PARTICIPACION NUN
ESTUDO DE INVESTIGACION

TITULO: Expresion diferencial de microRNAs no Carcinoma Oral de Células Escamosas

Eu, ,representante legal de
):

. Lin a folla de informacion ao participante do estudo arriba mencionado que se me
entregou, puiden conversar con: e facer todas
as preguntas sobre o estudo necesarias.

. Comprendo que a mifa participacion é voluntaria, e que podo retirarme do estudo
cando queira, sen ter que dar explicacions e sen que isto repercuta nos meus coidados
médicos.

. Accedo a que se utilicen os meus datos e mostras nas condicions detalladas na folla

de informacion ao participante.

. Presto libremente a mifa conformidade para participar neste estudo.
Respecto a conservacion e utilizacion DAS MOSTRAS recollidas neste estudio

O Non accedo a que sexan conservadas unha vez rematado o estudo.

U Accedo a que sexan conservadas anonimizadas.

Fdo.: O/A participante, Fdo.: O/A investigador/a que solicita o consentimento

Nome e apelidos: Nome e apelidos:

Data: Data:
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8.3 Consentimiento informado de los casos en castellano.
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HOJA DE INFORMACION AL/LA PARTICIPANTE ADULTO/A

TiTULO DEL ESTUDIO: EXPRESION DIFERENCIAL DE microRNAs EN EL CARCINOMA ORAL DE
CELULAS ESCAMOSAS

INVESTIGADOR Mario Pérez-Saydns Garcia

CODIGO DEL ESTUDIO: 651011815-01-15

CENTRO: Master de Medicina Oral, Cirugia Oral e Impantologia. Facultad de Odontologia de la USC.
Este documento tiene por objeto facilitarle informacion sobre un estudio de investigacion en el que
se le invita a participar. Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la Investigacion de
Santiago-Lugo.

Si decide participar en el mismo, debe recibir informacién personalizada del investigador, leer antes
este documento y hacer todas las preguntas que precise para comprender los detalles sobre el mismo.
Si asi lo desea, puede llevar el documento, consultarlo con otras personas, y tomar el tiempo
necesario para decidir si participar o no.

La participacion en este estudio es completamente voluntaria. Ud. puede decidir no participar o, si
acepta hacerlo, cambiar de parecer retirando el consentimiento en cualquier momento sin tener que
dar explicaciones. Le aseguramos que esta decision no afectara a su relacion con el médico ni a la
asistencia sanitaria a la que Ud. tiene derecho.

¢Cual es el proposito del estudio?

El propdsito de este estudio es demostrar que en el tejido canceroso de pacientes con carcinoma oral
de células escamosas existen unos marcadores (microRNAs) especificos que podrian ayudarnos a
predecir el pronostico del cancer asi como sus caracteristicas clinicas (por ejemplo resistencia o no a
determinados tratamientos con quimioterapia).

¢Por qué me ofrecen participar a mi?

Ud. es invitado a participar porque padece un carcinoma oral de células escamosas.

¢En qué consiste mi participacion?
Se le tomara una muestra del tejido canceroso de un tamafo de 5 mm x 5mm que se extraiga durante
la biopsia o cirugia de reseccion.

El investigador puede decidir finalizar el estudio antes de lo previsto o interrumpir a su participacion.
En todo caso se le informara de los motivos de su retirada.

:{Qué molestias o inconvenientes tiene?

Las molestias que pueda notar vendran derivadas mas de la cirugia de reseccion que de la toma de la
muestra en si.

En cuanto a la biopsia que es obligada para el diagnostico del COCE, las molestias incluyen
hemorragias, que ceden por si mismas, sensacion de malestar en la zona y dolor.

¢Obtendré algun beneficio por participar?

No se espera que Ud. obtenga beneficio directo por participar en el estudio. La investigacion pretende
descubrir la diferencia de expresion de los marcadores especificos, microRNAs, en el carcinoma oral
de células escamosas con respecto al tejido normal. Esta informacion podra ser de utilidad en un
futuro para otras personas.
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¢Recibiré la informacion que se obtenga del estudio?
Si Ud. lo desea, se le facilitaras un resumen de los resultados del estudio.

También podra recibir los resultados de las pruebas que se realicen con sus muestras si asi lo solicita
dirigiéndose al investigador. Estos resultados pueden no tener aplicacion clinica ni una interpretacion
clara, por lo que, si quiere disponer de ellos, deberian ser comentados con el médico del estudio.

¢Se publicaran los resultados de este estudio?

Los resultados de este estudio seran remitidos a publicaciones cientificas para su difusion, pero no se
transmitira ninglin dato que pueda llevar a la identificacion de los participantes.

¢Coémo se protegera la confidencialidad de mis datos y muestras?

El tratamiento, comunicacion y cesion de sus datos se hara conforme a lo dispuesto por la Ley Organica
15/1999, de 13 de diciembre, de proteccion de datos de caracter personal. En todo momento, Ud.
podra acceder a sus datos, corregirlos o cancelarlos, solicitandolo ante el investigador

Solo el equipo investigador, y las autoridades sanitarias, que tienen el deber de guardar la
confidencialidad, tendran acceso a todos los datos recogidos por el estudio. Se puede transmitir a
terceros informacion que no pueda ser identificada. En el caso de que alguna informacion sea
transmitida a otros paises, se realizara con un nivel de proteccion de los datos equivalente, como
minimo, al exigido por la normativa de nuestro pais.

Sus datos y muestras biologicas seran recogidos y conservados hasta finalizar el estudio de modo:
Codificados, que quiere decir que poseen un codigo con el que el equipo investigador podra conocer
a quien pertenecen.

El responsable de la custodia de los datos y muestras es Mario Pérez-Saydns Garcia, y el lugar de
realizacion de los analisis previstos en este estudio es Facultad de Odontologia. Mdster de Medicina
Oral. Cirugia Oral e Implatologia y Departamento de Anatomia Patoldgica del Hospital Clinico de
Santiago de Compostela.

Al terminar el estudio, conforme al RD 1716/2011, sus muestras biologicas seran Anonimizadas, es
decir, que se rompié todo vinculo que pueda identificar a la persona donante de la muestra, no
pudiendo ser identificado ni siquiera por el equipo investigador.

¢Existen intereses econémicos en este estudio?

Esta investigacion es promovida por el Master de Medicina Oral, Cirugia Oral e Impantologia de la
Faculta de Odontologia de la USC con fondos aportados por Master de Medicina Oral, Cirugia Oral e
Impantologia de la Faculta de Odontologia de la USC

El investigador no recibira retribucion especifica por la dedicacion al estudio.

Ud. no sera retribuido por participar.

¢Como contactar con el equipo investigador de este estudio?

Ud. puede contactar con Mario Pérez-Sayans Garcia en el teléfono. n° teléfono 981563100 Ext. 12357
o correo electrdnico perezsayans@gmail.com

Muchas gracias por su colaboracion



Anexos

DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO PARA LA PARTICIPACION EN UN ESTUDO DE INVESTIGACION

TITULO: Expresion diferencial de microRNAs en el Carcinoma Oral de Células Escamosas

Yo,

. Lei la hoja de informacidn al participante del estudio arriba mencionado que se me
entregd, pude conversar con: y hacer todas las
preguntas sobre el estudio necesarias.

. Comprendo que mi participacion es voluntaria, y que puedo retirarme del estudio
cuando quiera, sin tener que dar explicaciones y sin que esto repercuta en mis cuidados
médicos.

. Accedo a que se utilicen mis datos y muestras en las condiciones detalladas en la hoja

de informacion al participante.

. Presto libremente mi conformidad para participar en este estudio.

Respecto a la conservacion DE LAS MUESTRAS recogidas en este estudio
O No accedo a que sean conservadas una vez terminado el estudio.

O Accedo a que sean conservadas anonimizadas.

Fdo.: El/la participante, Fdo.: El/la investigador/a que solicita el consentimiento

Nombre y apellidos: Nombre y apellidos:

Fecha: Fecha:
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DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO ANTE TESTIGOS PARA LA PARTICIPACION EN UN ESTUDIO DE
INVESTIGACION (para los casos en los que el participante no pueda leer/escribir)

El testigo imparcial ha de identificarse y ser una persona ajena al equipo investigador
TITULO: Expresion diferencial de microRNAs en el Carcinoma Oral de Células Escamosas

Yo , como testigo imparcial, afirmo que en mi
presencia:

o Se le leyd la hoja de informacioén al
participante del estudio arriba mencionado que se le entregd, y pudo hacer todas las
preguntas sobre al estudio.

. Comprendo que su participacion es voluntaria, y que puede retirarse del estudio
cuando quiera, sin tener que dar explicaciones y sin que esto repercuta en sus cuidados
médicos.

. Accede a que se utilicen sus datos y muestras en las condiciones detalladas en la hoja
de informacion al participante.

o Presta libremente su conformidad para participar en este estudio.

Respecto a la conservacion e utilizacion DE LAS MUESTRAS recogidas en este estudio

O No accedio a que sean conservadas una vez terminado el estudio.

O Accedio a que sean conservadas anonimizadas.

Fdo.: O/a testigo Fdo.: El/la investigador/a que solicita el consentimiento

Nombre y apellidos: Nombre y apellidos:

Fecha: Fecha:
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DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO PARA REPRESENTANTE LEGAL PARA LA PARTICIPACION EN UN
ESTUDO DE INVESTIGACION

TITULO: Expresion diferencial de microRNAs en el Carcinoma Oral de Células Escamosas

Yo, , representante legal de
):

. Lei la hoja de informacidn al participante del estudio arriba mencionado que se me
entregd, pude conversar con y hacer
todas las preguntas sobre el estudio.

. Comprendo que su participacion es voluntaria, y que puede retirarse del estudio
cando quiera, sin tener que dar explicaciones y sin que esto repercuta en sus cuidados
meédicos.

. Accedo a que se utilicen sus datos y muestras en las condiciones detalladas en la hoja
de informacion al participante.

. Presto libremente mi conformidad para que participe en este estudio.

Respecto a la conservacion e utilizacion DE LAS MUESTRAS recogidas en este estudio

O No accedo a que sean conservadas una vez terminado el estudio

O Accedo a que sean conservadas anonimizadas.

Fdo.: El/la representante legal, Fdo.: El/la investigador/a que solicita el consentimiento

Nombre y apellidos: Nombre y apellidos:

Fecha: Fecha:
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8.4 Consentimiento informado de los controles en gallego.
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FOLLA DE INFORMACION AO PARTICIPANTE ADULTO/A

TITULO DO ESTUDO: Expresion diferencial de microRNAs no Carcinoma Oral de Células
Escamosas

INVESTIGADOR Mario Perez-Saydns Garcia
CODIGO DO ESTUDO: 651011815-01-15
CENTRO: Master de Medicina Oral, Cirurxia Oral e Impantoloxia. Facultade de Odontoloxia da USC

Este documento ten por obxecto facilitarlle informacion sobre un estudo de investigacion no que se
lle invita a participar. Este estudo foi aprobado polo Comité de Etica da Investigacion de Santiago-
Lugo.

Se decide participar neste, debe recibir informacion personalizada do investigador, ler antes este
documento e facer todas as preguntas que precise para comprender os detalles sobre este. Se asi o
desexa, pode levar o documento, consultalo con outras persoas, e tomar o tempo necesario para
decidir se participar ou non.

A participacion neste estudo é completamente voluntaria. Vostede pode decidir non participar ou, se
acepta facelo, cambiar de parecer retirando o consentimento en calquera momento sen ter que dar
explicacions. Aseguramoslle que esta decision non afectara a sta relacion co médico nin a asistencia
sanitaria a que vostede ten dereito.

¢Cal é o propésito do estudo?

O proposito deste estudo é demostrar que no tecido canceroso de pacientes con carcinoma oral de
células escamosas existen uns marcadores (microRNAs) especificos que poderian axudarnos a predecir
0 prognostico do cancro asi como as suas caracteristicas clinicas (por exemplo resistencia ou non a
determinados tratamentos con quimioterapia).

¢Por que me ofrecen participar a min?

Vostede é convidado a participar porque € un grupo control xa que non padece un carcinoma oral de
células escamosas.

¢En que consiste a mifa participacion?

Durante a extraccion do cordal (mola do xuizo) tomarase un trozo de tecido que rodea & mola dun
tamano de 5 mm x 5 mm.

0 investigador pode decidir finalizar o estudo antes do previsto ou interromper a sua participacion.
En todo caso informaraselle dos motivos da sua retirada

¢{Que molestias ou inconvenientes ten?

Os efectos secundarios que pode presentar durante a toma da mostra da enxiva que rodea a mola son
minimos, xa que aprovéitase o proceso da extraccion.As molestias que puidera notal verian derivadas
mais da cirurxia da extraccion que da toma de mostra en si.

¢Obterei algun beneficio por participar?

Non se espera que vostede obtefa beneficio directo por participar no estudo. A investigacion
pretende descubrir a diferenza de expresion dos marcadores especificos, microRNAs, no carcinoma
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oral de células escamosas con respecto 6 tecido san.

¢Recibirei a informacion que se obtefia do estudo?

Se vostede deséxao, facilitaraselle un resumo dos resultados do estudo.

Tamén podera recibir os resultados das probas que se realicen coas slas mostras se asi o solicita
dirixindose ao investigador. Estes resultados poden non ter aplicacion clinica nin unha
interpretacion clara, polo que, se quere dispoier deles, deberian ser comentados co médico do
estudo.

¢Publicaranse os resultados deste estudo?

Os resultados deste estudo seran remitidos a publicacions cientificas para a sa difusion, pero non se
transmitira ninglin dato que poida levar a identificacion dos participantes.

¢{Como se protexera a confidencialidade dos meus datos e mostras?

0 tratamento, comunicacion e cesion dos seus datos farase conforme ao disposto pola Lei Organica
15/1999, do 13 de decembro, de proteccion de datos de caracter persoal. En todo momento, vostede
podera acceder aos seus datos, corrixilos ou cancelalos, solicitandoo ante o investigador.

SO o equipo investigador, e as autoridades sanitarias, que tefien deber de gardar a confidencialidade,
teran acceso a todos os datos recollidos polo estudo. Podese transmitir a terceiros informacion que
non poida ser identificada. No caso de que algunha informacion sexa transmitida a outros paises,
realizarase cun nivel de proteccion dos datos equivalente, como minimo, ao esixido pola normativa
do noso pais.

Os seus datos e mostras bioloxicas seran recollidos e conservados ata finalizar o estudo de modo:
Codificados, que quere dicir que posten un codigo co que o equipo investigador podera conecer a
quen pertencen.

0 responsable da custodia dos datos e mostras é Mario Pérez-Sayans Garcia, e o lugar de realizacion
das analises previstas neste estudo é Facultade de Odontoloxia. Master de Medicina Oral. Cirurxia
Oral e Implatologia e Departamento de Anatomia Patoloxica do Hospital Clinico de Santiago de
Compostela.

Ao rematar o estudo, conforme ao RD 1716/2011, as stias mostras bioldxicas seran Anonimizadas, &
dicir, que rompeu todo vinculo que poida identificar a persoa doadora da mostra, non podendo ser
identificado nin sequera polo equipo investigador.

¢Existen intereses econémicos neste estudo?

Esta investigacion é promovida polo Master de Medicina Oral, Cirurxia Oral e Impantoloxia da
Facultade de Odontoloxia da USC con fondos achegados polo Master de Medicina Oral, Cirurxia Oral
e Impantoloxia da Facultade de Odontoloxia da USC

0 investigador non recibira retribucion especifica pola dedicacion ao estudo.

Vostede non sera retribuido por participar.

¢Como contactar co equipo investigador deste estudo?

Vostede pode contactar con Mario Pérez-Sayans Garcia no teléfono 981563100 Extension12357 ou
correo electronico perezsayans@gmail.com

Moitas grazas pola sua colaboracion
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DOCUMENTO DE CONSENTIMENTO PARA A PARTICIPACION NUN ESTUDO DE INVESTIGACION

TITULO: Expresion diferencial de microRNAs no Carcinoma Oral de Células Escamosas

Eu,

) Lin a folla de informacion ao participante do estudo arriba mencionado que se me
entregou, puiden conversar con: e facer todas
as preguntas sobre o estudo necesarias.

o Comprendo que a mifa participacion é voluntaria, e que podo retirarme do estudo
cando queira, sen ter que dar explicacions e sen que isto repercuta nos meus coidados
médicos.

. Accedo a que se utilicen os meus datos e mostras nas condicions detalladas na folla

de informacion ao participante.

. Presto libremente a miha conformidade para participar neste estudo.
Respecto a conservacion DAS MOSTRAS recollidas neste estudio

O Non accedo a que sexan conservadas unha vez rematado o estudo.

O Accedo a que sexan conservadas anonimizadas.

Fdo.: O/A participante, Fdo.: O/A investigador/a que solicita o consentimento

Nome e apelidos: Nome e apelidos:
Data: Data:
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DOCUMENTO DE CONSENTIMENTO ANTE TESTIGOS PARA A PARTICIPACION NUN ESTUDO DE
INVESTIGACION (para os casos nos que o participante non poida leer/escribir)

O testigo imparcial identificardse y serd unha persoa axena ao equipo investigador

TITULO: Expresién diferencial de microRNAs no Carcinoma Oral de Células Escamosas

Eu , como testigo imparcial, afirmo que en mifa
presencia:

) Léuselle a folla de informacion ao
participante do estudo arriba mencionado que se lle entregou, e poido facer todas as
preguntas sobre o estudo.

. Comprendo que a slia participacion é voluntaria, e que pode retirarse do estudo cando
queira, sen ter que dar explicacions e sen que isto repercuta nos meus coidados médicos.

. Accede a que se utilicen os seus datos e mostras nas condicions detalladas na folla de
informacion ao participante.

. Presto libremente a mina conformidade para participar neste estudo.
Respecto a la conservacion e utilizacion DAS MOSTRAS recollidas neste estudo
O Non accedo a que sexan conservadas unha vez rematado o estudo.

O Accedo a que sexan conservadas anonimizadas.

Fdo.: O/A participante, Fdo.: O/A investigador/a que solicita o consentimento

Nome e apelidos: Nome e apelidos:

Data: Data:
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DOCUMENTO DE CONSENTIMENTO PARA REPRESENTANTE LEGAL PARA A PARTICIPACION NUN
ESTUDO DE INVESTIGACION

TITULO: Expresion diferencial de microRNAs no Carcinoma Oral de Células Escamosas

Eu, ,representante legal de
):

. Lin a folla de informacion ao participante do estudo arriba mencionado que se me
entregou, puiden conversar con: e facer todas
as preguntas sobre o estudo necesarias.

. Comprendo que a mifa participacion é voluntaria, e que podo retirarme do estudo
cando queira, sen ter que dar explicacions e sen que isto repercuta nos meus coidados
médicos.

. Accedo a que se utilicen os meus datos e mostras nas condicions detalladas na folla

de informacion ao participante.

. Presto libremente a mifa conformidade para participar neste estudo.
Respecto a conservacion e utilizacion DAS MOSTRAS recollidas neste estudio

O Non accedo a que sexan conservadas unha vez rematado o estudo.

U Accedo a que sexan conservadas anonimizadas.

Fdo.: O/A participante, Fdo.: O/A investigador/a que solicita o consentimento

Nome e apelidos: Nome e apelidos:

Data: Data:
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8.5 Consentimiento informado de los controles en castellano.
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HOJA DE INFORMACION AL/LA PARTICIPANTE ADULTO/A

TITULO DEL ESTUDIO: Expresion diferencial de microRNAs en el Carcinoma Oral de Células
Escamosas

INVESTIGADOR Mario Pérez-Saydns Garcia

CODIGO DEL ESTUDIO: 651011815-01-15

CENTRO: Master de Medicina Oral, Cirugia Oral e Impantologia. Facultad de Odontologia de la USC.
Este documento tiene por objeto facilitarle informacion sobre un estudio de investigacion en el que
se le invita a participar. Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la Investigacion de
Santiago-Lugo.

Si decide participar en el mismo, debe recibir informacién personalizada del investigador, leer antes
este documento y hacer todas las preguntas que precise para comprender los detalles sobre el mismo.
Si asi lo desea, puede llevar el documento, consultarlo con otras personas, y tomar el tiempo
necesario para decidir si participar o no.

La participacion en este estudio es completamente voluntaria. Ud. puede decidir no participar o, si
acepta hacerlo, cambiar de parecer retirando el consentimiento en cualquier momento sin tener que
dar explicaciones. Le aseguramos que esta decision no afectara a su relacion con el médico ni a la
asistencia sanitaria a la que Ud. tiene derecho.

¢Cual es el proposito del estudio?

El propdsito de este estudio es demostrar que en el tejido canceroso de pacientes con carcinoma oral
de células escamosas existen unos marcadores (microRNAs) especificos que podrian ayudarnos a
predecir el pronostico del cancer asi como sus caracteristicas clinicas (por ejemplo resistencia o no a
determinados tratamientos con quimioterapia).

¢Por qué me ofrecen participar a mi?

Ud. es invitado a participar porque es un grupo control ya que no padece un carcinoma de oral de
células escamosas.

¢En qué consiste mi participacion?

Durante la extraccion del cordal (muela de juicio) se tomara un trozo del tejido que rodea la muela
de un tamano de 5 mm x 5 mm.

:{Qué molestias o inconvenientes tiene?

Los efectos secundarios que puede presentar durante la toma de la muestra de la encia que rodea al
cordal son minimos ya que se aprovecha el proceso de extraccion de éste (con anestesia local). Las
molestias que pueda notar vendran derivadas mas de la cirugia de la extraccion que de la toma de la
muestra en si.

:Obtendreé algun beneficio por participar?

No se espera que Ud. obtenga beneficio directo por participar en el estudio. La investigacion pretende
descubrir aspectos desconocidos o poco claros sobre la metilacion en el cancer de cabeza y cuello.
Esta informacion podra ser de utilidad en un futuro para otras personas.
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¢Recibiré la informacion que se obtenga del estudio?
Si Ud. lo desea, se le facilitaras un resumen de los resultados del estudio.

También podra recibir los resultados de las pruebas que se realicen con sus muestras si asi lo solicita
dirigiéndose al investigador. Estos resultados pueden no tener aplicacion clinica ni una interpretacion
clara, por lo que, si quiere disponer de ellos, deberian ser comentados con el médico del estudio.

¢Se publicaran los resultados de este estudio?

Los resultados de este estudio seran remitidos a publicaciones cientificas para su difusion, pero no se
transmitira ninglin dato que pueda llevar a la identificacion de los participantes.

¢Coémo se protegera la confidencialidad de mis datos y muestras?

El tratamiento, comunicacion y cesion de sus datos se hara conforme a lo dispuesto por la Ley Organica
15/1999, de 13 de diciembre, de proteccion de datos de caracter personal. En todo momento, Ud.
podra acceder a sus datos, corregirlos o cancelarlos, solicitandolo ante el investigador

Solo el equipo investigador, y las autoridades sanitarias, que tienen el deber de guardar la
confidencialidad, tendran acceso a todos los datos recogidos por el estudio. Se puede transmitir a
terceros informacion que no pueda ser identificada. En el caso de que alguna informacion sea
transmitida a otros paises, se realizara con un nivel de proteccion de los datos equivalente, como
minimo, al exigido por la normativa de nuestro pais.

Sus datos y muestras biologicas seran recogidos y conservados hasta finalizar el estudio de modo:
Codificados, que quiere decir que poseen un codigo con el que el equipo investigador podra conocer
a quien pertenecen.

El responsable de la custodia de los datos y muestras es Mario Pérez-Saydns Garcia, y el lugar de
realizacion de los analisis previstos en este estudio es Facultad de Odontologia. Mdster de Medicina
Oral. Cirugia Oral e Implatologia y Departamento de Anatomia Patoldgica del Hospital Clinico de
Santiago de Compostela.

Al terminar el estudio, conforme al RD 1716/2011, sus muestras biologicas seran Anonimizadas, es
decir, que se rompié todo vinculo que pueda identificar a la persona donante de la muestra, no
pudiendo ser identificado ni siquiera por el equipo investigador.

¢Existen intereses econémicos en este estudio?

Esta investigacion es promovida por el Master de Medicina Oral, Cirugia Oral e Impantologia de la
Faculta de Odontologia de la USC con fondos aportados por Master de Medicina Oral, Cirugia Oral e
Impantologia de la Faculta de Odontologia de la USC

El investigador no recibira retribucion especifica por la dedicacion al estudio.

Ud. no sera retribuido por participar.

¢Como contactar con el equipo investigador de este estudio?

Ud. puede contactar con Mario Pérez-Sayans Garcia en el teléfono. n° teléfono 981563100 Ext. 12357
o correo electrdnico perezsayans@gmail.com

Muchas gracias por su colaboracion
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DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO PARA LA PARTICIPACION EN UN ESTUDO DE INVESTIGACION

TITULO: Expresion diferencial de microRNAs en el Carcinoma Oral de Células Escamosas

Yo,

o Lei la hoja de informacion al participante del estudio arriba mencionado que se me
entregd, pude conversar con: y hacer todas las
preguntas sobre el estudio necesarias.

o Comprendo que mi participacién es voluntaria, y que puedo retirarme del estudio
cuando quiera, sin tener que dar explicaciones y sin que esto repercuta en mis cuidados
médicos.

. Accedo a que se utilicen mis datos y muestras en las condiciones detalladas en la hoja

de informacion al participante.

. Presto libremente mi conformidad para participar en este estudio.

Respecto a la conservacion DE LAS MUESTRAS recogidas en este estudio
O No accedo a que sean conservadas una vez terminado el estudio.

O Accedo a que sean conservadas anonimizadas.

Fdo.: El/la participante, Fdo.: El/la investigador/a que solicita el consentimiento

Nombre y apellidos: Nombre y apellidos:

Fecha: Fecha:
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DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO ANTE TESTIGOS PARA LA PARTICIPACION EN UN ESTUDIO DE
INVESTIGACION (para los casos en los que el participante no pueda leer/escribir)

El testigo imparcial ha de identificarse y ser una persona ajena al equipo investigador
TITULO: Expresion diferencial de microRNAs en el Carcinoma Oral de Células Escamosas

Yo , como testigo imparcial, afirmo que en mi
presencia:

o Se le leyd la hoja de informacion al
participante del estudio arriba mencionado que se le entregd, y pudo hacer todas las
preguntas sobre al estudio.

. Comprendo que su participacion es voluntaria, y que puede retirarse del estudio
cuando quiera, sin tener que dar explicaciones y sin que esto repercuta en sus cuidados
médicos.

. Accede a que se utilicen sus datos y muestras en las condiciones detalladas en la hoja
de informacion al participante.

o Presta libremente su conformidad para participar en este estudio.

Respecto a la conservacion e utilizacion DE LAS MUESTRAS recogidas en este estudio

O No accedio a que sean conservadas una vez terminado el estudio.

O Accedio a que sean conservadas anonimizadas.

Fdo.: O/a testigo Fdo.: El/la investigador/a que solicita el consentimiento

Nombre y apellidos: Nombre y apellidos:

Fecha: Fecha:
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DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO PARA REPRESENTANTE LEGAL PARA LA PARTICIPACION EN UN
ESTUDO DE INVESTIGACION

TITULO: Expresion diferencial de microRNAs en el Carcinoma Oral de Células Escamosas

Yo, , representante legal de
):

. Lei la hoja de informacidn al participante del estudio arriba mencionado que se me
entregd, pude conversar con y hacer
todas las preguntas sobre el estudio.

. Comprendo que su participacion es voluntaria, y que puede retirarse del estudio
cando quiera, sin tener que dar explicaciones y sin que esto repercuta en sus cuidados
meédicos.

. Accedo a que se utilicen sus datos y muestras en las condiciones detalladas en la hoja
de informacion al participante.

. Presto libremente mi conformidad para que participe en este estudio.

Respecto a la conservacion e utilizacion DE LAS MUESTRAS recogidas en este estudio

O No accedo a que sean conservadas una vez terminado el estudio

O Accedo a que sean conservadas anonimizadas.

Fdo.: El/la representante legal, Fdo.: El/la investigador/a que solicita el consentimiento

Nombre y apellidos: Nombre y apellidos:

Fecha: Fecha:
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