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JUSTIFICACION

Cada afno mas de 300.000 nuevos casos de carcinoma oral de células
escamosas (COCE) son diagnosticados en todo el mundo (1). De éstos,
aproximadamente 50.000 casos ocurren en Estados Unidos y Europa (2). En
Espana, la incidencia del cancer oral es de 12 a 15 casos/100.000 habitantes/afo
en varones y de 2 a 4 casos/100.000 habitantes/afio en mujeres, y representa

entre el 2 y el 3% de todas las muertes por cancer en nuestro pais (3).

Estudios epidemioldgicos recientes (4) han demostrado un aumento de la
mortalidad anual por cancer oral, de un 25% para los hombres y de un 9% para las
mujeres, durante el periodo de 1975-1994, lo que hace que el cancer oral deba ser

considerado un problema de salud publica en Espana (5).

Desafortunadamente, los rasgos clinico-patologicos de la enfermedad son
la unica medida disponible para predecir su prondstico, guiar el tratamiento y
aconsejar a los pacientes. El tratamiento convencional, ya sea con cirugia,
radioterapia y/o quimioterapia, esta asociado con una elevada morbilidad
afectando el habla, la deglucidon y, en general, la calidad de vida del paciente.
Pese a los avances en estas intervenciones, la recurrencia de la enfermedad se
observa en mas del 50% de los pacientes con altas tasas de mortalidad asociada
(6). Esto viene acompafiado del hecho de que mientras nuestra habilidad para
controlar localmente la enfermedad ha progresado, la tasa total de supervivencia a

los 5 afios no ha mejorado significativamente en las pasadas tres décadas.

El COCE, como enfermedad neoplasica de etiologia multifactorial, es una

de las enfermedades mas heterogéneas. Aunque existen diversos factores de
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JUSTIFICACION

riesgo, los mas importantes son el tabaco y el alcohol, potenciando su accion
cuando se consumen conjuntamente. Sin embargo, pese a los esfuerzos para
identificar biomarcadores, ningun marcador especifico puede ser usado con
confianza en la deteccion precoz o como indicador de prognosis. El estadiaje de la
enfermedad se basa en la actualidad unicamente en los hallazgos clinicos de
localizacién, con atenciébn a complicaciones locales, regionales y a distancia.
Aunque el estadiaje tiene un fuerte valor predictivo con respecto a la probabilidad
de supervivencia, los problemas asociados a su aplicaciéon ponen en evidencia la
necesidad de un refinamiento del sistema y de la identificacion de factores

pronosticos adicionales.

Son las limitaciones de las caracteristicas clinicas en pacientes con cancer
oral las que han llevado a la busqueda de biomarcadores de prondstico por parte
de diversos grupos de investigacion. Inicialmente los esfuerzos se centraron en
marcadores individuales, como p53, queratinas o p16, pero su utilidad es limitada
dada su penetrancia incompleta y expresion variable (7). Es por ello que los
esfuerzos recientes se han centrado en el analisis de los cambios de expresion
génica global con la esperanza de identificar cambios asociados con la
carcinogénesis en estos tumores, y de identificar firmas genéticas especificas que

permitan predecir las consecuencias de la enfermedad (8).

El proyecto Genoma Humano ha sido el catalizador para el desarrollo de
tecnologias de alta productividad que han permitido mapear y secuenciar
genomas complejos. En los ultimos afios tales tecnologias se han extendido hasta
permitir la medida de la expresion relativa de miles de genes simultaneamente en
un unico experimento. La plataforma con mayor responsabilidad en esta nueva
frontera de la investigacion gendmica es la de microarrays de ADN, también
conocida como chip de ADN o chip génico. Actualmente existe una gran variedad
de tipos de microarrays de ADN en el mercado, pero todos se basan en el

principio de tomar una libreria representativa de fragmentos de ADN de un
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JUSTIFICACION

genoma complejo e imprimir dichos productos a intervalos regularmente
espaciados sobre una superficie sélida. La lista de productos que pueden
imprimirse varia desde segmentos especificos de cromosomas vy librerias de ADN
complementario (ADNc) hasta librerias de promotores. En el caso de los
microarrays de ADNCc, la mayoria de las metodologias se basan en el diferente
marcaje fluorescente de dos grupos de ARN mensajeros (uno del tumor y otro del
mismo tejido sano) mediante transcripcion reversa para generar ADNc marcado.
Estas moléculas de ADNc se hibridan a ADNc inmovilizados sobre la superficie del
microarray, permitiendo el analisis en paralelo de cientos o miles de genes
impresos sobre un unico microarray. Se logra asi una herramienta poderosa para
observar cambios en la expresién génica a lo largo de genomas completos. Es
conocido que distintas plataformas y metodologias de arrays pueden proporcionar
resultados diferentes, incluso contradictorios. Estos extremos se exacerban por el
uso de tamafos muestrales pequenos, consecuencia natural del alto coste de las
técnicas. Pese a todo, la evidencia sugiere que el empleo de plataformas de
microarrays con una metodologia similar proporciona datos seguros y
reproducibles de la expresion génica diferencial (9). Es por ello que se ha
impuesto la necesidad de confirmar los resultados por una metodologia mas
robusta a la hora de medir diferencias de expresion, entre las que destaca la PCR

cuantitativa en tiempo real (RT-gPCR) (10).

Nosotros realizamos un estudio previo en nuestra unidad acerca del analisis
de la expresion génica diferencial del COCE en relacion al tejido oral normal
mediante microarrays de ADN (11). Decidimos centrarnos en los genes que
muestran un aumento de actividad o sobreexpresion en el tejido tumoral y dentro
de éstos, seleccionamos 6 de ellos que cumplen una serie de parametros
estadisticos y que pueden ser interesantes dada su funcion bioldgica. Los genes
seleccionados son: ADRBK2, ADRB1, ADRA2B, AXIN 2, ATP6V1C1y ATP6VOE.
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INTRODUCCION

1.- CARCINOMA ORAL DE CELULAS ESCAMOSAS

1.1. CONCEPTO

El COCE, tumor maligno de origen epitelial, es la neoplasia mas frecuente
de la cavidad oral. Representa entre un 90 y un 95% de todas las lesiones
malignas de la boca (12), por lo que en el presente trabajo sera considerado como

sindbnimo de cancer oral.

Al contrario que en otras areas del cuerpo, los limites de la cavidad oral no
siempre son faciles de definir. Como consecuencia, la definicién exacta del cancer
oral respecto a su localizacion, ha demostrado ser una tarea extremadamente

dificil tanto para los clinicos como para los investigadores.

En la mayoria de los trabajos, los tumores de labio y glandulas salivales son
excluidos dentro del término cancer oral, debido a su distinta estructura histolégica
y a la exposicion del labio al sol. En otros trabajos, el cancer de orofaringe es

estudiado conjuntamente con los canceres de localizacion intraoral (13).

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 (13), en la ultima edicion de la Clasificacion Internacional de
Enfermedades (ICD) de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), Moore y cols.

(14) sugieren que las lesiones asentadas en la porcion moévil de la lengua, suelo
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de boca, mucosa yugal, mucosa del reborde alveolar superior e inferior y paladar,
deben ser agrupadas bajo la denominacion de cancer oral, y que el cancer de
labio, orofaringe y de glandulas salivales deben ser analizados por separado. Asi

lo seguiremos en nuestro trabajo.

1.2. EPIDEMIOLOGIA

La OMS predice un aumento continuo de esta enfermedad en todo el
mundo (15, 16). El cancer oral es el undécimo cancer mas comun, y representa
aproximadamente el 4% de todos los canceres y un 2% de las muertes por cancer

en el mundo (1, 17).

Estudios epidemiolégicos han mostrado que la incidencia del cancer oral
varia significativamente entre zonas geograficas distintas, y entre paises
desarrollados y en vias de desarrollo. Asi, en Estados Unidos representa el 2-4%
de todos los tumores malignos del organismo, y en la zona del sur y sudeste de
Asia, donde existe la costumbre de masticar tabaco (nuez de betel) o dejarla
depositada en el suelo de la boca, esta prevalencia aumenta hasta un 30 e incluso
un 40% (18).

En Espafia, la incidencia del cancer oral es de 12 a 15 casos/100.000
habitantes/afio en varones y de 2 a 4 casos/100.000 habitantes/afio en mujeres, y

representa entre el 2 y el 3% de todas las muertes por cancer en nuestro pais (3).

Es mas frecuente en varones que en mujeres, siendo la relacion
varon/mujer variable en las distintas series mundiales entre 1-4:1. Sin embargo,
esta proporciéon esta modificandose en los ultimos afos, existiendo una tendencia
hacia el equilibrio intersexual justificado por el mayor consumo de tabaco y alcohol
por parte de las mujeres (19). Ademas, esta relacion entre ambos sexos varia

segun las distintas localizaciones en la cavidad oral. Asi, el carcinoma de encia o
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reborde alveolar es mas frecuente en las mujeres (20).

La edad media de presentacion es alrededor de los 60 afios (21), siendo

mas del 90% de los pacientes con cancer oral mayores de 45 afios.

A pesar de los considerables avances en las técnicas quirurgicas junto con
otras modalidades de tratamiento coadyuvante afiadidas, el prondstico global de
los pacientes que sufren esta enfermedad no ha mejorado en las ultimas dos
décadas (22). El tratamiento generalmente da lugar a un deterioro del habla, la

masticacion y la deglucién, asi como deformidad estética y trastornos psicologicos.

1.3. ETIOPATOGENIA

Su etiologia es multifactorial, siendo los factores de riesgo mas prevalentes
el consumo de tabaco y alcohol. Ambos factores actuan sinérgicamente, aunque
cada uno de ellos posee potenciales carcinogénicos independientes (23). Se ha
demostrado que el alcohol es un factor de riesgo que potencia la carcinogénesis
relacionada con el consumo de tabaco (24, 25). La asociacion de tabaco y alcohol
estd intimamente relacionada no s6lo con el desarrollo del cancer oral, sino
también con el curso de la enfermedad, estando ligada a un peor pronostico (26).
El habito de fumar sigue siendo el principal factor de riesgo del cancer oral, los
fumadores presentan un riesgo relativo 7 veces mas alto en relacién a los no
fumadores. Hay evidencias que sugieren que con el cese del habito tabaquico
después de un periodo de 10 afios, este riesgo elevado se reduce a niveles

cercanos a los de personas que nuncan han fumado (27).

La radiacion ultravioleta de la luz solar también constituye un factor
etiolégico en el desarrollo del carcinoma de células escamosas de labio,
fundamentalmente de labio inferior (28). La luz ultravioleta favorece la formacién

de un enlace covalente entre dos bases de pirimidina en el ADN, formandose
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dimeros de pirimidina.

Otros factores ambientales y la exposicion a diversos virus como el virus del
herpes simple tipo 1 (VHS-1) (29), el papilomavirus humano (PVH) y el virus de
Epstein-Barr pueden producir o promover el cancer de la cavidad oral y de la
nasofaringe. El virus de Epstein-Barr esta asociado al linfoepitelioma de
nasofaringe (carcinoma indiferenciado de nasofaringe), encontrandose titulos de
IgA elevados frente a dicho virus en pacientes que padecen esta enfermedad. En
cuanto al PVH, se ha detectado su ADN en las células del carcinoma oral (13), del
de amigdalas y de laringe. Los tipos mas frecuentemente relacionados con estos
tumores son PVH-16 y PVH-18. Estos virus poseen entre sus genes oncogenes y
un gen que codifica una proteina (E6) que bloquea la actividad reguladora del gen
p53 (30, 31, 32, 33, 34, 35).

La aparicion de tumores de la cavidad oral en pacientes jovenes y en
pacientes no fumadores sugiere el papel de una predisposicién genética. En estos
casos se han detectado mutaciones en genes supresores tumorales como p53,
gen en el que con mayor frecuencia aparecen mutaciones asociadas con el cancer
(34, 35, 36, 37).

A pesar de que conocemos la implicacion de todos los factores etioldgicos
mencionados, el desarrollo del COCE es un proceso multifactorial con gran
variabilidad entre unos individuos y otros. Hoy sabemos que el desarrollo del
cancer en el hombre esta determinado por una compleja sucesion de eventos que
normalmente tienen lugar a lo largo de muchos afios. Parece claro que los
factores genéticos y moleculares son decisivos en la carcinogénesis; por ello, se
espera que un mejor conocimiento de los determinantes moleculares de la

carcinogénesis oral mejore el diagndstico, tratamiento y control de la enfermedad.

El conocimiento de la historia natural del COCE es fundamental para

comprender su evolucion, diagndstico, tratamiento y prondstico. Se trata de una

26



INTRODUCCION

neoplasia maligna que deriva del epitelio poliestratificado plano que tapiza la
cavidad oral. Inicialmente se localiza en el propio epitelio (carcinoma in situ). Con
el tiempo, sobrepasa la membrana basal invadiendo el tejido conjuntivo vy
destruyendo estructuras vecinas como musculos, hueso, glandulas salivales, etc.
Este proceso de crecimiento y de invasion se desarrolla generalmente durante
varios meses desde un tumor localizado de pocos milimetros, hasta una masa de

importantes dimensiones que destruye estructuras vecinas (13).

Durante este periodo de crecimiento localizado, el tumor produce
metastasis en los ganglios linfaticos cervicales, generalmente en los mas proximos
al tumor, extendiéndose progresivamente a otras estructuras cervicales vecinas.
Cuanto mayor es el tumor primario y mas larga su evolucion, mayor es la
posibilidad de que presente afectacién de los ganglios linfaticos cervicales. Sin
embargo, esto no quiere decir que tumores pequefios y de corta evolucién no
produzcan metastasis ganglionares, ni que tumores de larga evolucién se hayan
limitado a un crecimiento local sin la produccidon de este tipo de metastasis. En
ocasiones, la presencia de una metastasis en un ganglio cervical puede ser el
primer sintoma de un COCE, aunque esto suele ser mas frecuente en tumores de

hipofaringe o nasofaringe (13).

Pueden producir metastasis a distancia, a cualquier 6érgano de la economia,
pero ésta no es la causa mas frecuente del fallecimiento de los pacientes; sino que
suele ser la afectacion local por el tumor primario y la afectacion regional a nivel
del cuello (13).

1.4. CLINICA

Clinicamente el COCE se presenta en estadios precoces con un aspecto

variado, asemejandose a una leucoplasia, eritroplasia o eritroleucoplasia. Con la
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evolucién de la lesién, ésta tiende a ulcerarse, presentando un caracter infiltrativo,
dando lugar a una lesién mal delimitada, endurecida y de superficie granulosa. En

algunas ocasiones la lesion puede presentar un caracter exofitico o mixto (38).

Haya-Fernandez y cols. (39) encuentran que el 19,6% de los pacientes con
COCE presentan una leucoplasia asociada a la lesion primaria en el momento del
diagnostico. La presencia de leucoplasia asociada al tumor primario se

correlaciona con tumores en estadios mas tempranos.

Las manifestaciones clinicas del COCE son muy diversas dependiendo del
tamafo y de su localizacion. Entre ellas nos encontramos la presencia de una
ulcera (generalmente de mucho tiempo de evolucion), dolor, disfagia, hemorragia,

disfonia, movilidad y pérdida dentaria, parestesia y trismus, entre otras (13).

1.5. DIAGNOSTICO

En cuanto al diagnéstico, hay que tener en cuenta dos aspectos: la estirpe
tumoral (que sea un COCE), y la extensién del tumor (segun la clasificacion TNM,

que comentaremos mas adelante).

1.5.1. DIAGNOSTICO HISTOLOGICO Y ULTRAESTRUCTURAL

Para determinar la estirpe tumoral es preciso realizar un estudio histoldgico
del mismo, mediante el estudio de una biopsia representativa del tejido neoplasico.
Aunque el COCE es, en la mayoria de los casos, bastante caracteristico desde el
punto de vista clinico, la existencia de otros muchos procesos similares
clinicamente hace necesario en todos los casos que el diagndstico se confirme por
medio del analisis anatomopatoldgico. Para ello, se realiza una toma de biopsia de

forma convencional siendo necesario incluir tejido tumoral, margen de la lesion y
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tejido sano. Habitualmente se emplea una tincién de hematoxilina y eosina. El
estudio con microscopia de luz sigue siendo la base fundamental del diagndstico

histopatologico de la mayoria de las lesiones orales, incluido el COCE.

Las atipias celulares, las alteraciones epiteliales en su estructuracion de
estratos, mitosis anormales en cuanto a numero, forma y localizacion y las
modificaciones de la queratinizacion, son caracteristicas comunes en el
diagnéstico histopatoldgico del carcinoma. Se determinara también el grado de
invasion del tumor segun haya atravesado o no la membrana basal (carcinoma in

situ o carcinoma invasivo), asi como la diferenciacion tumoral.

Existen diferentes variantes en cuanto al grado de diferenciacion,
dependiendo del parecido que presente el tumor con la arquitectura normal del
epitelio. Los carcinomas que producen cantidades importantes de queratina vy
muestran algun signo de maduracion desde la capa basal a la capa cornea, se
denominan bien diferenciados. Los que no producen queratina, pero si es posible
reconocer cierto grado de estratificacion, a pesar de su desviacion de la estructura
normal, se denominan moderadamente diferenciados. Cuando no producen
queratina, y su aspecto apenas muestra semejanza con una estructura epitelial
normal, ademas de observarse anomalias celulares frecuentes, se denominan

poco diferenciados (13).

Sin embargo, el diagnostico del tumor no ofrece toda la informacion
necesaria para su seguimiento y tratamiento. Durante muchos anos se viene
observando que tumores idénticos desde el punto de vista histoldgico tienen una
evolucién clinica muy diferente, por ejemplo, en cuanto a su capacidad de producir
metastasis. Ademas, en muchos casos de tumores pobremente diferenciados es
imposible por medio de microscopia Optica conseguir un diagnostico exacto. Por
todo ello, es necesario estudiar estos tumores con mayor profundidad, por medio

de técnicas mas avanzadas que permiten obtener informacion mas detallada de su
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comportamiento.

La principal limitacién de la microscopia optica es su escasa capacidad de
magnificacion. Aunque permite visualizar la morfologia de las células y sus
estructuras principales (nucleo, nucleolo, citoplasma...), no permite la identificacion
de estructuras mas reducidas (desmosomas, membranas, microvellosidades ...).
En estos casos recurriremos a la microscopia electronica, cuyo poder de

magnificacion es mucho mayor.

Las muestras para microscopia electrénica se fijan en glutaraldehido y
posteriormente se incluyen en resinas sintéticas, para poder realizar cortes
ultrafinos (10 veces mas delgados que los de microscopia de luz). La tincion se
realiza con sales de metales pesados como citrato de plomo, tetroxido de osmio o
acetato de uranilo, que permiten un contraste adecuado del tejido bajo el haz de
electrones. Los cortes se montan sobre grillas de cobre, se tifien y se observan al
microscopio electronico. Para documentar los hallazgos es necesario obtener

fotografias en blanco y negro de las preparaciones.

En la microscopia electrénica de transmisién, la preparacion es atravesada
por un haz de electrones, proporcionando la imagen sobre una pantalla. El
microscopio electronico de transmision es capaz de generar un haz de electrones
a alta tension (80kV) y concentrarlo sobre la preparacion mediante un sistema de
campos electromagnéticos equivalentes a las lentes en el microscopio de luz. La
microscopia electronica de transmision es especialmente util en oncologia, desde
el punto de vista investigador, fundamentalmente en el diagnéstico de neoplasias
malignas, ya que permite identificar la estirpe o diferenciacion celular de una
neoplasia. Con la microscopia electronica de transmision es posible distinguir
elementos de diferenciacion celular no apreciables con microscopia de luz. Por
ejemplo, la observacion de desmosomas en un tejido tumoral nos orienta al

diagnéstico de carcinoma; las microvellosidades bien desarrolladas sugieren que
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podemos estar ante un adenocarcinoma; la aparicion de melanosomas indican un
posible melanoma; el hallazgo de granulos densos rodeados por membranas, nos

orientan hacia un carcinoma neuroendocrino; etc.

La microscopia electrénica de barrido permite el estudio de superficies
celulares. La imagen se obtiene rastreando la superficie de la muestra con un haz
electrénico ultrafino. Las sefales generadas se recolectan, amplifican y captan en
un tubo de rayos catédicos. Se utiliza de forma rutinaria en el estudio de multiples

enfermedades, como por ejemplo en las enfermedades del tallo piloso.

1.5.2. INMUNOHISTOQUIMICA

A pesar de la gran utilidad de estas técnicas, el estudio de un tumor no
puede centrarse exclusivamente en el analisis morfoldégico de las células y sus
componentes. Existen otros muchos factores importantes para su diagndstico y
tratamiento. Por un lado, es fundamental para el diagnéstico de muchas
neoplasias indiferenciadas, conocer su estirpe celular por medio de la
identificacién de proteinas y antigenos de superficie. Este es el objetivo primordial
de las técnicas inmunohistoquimicas. Por otro lado, el comportamiento clinico del
tumor estd dictado fundamentalmente por el genotipo de sus células, las
alteraciones moleculares existentes en su genoma, la presencia de oncogenes,
mutaciones genéticas, alteracibn de genes supresores tumorales, expresion
génica anormal, etc. Todas estas alteraciones estan tomando mayor relevancia
dia a dia, como consecuencia de la evolucion de las técnicas de biologia

molecular.

La inmunohistoquimica engloba un grupo de técnicas de inmunotincion que
permiten demostrar la presencia de una gran variedad de antigenos en las células

o tejidos utilizando anticuerpos marcados. Estas técnicas se basan en la
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capacidad de los anticuerpos de unirse especificamente a los correspondientes
antigenos. Esta reaccion se hace visible mediante el marcado de los anticuerpos

con sustancias que absorben o emiten luz.

Se ha visto que la inmunohistoquimica tiene utilidad diagnéstica en la
identificacion de marcadores pronosticos de diversas neoplasias (marcadores
tumorales). Por ejemplo, es posible la identificacion de los productos de
oncogenes Yy de genes supresores tumorales con anticuerpos monoclonales, como
c-erbB-2, bcl-2, p21, Rb1 y pb3. También es posible la identificacion de
marcadores de diferenciacion como HMB-45 para melanocitos (melanoma), AE1
para carcinomas, vimentina para sarcomas y CD45 para leucocitos (linfomas) (40,
41). Aunque el diagndstico histologico del COCE casi siempre se realiza mediante
la microscopia Optica convencional, la aplicacion de la inmunohistoquimica
mediante marcadores para citoqueratinas puede ser util en distinguir tumores
pobremente diferenciados o indiferenciados de otras lesiones malignas (38).
Existen diferentes opiniones en la literatura en relacion a la utilizaciéon de la
inmunohistoquimica para la identificacion de marcadores tumorales en el COCE
con el objetivo de predecir su comportamiento y evolucion clinica, por lo que hay
una acuciante necesidad de investigacién de nuevos indicadores prondsticos, a fin

de valorar la agresividad biolégica de las lesiones propias de cada paciente.

1.5.3. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

Existen numerosas técnicas para estudiar directamente el ADN tumoral,
tanto en el propio tejido, como mediante la manipulacion previa del mismo. Entre
las mas difundidas encontramos la hibridacion in situ, la técnica Southern Blot (que
puede ser considerada como una de las precursoras de los microarrays), Northern
Blot, PCR (reaccion en cadena de la polimerasa), y las técnicas de secuenciacion

automatica. Mas adelante comentaremos algunas de estas técnicas.
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1.6. ESTADIAJE

El estadio del cancer oral depende del tamano de la lesidén primaria y de la
diseminacion regional o a distancia de la enfermedad. El estadio es importante, ya
que tiene influencia sobre el plan de tratamiento y el prondstico del cancer oral.
Dentro de las clasificaciones mas utilizadas se encuentra la TNM, propuesta por
el American Joint Committee on Cancer (AJCC) (42) (Tablas 1y 2).
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TAMANO DEL TUMOR PRIMARIO (T)

X

TO

Tis

™

T2

T3

T4

Tumor primario no puede ser valorado

No existe evidencia de tumor primario

Carcinoma in situ

Lesiéon menor de 2 cm en su maximo diametro

Lesion mayor de 2 cm y menor de 4 cm en su maximo diametro
Lesion mayor de 4 cm en su maximo didmetro

Lesion mayor de 4 cm que invade estructuras adyacentes (ej. seno maxilar, huesos maxilares,
musculos pterigoideos, base de lengua o piel)

GANGLIOS LINFATICOS REGIONALES (N)

NX

NO

N1

N2

N2a

N2b

N2c

N3

Adenopatia cervical no puede ser valorada
No hay adenopatias cervicales clinicamente positivas
Un solo ganglio homolateral clinicamente positivo con 3 cm o menos de diametro

Un solo ganglio homolateral clinicamente positivo mayor de 3 cm y menor de 6 cm de diametro; o
multiples ganglios homolaterales clinicamente positivos menores de 6 cm de didametro; o ganglios
bilaterales o contralaterales clinicamente positivos, ninguno mayor de 6 cm de didmetro

Un solo ganglio homolateral clinicamente positivo mayor de 3 cm y menor de 6 cm de diametro
Multiples ganglios homolaterales clinicamente positivos menores de 6 cm de diametro
Ganglios bilaterales o contralaterales clinicamente positivos, ninguno con mas de 6 cm de didmetro

Un ganglio clinicamente positivo con mas de 6 cm de diametro

METASTASIS A DISTANCIA (M)

MX

MO

M1

Metastasis a distancia no puede ser valorada
No existe metastasis a distancia

Existe metastasis a distancia

34

Tabla 1. Clasificacion TNM. Extensién del tumor primario (T); Ausencia o presencia de

afectacion de ganglios linfaticos regionales (N); Ausencia o presencia de metastasis a distancia

(M)
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ESTADIOS T N M
Estadio 0 Tis NO MO
Estadio | T1 NO MO
Estadio Il T2 NO MO
Estadio Ill T3 NO MO
T1 N1 MO

T2 N1 MO

T3 N1 MO

Estadio IVA T4 NO MO
T4 N1 MO
Cualquier T N2 MO
Estadio IVB Cualquier T N3 MO
Estadio IVC Cualquier T Cualquier N M1

Tabla 2. Estadiaje clinico. Extension del tumor primario (T); Ausencia
o presencia de afectacion de ganglios linfaticos regionales (N);

Ausencia o presencia de metastasis a distancia (M)

1.7. PRONOSTICO

Pese a los avances significativos en las técnicas quirurgicas, la radioterapia
y la quimioterapia, las tasas de mortalidad no han sufrido mejorias durante estas

ultimas décadas.
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El prondstico depende de diversos factores como son: la clinica, la
localizacién, el grado histologico, la presencia o no de metastasis y la clasificacion
TNM.

Aproximadamente 7.800 personas en Estados Unidos (5.100 varones,
2.700 mujeres) y 900 en el Reino Unido mueren por cancer oral y sus

complicaciones cada afno (43).

En Espafa, se ha descrito un aumento de la mortalidad del cancer oral
durante el periodo de 1975 a 1994 (4).

Las tasas de curacién del cancer oral dependen de su estadio. La tasa de
supervivencia a los 5 afios es del 80% en estadios iniciales, 40% en neoplasias
con afectacion regional, y menos del 20% para pacientes con metastasis a
distancia (44). La deteccion precoz aumenta significativamente la posibilidad de

curacién del paciente.

En el momento del diagndstico del cancer oral, el 36% de los pacientes
presentan enfermedad localizada, un 43% presentan enfermedad con afectacion
regional, un 9% presentan metastasis a distancia, y para el 12% restante el
estadio de la enfermedad no se puede identificar (45). Estos resultados deben
considerarse malos si se tiene en cuenta que los carcinomas de células
escamosas se forman en el epitelio superficial de la cavidad oral, por lo que

producen cambios visibles precoces.

La deteccién precoz en estadios asintomaticos garantiza no sélo un
aumento en las tasas de supervivencia, sino también una mejor calidad de vida,

como consecuencia de tratamientos menos agresivos y mutilantes (23, 46).
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1.8. TRATAMIENTO

Actualmente, la cirugia y la radioterapia son las dos modalidades de
tratamiento con potencial curativo, y suelen ser empleadas individualmente o en
combinacién (47). El tratamiento del cancer oral depende principalmente de la
localizacion y del estadio de la lesion y del estado de salud general del paciente
(48).

Las lesiones en estadios precoces (I y Il) son potencialmente curables con
cirugia o radioterapia, consiguiéndose una supervivencia del 80-90% a los 5 anos
(13). Si las lesiones estan en estadios avanzados (lll y IV) son generalmente
tratadas con cirugia seguida de radioterapia y quimioterapia (aunque el papel de la
quimioterapia en el cancer oral todavia no esta claramente definido), alcanzando

una supervivencia a los 5 afios del 34-54% (13).

Los resultados de la terapia estandar, incluso cuando se emplean la cirugia
radical y varias formas de radio y quimioterapia, han permanecido en niveles
decepcionantes pese al avance de los tratamientos multidisciplinares. Una de las
razones es que la piedra angular de las decisiones terapéuticas, el sistema de
clasificacion TNM, complementada con el estadio del grado de diferenciacion
histologica, ha demostrado que no siempre es un indicador pronéstico satisfactorio
(49, 50). Por lo tanto, hay una gran necesidad de investigar nuevos indicadores
pronosticos, volcados principalmente en la valoracion de la agresividad bioldgica

de las lesiones propias de cada paciente.

La cirugia implica la reseccion completa de la lesidn con un margen de
tejido normal adyacente y, cuando esta indicado, algunos o todos los ganglios
linfaticos cervicales homolaterales y en algunas ocasiones, los contralaterales
(51).

La radioterapia posee la ventaja de preservacion de los dérganos, vy
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actualmente es la modalidad de tratamiento primaria de algunos casos de
carcinomas de lengua, amigdala palatina, paladar blando y faringe. Sin embargo,
el tratamiento no esta libre de reacciones adversas y es frecuente la aparicién de

mucositis, xerostomia, candidiasis y, en algunos casos, osteorradionecrosis (52).

La decision de emplear o no la radioterapia postoperatoria debe considerar
tanto la lesion primaria como la extension regional de la enfermedad. Cuando los
factores relacionados con el tumor primario (lesiones primarias extensas,
margenes quirurgicos positivos, invasion de los espacios perineural, linfatico y
vascular) indican el uso de la radioterapia, el cuello debe ser incluido en el campo

de tratamiento (47).

Cuando la radioterapia se combina con la cirugia parece haber una
preferencia por la radioterapia postoperatoria, puesto que ésta induce una fibrosis
tisular (lo que haria la cirugia mas dificil). Ademas, los tejidos irradiados poseen

una capacidad de cicatrizacién mas lenta (53).

El uso de la quimioterapia, en general a través de la combinacion de
diversas drogas citotéxicas, no ha tenido particular éxito en el tratamiento del
COCE y se considera mas una modalidad de tratamiento paliativo que un
tratamiento curativo primario. Los principales agentes utilizados han sido el
metrotexato, la bleomicina, el cisplatino y el 5-fluoracilo. La quimioterapia puede
dar como resultado una disminucion temporal del tamafo de la masa tumoral, pero
no ha demostrado un aumento significativo en las tasas de supervivencia a los 5
afios, control del tumor primario y reduccion del potencial metastatico (54). Sin
embargo, ensayos clinicos mas recientes utilizando la combinacion de la quimio y
radioterapia en el tratamiento de pacientes con lesiones en estadios avanzados
han demostrado resultados preliminares alentadores (55), y deben tener su papel
en el futuro. Por ahora, su indicacién en el tratamiento del COCE se limita a

tumores en estadios avanzados, que debido a su extensidn sean considerados
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como inoperables, o a las recidivas y metastasis tumorales (56).

Los buenos resultados alcanzados por la cirugia combinada con la radio y
quimioterapia en los tumores en estadios precoces no pueden ser siempre
alcanzados cuando son aplicados a la enfermedad en estadios avanzados. Es por
este motivo por el que surge la necesidad de investigar nuevas modalidades de

tratamiento en base a las caracteristicas particulares de cada paciente.
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2.- BASES MOLECULARES DEL CANCER

Actualmente no cabe duda de que el cancer es una enfermedad genética
de las células somaticas (57). En las células tumorales se produce una alteracién
de los mecanismos de salvaguardia encargados de que el numero celular se
ajuste a las necesidades del organismo completo, y las células proliferan sin
control. Para comprender como una célula normal se transforma en cancerosa,
debemos comprender primero los mecanismos basicos que gobiernan el control

del nimero celular en las células normales.

2.1.- LA MAQUINARIA DE PROLIFERACION CELULAR

Existen determinados aspectos del control de la proliferacion celular que
son comunes a todos los organismos. Universalmente, el proceso de division
celular consta de numerosos pasos que deben ocurrir de forma secuencial para
que se produzcan células descendientes viables. Ademas, el ciclo de division
celular ha evolucionado de tal manera que existen varios puntos de control para
evitar que el ciclo avance, a menos que hayan ocurrido con éxito los pasos
precedentes. Por ejemplo, seria letal que la mitosis ocurriera antes de que la
replicacion se haya completado, por ello, se han desarrollado mecanismos que

impiden esos “desastres celulares”.

El conocimiento del ciclo de divisidon celular en condiciones normales es

esencial para comprender las alteraciones que ocurren durante el proceso de la
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carcinogénesis oral. El descontrol del ciclo celular es una marca fundamental de la
progresion del cancer (58). Muchas de las alteraciones moleculares que causan el
comportamiento anormal de las células neoplasicas se basan en alteraciones del

ciclo celular (59).
2.1.1. CICLO CELULAR

El ciclo celular es el periodo de tiempo y el conjunto de modificaciones que
sufre una célula desde su formacion, por division de otra preexistente, hasta que
se divide originando dos células hijas, idénticas entre si y a ella misma (60). Asi, el
periodo entre dos divisiones mitéticas define el ciclo de la célula somatica. El
tiempo que transcurre desde el final de una mitosis hasta el comienzo de la
siguiente se llama interfase. El periodo de la division real, correspondiente a la
mitosis visible, se denomina fase M (61). Por tanto, el ciclo celular comprende

interfase y mitosis.

Para dividirse, una célula somatica debe doblar su masa y repartir sus
componentes de forma igualitaria entre las dos células hijas. Doblar el tamafio es
un proceso continuo a lo largo de un ciclo celular que resulta de la transcripcion y
traduccion de los genes que codifican las proteinas que constituyen el fenotipo
particular de la célula. Por el contrario, la reproduccion del genoma se lleva a cabo
exclusivamente en el periodo especifico de la sintesis de ADN que recibe el
nombre de fase de sintesis o fase S (61). Este periodo S va precedido y seguido
por dos fases que reciben respectivamente los nombres de fase Gi1y G, (se
refieren a los dos “gaps” o espacios del ciclo celular en los que no existe sintesis
de ADN). Por consiguiente, la interfase comprende los periodos G S y G,. La
mitosis, en conjunto, recibe el nombre de fase M. Asi, un ciclo celular tipico posee

cuatro fases sucesivas: G4, S, Gy, M (60) (Figura 1).
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G2 {mmitosis) Gl
{Gap 2)

Células
Fase 5 L cesan
a division

(Sintesis de ADM)

Figura 1. Fases del ciclo celular

La cantidad de ADN no es igual durante todo el ciclo: después de la fase M
las células recién formadas comienzan la interfase (ingresan en el periodo G4) y la
actividad biosintética, que se reduce durante la mitosis, aumenta notablemente.
Durante este periodo la célula posee el ADN recibido de su progenitora. La fase S
comienza cuando se inicia la sintesis del ADN nuclear y termina cuando éste se
ha duplicado. Por tanto, después de la fase S, los cromosomas tendran una doble
constitucion, estando formados por dos cromatidas hermanas. Esta situacion se
mantendra durante toda la fase G, y hasta que la célula dé origen a otras dos por
division (60).

Las diferentes células de un organismo pluricelular tienen ciclos de distinta
duracion. En los organismos unicelulares la duracion de los ciclos se ve limitada
principalmente por la disponibilidad de nutrientes. En los seres pluricelulares cada
tipo celular debe existir sélo en determinado numero, por lo que las distintas

células poseen ciclos de diferente duracién, incluso en células del mismo tejido.

La fase de duracién mas variable es la G1: en un organismo hay células que

estan en fase G1 unos dias, otras afos, e incluso las hay que no se dividen.

43



INTRODUCCION

Ademas, cuando una célula se detiene dentro de su ciclo celular lo hace siempre
en G4. Segun se ha podido demostrar, esta situacion se debe a la existencia,
dentro de la fase G4, del denominado punto de restriccion o punto R, una vez

superado el cual, las células se ven obligadas a realizar las fases S, G, y M (60).

La progresion del ciclo celular requiere la actuacion coordinada de una
compleja red de proteinas reguladoras que funcionan como interruptores
bioquimicos que controlan sus principales fases e integran sefnales intracelulares y
del medio extracelular, mitogénicas o antiproliferativas, para adecuar la division

celular a las necesidades celulares o tisulares (60).

La transicién de una fase del ciclo celular a la siguiente es controlada en
‘puntos de control o restriccion” antes de que el ciclo pueda progresar. Cuando
existe un dafio del ADN, los genes que controlan estos puntos de control detienen
el ciclo celular para facilitar la reparacién del ADN. La detencion en la fase G1
previene la replicacion del ADN danado y la detencion en la fase G2 permite la

segmentacién de los cromosomas dafiados (60).
2.1.2. REGULACION DEL CICLO CELULAR

Los principales reguladores del ciclo son heterodimeros constituidos por
una proteina, denominada genéricamente ciclina y una proteina-kinasa
perteneciente a las llamadas kinasas dependientes de ciclinas o CDKs (kinasas
ciclina-dependientes). Estos complejos, a su vez, se hayan regulados por otras
kinasas y fosfatasas. La kinasa se compone de una subunidad catalitica y de una
pareja reguladora que es la ciclina. Actualmente se conocen dos grandes grupos
de ciclinas: las ciclinas mitéticas, que regulan el transito de G, a M, y las ciclinas
de G4, que son requeridas para superar el punto de restriccion y pasar de G1a S
(60).

El que una célula sobrepase o no el punto R determinara el que la misma
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entre en division o no. Por ello, las células pueden detenerse en su ciclo celular y
quedar en un estado de "reposo” sin superar el punto Ry, por tanto, sin dividirse.
Entonces se considera que la célula se encuentra en la llamada fase Gg del ciclo
celular (60). Cierto tipo de células se pueden estimular para que abandonen Gy y
entren de nuevo en un ciclo celular. Abandonar o reentrar en el ciclo celular puede

ocurrir antes del punto de restriccion o punto R.

Diversos parametros influencian la habilidad de una célula para tomar la
decision basica de dividirse, incluyendo la respuesta a los estimulos externos
(como el aporte de nutrientes) y un estudio de si la masa celular es suficiente para
soportar un ciclo de division. Por regla general, una célula se divide con una masa
que no es absoluta pero esta determinada por un control que en si mismo

responde a una tasa de crecimiento (61).

El principio y el final de la fase S son puntos importantes en el ciclo celular.
Una célula debe saber cuando esta lista para iniciar la replicacion y, por tanto,
debe contar con algun método de reconocimiento de una replicacion completa
satisfactoria. Esto podria determinarse mediante un examen del estado del ADN.
Los inhibidores de la replicacion del ADN pueden bloquear el ciclo celular. No se
conoce como bloquean la activacién de la kinasa de la fase M. En general, se
acepta que el ciclo celular queda regulado en funcién de los distintos momentos
en que se activan los complejos ciclina-CDK y por la localizacion de cada uno de

estos complejos dentro de la célula (60).

El control de la division celular es esencial en los seres pluricelulares para

mantener la forma y la funcion del organismo.

Existen mecanismos para regular las divisiones celulares que funcionan
como un sistema de retroalimentacion. Un ejemplo tipico son los hepatocitos:
estas células comienzan a dividirse sélo si es necesario un incremento en el

numero de células, como ocurre cuando se extirpa una parte del higado. Existe
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una sustancia elaborada por las propias células que, a altas concentraciones,
mantiene inhibidas las divisiones celulares y sélo si su concentracion desciende

los hepatocitos comienzan a dividirse (60).

Son conocidos otros sistemas de control mitdético que parecen estar
directamente relacionados con la posicion ocupada por las células en el tejido. Asi,
en el epitelio estratificado de la epidermis las células de la capa basal se dividen
para ir renovando dicho epitelio, mientras que en los estratos superiores no
existen divisiones. Cuando una célula del estrato basal se desplaza a los estratos
superiores deja de dividirse. Esto parece indicar que la existencia o no de

divisiones depende de la situacién ocupada por la célula (60).

Todos estos controles estdn mediados por hormonas y factores de
crecimiento que pueden ser proteinas o moléculas de menor tamafio que actuan

por via sanguinea como mediadores quimicos locales.

En las células cancerosas el control normal de la division esta alterado; asi,
las células cancerosas no presentan el fendmeno de la inhibicién por contacto,
requieren para sobrevivir y dividirse en un cultivo menos factores de crecimiento
que las normales y, una vez iniciado dicho cultivo, poseen un crecimiento
indefinido, al contrario de lo que ocurre con los cultivos de células normales que,
pasado un numero determinado de divisiones, toda la poblacion celular deja de

dividirse y el cultivo envejece y muere (60).

2.2. ONCOGENES, GENES SUPRESORES TUMORALES
- ONCOGENES

Se ha descrito la existencia de genes relacionados con la aparicion de

tumores cancerigenos a los que se ha llamado oncogenes. Estos son genes cuyos
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productos se asocian con la transformacidn neoplasica, puesto que producen
proteinas que promueven el crecimiento celular y tumoral. La mutaciéon de los
genes normales a partir de los cuales se originan (proto-oncogenes) produce
cambios en la funcion y expresion de los mismos, que conlleva la aparicion de
células cancerigenas. Todos los proto-oncogenes localizados hasta el momento
pertenecen a uno de los siguientes grupos: factores de crecimiento, receptores
para factores de crecimiento, transductores de sefales o proteinas ligadoras de
ADN, habiéndose relacionado todos ellos con el control del ciclo celular (60).
Muchos trabajos apuntan a que el oncogén seria el responsable no solo del
fenotipo del tumor, sino también de la capacidad invasiva y grado de malignidad

del mismo (62).

Diversos oncogenes han sido asociados con la carcinogénesis oral. Se cree
que la expresion aberrante de los oncogenes receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR/c-erb 1) y CCND1/ciclina D1 contribuyen al desarrollo del

cancer oral (63).

Las funciones de los proto-oncogenes estan estrechamente ligadas a
fendmenos esenciales del correcto comportamiento celular (64). En algunas
circunstancias los proto-oncogenes sufren alteraciones que modifican su funcion
normal y les dotan de capacidad transformante. Estos genes transformantes son
genéricamente denominados oncogenes y pueden residir desde el inicio en el
cromosoma celular (c-onc) o integrarse en el genoma de la célula procedentes del

exterior, vehiculizados por un virus (v-onc) (18).

Los proto-oncogenes se descubrieron inicialmente como “pasajeros” en el
interior del genoma de retrovirus transformantes agudos, que causan la induccién
rapida de tumores en animales y que también pueden transformar in vitro células

animales (65).

Hoy dia se conoce la secuencia de bases que confecciona un gen
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responsable de la produccién de proteinas de crecimiento celular, el cual puede
alterarse en cualquier momento provocando su activacién en la edad adulta. Este
hecho daria lugar a la sintesis de una proteina que actuaria no ya favoreciendo el
crecimiento embriogénico y la maduracion celular, sino la multiplicacién del clon
celular fuera de control. A los oncogenes se les denomina con tres letras: ras,
SRC, rel, myb, myc, erb, mos, fms, fps, yes, ros, abl, fes... (62). Se conocen al
menos 40 oncogenes diferentes integrados en el cromosoma humano que, tras su
activacion, dan lugar al inicio y/o progresién del tumor, aunque sin duda deben
existir numerosos mecanismos de seguridad que prevengan la facil activacion de

un oncogeén (18).

Los oncogenes codifican muchas de las proteinas transmisoras de sefales
por las cuales las células responden a senales de crecimiento externas. Las
células normales, con oncogenes normales, no dan inicio al proceso de replicacion
del ADN vy division celular sin el estimulo de sefiales externas. Sin embargo,
cuando existen mutaciones en los oncogenes, las oncoproteinas mutadas pueden
enviar un estimulo de crecimiento desde el citoplasma hacia el nucleo mismo en
ausencia de sefalizacion externa. De esta manera, la proliferacion autégena de
las células que poseen oncogenes mutados da como resultado la aparicién de

tumores.
- GENES SUPRESORES TUMORALES

Son multiples los mecanismos por los que un gen activado de forma
anormal puede contribuir al desarrollo de un tumor. Sin embargo, en el genoma
humano existen genes que se comportan como transformantes exclusivamente
cuando no son activos. Estos genes reciben el nombre de antioncogenes o genes
de supresion tumoral y solo ejercen un efecto oncogénico cuando los dos alelos
cromosémicos (uno en cada cromosoma de la misma pareja) se alteran o

deleccionan; es decir, se comportan como genes recesivos desde el punto de vista
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de su expresion, asi, la alteracion exclusiva de un solo alelo no tiene consecuencia

alguna (18).

Los productos de los genes supresores del cancer actuan frenando la
proliferacion celular. La funcién fisiolégica del gen consiste en regular el

crecimiento celular y no en evitar la formacion de tumores (65).

El gen del retinoblastoma (Rb) constituye uno de los ejemplos mejor
conocidos de oncogenes recesivos (18). Actua como un freno al progreso de la
célula desde la fase G1 a la fase S del ciclo celular. Cuando la célula recibe el
estimulo de los factores de crecimiento, la proteina Rb se inactiva, por lo que el
freno desaparece y la célula atraviesa el punto de control G4-S (65). Si falta la
proteina Rb o si una mutacién altera su capacidad, el freno molecular del ciclo
celular desaparecera y la célula avanzara hacia la fase S. La pérdida del control

normal del ciclo celular es esencial para la transformacion maligna (65).

Aunque no hay una relacion clara entre la mutacidon de Rb y un peor
pronostico, Pavelic y cols. (66) han sugerido que su subexpresion se correlaciona

con una peor supervivencia.

En la inmensa mayoria de los canceres humanos existe una mutacion de al
menos uno de los cuatro reguladores clave del ciclo celular (p16, ciclina D, CDK4,
Rb) (65).

El gen pb53, el otro gen supresor del cancer, actua impidiendo la
propagacion de células genéticamente danadas. El p53 es imprescindible cuando
se requiere la aplicacion de “frenos de emergencia”, como cuando la radiacion, la

luz ultravioleta o las sustancias quimicas mutagenas dafian el ADN (67).

Las mutaciones en p53 aparecen asociadas a muchos tipos de tumores; se
estima que un 50% de los tumores humanos carecen de un gen p53 funcional. La

proteina p53 es un regulador transcripcional que se activa en respuesta a la
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presencia de danos en el ADN y que desempena un papel doble. Por un lado,
impide la progresion del ciclo celular hasta que hayan sido reparados los dafos en
el ADN. Por otro lado, en determinadas circunstancias induce la muerte celular por
apoptosis (muerte celular programada) (68). En ausencia de un gen p53 funcional,
la ruta apoptoética en la que participa p53 no se activa, y el ciclo celular progresa
aunque no hayan sido reparados los dafos. La falta de este punto de control
provoca un aumento generalizado en la frecuencia de mutaciones,
reorganizaciones cromosomicas y aneuploidias; de este modo, se incrementa la
probabilidad de que ocurran otras mutaciones activadoras de la proliferacion

celular o inhibidoras de la apoptosis (57).

El gen p53 bloquea también la angiogénesis (69). Esta se relaciona con el
grado y estado del tumor y con el prondstico del cancer. Se demostré que tejidos
normales y adenomas poseen una angiogénesis baja, mientras que en el cancer la

angiogénesis aumenta en relacién al estado y grado del tumor (70).

Esta pausa permite que la célula tenga tiempo para reparar la lesién del
ADN. Ademas, p53 ayuda a este proceso de manera directa, induciendo la
transcripcién de una proteina (GADDA45) que interviene en la reparacion del ADN.
Si la reparacion del ADN es satisfactoria, p53 activara un gen (mdm2) cuyo
producto se une e inhibe a la propia p53, levantando asi el bloqueo del ciclo
celular. Si no se logra reparar la lesion del ADN, la proteina p53 normal activara

los genes promotores de la apoptosis (71).

Existen mecanismos que pueden inactivar las funciones del gen p53, lo que
conduce a la proliferacion celular incontrolada (72). Las proteinas transformadoras
de virus de ADN, como la proteina E6 de los virus del papilomavirus humano (73),
el virus de Epstein-Barr y el virus del Herpes simple tipo 6 y 8, pueden unirse y
degradar a p53 (67).

Las mutaciones de p53 causantes de tumores se han observado
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principalmente en células somaticas. Las mutaciones de la linea germinal de p53
son responsables de un trastorno canceroso hereditario conocido como sindrome
de Li-Fraumeni (LFS: Li-Fraumeni syndrome) (74). Este raro sindrome se
transmite de forma autosémica dominante e implica carcinomas de mama y colon,
sarcomas de tejidos blandos, osteosarcomas, tumores cerebrales, leucemias vy
carcinomas adrenocorticales (75). Estos tumores suelen manifestarse a edad
precoz en los miembros de familias con LFS y en los individuos afectados se
observan, por lo general, multiples tumores primarios. La demostracion de
constantes mutaciones de p53 en el ADN constitucional de los pacientes con LFS

confirmé el papel etiolégico de este gen.

Como en el gen del retinoblastoma, la herencia de un gen p53 mutado
aumenta en gran medida la susceptibilidad del individuo a una posterior

transformacion celular y desarrollo tumoral.

El gen p73 en condiciones adecuadas, de igual manera que el gen p53,

puede detener el ciclo celular y provocar la apoptosis (65).

2.3. ADAPTACIONES CELULARES, LESION Y MUERTE CELULAR

Diversas adaptaciones celulares estan inducidas por el estimulo directo de
las células por factores producidos por las mismas células respondedoras o por
otras circundantes. Otras se deben a la activacion de diversos receptores
celulares de superficie y de las vias de sefializacion subsiguientes. Las
adaptaciones pueden asociarse con la induccion de una nueva sintesis proteica
por las células diana y la induccién de proliferacién celular. Estas pueden implicar
también un cambio celular desde la produccién de un tipo de proteinas a otro o la

hiperproducciéon marcada de una proteina (76).

La lesién celular es el resultado de un estrés celular tan intenso que las
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células ya no son capaces de adaptarse o de una exposicién celular a agentes
inherentemente lesivos. La lesion puede progresar a través de un estadio
progresivo y culminar con la muerte celular. Estas alteraciones pueden dividirse en

los siguientes estadios (76):

-Lesion celular reversible: inicialmente la lesidon se manifiesta como cambios

funcionales y morfoldgicos reversibles si se elimina el estimulo dafino. La lesién
reversible se caracteriza por la reduccion de la fosforilacion oxidativa, la
depleccion del trifosfato de adenosina (ATP), y la hinchazén celular producida por

cambios en las concentraciones ionicas y el aflujo de agua.

-Lesion irreversible y muerte celular: con el dano continuado, la lesidon se

hace irreversible, en cuyo momento la célula no puede recuperarse. En los tejidos
isquémicos como el miocardio ciertos cambios estructurales (ej. densidades
amorfas mitocondriales indicativas de dafo mitocondrial grave) y los cambios
funcionales (ej. pérdida de permeabilidad de membrana) son indicativos de células

que han sufrido una lesion irreversible.

Las células irreversiblemente lesionadas sufren cambios morfologicos que
se reconocen como muerte celular. Existen dos tipos de muerte celular: la necrosis
y la apoptosis, que difieren en su morfologia, mecanismos y papeles en la
enfermedad y la fisiologia. Cuando el dafio a las membranas es intenso, las
enzimas lisosomales penetran en el citoplasma y digieren la célula, y los
contenidos celulares se derraman, dando lugar a necrosis. Algunos estimulos
nocivos, especialmente los que danan al ADN, inducen otro tipo de muerte, la
apoptosis, que se caracteriza por disolucién nuclear sin pérdida completa de la
integridad de membrana. Mientras que la necrosis siempre es un proceso
patoldgico, la apoptosis sirve a muchas funciones normales y no se asocia

necesariamente a lesion celular (76).

Hay una serie de principios que tienen que ver con la mayoria de las formas
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de lesion celular (76):

A.-La respuesta celular a los estimulos lesivos depende del tipo de lesion,
su duracion e intensidad. Asi, las dosis pequefias de una toxina quimica o breves
periodos de isquemia pueden inducir una lesion reversible, mientras que las dosis
grandes de la misma toxina o una isquemia mas prolongada podrian dar lugar a la
muerte celular instantanea o una lesion lenta irreversible dando lugar, con el

tiempo, a la muerte celular.

B.-Las consecuencias de la lesion celular dependen del tipo, estado vy
adaptabilidad de la célula lesionada. El estado nutricional y hormonal de la célula 'y
sus necesidades metabdlicas son importantes en la respuesta a la lesion. La
exposicion de dos individuos a concentraciones idénticas de una toxina puede no
producir efecto en uno y muerte celular en el otro. Esto puede deberse a
variaciones genéticas. Con el mapa del genoma humano completo, existe un gran
interés en la identificacién de polimorfismos genéticos que afecten a la respuesta

celular ante agentes lesivos.

C.-La lesion celular es el resultado de anomalias funcionales y bioquimicas
en uno o mas de los varios componentes celulares esenciales. Las dianas mas
importantes de los estimulos lesivos son la respiracion aerdbica que implica la
fosforilacion oxidativa mitocondrial y la produccién de ATP, la integridad de las
membranas celulares (de la cual dependen la homeostasis idnica y osmotica de la
célula y sus organelas), la sintesis proteica, el citoesqueleto y la integridad del

aparato genético de la célula.

Existen diversos mecanismos de lesion celular, algunos de los cuales

describimos a continuacion:

1.-Depleccion de ATP

La depleccion de ATP y la sintesis disminuida de ATP se asocian
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frecuentemente con lesion hipdxica y quimica (téxica). Se requiere fosfato de alta
energia en forma de ATP para muchos procesos sintéticos y degradativos en la
célula. Estos incluyen el transporte de membrana, la sintesis de proteinas, la
lipogénesis y las reacciones de desacetilacion-reacetilacién necesarias para el
ciclo fosfolipidico. EI ATP se produce de dos maneras, la via mas importante en
las células del mamifero es la fosforilacion oxidativa del difosfato de adenosina
(ADP), en una reaccion que da lugar a la reduccién del oxigeno mediante el
sistema de transferencia de electrones en las mitocondrias. La segunda es la via
glucolitica, que puede producir ATP en ausencia de oxigeno utilizando glucosa
derivada de los liquidos corporales o de la hidrdlisis de glucogeno. Asi, los tejidos
con mayor capacidad glucolitica estan en ventaja cuando disminuyan los niveles

de ATP por la inhibicidon del metabolismo oxidativo por la lesion (76).

La depleccion del ATP a menos del 5 al 10% de los niveles normales tiene

efectos amplios sobre muchos sistemas celulares criticos (76):

*

La actividad de la bomba de sodio de la membrana plasmatica
dependiente de energia (ATPasa-Na’,K" sensible a ouabaina) esta reducida. La
insuficiencia de este sistema de transporte activo, debido a la concentracion
disminuida de ATP y aumento de la actividad ATPasa, da lugar a la acumulacion
intracelular de sodio y a que el potasio salga de la célula. La ganancia neta de
solutos se acompana por ganancia isosmaética de agua, produciendo tumefaccion

celular y dilatacion del reticulo endoplasmatico.

* El metabolismo energético celular esta alterado. Si el suministro de
oxigeno a las células se reduce, como ocurre en la isquemia, la fosforilacién
oxidativa cesa y las células dependen de la glucdlisis para la produccion de
energia. Este cambio al metabolismo anaerdbico esta controlado por metabolitos
de la via de energia que actuan sobre enzimas glucoliticas. La disminucion en

ATP celular y el aumento asociado en monofostato de adenosina estimulan las
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actividades de fosfofructocinasa y fosforilasa. Esto da lugar a una tasa aumentada
de glucdlisis anaerébica disefada para mantener la fuente de energia celular
mediante la generacion de ATP por el metabolismo de la glucosa derivada del
glucogeno. Como consecuencia, los almacenes de glucogeno se agotan
rapidamente. La glucdlisis tiene como resultado el acumulo de acido lactico y
fosfatos inorganicos de la hidrdlisis de los ésteres de fosfato. Esto reduce el pH
intracelular dando lugar a la disminucion de la actividad de muchas enzimas

celulares.

* El fallo de la bomba de Ca?* da lugar a la entrada de Ca®*, con efectos
lesivos sobre numerosos componentes celulares, que describiremos mas

adelante.

* Con la depleccion prolongada o empeorada de ATP ocurre una alteracion
estructural del aparato sintético de proteinas, manifestada como un
desprendimiento de ribosomas del reticulo endoplasmatico rugoso y una
disociacién de polisomas a monosomas, con una reduccidn consecuente en la
sintesis proteica. Al final, hay un dafo irreversible en las mitocondrias y las

membranas lisosomales, y la célula sufre necrosis.

* En las células privadas de oxigeno o glucosa, las proteinas pueden
plegarse errbneamente, y estas proteinas mal plegadas desencadenan una
reaccion celular denominada respuesta de la proteina desplegada que puede dar

lugar a lesion celular e incluso muerte.

2.-Daino Mitocondrial

Las mitocondrias son dianas virtualmente importantes de todos los tipos de
estimulos lesivos, incluyendo hipoxia y toxinas. Frecuentemente, el dafo celular
se acompafia de cambios morfolégicos en las mitocondrias. Las mitocondrias

pueden lesionarse por aumentos del Ca?" citosdlico, por estrés oxidativo, por
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degradacioén de fosfolipidos a través de las vias de fosfolipasa A, y esfingomielina,
y por productos de la degradacion de los lipidos derivados de aqui, tales como
acidos grasos libres y ceramida. A menudo, el dafio mitocondrial da lugar a la
formaciéon de un canal de alta conductibilidad, lo que se ha llamado transicion a la
permeabilidad mitocondrial, en la membrana interna de la mitocondria. Aunque es
reversible en los primeros estadios, este poro no selectivo se hace permanente si
persiste el estimulo desencadenante, impidiendo el mantenimiento de la fuerza
protonica mitocondrial, o potencial. Dado que el mantenimiento del potencial de
membrana es critico para la fosforilacion oxidativa mitocondrial, se desprende que
la transicion a la permeabilidad mitocondrial irreversible es un golpe mortal para la
célula. El dafno mitocondrial también puede asociarse con salida del citocromo c al
citosol. Dado que el citocromo ¢ es un componente integral de la cadena de
transporte de electrones y puede desencadenar las vias de la muerte apoptética
en el citosol, este acontecimiento patoldgico es probablemente un determinante

clave de la muerte celular (76).

3.-Aflujo de calcio intracelular y pérdida de la homeostasis del calcio

Los iones de calcio son mediadores importantes de la lesion celular. El
calcio citosolico libre se mantiene a concentraciones extremadamente bajas
(menor de 0,1 ymol) en comparacion con los niveles extracelulares de 1,3 mmol, y
la mayoria del calcio intracelular esta secuestrado en las mitocondrias y en el
reticulo endoplasmatico. Tales gradientes estan modulados por ATPasas-Mg?",
Ca?*, dependientes de energia, asociadas a la membrana. La isquemia y ciertas
toxinas producen un aumento precoz en la concentracion citosolica de calcio,
debido al aflujo neto de Ca*" a través de la membrana plasmatica y la liberacién
de Ca®' intracelular derivan de aumentos inespecificos en la permeabilidad de
membrana. A su vez, el aumento de Ca*" activa varias enzimas, con efectos
celulares potencialmente deletéreos. Las enzimas que se sabe se activan por el

calcio incluyen ATPasas (que por lo tanto aceleran la depleccion del ATP),
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fosfolipasas (que producen lesién en la membrana), proteasas (que rompen las
proteinas de membrana y citoesqueléticas), y endonucleasas (que son
responsables de la fragmentacion del ADN y la cromatina). Los niveles
aumentados de Ca®" intracelular también dan lugar a un aumento de la
permeabilidad mitocondrial e induccion de apoptosis. Aunque la lesion celular a
menudo origina un aumento de calcio intracelular y, a su vez, esto media varios
efectos como la muerte celular, la pérdida de la homeostasia de calcio no siempre

es un episodio proximal en la lesion celular irreversible (76).

4 -Defectos en la permeabilidad de membrana

La pérdida precoz de la permeabilidad selectiva de membrana, que
conduce finalmente a un dafio manifiesto de la misma, es una caracteristica
constante en la mayoria de las formas de lesién celular. El dafio de la membrana
puede afectar a las mitocondrias, la membrana plasmatica y otras membranas
celulares. En las células isquémicas, los defectos de membrana pueden ser el
resultado de una serie de acontecimientos que implican la depleccion del ATP y la
activacion de las fosfolipasas moduladas por calcio. Sin embargo, la membrana
plasmatica puede dafarse también directamente por ciertas toxinas bacterianas,
proteinas viricas, componentes liticos del complemento, y una variedad de
agentes fisicos y quimicos. Varios mecanismos bioquimicos pueden contribuir al

dafio de la membrana (76):

* Disfuncion mitocondrial. La funcién mitocondrial defectuosa da lugar a una
sintesis disminuida de fosfolipidos, que afecta a todas las membranas celulares
incluyendo las mismas mitocondrias. A la vez, el aumento en el calcio citosdlico,
asociado con depleccion del ATP, da lugar a una captacion aumentada de Ca?"
por las mitocondrias, avivando las fosfolipasas y dando lugar a una
descomposicion de los fosfolipidos. El resultado neto es la depleccion de

fosfolipidos de las mitocondrias y otras membranas celulares, y la acumulacion de
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acidos grasos libres. En la mitocondria, estos cambios producen defectos de
permeabilidad, tales como los de transicidn de la permeabilidad de la mitocondria

dando lugar a una lesién celular progresiva.

* Pérdida de fosfolipidos de membrana. La lesion celular grave se asocia
con una disminucion en el contenido de fosfolipidos de membrana mediante un
mecanismo de degradacion debido, probablemente, a la activacion de fosfolipasas
enddégenas por los niveles aumentados de calcio citosdlico. La pérdida
fosfolipidica también puede ocurrir secundariamente a una disminucion de la
reacetilacion dependiente de ATP o a una disminucién de la sintesis de novo de

fosfolipidos.

* Anormalidades citoesqueléticas. Los filamentos citoesqueléticos sirven
como anclajes que conectan la membrana plasmatica con el interior de la célula.
La activacion de proteasas por el aumento del calcio citosélico puede producir
dafo en los elementos del citoesqueleto. En presencia de tumefaccion celular,
este cambio da lugar al despegamiento de la membrana celular del citoesqueleto

haciendo que ésta sea susceptible a la distension y ruptura.

* Especies de oxigeno reactivo. Los radicales libres de oxigeno
parcialmente reducido causan lesidn en las membranas celulares y en otros

constituyentes celulares.

* Productos de descomposicion de los lipidos. Incluyen los acidos grasos
libres no esterificados, la acilcarnitina y los lisofosfolipidos, productos catabdlicos
que se sabe se acumulan en las células lesionadas como resultado de la
degradaciéon fosfolipidica. Tienen un efecto detergente sobre las membranas.
Asimismo, pueden bien insertarse en la bicapa lipidica de la membrana o bien
intercambiarse con los fosfolipidos de membrana, causando potencialmente

cambios en la permeabilidad y alteraciones electrofisiolégicas.
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El dafo en la membrana plasmatica da lugar a pérdida del equilibrio
osmoético y aflujo de liquidos e iones, asi como a una pérdida de proteinas,
enzimas, coenzimas y acidos ribonucleicos. Las células también pueden perder
metabolitos, que son vitales en la reconstitucién del ATP, vaciando asi aun mas la
carga neta de fosfatos intracelulares de alta energia. La lesién de las membranas
lisosomales da lugar a la liberacion de sus enzimas en el citoplasma y activacion
de las mismas. Los lisosomas contienen RNasas, DNasas, proteasas, fosfatasas,
flucosidasas y catepsinas. La activacion de esas enzimas da lugar a digestion
enzimatica de los componentes celulares, provocando la pérdida de la
ribonucleoproteina, desoxirribonucleoproteina y glucdégeno, y las células mueren

por necrosis (76).

2.4. LA MAQUINARIA DE MUERTE CELULAR

Algunos aspectos del control celular aparecen so6lo en los organismos
multicelulares. Para desarrollarse y mantenerse normalmente, los organismos
multicelulares deben mantener un equilibrio adecuado del numero de cada tipo
celular en cada uno de sus diversos tejidos. Casi todos estos tipos celulares son
somaticos, es decir, no contribuyen a la linea germinal. Desde un punto de vista
de la propagacion de las especies, la pérdida de células somaticas no supone
ningun problema para el organismo, siempre que las células restantes de ese tipo
proliferen para compensar la pérdida. Por otro lado, dado que las células
defectuosas pueden ser extremadamente perjudiciales, se han desarrollado
mecanismos para eliminar este tipo de células. El proceso se denomina muerte
celular programada o apoptosis. Una cascada de enzimas conocidas como
caspasas producen la muerte celular mediante la destruccidon de numerosos
sistemas estructurales y funcionales de la célula. Una vez que las células estan

muertas, los restos celulares son eliminados por los macrofagos (57).

59



INTRODUCCION

2.4.1. APOPTOSIS

El denominador comun de diversos procesos neoplasicos es el crecimiento
anarquico y autonomo de sus células. Este aumento se debe tanto a una
proliferacion celular intensa como a una muerte celular insuficiente (77, 78).
Consecuentemente, mutaciones y otras alteraciones moleculares que impiden la
apoptosis pueden jugar un importante papel en la patogenia y en la progresién de
distintas neoplasias. La apoptosis es una forma de muerte celular programada
genéticamente que se distingue por la activaciéon de una familia de proteasas
cisterna-aspartato (caspasas) que rompen varias proteinas originando cambios
morfoldgicos y bioquimicos caracteristicos de esta forma de muerte celular. Las
aberraciones en este proceso, que conllevan una reduccién de la muerte celular,
podrian participar en la carcinogénesis favoreciendo la aparicion de mutaciones

transformantes (79).

En los organismos multicelulares, se han desarrollado sistemas de
eliminacion de las células dafadas (células potencialmente perjudiciales) mediante
un mecanismo de autodestruccion denominado muerte celular programada o
apoptosis (57). La apoptosis es el punto final de una cascada de acontecimientos
moleculares que conducen a la activacion de las enzimas proteoliticas
responsables de la muerte celular (65). Aunque este mecanismo de
autodestruccion se activa en respuesta a una diversidad de circunstancias, el
proceso de apoptosis sigue los mismos pasos independientemente de cual haya
sido la circunstancia determinante. Primero se produce la fragmentacion del ADN
cromosémico, la desorganizacion estructural de los organulos y la pérdida de la
morfologia normal de las células (las células apoptoticas se vuelven esféricas).
Luego, las células se descomponen en fragmentos celulares pequefios

denominados cuerpos apoptoticos que son fagocitados por los macrofagos (57).

Los “motores” de la autodestruccion son unas proteasas denominadas
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caspasas, que actuan dirigiendo otras proteinas. Las caspasas son proteinas con
un elevado contenido de cisteinas que cuando se activan cortan en determinados
residuos de aspartato de las proteinas diana. En las células normales, las
caspasas se encuentran en un estado enzimaticamente inactivo denominado
zimogeno. En términos generales, un zimégeno es una forma precursora inactiva
de una enzima cuya longitud excede el tamafo final de la enzima activa. Para
convertir la forma zimogeno en caspasa activa, es necesario que se elimine una

parte del polipéptido mediante ruptura enzimatica o proteolisis (57).

Actualmente, se considera que existen dos tipos de caspasas: iniciadoras y
ejecutoras. Se desconocen, sin embargo, los detalles relativos a como estos dos
tipos de caspasas se organizan para producir la cascada proteolitica. Una
posibilidad es que las caspasas iniciadoras sean activadas por proteolisis en
respuesta a sefiales activadoras procedentes de otras clases de proteinas. Una
vez activadas, las caspasas iniciadoras actuarian sobre las caspasas ejecutoras,

que a su vez actuarian sobre otras proteinas, y asi sucesivamente (57).
2.4.2. GENES REGULADORES DE LA APOPTOSIS

Los genes que evitan o inducen la muerte celular programada son también
variables importantes de la ecuacidn del cancer; ya que el balance entre la
proliferacién, diferenciacion y muerte celular determina el numero de células en

una poblacion, asi como el tamafio y el estado de un tumor.

Uno de los genes reguladores de la apoptosis es el bcl-2, que protege a los
linfocitos de la apoptosis; es decir, evita la muerte celular programada. Por el
hecho de que alarga la supervivencia celular, la expresion excesiva de bcl-2
permite que sobrevengan otras mutaciones que afectan a los proto-oncogenes y a

los genes supresores del cancer (65).

No esta completamente aclarada la base bioquimica de la accién de bcl-2,
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aunque diversos estudios sugieren que bcl-2 inhibe la apoptosis regulando una via

metabdlica antioxidante (80).

Otros genes reguladores de la apoptosis serian: bax, bad y bcl-xS, que

favorecen la muerte celular programada (65).

2.5. DIFERENCIAS ENTRE LAS CELULAS NORMALES Y LAS CELULAS
CANCEROSAS

Un tumor maligno, o cancer, es de naturaleza clonal. Un cancer esta
compuesto por un agregado de células todas ellas derivadas de una célula
fundadora aberrante que, a pesar de estar rodeado por células normales, ha

dejado de estar integrado en ese medio ambiente.

Las células cancerosas suelen distinguirse de las células normales que las
rodean por la manifestacion de una serie de cambios fenotipicos especificos,
como una tasa rapida de division, la invasion de nuevos territorios celulares (las
células cancerosas tienden a viajar al azar a través de los tejidos, penetrar en el
torrente sanguineo y ser transportadas por todo el cuerpo, donde constituyen
nidos para numerosos crecimientos cancerosos nuevos), una tasa metabdlica
elevada, y una morfologia anormal. Por ejemplo, cuando las células epiteliales
normales se colocan en un medio de cultivo, sélo crecen si estan adheridas a la
superficie de la placa de Petri. Ademas, las células epiteliales normales se dividen
hasta que constituyen una monocapa continua. Entonces, de alguna manera,
reconocen que han formado una capa epitelial sencilla y dejan de dividirse. Por el
contrario, las células malignas derivadas de tejido epitelial continuan proliferando y
se apilan unas sobre otras. Claramente, los factores que regulan la diferenciacién

celular normal deben estar alterados (57).

Ciertos canceres también producen factores angiogénicos que determinan
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la neoformacién de muchos vasos sanguineos en su interior, aportando de este
modo los nutrientes necesarios para el desarrollo del cancer (81), puesto que los
tumores sdélidos no pueden crecer entre 1 y 2 mm en diametro sin inducir la
formacion de nuevos vasos sanguineos que les facilite el aporte de nutrientes

necesarios.

La conversién al estado maligno puede ocurrir en muchos tipos celulares
diferentes. Parece que existe un mecanismo general comun que consiste en la
acumulacién de multiples mutaciones en una sola célula que provocan su
proliferacién descontrolada. Algunas de estas mutaciones pueden transmitirse de
padres a hijos a través de la linea germinal, otras surgen de nuevo en el linaje

celular somatico de una célula determinada (57).

Solo una minuscula fraccidon de las células que mutan en el cuerpo originan

un cancer. Existen varias razones para ello (81):

12) La mayoria de las células que han sufrido una mutacion tienen una capacidad
de supervivencia menor que las células normales y, por tanto, sencillamente

mueren.

2%) Sélo unas pocas de las células mutadas que sobreviven se convierten en
cancerosas, porque incluso la mayoria de estas células mutadas siguen teniendo

controles de retroaccion normales que evitan su crecimiento excesivo.

3%) Las células potencialmente cancerosas suelen ser destruidas por el sistema
inmunitario del cuerpo antes de que crezcan en un cancer: la mayoria de las
células mutadas producen en su interior proteinas anormales debido a la
presencia de genes alterados; dichas proteinas estimulan al sistema inmunitario
del cuerpo, apareciendo anticuerpos o linfocitos sensibilizados contra las células
cancerosas Yy las destruyen. Asi, las personas cuyos sistemas inmunitarios estan

suprimidos, como las que reciben farmacos inmunosupresores tras un trasplante
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renal o cardiaco, tienen cinco veces mayor probabilidad de desarrollar cancer.

43) Para provocar un cancer suelen ser necesarios al mismo tiempo varios
oncogenes activados diferentes. Uno de estos genes, por ejemplo, podria
estimular la reproduccion rapida de una linea celular, pero no se produciria un
cancer debido a la ausencia de un gen mutante simultaneo imprescindible para

formar los vasos sanguineos necesarios.

2.6. CARCINOGENESIS

El desarrollo del cancer en el hombre esta determinado por una compleja
sucesion de eventos que normalmente tienen lugar a lo largo de muchos anos
(82). Durante este proceso el genoma de células neoplasicas incipientes adquiere
alelos mutantes de proto-oncogenes, genes supresores de tumores y otros genes
que controlan directa o indirectamente la proliferacion celular. En el genoma de
diversos tipos de neoplasias se han encontrado diferentes combinaciones de estos

alelos mutantes, asi como en el mismo tipo de neoplasia en distintos pacientes.

Los experimentos de transfeccién de ADN revelan que ningun oncogén solo
(ej. myc, ras) puede inducir la transformacion completa de células in vitro pero que
ras y myc juntos pueden transformar fibroblastos. Esta cooperacion es necesaria
porque cada oncogén esta especializado en inducir parte del fenotipo necesario
para la transformacién completa. Asi, en este ejemplo, el oncogén ras induce a las
células a secretar factores de crecimiento y les permite crecer sin anclaje a un
sustrato normal, mientras que el oncogén myc vuelve a las células mas sensibles
a factores de crecimiento e inmortaliza células. Myc y bcl-2 también cooperan en

la transformacion neoplasica (65).

Practicamente todos los tumores de las células somaticas se deben a una

serie de mutaciones especificas que se acumulan dentro de la célula. Se ha visto
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que estas mutaciones pueden clasificarse en unas cuantas categorias principales:
las que aumentan la capacidad proliferativa de las células, las que disminuyen la
susceptibilidad de una célula a la apoptosis, o las que producen un incremento en
la tasa general de mutacion de la célula, aumentando asi la probabilidad de que

ocurran mutaciones que afecten a la proliferacion o a la apoptosis (57).

El numero de genes implicados en los distintos pasos de la transformacion
neoplasica aumenta a medida que se investiga sobre el tema. Recientes estudios
sobre la transformacién experimental de células humanas indican que la alteracién
de un limitado numero de vias reguladoras celulares es suficiente para que una
amplia variedad de células normales adquieran un fenotipo tumoral. Estos
resultados sugieren una serie de principios genéticos y celulares que pueden
gobernar muchos de los distintos tipos de cancer humano (83).

Actualmente se acepta que la mayoria de los tumores soélidos resultan de
un proceso de multiples pasos de acumulacion de alteraciones genéticas que
implican la activacion de varios oncogenes y la pérdida de dos o mas genes
supresores de cancer (84, 85). Estas dos alteraciones representan un paso crucial
en la progresion desde una célula normal hasta un tumor maligno. Un ejemplo de
la adquisicion creciente de un fenotipo maligno seria el estudio del carcinoma de
colon. Se cree que estas lesiones evolucionan a través de una serie de etapas
identificables morfolégicamente: hiperplasia epitelial de colon, formaciéon de
adenomas que crecen progresivamente y que terminan por sufrir la transformacion
maligna. El modelo molecular de la evolucién de este tipo de cancer comenzaria
por la inactivacion del gen supresor del tumor APC, seguida de la activacioén de ras
y terminando por la pérdida de los genes ddc y p53 (aunque se considera menos
importante el orden de mutacién que su acumulacién total, pudiendo en algunos

casos invertirse el orden de mutaciones anteriormente descritos) (65).

Sabemos que muchas mutaciones subyacen a la carcinogénesis, pero no
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sabemos si las numerosas mutaciones de las células cancerosas surgen
independientemente o si son el resultado de la lesidn genética de uno o mas
“‘genes mutadores” clave. Existe un gen en el cromosoma 2p15-16 que de alguna
forma regula o influye sobre las mutaciones en cientos o posiblemente miles de
otros loci. Este gen se descubrid en el cancer de colon hereditario no vinculado a
poliposis y se ha denominado gen del cancer de colon familiar (fcc: familiar colon
carcinoma). Se ha visto que aproximadamente el 13% de los canceres de colon
esporadicos muestran también mutaciones de fcc y que el producto del gen fcc
esta involucrado en la reparacion del ADN. Cuando se esta copiando un filamento
de ADN, la proteina de fcc parece actuar como un “corrector ortografico”. Si existe
un error que determina un emparejamiento erroneo de bases (ej. el
emparejamiento de G con T, en vez del normal de A con T), el producto del gen
fcc dirige a la maquinaria de reparacion del ADN para que lo corrija. Sin este
corrector ortografico se acumulan lentamente errores en varios genes, incluyendo

los que regulan el crecimiento celular (65).

2.7. ANGIOGENESIS
El término angiogénesis significa crecimiento de nuevos vasos sanguineos.

Todos los tejidos del cuerpo tienen que tener un suministro constante de
sangre, la cual proporciona oxigeno y nutrientes esenciales para sobrevivir. Cada
vez que se dafian los vasos sanguineos, desde la concepcion hasta la muerte,
proteinas y moléculas especiales llamadas factores de crecimiento se dirigen al

sitio dafiado para promover el desarrollo de nuevos vasos sanguineos.

Irbnicamente, la angiogénesis, que es esencial para la vida misma, se ha
convertido en un blanco fundamental en la lucha contra el cancer. Los tumores

necesitan también un suministro de sangre confiable para sobrevivir, y los mismos
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factores angiogénicos que ayudan a mantener a los tejidos vitales también ayudan

a mantener a los tejidos cancerosos.

La angiogénesis se produce principalmente en respuesta a factores
angiogénicos liberados por los tejidos isquémicos, tejidos que crecen rapidamente
o tejidos con tasas metabdlicas excesivas. El proceso consta de multiples pasos
que parecen estar regulados tanto por factores estimulantes como por factores
inhibidores. Los factores angiogénicos mejor caracterizados son el factor de
crecimiento de células endoteliales, el factor de crecimiento fibroblastico y la
angiogenina. Para que un tumor crezca, tiene que liberar mas factores

estimulantes que factores inhibidores en el tejido circundante.

El hecho de que los tumores también produzcan inhibidores angiogénicos
resulta ser muy importante para explicar la metastasis, que es la propagacion del
cancer a otras partes del cuerpo y la principal razon de las muertes relacionadas
con esta enfermedad. Frecuentemente, metastasis pequefas, microscopicas, en
areas del cuerpo alejadas del tumor primario, permanecen inactivas durante afos
y empiezan a crecer soélo después que el tumor primario es extirpado. Esto sucede
porque el tumor primario ha estado liberando inhibidores angiogénicos en el
torrente sanguineo y cuando estos inhibidores desaparecen los tumores
microscopicos empiezan a crecer. Los investigadores esperan que evitando la
angiogeénesis ellos puedan evitar que estas metastasis microscépicas crezcan.
Ademas, si un tumor no se ha propagado a otras areas y ha sido tratado
efectivamente con agentes antiangiogénicos es menos probable que ocurra la
metastasis, debido a que hay menos vasos sanguineos disponibles para que las

células cancerosas se diseminen desde el tumor.

El crecimiento tumoral esta asociado con una actividad celular elevada
donde el aumento del soporte sanguineo es crucial para la continuacion de su

desarrollo. Los pasos criticos para la neovascularizacion incluyen la degradacion
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de la matriz extracelular, la proliferacion de células endoteliales, y la migracion y
remodelacién de la matriz extracelular. Se ha asociado la angiogénesis con la
aparicion de metastasis y una disminucién de la supervivencia de pacientes con

varios tipos de tumores, incluyendo el COCE.

Los factores asociados con la angiogénesis en los COCE han sido
utilizados como dianas terapéuticas en nuevas modalidades de tratamiento del
cancer oral. Los tumores solidos no pueden crecer entre 1 y 2 mm en diametro sin
inducir la formacién de nuevos vasos sanguineos que les facilite el aporte de
nutrientes necesarios. El bloqueo del desarrollo de nuevos vasos sanguineos priva
al tumor de nutrientes y oxigeno, y por lo tanto, inhibiria el crecimiento del tumor y
su diseminacién a otras zonas del organismo. Actualmente existen distintas
estrategias anti-angiogénesis siendo investigadas en ensayos clinicos: 1) bloqueo
de la habilidad de las ceélulas endoteliales en romper la matriz extracelular
adyacente, utilizando inhibidores de las metaloproteinasas (MMPs); 2) inhibicion
directa del crecimiento de las células endoteliales; 3) bloqueo de los factores que
estimulan la angiogénesis, por ejemplo el bloqueo de la sefial del factor de
crecimiento vascular endotelial (VEGF); y 4) bloqueo de las integrinas, moléculas
de la superficie de las células epiteliales que garantizan la supervivencia de las

células endoteliales y promueven la angiogénesis (86).

2.8. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

Como nos hemos referido anteriormente, el estudio molecular del cancer
oral implica investigar el material genético de las propias células del tejido tumoral,
y observar si existen alteraciones o no con respecto al tejido normal. Existen
numerosas técnicas de biologia molecular para estudiar directamente el ADN
tumoral, tanto en el propio tejido, como mediante la manipulacion previa del

mismo. Entre las mas difundidas encontramos la hibridacion in situ, la técnica de
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Southern Blot (que puede ser considerada como una de las precursoras de los
microarrays), Northern Blot, PCR (reaccion en cadena de la polimerasa), las

técnicas de secuenciacion automatica y los microarrays de ADN.

La hibridacion in situ consiste en la unidén especifica o hibridacién de
fragmentos marcados de ADN monocatenario o de ARN, con sus secuencias
complementarias. Para ello, se utilizan sondas complementarias de un fragmento
conocido de ADN, que se marcan con un isétopo radiactivo o bien con una
sustancia colorante (41). La importancia de que la técnica se realice in situ, es
decir, que se visualice la reaccion en las células del tejido original, radica en que
de esta forma es posible detectar la localizacion exacta en el tejido de un
determinado gen o qué tipos celulares lo expresan. La hibridacion in situ se utiliza
primordialmente en la deteccion de bajo numero de copias de virus, tanto virus no
carcinégenos (CMV) como carcindgenos (PVH, HBV, VEB) (87, 88, 89).

La técnica de Southern blot permite el analisis de ADN gendémico o
fragmentos definidos de ADN después de la digestion con enzimas o
endonucleasas de restriccion. Cada enzima de restriccidon reconoce secuencias
especificas diferentes, por lo que distintas moléculas de ADN pueden ser digeridas
por diferentes enzimas de restriccion, en base a su secuencia de nucleoétidos (41).
Previamente a su hibridacion, el ADN se aisla del resto de los componentes
celulares y, una vez digerido con las enzimas de restriccion adecuadas, se
separan mediante electroforesis los distintos fragmentos originados, en base a sus
diferentes tamafos. Los fragmentos separados, que presentan en el gel un patrén
de distribucion que es caracteristico de cada acido nucleico, pueden ser
transferidos desde el gel a soportes sélidos (membranas de nitrocelulosa o nylon),
conservando el mismo patrén de distribucién que presentaban. Posteriormente, las
membranas con el ADN se exponen a una sonda marcada, que hibridara con
aquellas secuencias que presenten homologia con ella, haciendo posible su

visualizacién en funcion del tipo de marcaje de la sonda. La transferencia del ADN
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contenido en un gel a membranas de nitrocelulosa o de nylon puede realizarse por
capilaridad, aplicando la membrana sobre el gel y sobre ella papel absorbente,
que arrastre en un tampon adecuado los fragmentos nucleotidicos. Esta técnica se
utiliza en el diagnéstico y deteccion de portadores de enfermedades monogénicas,
cuando se conoce la mutaciéon responsable de la enfermedad. Requiere que se
conozca cual es la mutacién responsable de la enfermedad y que el gen haya sido
clonado, para poder disponer de una sonda especifica, o que exista una sonda de

algun marcador ligado a la enfermedad (90, 91).

Empleando el mismo procedimiento, pero empleando ARN en lugar de
ADN, se realiza la técnica de Northern blot. Con esta técnica podemos conocer si
un determinado gen se expresa o no en el tejido u 6rgano estudiado, ya que

permite la deteccion del ARNm correspondiente (92, 93).

Un avance significativo en las técnicas de biologia molecular se produce
con el descubrimiento de la técnica denominada “reaccion en cadena de la
polimerasa” o PCR (polymerase chain reaction) desarrollada por Kary Mullis a
mediados de los afios 80. Es un método enzimatico que permite obtener multiples
copias a partir de un segmento predeterminado de ADN. Las muestras pueden
obtenerse de material de autopsias, biopsias y muestras citologicas. Es una técnica
extremadamente sensible, ya que es suficiente con disponer de una unica célula.
Esta técnica requiere una enzima especial, la Tag-polimerasa, que afiade el primer
nucleétido al cebador o primer y posteriormente los nucleétidos necesarios,
replicando el fragmento que queremos multiplicar. Una vez amplificado el ADN,
éste puede identificarse mediante electroforesis en gel de agarosa o mediante
Southern blot. Es una técnica con multiples aplicaciones, ya que se utiliza como
paso previo a cualquier otra técnica que requiera utilizar cantidades importantes
de ADN. Se utiliza por ejemplo, para la deteccién de expresidn de oncogenes y
genes supresores tumorales en neoplasias, clonalidad de linfomas, identificacion

de agentes infecciosos como virus, bacterias y micobacterias y en el estudio de
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mutaciones (94, 95, 96).

Durante la segunda mitad del siglo XX, los bidlogos moleculares se han
concentrado basicamente en la realizacién de estudios sobre un gen concreto o
una proteina concreta. Sin embargo, a medida que entramos en la “era genémica”,
este tipo de investigaciones ha ido evolucionando desde el estudio de sistemas de
una sola variable hasta el estudio de interacciones mucho mas complejas y con
multitud de variables a la vez. Asi, en lugar de estudiar la expresion de genes
individuales, las nuevas tecnologias permiten investigar la expresion de una parte
o incluso todos los genes de una célula o un tejido, es decir, su perfil de expresion
geénica.

La nueva tecnologia de arrays, también denominados chips o matrices de
ADN, proporciona por primera vez, la capacidad de analizar los niveles de
expresion de decenas de miles de genes en un tejido concreto y en un momento
determinado. Ademas, los arrays no s6lo proporcionan informacion estatica sobre
la expresion génica (en qué tejido se esta expresando el gen), sino también
informacién dinamica (la relacién de los patrones de expresion de un gen

determinado con el resto de genes del array) (97).

Un array de ADN es un montaje ordenado de decenas, centenas o miles de
moléculas individuales de ADN, con una secuencia conocida, sobre un soporte

fisico.

Los experimentos por medio de arrays consisten en analizar la interaccion
resultante de la combinacion de un grupo de moléculas, como fragmentos de
ARN, ADN, proteinas, anticuerpos, etc., con otro grupo predeterminado y conocido

de moléculas diana.

En funcién del tamafo de los puntos o spots, podemos diferenciar entre

macroarrays y microarrays. En los macroarrays el punto o spot tiene un tamafo de
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alrededor de 300 micras o mayor y en los microarrays el tamafio del punto es de
alrededor de 200 micras de diametro o menor.

Los arrays se fundamentan en una propiedad del ADN: el emparejamiento
complementario de sus bases. EI ADN consta de cuatro bloques de construccion,
reconocidos por la primera letra de sus bases quimicas: A (adenina), C (citosina),
G (guanina) y T (timina).

En una cadena de ADN la base adenina so6lo se emparejara con timina (su
complementaria) de otra cadena y la base citosina solo lo hara con guanina. Por
tanto, si una molécula de ADN de una muestra de tejido se une a una sonda con
una secuencia conocida, conoceremos también la secuencia de la muestra

(puesto que sera la complementaria).

Cada una de las sondas de ADN se dispone en un lugar determinado de la
rejilla o micromatriz, parecida a un tablero de ajedrez, y las moléculas de ADN que
se vierten sobre la plantilla portan un marcador fluorescente que puede detectarse
con un scanner. Una vez leida la micromatriz por el scanner, los datos se

convierten en una impresion con un codigo de colores (Figura 2).
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Figura 2. Modelo de experimento con arrays. Se extraen las muestras de ADNc de dos

poblaciones celulares diferentes (por ejemplo tejido tumoral y tejido sano) y se marcan con los

fluorocromos Cy3 (verde) y Cy5 (rojo). Posteriormente se hibridan con las sondas de ADN

fijadas en el array. Tras el escaneado, obtenemos la imagen final de diferentes colores: verde

para la muestra A, rojo para la muestra B, y colores intermedios como amarillo o marrén como

resultado de la mezcla de ambos fluorocromos.

Puesto que el microarray proporciona una foto instantanea de la actividad

genética para miles de genes, los datos de muchos experimentos pueden ser

comparados y asi, genes que tengan patrones de actividad consecuentes pueden

ser agrupados. De esta forma, los genes que caracterizan un estado celular

particular, como la malignidad, pueden ser identificados proporcionando asi nueva

informacidén sobre la biologia del estado celular (98).
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Mediante el uso de arrays de ADN se pueden analizar de cientos a miles de

variantes genéticas (polimorfismos o mutaciones) simultaneamente.

El material o soporte fisico sobre el que se va a generar la matriz es un
componente fundamental del proceso. Dependiendo de su composicion y
resistencia, se podran llevar a cabo determinados procesos de lavado y
eliminacion de uniones inespecificas, podran o no ser reutilizados, y soportaran
diferentes mecanismos de revelado. Ademas, el tipo de soporte fisico utilizado,

puede condicionar de forma muy importante el coste de fabricacidon del array.

La actividad de cada gen en el microarray puede ser comparada en dos
poblaciones celulares diferentes (A y B). Esto es muy util en el estudio de tumores
malignos ya que permite comparar las diferencias de expresion génica que

aparecen en el tejido tumoral en relacién al tejido sano.

En la actualidad, los arrays en general, y en particular los arrays de ADN,
constituyen una herramienta fundamental en la investigacion genética. Sus
aplicaciones son innumerables, entre las que se destacan la monitorizacién de la
expresion génica, deteccidon de mutaciones y polimorfismos, secuenciacion,
diagnostico clinico, screening y aplicaciones farmacoldgicas, seguimiento de

terapia, medicina preventiva, etc.
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3.- BASES MOLECULARES DEL CARCINOMA ORAL DE
CELULAS ESCAMOSAS

Aunque ya existen modelos preliminares de progresion molecular para la
carcinogénesis del cancer oral, como los descritos por Califano y cols. (99) en
1996, y por Ha y cols. en 2003 (100), todavia desconocemos las vias concretas y
las reacciones moleculares precisas que acontecen durante la progresion de estos

tumores.

Califano y cols. en 1996 (99), y Mao en 1997 (101), demostraron la
asociacion de alteraciones cromosdémicas estructurales con la aparicion del cancer
oral; entre ellas, la asociacion existente entre displasia y alteraciones en las
regiones cromosomicas 9p21, 3p21 y 17p13; entre carcinoma in situ y alteraciones

en 11913, 13921 y 14q31; y entre carcinoma invasivo y alteraciones en 4q26-28,

6p, 8p y 8q.

Recientemente, se ha producido una gran revolucion en el estudio de la
expresion génica en el cancer oral. Sin embargo, sélo un pequefio conjunto de
genes ha podido ser implicado, de forma consistente, con la carcinogénesis del
cancer oral. Algunos genes han demostrado una fuerte asociaciéon con el
desarrollo del carcinoma oral, como p53 (asociado con el 90% de los carcinomas
orales de células escamosas); p76 (asociado con el 70%); o el gen APC
(implicado en el 50%) (101). Ademas, los tres estan localizados en regiones
asociadas con el desarrollo de estos tumores: 17p13 en el caso de p53; 9p21 en el

caso de p16 y 5921-22 en el caso de APC. Otras anomalias moleculares, como la
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alteracion en la expresion de DOC-1 y RAR-B, no asociadas a alteraciones

cromosomicas estructurales, también han sido asociadas con el cancer oral (102).

Scully y cols. en 2000 (103, 104, 105), publicaron una revision muy
detallada de los factores genéticos y moleculares asociados al carcinoma de
células escamosas de cabeza y cuello, incluyendo las rutas metabdlicas de la
carcinogénesis, los factores que intervienen en la reparacion del ADN, las
alteraciones en el ciclo celular y las anomalias cromosdmicas, asi como las
aplicaciones clinico-patoldgicas derivadas de la identificacion de todas estas
anomalias. Han visto que son multiples las aberraciones genéticas asociadas a
tumores observadas en la displasia oral y en el carcinoma de células escamosas
de cabeza y cuello, y que es evidente que el cancer es un proceso en multiples
pasos que implica una serie de eventos moleculares aberrantes que afectan a una
serie de genes, cuyo resultado final es un crecimiento celular desordenado (104).
Pero parece claro que es el acumulo de eventos genéticos el que determina la

progresion a la malignidad (99).

3.1. CARCINOMA ORAL DE CELULAS ESCAMOSAS Y MICROARRAYS DE
ADN

Para conseguir identificar la expresién génica asociada al COCE, muchos
investigadores han combinado técnicas de hibridacion de arrays de ADN, con
otras técnicas moleculares que permiten examinar la expresion génica diferencial.
Los arrays de ADN son una tecnologia muy reciente cuya historia se remonta a
mediados de los afos 80 (106, 107). Las primeras referencias en la literatura
sobre su desarrollo hay que buscarlas a principios de la década de los noventa
(108, 109), donde encontramos los primeros articulos sobre el descubrimiento y
utilidad de los chips de ADN, terminologia que ha ido perdiendo uso en favor del

término arrays de ADN.
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Aunque existen algunas publicaciones al respecto entre los afos 1994 vy
1997, es en 1998 cuando la experimentacion con arrays despega definitivamente y
en tan sélo 5 afos han aparecido numerosos articulos bibliograficos que describen
estudios basados en esta tecnologia. Entre ellos, los relacionados con el estudio
del cancer ocupan un lugar destacado, siendo muy numerosos los trabajos
relacionados sobre todo con canceres de mama y colon, pero también con

linfomas, cancer de prostata y cancer de pulmén (110, 111, 112, 113, 114, 115).

En 1998, Chang y cols. (116) publicaron el primer articulo de microarrays
aplicados al estudio del cancer oral. En este articulo, se refiere por primera vez el
uso de microarrays de ADN para caracterizar los genes que sufren
transformaciones durante la progresion del cancer oral. Encontraron 69 genes con
alteraciones en su expresion en lineas celulares de COCE y de queratinocitos

orales inmortalizados por medio de infeccion con el virus del papiloma humano.

Sin embargo, todavia hubo que esperar hasta el afio 2000 para empezar a
encontrar de forma habitual referencias bibliograficas sobre el uso de arrays de
ADN como herramienta en el estudio del COCE (8, 117, 118, 119).

En la actualidad, son multiples los estudios acerca de microarrays y el
carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello y, concretamente, con el
COCE (120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130). La mayoria de
estos estudios establecen la hipotesis de una posible asociacion entre un numero
variable de genes y el carcinoma de células escamosas. Muchos de ellos son
genes conocidos y previamente descritos, mientras que otros nunca han sido
analizados con detenimiento y se desconoce su funcién biolégica. A partir de estos
estudios con arrays de ADN, estos nuevos genes pueden ser investigados

individualmente para descifrar su naturaleza y funcién.
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3.2. GENES SOBREEXPRESADOS EN EL CARCINOMA ORAL DE CELULAS
ESCAMOSAS SEGUN UN ESTUDIO CON EL ARRAY ATLAS GLASS HUMAN
3.8 1 MICROARRAY

Uno de los trabajos acerca de microarrays y el cancer oral es el realizado
por nuestro grupo de investigacién (11), en el que se estudian 5 pacientes con
COCE vy se analiza la expresion génica diferencial del COCE mediante el array
Atlas Glass Human 3.8 | Microarray (AGHM). Este microarray consta de 3.757
oligonucledtidos y 9 genes housekeeping, asi como controles hasta completar un
total de 3.888 spots. Los genes seleccionados son genes conocidos y bien

caracterizados que abarcan un rango amplio de funciones bioldgicas.

Somoza y cols. (11) encuentran 426 genes que presentan diferencias
estadisticamente significativas entre tejido tumoral y tejido normal. De éstos, 322
(75,58%) aparecen inducidos o sobreexpresados y 104 (24,41%) reprimidos o

subexpresados.

Basandonos en la funcion que cada gen desempefia en las células, en la
Tabla 3 se muestran las distintas categorias funcionales asi como el porcentaje de
los 426 genes que presentan alteraciones de expresion. En la Tabla 4 aparecen
los grupos funcionales mas significativos en los 322 genes sobreexpresados en el
tumor, y en la Tabla 5 los grupos funcionales mas significativos en los 104 genes

subexpresados en el tumor.
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CATEGORIAS FUNCIONALES %
proteinas implicadas en el metabolismo celular 18.77%
transductores y moduladores intracelulares 12.44%
proteinas y factores de transcripcion 12.20%
proteinas reguladoras del trafico celular 9.15%
receptores celulares 8.92%
proteinas de canal y transportadores de membrana 6.33%
proteinas de traduccién 6.10%
proteinas asociadas al citoesqueleto 5.86%
proteinas modificadoras 5.16%
proteinas de adhesion celular 5.16%
proteinas de comunicacion extracelular 4.46%
proteinas de modificacidon post-traduccion 4.22%
proteinas transportadoras extracelulares 3.99%
proteinas cuya funcion no ha sido descrita 3.99%
proteinas de respuesta al estrés 3.28%
proteinas implicadas en la sintesis, recombinacion y reparacion del ADN | 2.58%
proteinas de procesamiento, modificacion y transporte de ADN 2.58%
oncogenes y genes supresores tumorales 2.58%
proteinas de la matriz extracelular 1.87%
proteinas del sistema inmunoldgico 1.87%
antigenos de superficie celular 1.87%
proteinas asociadas a la apoptosis 1.40%
proteinas de unién a ADN y a cromatina 1.17%
proteinas asociadas al ciclo celular 0.70%

Tabla 3. Distribucién funcional y porcentual de los 426 genes con

cambios en su expresion normal (11)
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CATEGORIAS FUNCIONALES %

Proteinas implicadas en el metabolismo celular | 21.11%

Transductores y moduladores intracelulares 11.18%
Proteinas y factores de transcripcion 10.24%
Receptores celulares 10.24%

Tabla 4. Grupos funcionales mas significativos en los 322

genes sobreexpresados en el tumor (11)

CATEGORIAS FUNCIONALES %
Proteinas y factores de transcripcién 18.26%
Transductores y moduladores intracelulares 16.34%

Proteinas implicadas en el metabolismo celular | 11.53%

Proteinas reguladoras del trafico celular 10.57%

Tabla 5. Grupos funcionales mas significativos en los 104

genes subexpresados en el tumor (11)

En el Anexo | se muestra la relacion de los genes sobreexpresados en el

tejido tumoral segun Somoza y cols. (11).

De lo antes expuesto se concluye que aparecen una gran cantidad de
genes sobreexpresados en el tejido tumoral cuya funcion no esta claramente
determinada. Aunque seria interminable enumerar todos aquellos y sus
caracteristicas diferenciadoras, nos vamos a referir exclusivamente a los genes
que han tenido una relacion directa con el objetivo de nuestro trabajo, como son:
ADRBK2, ADRB1, ADRA2B, AXIN 2, ATP6V1C1y ATP6VOE, que describiremos a

continuacion.
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e ADRBK2 (adrenergic, beta, receptor kinase 2)

Este gen, también denominado GRK3 6 BARK?2, se localiza en el brazo

largo del cromosoma 22 en posicion 11 (22q11).

Es un receptor kinasa beta-adrenérgico que fosforila especificamente la
forma agonista del beta-adrenérgico y se relaciona con los receptores unidos a la
proteina G. Globalmente, la enzima ADRBK2 tiene un 85% de similitud de los
aminoacidos con ADRBK1, con el dominio catalitico de la proteina kinasa teniendo
un 95% de similitud. El ARNm de ADRBK2 es aproximadamente de 8 kilobases
con una distribucién similar a ADRBK1. Estos datos sugieren la existencia de una
familia de receptores kinasas con una actividad reguladora de la funcion del

receptor (131).

Los receptores beta-adrenérgicos transducen sefales de catecolaminas,
norepinefrina y epinefrina, a la proteina G, que se activa en presencia de la
proteina transmembrana adenilciclasa para producir el segundo mensajero AMPc
(Figura 3). Este activa a la proteina kinasa AMPc-dependiente (PKA o proteina
kinasa A), la cual estda implicada en numerosas cascadas de sefializacion

paralelas altamente especificas.
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Figura 3. Mecanismo de actuacion de los receptores adrenérgicos.

La distribucion en los tejidos de ADRBK2 es fundamentalmente en el
cerebro y el bazo, seguido del pulmon, corazén vy riidn (131). Aparece altamente
expresado en la via dopaminérgica en el sistema nervioso central, y media la
desensibilizacion homologa de una variedad de neurotransmisores y hormonas
mediante la fosforilacion de receptores unidos a la proteina G (GPCRs) (132). Se
piensa que este gen podria estar relacionado con la fosforilacion y posiblemente la
desensibilizacion de multiples receptores ligados a adenilciclasa y que estaria
implicado en la regulacién de diversos receptores unidos a la proteina G (131,
133).

Un polimorfismo en la region promotora de ADRBK2 se ha asociado a un
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trastorno bipolar (132, 133). También se ha presentado ADRBK2 como un gen
candidato que podria estar implicado en la expresién de desérdenes respiratorios

durante el suefno (134).

Este gen se ha encontrado en librerias de ADNc del Proyecto de Anatomia
del Genoma del Cancer (Cancer Genome Anatomy Project) (135) perteneciente a
diversos tipos de tejidos: adiposo, células B, hueso, encéfalo, cartilago, cerebelo,
cerebro, colon, endocrino, esofago, ojo, feto, tracto gastrointestinal, geniturinario,
célula germinal, cabeza y cuello, corazon, rifidn, higado, pulmén, nédulo linfatico,
linforreticular, glandula mamaria, musculo, nervios, ovarios, pancreas, islotes
pancreaticos, sistema nervioso periférico, placenta, prostata, retina, piel, bazo,
célula madre, estbmago, célula T, testiculo, tiroides, tejido no caracterizado, utero

y vascular.

En el Anexo Il se muestra la informacién referente a este gen y su
distribucion en los distintos tejidos del organismo, segun la base de datos del
Proyecto de Anatomia del Genoma del Cancer (135), cuya primera meta ha sido
recopilar un catalogo completo de todos los genes expresados en las células de

diversos tumores.

Se han descrito varias actividades funcionales segun el Instituto

Bioinformatico Europeo (European Bioinformatics Institute) (135) (Tabla 6):
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Actividades funcionales:

-fosforilacion de aminoacidos de las proteinas
-transduccion de senales

-union a ATP

-actividad kinasa del receptor acoplado a proteina G
-actividad kinasa del receptor beta-adrenérgico
-actividad kinasa

-actividad protein-kinasa

-actividad kinasa proteina serina-treonina

-actividad transduccion de sefiales

-actividad transferasa

Tabla 6. Actividades funcionales del gen ADRBK2 (135)

ADRB1 (adrenergic, beta-1-, receptor)

Este gen, también conocido como RHR, B1AR, ADRB1R 6 BETA1AR, se

localiza en el brazo largo del cromosoma 10 en posicidén 24-26 (10924-g26).

Los receptores beta-adrenérgicos (beta 1, beta 2 y beta 3) son una familia

prototipo de receptores ligados a proteinas reguladoras de union de nucleétidos

guanina que median muchos de los efectos fisioldgicos de la hormona epinefrina y

del neurotransmisor norepinefrina (136).

ADRB1 es un miembro de la familia de receptores transmembrana ligados a

proteina G, que se une a ésta para activar adenilciclasa (137, 138). Es el subtipo

receptor beta-adrenérgico mas abundante en el cerebro mamifero y presenta un

patréon de expresion predominantemente neuronal (139).
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Los receptores unidos a proteina G (GPCRs) son clasicamente conocidos
por transducir sefales extracelulares intracelularmente mediante las subunidades
alfa, beta y gamma de la proteina G. La unién de formas agonistas promueve un
cambio conformacional en GPCRs, permitiendo la liberacién de beta y gamma y el
cambio del nucledtido guanina en la subunidad alfa que se une con GTP, por lo
que puede estimular varios mensajeros secundarios intracelulares como

adenilciclasa o fosfolipasa C (140) (Figura 3).

Dentro de los efectos de GPCRs se encuentran la estimulaciéon de la
fosforilacion de las proteinas celulares, la activacién de cascadas de proteinas
kinasas activadas por mitdégenos, el crecimiento celular y la proliferacion (141, 142,
143).

La activacion del receptor ADRB1 promueve la estimulacion, mediada por
proteinas G, de adenilciclasa (144), permitiendo un incremento de las
concentraciones intracelulares de AMPc (145). Recientemente se ha estudiado un
polimorfismo de ADRB1 que consiste en un cambio C/G en el primer nucledtido
del codén 389, codificando las isoformas proteicas Arg-389 y Gly-389
respectivamente (146). Esta variacion se localiza en una regién critica para la
union de proteina G, y la forma Arg-389 del receptor se asocia con la interaccion
proteica ADRB1-proteina G resultando en una mayor activacion de los efectos de
adenilciclasa (147). Sorprendentemente, las subunidades beta de la proteina G se
ha visto que juegan un papel importante en la unién de proteinas G a ADRB1
(144).

De acuerdo con estudios previos se sabe que AMPc regula la sintesis y
secrecion de APP (proteina precursora de amiloide); asi, el aumento de APP es
paralelo al aumento de los niveles de AMPc. Se ha visto que las células con los
alelos ADRB1 C/GNB3 T mostraron un incremento a la proteina APP en las
células HEK-293 (células humanas de rifidn embriodnico) y de neuroblastoma SK-

N-MC (lineas celulares de neuroblastoma humano). Los mismos resultados se
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obtuvieron con los niveles de ARNm usando RT-PCR semi-cuantitativa y

microarrays de ADN (145).

Se ha visto que la combinacién de polimorfismos en GNB3 y ADRB1
produce susceptibilidad para la enfermedad de Alzheimer cambiando la respuesta
celular a la estimulacion adrenérgica (145). La presencia de los alelos ADRB1 Cy
GNB3 T conlleva un riesgo para la enfermedad de Alzheimer que podria estar
asociado con un aumento de respuesta beta-adrenérgica en las células
neuronales in vivo. Esta combinaciéon de polimorfismos también resulta en un
aumento de la activacion de MAPK (kinasas activadas por mitégenos) y APP en
células HEK-293 y en SK-N-MC (145). Las kinasas activadas por mitégenos
(MAPK) contribuyen a la transmision de estimulos extracelulares que terminan
finalmente en la fosforilacion directa o indirecta de varios factores de transcripcion

produciendo alteraciones en la expresion génica.

La activacion adrenérgica podria promover el aumento de los niveles de
AMPc intracelulares mediados por la proteina G/adenilciclasa permitiendo un
incremento de la actividad de la proteina kinasa AMPc-dependiente (PKA), siendo
éste el mecanismo predominante por el cual este segundo mensajero controla la

funcion celular (145).

El aumento de los niveles de AMPc podria incrementar la expresién de
APOE (apolipoproteina E) (148) y una fosforilacion elevada de tau (proteina
implicada en la enfermedad de Alzheimer) (149). APOE es responsable del
transporte de lipidos a los drganos. Sus variantes genéticas E2, E3 y E4
determinan las concentraciones de lipidos en la sangre y la variante E4 se ha
asociado ademas con mayor riesgo de enfermedad cardiovascular, enfermedad de

Alzheimer y cancer de mama.

El nucledtido ciclico Ras GEF (CNrasGEF) es una proteina que puede

activar Rap1 independientemente de AMPc (150) y activar Ras en respuesta a

86



INTRODUCCION

AMPc intracelular elevado de una forma independiente a PKA (151). ADRB1 se
une directamente al dominio PDZ de CNrasGEF permitiendo la activacion de Ras
inducida por agonistas mediante el AMPc generado por la activacion de la
subunidad alfa de la proteina G. Por lo tanto, la estimulacion de ADRB1 puede
activar directamente la subunidad alfa de la proteina G y CNrasGEF, y estas

proteinas actuaran conjuntamente activando Ras (140).

También se ha asociado un polimorfismo de ADRB1 con la hipertension

(152) y con desordenes psiquiatricos en personas con ansiedad elevada (153).

ADRB1 se encuentra en diversos tejidos, pero se expresa
fundamentalmente en el corazén, donde media los efectos de la epinefrina en la
funcion cardiaca (154), en el cerebro, donde juega un papel fundamental en la

regulacién de la plasticidad sinaptica (155) y en la formacion de la memoria (156).

Se han descrito varias actividades funcionales segun el GOA (Gene
Ontology Annotation) (Tabla 7) y se ha visto que interviene en diversos procesos
como la via de sefializacion de receptores unidos a proteina G, la activacion de

adenilciclasa y la transduccion de sefiales (135).
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Actividades funcionales:

-actividad adrenoceptor
-actividad receptor betal-adrenérgico
-actividad receptor

-actividad receptor similar a rodopsina

Tabla 7. Actividades funcionales del gen ADRB1 (135)

e ADRA2B (adrenergic, alpha-2B-, receptor)

Este gen, también conocido como ADRA2L1, ADRARL1, ADRA2RL1 6

ALPHAZ2BAR, se localiza en la region centromérica del cromosoma 2 (2p13-q13).

Los receptores alfa2-adrenérgicos son miembros de la superfamilia de
receptores ligados a la proteina G. Incluyen 3 subtipos homodlogos: alfa 2A, alfa 2B
y alfa 2C, que son codificados por genes distintos y tienen una distribucién
diferente a nivel de los tejidos y las células, pero sus propiedades farmacoldgicas

son similares (157).

Estos receptores se expresan fundamentalmente en el sistema nervioso
central y periférico. El sistema nervioso simpatico regula la funcion cardiovascular
mediante la activacion de receptores adrenérgicos en el corazdn, los vasos
sanguineos y el rindn. Los receptores alfa2-adrenérgicos tienen un papel decisivo
en la regulacion de la liberacidn de neurotransmisores de los nervios simpaticos y

de las neuronas adrenérgicas en el sistema nervioso central (158).

Este gen codifica el subtipo alfa 2B, que se observd se asociaba con la
subunidad alfa del factor de iniciacién eucaridtico 2B (elF-2B), una proteina de

intercambio del nucleétido guanina que funciona en la regulacion de la traduccion.
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Estudios funcionales sugieren que la interaccion con esta proteina puede estar
implicada en la regulacion de la senalizacion mediada por receptores (159). Se ha

relacionado este subtipo alfa 2B con la regulacion de la presion sanguinea (160).

Una variante polimorfica del subtipo alfa 2B se asocia con la reduccion de la
tasa metabdlica basal en sujetos obesos y puede contribuir en la patogénesis de la
obesidad (157). Es conocida desde hace tiempo la influencia que los receptores
alfa2-adrenérgicos tienen en el metabolismo mediante la inhibicién de la secrecion

de insulina y la lipdlisis (161).

Se ha observado una asociacién entre un polimorfismo de este gen y un
mayor riesgo de infarto agudo de miocardio y muerte subita por parada cardiaca
(162).

Los receptores alfa2-adrenérgicos median la inhibicion inducida por

catecolaminas de la adenilciclasa mediante la accion de las proteinas G (Figura 3).

Se localiza como una proteina integral de membrana. La secuencia de
aminoacidos es la de una proteina de membrana (52,2% en la membrana

plasmatica).

Se han descrito varias actividades funcionales segun el GOA (Tabla 8) y se
ha visto que interviene en diversos procesos como la via de senalizacion de
receptores unidos a proteina G, la sefializacion célula-célula y la transducciéon de

sefales (135).
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Actividades funcionales:

-actividad adrenoceptor
-actividad receptor alfa2-adrenérgico
-actividad receptor

-actividad receptor similar a rodopsina

Tabla 8. Actividades funcionales del gen ADRA2B (135)

e AXIN 2

Este gen, también conocido como conductin o axil, se localiza en el brazo
largo del cromosoma 17 en posicion 24 (17q24) (163), regidén que frecuentemente
muestra una pérdida de heterozigosidad en el cancer de mama (164),

neuroblastoma (165), carcinoma hepatocelular (166) y otros tumores.

Juega un importante papel en la regulacién de la estabilidad de beta-
catenina, como sus homologos conductin en el raton y axil en la rata. Se ha visto
que ambos son reguladores negativos de la via Wnt/beta-catenina (167), la
activacion de esta via se ha relacionado directamente con la proliferacion celular y
la apoptosis (168), y con la carcinogénesis del cancer de colon (169). En el ratén,
conductin organiza un complejo multiproteico de poliposis adenomatosa de colon
(APC), beta-catenina, GSK3B (kinasa serina/treonina) y conductin, que dirige la
degradacién de beta-catenina y regula los niveles citosolicos de ésta. La
activacion de la via Wnt inhibe la actividad de GSK3B, causando un acumulo de
beta-catenina en el citoplasma y en el nucleo permitiendo la transcripcion de
diversos genes (168). Aparentemente, la desregulacién de beta-catenina es un

acontecimiento importante en la formacion de ciertos tumores (163, 170).
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La beta-catenina es una proteina con una funcién dual que interviene en
dos procesos totalmente distintos: por un lado, es una proteina estructural que
forma parte de las uniones entre células epiteliales vecinas y regula la adhesién
célula-célula mediante la interaccién con cadherina (proteina transmembrana),
contactando asi sus citoesqueletos y constituyendo un fuerte ensamblaje que
conecta las células entre si (Figura 4). Pero también esta proteina puede actuar
como un coactivador transcripcional de genes implicados en la proliferacion
celular. La beta-catenina, como todas las proteinas, esta sometida a una cinética
de sintesis y degradacion. Habitualmente la beta-catenina existe en el citoplasma,
unida a cadherina, en una forma no fosforilada. La degradacion de esta proteina
queda determinada por su fosforilacion, y es la maquinaria de fosforilacion la que
la célula utiliza para regular este proceso (170). Parece que la funcién principal del
gen AXIN 2 es promover la fosforilacion de beta-catenina mediante la kinasa
serina/treonina GSK3B (163) (Figura 5). Cuando la velocidad de sintesis es mayor
que la de degradacion tenemos mayor disponibilidad de beta-catenina
citoplasmatica (no fosforilada), ésta puede translocarse en el nucleo y unirse a
factores de transcripcion que resultaran activados, determinando asi la
transcripcién de una serie de genes especificos (ciclina D1, c-myc, etc) que se han

relacionado con la carcinogénesis (171) (Figura 6).
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Figura 5. Vinculo entre la adhesion celular y la via de sefalizacion de Wnt. Se observa la adhesion

célula-célula mediante la interaccion 3-catenina/cadherina, asi como el papel de AXIN 2 en la via
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Figura 6. Movimiento de 3-catenina al nucleo determinando la transcripcién de genes

especificos.

Mutaciones en este gen elevan los niveles de beta-catenina, proteina
asociada al desarrollo del cancer colorrectal. Liu y cols. (172) examinaron el ADN
de 105 canceres colorrectales, de los que 45 tenian errores celulares asociados a

este gen. También se han asociado mutaciones en AXIN 2 con agenesias

dentales familiares (173).

Analisis mediante Northern blot han mostrado que AXIN 2 se expresa en
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gran medida en érganos como el timo, la préstata, los testiculos, el intestino

delgado y los ovarios, pero se expresa levemente en el colon (163).

Este gen se ha encontrado en librerias de ADNc del Proyecto de Anatomia
del Genoma del Cancer (135) perteneciente a diversos tipos de tejidos: corteza
suprarrenal, cerebro, cartilago, cerebelo, colon, endocrino, ojo, feto, tracto
gastrointestinal, geniturinario, célula germinal, corazén, riiidn, higado, pulmon,
linforreticular, glandula mamaria, nervios, ovario, paratiroides, placenta, prostata,
retina, célula madre, estomago, célula T, testiculo, timo, tejido no caracterizado,

utero y vascular.

En el Anexo Il se muestra la informacién referente a este gen y su
distribucién en los distintos tejidos del organismo, segun la base de datos del

Proyecto de Anatomia del Genoma del Cancer (135).

Se han descrito varias actividades funcionales segun el Instituto
Bioinformatico Europeo (135) (Tabla 9):

Actividades funcionales:

-receptor de la via de sefializacion de Wnt
-desarrollo

-transduccion de senales

-intracelular

-actividad transduccion de sefiales

Tabla 9. Actividades funcionales del gen AXIN 2 (135)
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e ATPasas

Las enzimas ATPasas vacuolares (V-ATPasas) son complejas en su
estructura, pero tienen una funcién primaria: emparejar la hidrolisis de ATP con la

translocacion de H+ a través de las membranas bioldgicas (174).

Las H+-ATPasas vacuolares (V-ATPasas) tienen una estructura y un
mecanismo de accion similar a las F-ATPasas. En las células eucaridticas las F-
ATPasas estan confinadas a las organelas semi-auténomas, cloroplastos y
mitocondrias, que contienen sus propios genes que codifican algunas de las
subunidades de las F-ATPasas. En contraste con las F-ATPasas, cuya funcion
primaria en las células eucaridticas es formar ATP a expensas de la fuerza
motivada por protones, las V-ATPasas funcionan exclusivamente como bombas
de protones ATP-dependientes (175). EI ATP es un compuesto quimico labil que
esta presente en todas las células. Es una combinacion de adenosina, ribosa y
tres radicales fosfato. Los ultimos dos radicales fosfato estan unidos al resto de la
molécula por los llamados enlaces de alta energia. La liberacion de cada uno de
los dos radicales fosfato libera 12.000 calorias de energia. Después de que el ATP
pierde un radical fosfato, este compuesto pasa a ser difosfato de adenosina
(ADP), y tras la pérdida del segundo radical fosfato, se convierte en monofosfato
de adenosina (AMP). El ATP esta presente en cualquier punto del citoplasma y del
nucleoplasma de todas las células, y practicamente todos los mecanismos
fisiolégicos que necesitan energia para operar la obtienen directamente del ATP. A
su vez, los alimentos se oxidan de forma gradual en la célula, y la energia liberada
se utiliza para volver a formar ATP, manteniendo siempre un aporte de esta
sustancia; toda esta transferencia de energia tiene lugar por medio de las
reacciones acopladas. En resumen, el ATP es un compuesto intermediario que
tiene la capacidad peculiar de participar en muchas reacciones acopladas:
reacciones con el alimento para extraer la energia y reacciones con muchos

mecanismos fisioldgicos para proporcionar energia para su funcion. Por esta
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razon, al ATP se le ha llamado “moneda de energia” del organismo, que puede

ganarse y gastarse una y otra vez (176).

La fuerza motivada por protones generada por las V-ATPasas en organelas
y membranas de las células eucaridticas es utilizada como una fuerza de

conduccién por numerosos procesos de transporte secundario (174).

Las V-ATPasas translocan protones a través de membranas de diversas
organelas intracelulares (lisosomas, endosomas, granulos secretores, etc.). Este
transporte es electrogénico, y establece un gradiente de pH acido y un potencial
transmembrana positivo dentro de estos compartimentos intracelulares (177). La
actividad de las V-ATPasas es esencial para muchos procesos celulares,
incluyendo el trafico de membrana intracelular, procesamiento y degradacion de
proteinas, y endocitosis mediada por receptores. Las V-ATPasas estan también
presentes en la membrana plasmatica de células especializadas secretoras de

protones (174).

Las V-ATPasas fueron detectadas por primera vez en organelas
conectadas con el sistema vacuolar. Estas proporcionan la mayoria de la energia
requerida para los procesos de transporte en varias organelas del sistema

vacuolar de las células eucarioticas (174).

La fuerza de conduccidon para el acumulo de neurotransmisores en las
vesiculas sinapticas, es la fuerza motivada por protones generada por V-ATPasas.
Estas enzimas también son vitales para las principales funciones de los

endosomas y el aparato de Golgi (174).

La fuerza motivada por Na+, producida por la ATPasa Na+/K+ fue
ampliamente reconocida como el principal dador de energia de la membrana
plasmatica en las células animales. Recientemente se descubrié que las V-

ATPasas son mas importantes que las Na+/K+-ATPasas para proporcionar
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energia a las membranas plasmaticas animales (174). La V-ATPasa usualmente
se localiza de forma apical a las membranas plasmaticas de las células
epiteliales, hacia el lado citoplasmatico de la membrana, y bombea H+ hacia fuera.
Este bombeo de protones permite siempre un voltaje trans-positivo, pero
acompafnado de diversos eventos este voltaje puede desaparecer y el trans-
compartimento puede volverse acido, basico, o neutral, dependiendo de la
naturaleza de canales paralelos o portadores que acompanan el protén (178). Por
esta razén, las V-ATPasas pueden proporcionar energia a la membrana, regular el

pH intracelular y causar una acidificaciéon o alcalinizacion extracelular (174).

La estructura, funcion, biogénesis y regulacion de las V-ATPasas ha sido
ampliamente revisada por Stevens y Forgac (179), por lo que explicaremos las
subunidades estructurales de V-ATPasa segun la nomenclatura propuesta por

dichos autores.

Se ha visto que las V-ATPasas son casi idénticas en la composicién de sus
subunidades en todas las células eucaridticas. Estan compuestas por 2
estructuras distintas: un sector catalitico periférico (V4) y un sector de membrana
hidrofébico (Vo). El sector catalitico esta compuesto por 5 polipéptidos diferentes
conocidos como subunidades A, B, C, D y E en orden decreciente, por el peso
molecular de 72 a 33kDa, respectivamente. Recientes avances en el conocimiento
acerca del mecanismo de accién de las F-ATPasas han clarificado las relaciones
entre la funcién y la estructura de cada una de las subunidades individuales de las
enzimas. A cada subunidad de la V-ATPasa se le asigna de una a cuatro partes

de un complejo mecanoquimico (174) (Figura 7):

1.-Unidad catalitica
2.-Tronco o tallo
3.-Gancho

4 -Turbina
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Catalyiie

A n V-ATPase

Huook

Turbine

Figura 7. Subunidades estructurales de V-ATPasa. Distribucion de
varias subunidades en 4 partes funcionales de la enzima: Catalytic:

unidad catalitica; Shaft: tronco o tallo; Hook: gancho; Turbine: turbina.

La funcidn principal del sector catalitico es unir ATP y catalizar la hidrdlisis

de ATP, mientras que la funcién principal del sector de membrana es conducir
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protones a través de la membrana (174). La energia de estos dos procesos es
capaz de catalizar cambios conformacionales inducidos por la via mecanoquimica.
De acuerdo con este concepto, Paul Boyer (180) propuso hace 2 décadas que la
hidrdlisis catalizada por las subunidades alfa y beta de F-ATPasa induciran un
momento de rotacion en el tallo que rotara la turbina y las bombas de protones a
través de la membrana. El gancho previene la rotacion de la unidad catalitica
(Figura 7).

A continuacién, analizaremos la estructura y funcion de las subunidades

individualmente (174):
1.-Subunidades cataliticas

1A.- Subunidad A: peso molecular de 68kDa. Su funcion es unir ATP

y catalizar su hidrdlisis.

1B.- Subunidad B: tiene un peso molecular de 57kDa. Funciona
como una subunidad reguladora que contiene el sitio de union de ATP y, ademas,
podria contribuir como remanente importante para la funcion catalitica de la
subunidad A.

2.-Tallo o tronco

2A.- Subunidad D: peso molecular de 28kDa. Podria jugar un papel
importante en la unién entre la hidrdlisis de ATP y el bombeo de protones. Esta
subunidad se comporta como el tallo rotatorio que adquiere su momento de
rotacion de cambios conformacionales en la subunidad A y da el torque a la

turbina y los protones en el sector de membrana.
3.-Gancho

3A.- Subunidad E: peso molecular de 27kDa. La estructura de esta

subunidad contiene alfa-hélices alongadas, por lo que se ha sugerido que podria
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ser una parte del tallo. Aunque hoy dia se propone que el estatus funcional de la

subunidad E sea en el gancho, que era considerado en el pasado parte del tallo.

3B.- Subunidad G: su peso molecular es de 13kDa. Esta subunidad
presenta una homologia significativa con la subunidad b de las F-ATPasas. Puesto
que la subunidad b es una parte de F( y funciona como un gancho que previene la
rotacion de las subunidades cataliticas, se ha sugerido que la subunidad G puede
tener una funcién similar en las V-ATPasas actuando como parte del gancho

durante la reaccion catalitica.
4 -Turbina

4A.- Subunidad C: peso molecular de 16kDa. Se cree que es la
principal subunidad relacionada con la translocacion de protones a través de la

membrana.

4B.- Subunidades C° y C’": peso molecular de 17 y 19kDa
respectivamente. Cada una de estas subunidades parece ser esencial para la

actividad de la enzima.

4C.- Subunidad A: peso molecular de 95kDa. Una copia de esta

subunidad es necesaria para la actividad y/o el armazén de la enzima.

4D.- Subunidad d: peso molecular de 40kDa. Se asocia
periféricamente con el sector de membrana V, en la cara citosdlica de la

membrana, pero contiene un segmento transmembrana no aparente.
5.-Otras subunidades

5A.- Subunidad F: peso molecular de 14kDa. La inhibicién de la
actividad de ATPasa (la hidrélisis de ATP y el transporte de protones) puede

producirse por anticuerpos especificos para esta subunidad.
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5B.- Subunidad H: peso molecular de 54kDa. Esta subunidad es
probable que funcione en la regulacion de la actividad de la enzima y en la
comunicacion entre la V-ATPasa y las proteinas conectadas con otros procesos

celulares.

Se sabe que las células tumorales se desarrollan en un microambiente
hipoxico con un pH extracelular acido. Para sobrevivir en este ambiente, las
células tumorales deben exhibir un sistema regulador del pH citosdlico adinamico.
Se piensa que las V-ATPasas, que normalmente residen en las organelas acidas,
se localizan también en la superficie celular, regulando el pH y exacerbando la
habilidad migratoria de las células metastaticas. Las V-ATPasas pueden
proporcionar energia a la membrana, regular el pH intracelular y causar una

acidificacion o alcalinizacion extracelular (174).

Datos inmunohistoquimicos revelaron que la V-ATPasa se localiza en la
membrana plasmatica de las células cancerigenas del cancer de mama y que lo
hace de forma prominente en las células altamente metastaticas y con menor
intensidad en las células de bajo poder metastatico. El flujo de protones via V-
ATPasa evaluado por espectroscopio fluorescente en células vivas fue mayor en
las células mas metastaticas que en las menos metastaticas. Curiosamente, las
células con poco poder metastatico usaban preferentemente los mecanismos de
transporte basados en Na+/H+ y HCOj3, mientras que células con alto poder
metastatico usaban V-ATPasas. Ademas, estas células eran mas invasivas vy
migratorias que las de bajo poder metastatico. Estos datos indican que las V-
ATPasas localizadas en la membrana plasmatica estan implicadas en la

adquisicion de un fenotipo mas metastatico.

o ATP6V1C1 (ATPase, H+ transporting, lysosomal 42kDa, V1 subunit C,

isoform 1)

Este gen, también conocido como VATC, Vmab, ATP6C, ATP6D 6
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FLJ20057, se localiza en el brazo largo del cromosoma 8 en posicion 22 (8g22.3).
Codifica un componente vacuolar de la ATPasa (V-ATPasa), una multisubunidad
enzimatica que media la acidificacion de las organelas intracelulares eucaritticas.
La acidificacion de organelas dependientes de V-ATPasa es necesaria para
procesos intracelulares como clasificacién de proteinas, activacion de zimégeno,
endocitosis mediada por receptores y generacion de un gradiente protonico de

vesiculas sinapticas.

V-ATPasa se compone de un dominio V1 citosolico y un dominio VO
transmembrana. El dominio V1 consiste en: 3 subunidades A y 3 subunidades B, 2
subunidades G y subunidades C, D, E, F y H. El dominio V1 contiene el sitio
catalitico de ATP y el dominio VO consiste en 5 subunidades distintas: a,c,c’, ¢’y
d. La subunidad C es analoga pero no homodloga a la gamma subnidad de las F-
ATPasas. Dos variantes de transcripcion alternativas que codifican distintas

isoformas se han encontrado en este gen.

ATP6V1C1 se ha encontrado en librerias de ADNc del Proyecto de
Anatomia del Genoma del Cancer (135) perteneciente a diversos tipos de tejidos:
corteza suprarrenal, células B, hueso, médula 6sea, encéfalo, cartilago, cerebro,
cuello uterino, colon, oido, endocrino, ojo, feto, tracto gastrointestinal,
geniturinario, célula germinal, cabeza y cuello, corazoén, rifidn, higado, pulmon,
nodulo linfatico, linforreticular, glandula mamaria, musculo, nervios, ovarios,
pancreas, islotes pancreaticos, sistema nervioso periférico, glandula pineal,
glandula pituitaria, placenta, combinacién de distintos tejidos, prostata, glandula
salival, piel, bazo, célula madre, estomago, célula T, testiculo, timo, tejido no

caracterizado, utero y vascular.

En el Anexo Il se muestra la informacién referente a este gen y su
distribucion en los distintos tejidos del organismo, segun la base de datos del

Proyecto de Anatomia del Genoma del Cancer (135).

102



INTRODUCCION

Se han descrito varias actividades funcionales segun el Instituto
Bioinformatico Europeo (135) (Tabla 10):

Actividades funcionales

-biosintesis de ATP

-transporte de protones acoplado a la sintesis de ATP

-transporte de iones

-transporte

-membrana plasmatica

-complejo ATPasa de transporte de protones

-unién de ATP

-actividad transportadora de iones hidrogeno

-actividad ATPasa transportadora de hidrogeno con mecanismo rotacional
-actividad hidrolasa

-actividad hidrolasa catalizando el movimiento transmembrana de sustancias

-actividad transportadora

Tabla 10. Actividades funcionales del gen ATP6V1C1 (135)

e ATP6VOE (ATPase, H+ transporting, lysosomal 9kDa, VO subunit e)

Este gen, también conocido como M9.2, ATP6H, Vma21 6 VmaZ2ip, se
localiza en el brazo largo del cromosoma 5 en posicion 35 (5935.1). Codifica un
componente vacuolar de la ATPasa (V-ATPasa), una multisubunidad enzimatica
que media la acidificacion de las organelas intracelulares eucariéticas. V-ATPasa
se compone de un dominio V1 citosdlico y un dominio VO transmembrana. El

dominio V1 consiste en un hexamero de 3 subunidades A y 3 subunidades B, 2
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subunidades G plus, C, D, E, F y H. El dominio V1 contiene el sitio catalitico de
ATP. EI dominio VO consiste en 5 subunidades distintas: a, ¢, ¢, ¢ y d. La

proteina codificada es parte de la subunidad V0.

ATP6VOE se ha encontrado en librerias de ADNc del Proyecto de Anatomia
del Genoma del Cancer (135) perteneciente a diversos tipos de tejidos: corteza
suprarrenal, células B, hueso, médula ésea, encéfalo, cartilago, cerebro, colon,
endocrino, esofago, ojo, feto, tracto gastrointestinal, geniturinario, célula germinal,
cabeza y cuello, corazén, rindn, higado, pulmdn, nddulo linfatico, linforreticular,
glandula mamaria, musculo, nervios, ovario, pancreas, islotes pancreaticos,
paratiroides, sistema nervioso periférico, glandula pituitaria, placenta, prostata,
retina, glandula salival, piel, bazo, célula madre, estobmago, célula T, testiculo,
tiroides, tejido no caracterizado, utero y vascular.

En el Anexo Il se muestra la informacién referente a este gen y su
distribucion en los distintos tejidos del organismo, segun la base de datos del

Proyecto de Anatomia del Genoma del Cancer (135).

Se han descrito varias actividades funcionales segun el Instituto
Bioinformatico Europeo (135) (Tabla 11):
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Actividades funcionales

-transporte de protones acoplado a la sintesis de ATP

-transporte de iones

-transporte de protones

-transporte

-integral de membrana

-fraccion de membrana

-complejo ATPasa de transporte de protones

-actividad transportadora de iones hidrogeno

-actividad ATPasa transportadora de hidrégeno con un mecanismo rotacional
-actividad de sintesis de ATP transportando hidrégeno con un mecanismo rotacional

-actividad hidrolasa

-actividad transportadora

Tabla 11. Actividades funcionales del gen ATP6VOE (135)
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4.- VALIDACION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS CON
MICROARRAYS DE ADN

El analisis de la expresidn génica mediante el uso de arrays de ADNc es
claramente reproducible y fiable. Sin embargo, los resultados de estos ensayos,
debido a la complejidad misma del proceso, pueden verse afectados por multiples
variables desde la preparacion de la muestra al analisis de las imagenes finales.
Entre otros problemas, la eficiencia de la reaccién de retrotranscripcion se ve
afectada tanto por las enzimas empleadas como por los primers y estructuras
secundarias del ARN mismo, con lo que esto puede afectar a la representacion de
los transcritos poco abundantes. Esto se une a que no existe un consenso sobre la

significacion de las diferencias en la intensidad de hibridacion (10).

Actualmente, la tecnologia de arrays es fundamentalmente util a la hora de
establecer un patron general de expresioén génica y de llevar a cabo un screening
previo de expresion génica diferencial. La validacién de tales resultados requiere
un método alternativo como el Northern blot. La PCR en tiempo real permite
evaluar la acumulacién de producto durante la fase logaritmica de la reaccion de
PCR vy actualmente es la estrategia mas segura y reproducible para la
cuantificacion génica, y el método mas utilizado para validar los resultados de
expresion génica obtenidos mediante la tecnologia de arrays (10, 181, 182). Hasta
ese momento, los genes seleccionados han de ser considerados como candidatos
a estar realmente implicados en el proceso de estudio sirviendo como listado de

partida para dichas comprobaciones, aunque en muchos de los estudios en los
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que se utiliza esta doble metodologia, se demuestra que los resultados obtenidos
con microarrays no difieren sustancialmente de los obtenidos con técnicas

convencionales.

4.1. PCR CUANTITATIVA EN TIEMPO REAL

La tecnologia de la PCR cuantitativa en tiempo real (RT-gPCR) es un
método que permite la cuantificacion de acidos nucleicos con gran exactitud y
fiabilidad. La clave en la PCR cuantitativa es la posibilidad de detectar en tiempo
real la amplificacion de un fragmento de interés. Combina el método de
amplificacién de la PCR desarrollado por Mullis, con la utilizacion de moléculas de
fluorocromo para poder monitorizar paso a paso y de manera cuantificable el

proceso de amplificacién de un segmento especifico de ADN de interés.

Esta técnica se realiza en un equipo que integra una PCR convencional y
un espectrofluorimetro que determina la fluorescencia que se produce en el tubo
de amplificaciéon en todo momento a lo largo del proceso (Figura 8). El fluoréforo
esta presente constantemente en el medio de la reaccidén y la sefial obtenida al
final de cada ciclo de amplificacion se representa en una grafica frente al nimero
de ciclos y se obtiene una curva que muestra el transcurso del proceso. El equipo
utiliza un laser para emitir la luz que excita el fluoréforo y la tecnologia de las
camaras de diodos computerizadas (CCD) para determinar la fluorescencia
emitida a distintas longitudes de onda en funcién del fluoréforo que se utilice. La
camara CCD suele ser multicanal, lo que le permite realizar varios analisis

simultaneos en el mismo tubo de PCR.

Para llevar a cabo esta técnica se necesita un termociclador con capacidad
para detectar y medir la fluorescencia. La exactitud y la precision de los aparatos

de RT-PCR se ven afectadas, en gran medida, por la razén sefal o ruido, la cual
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depende del formato de deteccién (fluoréforos) y de la calidad del sistema optico.
Otro parametro a tener en cuenta es la homogeneidad de la temperatura dentro
del instrumento, ya que la menor desviacion de la temperatura llevaria a una

cuantificacién erronea.

Figura 8. PCR Cuantitativo ABI PRISM 7000 Sequence Detection System. Applied Biosystems.

Las estrategias de marcaje disponibles son multiples (Figura 9), pero las

mas ampliamente utilizadas se basan en sondas Tagman o SYBR green.

El SYBR-Green | (Figura 9a) es un fluoréforo especifico de ADN bicatenario
muy usado en la RT-PCR. Este fluoréforo se une con gran afinidad al surco menor
del ADN bicatenario, aumentando su fluorescencia unas 1000 veces. Aunque de
gran sensibilidad, es un marcador de acidos nucleicos en general y por tanto no
asegura la especificidad. Este formato de deteccion necesita una puesta a punto
previa para que la PCR no amplifique productos inespecificos que luego el
fluoroforo detectaria, introduciendo errores en el posterior analisis de los

resultados.

Para detectar especificamente una secuencia se utilizan sondas de
oligonucledtidos etiquetadas con fluoréforos con distintas formas de deteccién. La
intensidad de la senal se relaciona con la cantidad de producto de PCR de dos

formas: a) una disminucion del amortiguamiento de la fluorescencia dependiente

109



INTRODUCCION

del producto, en la que el fluoréforo, la molécula delatora, y el amortiguador,
quencher, se separan al unirse la sonda a la diana (Figura 9c, d, e, f); b) un
incremento de la transferencia de energia resonante fluorescente, FRET, del
donador al fluoroforo aceptor al quedar cercanos cuando se une la sonda a la
diana (Figura 9b).

o

Figura 9. Formatos de deteccion. D: donador; A: aceptor; R: delator (fluoréforo); Q:

amortiguador. a) SYBR-Green [; b) sondas de hibridacion; c) sondas “tagman”; d)

balizas moleculares; e) sondas “Sunrise”; f) sondas escorpién
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Para el andlisis cuantitativo del producto, se analiza la curva de
amplificacién. El nimero de copias de la diana al inicio de la reacciéon se puede
cuantificar con gran precision a través del ciclo umbral (Ct). El Ct es el nimero de
ciclos necesarios para que se produzca un aumento de fluorescencia significativo
con respecto a la seial de base, y es inversamente proporcional a la cantidad
inicial de moléculas molde. De esta manera, utilizando muestras patrones que
contienen diluciones seriadas de concentraciones conocidas de la diana, se
construye una recta de calibrado que relaciona los Ct con el logaritmo de la
cantidad inicial de molde (NO). Extrapolando en esta recta los Ct obtenidos para

las muestras problema, se puede estimar el valor de sus NO.

La eficiencia de la reaccion también se puede calcular a partir de los Ct de
los patrones. Para lograr una cuantificacion correcta, la eficiencia de patrones y
muestras problema deben ser iguales, lo que implica una puesta a punto previa de
la PCR.

En caso de conocer la concentracion absoluta de moléculas de molde en
los patrones, los resultados seran absolutos. Pero la cuantificacion absoluta no
siempre es necesaria. Para analizar cambios relativos en la cantidad de transcritos
se elige como patrén un transcrito de referencia que no varie su expresion en los
tratamientos a analizar, normalmente un gen de mantenimiento o housekeeping.
Comparando los Ct del gen de referencia con el gen problema en muestras
tratadas y sin tratar, se pueden determinar cambios relativos en la expresion del

gen problema.
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HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

-HIPOTESIS DE TRABAJO: Los genes ADRBK2, ADRB1, ADRA2B, AXIN 2,
ATP6V1C1 y ATP6VOE se sobreexpresan en el COCE en relacién a la mucosa

oral normal. La confirmacion o no de esta sobreexpresion puede informarnos
acerca de los mecanismos moleculares en los que estos genes estan implicados

en la aparicién y desarrollo del COCE.

-OBJETIVOS:

1.- Estudiar mediante RT-gPCR en el COCE y en la mucosa oral normal la
expresion de los genes ADRBK2, ADRB1 y ADRAZ2B, pertenecientes a la familia

de los receptores adrenérgicos.

2.- Estudiar mediante RT-gPCR en el COCE y en la mucosa oral normal la

expresion del gen AXIN 2.

3.- Estudiar mediante RT-gPCR en el COCE y en la mucosa oral normal la
expresion de las ATPasas ATP6V1C1y ATP6VOE.
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MATERIAL Y METODO

El presente estudio ha recibido el visto bueno del Comité Etico de la

Universidad de Santiago de Compostela.

1.- SELECCION DE PACIENTES

Se seleccionan 8 pacientes intervenidos quirdrgicamente de forma
consecutiva de COCE en el Servicio de Cirugia Maxilofacial del Complejo
Hospitalario Universitario de Santiago de Compostela en el periodo de tiempo
comprendido entre marzo de 2004 y marzo de 2005, que no hayan recibido
tratamiento de quimioterapia ni radioterapia anteriormente al tratamiento

quirurgico.

De cada historia clinica se tienen en cuenta las siguientes variables: edad,

sexo, consumo de tabaco, localizacion del tumor y estadio del tumor.
1.1.- Edad y sexo
La edad media de presentacion es de 62,12 afios + 22,57 (rango 25-92).
De los 8 pacientes, 4 (50%) son hombres y 4 (50%) mujeres.
1.2.-Consumo de tabaco

De los 8 pacientes, 5 (62,5%) son fumadores y 3 (37,5%) no fumadores;

considerando como fumador aquel paciente que lleve 5 6 mas anos fumando.
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1.3.- Localizacion del tumor

En los ocho casos se trata de tumores primarios intraorales: 5 localizados
en la lengua (62,5%), 2 en el paladar blando (25%) y 1 en la premaxila (12,5%)
(Tabla 12).

LOCALIZACION  N°DE CASOS %

Lengua 5 62,5
Paladar Blando 2 25
Premaxila 1 12,5

Tabla 12. Localizacion del tumor primario

1.4.- Estadio del tumor

Se han clasificado los tumores en funcion del estadio tumoral en el
momento del diagndstico segun la 52 edicion del Manual de Estadiaje del Cancer

del American Joint Committee on Cancer (42).

En el momento del diagndstico, uno de los tumores esta en estadio |
(12,5%), 2 en estadio Il (25,%), 1 en estadio Il (12,5%) y 4 en estadio IV (50%).

En la Tabla 13 se muestra la informacion correspondiente a las variables

estudiadas en cada paciente.
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PACIENTES 1 2 3 4 5 6 7 8
SEXO \% M M \% M M \% Vv
EDAD 57 51 90 54 25 92 52 76
TABACO Si Si No Si No No Si Si
LOCALIZAC

TUMOR lengua p.blando lengua p.blando lengua premaxila lengua lengua
ESTADIO | \% I v v \% 1 I
TUMOR

Tabla 13. Variables de estudio en cada paciente

Los pacientes fueron informados de la naturaleza del estudio en el que iban
a participar y dieron su autorizacion por escrito firmando el correspondiente

consentimiento informado, segun el modelo detallado en el Anexo IlI.

2.- SELECCION DE LOS GENES A ESTUDIO

Como nos hemos referido anteriormente, partimos de un estudio previo
realizado en nuestra unidad acerca del analisis de la expresion génica diferencial
del COCE en relacion a la mucosa oral normal mediante microarrays de ADN (11).
De los 426 genes que en este trabajo mostraron una expresion diferencial entre
mucosa tumoral y mucosa normal, decidimos centrarnos en los genes
sobreexpresados en el tejido tumoral. De los 322 genes sobreexpresados,
seleccionamos 6 de ellos que cumplen una serie de parametros estadisticos y que

pueden ser interesantes dada su funcién bioldgica.

Para su seleccion, aplicamos un método adicional de restriccidon estadistica,

el z-score, que permite eliminar aquellos genes con valores poco homogéneos
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entre las diferentes muestras. Los valores de restriccion utilizados son: z-score >1
y p< 0.05.

Los genes seleccionados son:

-3 genes pertenecientes a la familia de los receptores adrenérgicos:
ADRBK2, ADRB1, ADRA2B. Estos 3 subtipos familiares estan sobreexpresados

sin existir previamente una relacién clara documentada con el cancer.

-El gen AXIN 2, por ser previamente conocida su relacion con el cancer y la
proliferaciéon celular mediante la regulacion de beta-catenina, ampliamente

estudiado en el cancer de colon.

-Las ATPasas ATP6V1C1y ATP6VOE, por ser 2 genes de la misma familia
y cuya actividad como bomba de protones reguladora del pH ya ha sido descrita

en relacion al desarrollo y crecimiento del tumor en otros tipos de cancer.

Para el estudio del nivel de expresién de los genes seleccionados, se
analiza cada gen por separado viendo las diferencias existentes entre la mucosa

oral normal y el tejido tumoral en cada uno de los pacientes estudiados.

3.- METODOLOGIA DE TRABAJO

3.1.- OBTENCION DE LAS MUESTRAS

A cada paciente se le practica una toma de biopsia del tumor y otra de
tejido sano, siguiendo la técnica convencional. La toma de tejido sano se realiza
de la misma regién en la que se encuentra el tumor, pero en el lado contralateral
de la boca. Las muestras se congelan inmediatamente en nitrdgeno liquido
(temperatura de -195° C) tras la toma de la biopsia, y permanecen almacenadas a

dicha temperatura hasta su procesado.
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3.2.- PROCESADO DE LAS MUESTRAS

Las muestras congeladas siguen un proceso de extracciéon de acidos

nucleicos (ARN) y retrotranscripcion para obtener ADNCc.

Todas las muestras son procesadas en el curso de una semana. En todos
los casos el tejido tumoral y su correspondiente normal fueron procesados
simultaneamente, todo ello para evitar diferencias en cuanto al almacenamiento o
bien debidas al estado de los productos empleados que pudieran alterar la
relacion de cantidad y calidad entre ambos tejidos. Todo el experimento se realiza

por duplicado.
Los pasos a seguir son los siguientes:
1.- Homogeneizacion

Se separa un fragmento de aproximadamente 30 mg de tejido congelado,
que se tritura lentamente en un mortero en presencia de nitrégeno liquido hasta
conseguir su pulverizacion completa. Entre muestra y muestra se lava
cuidadosamente el mortero y todo el equipo con agua tratada con dietil
pirocarbonato (DEPC).

2.-Extraccion del ARN total

A partir del tejido homogeneizado se obtiene el ARN total empleando el kit
RNeasy minikit (Qiagen, Hilden, Alemania) siguiendo el protocolo especificado.
Este kit emplea una membrana para retener el ARN que, tras un lavado para

eliminar impurezas, se eluye.

La integridad del ARN se comprueba mediante electroforesis en gel de

agarosa al 1%.

3.-Retrotranscripcion
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A partir del ARN obtenido se procede a una reaccidon de retrotranscripcion
empleando la transcriptasa reversa AMV (Roche Diagnostics, Mannheim,
Alemania) y Random Primer (Roche). Las cantidades de producto para un

volumen final de 20 microlitros vienen especificadas por el fabricante.

Se incuba la mezcla a 37°C durante una hora y tras la desnaturalizacion de
la transcriptasa a 65°C durante 10 minutos se almacena el ADNc obtenido a -20°C

hasta su utilizacion.

Para comprobar la integridad y calidad del ADNc se realiza la amplificacion
del gen housekeeping Glucos-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) en el equipo de
PCR en tiempo real "LigthCycler" (Roche).

3.3.- CUANTIFICACION POR PCR EN TIEMPO REAL

Se cuantifica la presencia en las muestras de transcritos de los genes
ADRBK2, ADRB1, ADRA2B, AXIN 2, ATP6V1C1y ATP6VOE, mediante el empleo

de sondas tagman.

En los ensayos basados en la actividad 5’ nucleasa (Figura 10), una sonda
oligonucleotidica especifica hibrida con un secuencia situada entre los dos primers
de amplificacion. Esta sonda estd marcada con un fluoréforo en su extremo 5’

llamado reporter y otro fluoroforo en el extremo 3’ llamado quencher.

La sonda presenta una modificacion en su extremo 3’ que impide su

extension durante la amplificacion.

La ruptura de la sonda por la actividad 5-3’ exonucleasa de la Taq
polimerasa durante la elongacion de la cadena libera el reporter v,
consiguientemente, de la proximidad del quencher 3’, incrementandose la

intensidad de la emisién del reporter (Figura 10).

El ciclo en el que la intensidad de la emision de una muestra sobrepasa la
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linea de base (ruido de fondo), se conoce como ciclo umbral (Ct, threshold cycle)
y es inversamente proporcional a la concentracién de secuencias diana de la
sonda: a mayor concentracion de ADNc diana, menor es el numero de ciclos de

amplificacién requeridos para detectarla.

Cromo-4 (MJ Research, Cambridge, Estados Unidos) es un equipo de
tiempo real que emplea placas de 96 pocillos. Durante la PCR la sonda tagman
que hibrida con la secuencia diana se rompe debido a la actividad 5’ exonucleasa
de la polimerasa, liberando el fluoroforo reporter (6-carboxi-fluoresceina, FAM) del
quencher (6-carboxi-tetrametil-rodamina, TAMRA). Un laser excita los electrones
de las moléculas del reporter, 1o que se traduce en una emision entre 500 y 600
nm que es capturada a través de cables de fibra oOptica y focalizada en un
detector. La sefal es procesada y analizada por medio de un software instalado en

el equipo.

Las intensidades de las emisiones de las reacciones se miden
secuencialmente cada pocos segundos, evaluandose la relacion de intensidades
entre los fluoroforos del reporter y del quencher. Dado que la intensidad del
fluoréforo del quencher varia minimamente durante la PCR, se puede emplear

para normalizar las variaciones en la intensidad del reporter.

Durante la PCR el software calcula un valor denominado Rn segun la

ecuacion: Rn = (Rn+) — (Rn-).

Rn+ es la intensidad del reporter dividida por la intensidad del quencher en
el ciclo n de la PCR, y Rn- es la intensidad del reporter dividida por la intensidad
del quencher del ciclo n-1 previo de amplificacion. Asi, Rn representa la cantidad
de sonda hibridada y rota por la actividad 5’ nucleasa. Un valor de Rn se calcula
por cada ciclo durante la fase de elongacion y se representa contra el numero de

ciclos en un diagrama, generandose asi una curva de amplificacion (Figura 11).
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Figura 10. Cuantificacion por PCR en tiempo real.
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Los ensayos tagman para cada uno de los genes fueron disefiados por
Applied Biosystems (Foster City, Estados Unidos), (Assay-by-design). Las mezclas
provistas incluyen todos los reactivos necesarios salvo el ADNc de la muestra y

funcionan con un protocolo unico y comun a todos.

En la Figura 11 se muestra la grafica correspondiente a la RT-qgPCR para
uno de los genes estudiados, donde se representa la intensidad de sefal del
fluoréforo frente al numero de ciclos. Esta curva mide la cuantificacion del ARNm;

es decir, el nivel de expresion de un gen.

— Data and Standard:
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Figura 11. A la izquierda aparece la grafica correspondiente a la RT-gPCR para uno de los genes
estudiados, donde la linea horizontal discontinua se corresponde con el Ct: ciclo en el que la
intensidad de la emisiéon de una muestra sobrepasa la linea de base (ruido de fondo). La grafica de
la derecha representa la recta de calibrado del gen. El valor de r nos indica la calidad de la curva

(su valor se comprende entre 0 y 1): cuanto mas cercano sea a 1 la calidad de la curva es mayor.

4.- NORMALIZACION DE DATOS

Las curvas de expresiéon de cada gen se normalizan utilizando un gen

housekeeping (GUS) que se expresa siempre y en una tasa constante en todas
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las células.

Para hallar el incremento/disminucion de la expresion del gen nos basamos
siempre en los valores del gen GUS: si conocemos las cantidades de ADNc inicial
calculadas a partir del Ct empleando la curva patrén del gen GUS y la cantidad de
ADNCc inicial para el gen estudiado en la muestra de mucosa normal, podemos
establecer una relacion para hallar la cantidad de ADNc que corresponderia al gen
estudiado en la muestra de tumor. Una vez realizada esta operacién, hallamos la
diferencia entre el valor que tenemos en la muestra tumoral del gen estudiado y el
que hemos obtenido tras realizar los calculos con los valores de referencia, y
vemos si esta diferencia tiene un valor positivo o negativo: si el valor es positivo
significa que se estad expresando mas en el tumor que en el tejido normal y
viceversa si el valor es negativo. Con el resultado obtenido establecemos una
nueva relacién, con la que obtenemos el valor de expresion del gen expresado en

porcentaje.

Ejemplo:

Muestras | ADRBK2 GUS
1-Tumor | 110,219 | 176,733
1-Normal | 91,3999 | 175,449

175,449---------- 91,3999
176,733---------- X X=92,07

110,219 - 92,07= +18,15

e} X oy A— 100
([ I — X X= +19,71%
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5.- ANALISIS DEL NIVEL DE EXPRESION

Con los valores correspondientes al incremento/disminucion de la expresion
en porcentaje de cada gen en cada paciente obtenemos el nivel de expresion de
cada gen. Los valores positivos se corresponden con sobreexpresion en la
muestra tumoral y los valores negativos se corresponden con subexpresion en la

muestra tumoral.

6.- ESTUDIO ESTADISTICO

Para verificar la existencia de asociacion entre la expresion del gen y el
tumor, se utiliza la prueba de los signos. Dado que se intenta la confirmacion de
la sobreexpresion del gen se utilizan pruebas estadisticas de una cola (o

unilaterales).

Consideramos sobreexpresion del gen cuando hay un 5% 6 mas de

expresion en el tumor que en el tejido sano.

Para verificar la posible asociacion entre las distintas variables estudiadas
(edad, sexo, consumo de tabaco, localizacién del tumor y estadio del tumor) y el
porcentaje de sobreexpresidon del gen en el tejido tumoral, se utiliza la prueba U de
Mann-Whitney.

Se consideran significativos los valores de p< 0.05.

129






IV. RESULTADOS






RESULTADOS

1.- ESTUDIO DE LOS GENES

1.1.- ADRBK2 (adrenergic, beta, receptor kinase 2)

En la Tabla 14 se muestran los Ct y las cantidades de ADNCc inicial
calculadas a partir de dicho valor empleando la curva patron de ADRBK2 para
todas las muestras de mucosa normal y tumoral en los 8 pacientes estudiados. Se
observan los valores de las réplicas 1 y 2 (puesto que todo el experimento se

realiza por duplicado).
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Réplica 1 Réplica 2

Type Label C(T) |cantidad| C(T) |cantidad
Sample 1-Tumor 27.332|110.219 | 26.197 | 121.379
Sample 1-Normal 28.647 | 91.3999 | 28.928 | 88.937
Standard | Ct-ADRBK2-1 |23.232| 1000 |23.417| 1000
Sample 2-Tumor 25.801| 137.05 |24.060| 145.855
Sample 2-Normal 29.754 | 78.0748 | 28.150 | 84.294
Standard | Ct-ADRBK2-01 |26.104| 100 |27.127| 100
Sample 3-Tumor 251171 151.065 | 27.219| 140.753
Sample 3-Normal 29.280| 83.5297 | 28.111 | 89.2416
Standard | Ct-ADRBK2-050 | 29.699 20 29.715 20
Sample 4-Tumor 24.627 | 161.979 | 24.071 | 165.437
Sample 4-Normal 27.313| 110.512 | 27.037 | 30.3951
Standard | Ct-ADRBK2-001 | 30.490 10 27.131 10
Sample 5-Tumor 28.446 | 94.0605 | 28.129 | 99.416
Sample 5-Normal 35.421| 34.8502 | 34.517 | 40.831
Sample 6-Tumor 26.361| 126.549 | 27.707 | 119.815
Sample 6-Normal 29.334 | 82.8851 [ 29.052 | 89.423
Sample 7-Normal 27.945|100.999 | 26.411 | 112.771
Sample 7-Tumor 29.254 | 83.8359 | 28.783 | 90.735
Sample 8-Normal 31.367 | 62.0617 | 30.066 | 70.098
Sample 8-Tumor 25.226 | 148.747 | 25.088 | 152.242

Tabla 14. Ct y cantidades de ADNc inicial calculadas a partir de

dicho valor para el gen ADRBK2



RESULTADOS

En la Figura 12 se muestra la grafica correspondiente a la RT-qPCR para el
gen ADRBK2, donde se representa la intensidad de sefial del fluoroforo frente al

numero de ciclos.
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Figura 12. A la izquierda aparece la grafica correspondiente a la RT-qPCR para el gen ADRBK2,
donde la linea horizontal discontinua se corresponde con el Ct. La grafica de la derecha representa

la recta de calibrado del gen. El valor de r nos indica la calidad de la curva.

1.2.- ADRB1 (adrenergic, beta-1-, receptor)

En la Tabla 15 se muestran los Ct y las cantidades de ADNCc inicial
calculadas a partir de dicho valor empleando la curva patrén de ADRB1 para todas
las muestras de mucosa normal y tumoral en los 8 pacientes estudiados. Se

observan los valores de las réplicas 1y 2.
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Réplica 1 Réplica 2

Type Label C(T) | cantidad | C(T) | cantidad
Sample 1-Tumor 30.772 | 67.5433 | 29.306 | 73.968
Sample 1-Normal 29.976 | 75.6448 | 30.032 | 69.303
Sample 2-Tumor 30.219 | 73.0723 | 29.047 | 80.972
Sample 2-Normal 31.188 | 63.666 | 30.072 | 70.304
Sample 3-Tumor 29.341 | 82.7999 | 28.084 | 90.171
Sample 3-Normal 28.141 | 98.2255 | 27.265 | 104.176
Sample 4-Tumor 31.415 | 61.6401 | 30.196 | 69.062
Sample 4-Normal 31.205 | 63.5058 | 30.718 | 70.623
Sample 5-Tumor 29.217 | 84.2826 | 28.340 | 90.538
Sample 5-Normal 33.138 | 48.2307 | 32.670 | 52.698
Standard | Ct-ADRB7-1 | 30.001 1000 | 30.551 1000
Sample 6-Tumor 30.445 | 70.7605 | 29.914 | 79.666
Sample 6-Normal 30.859 | 66.7175 | 31.176 | 60.531
Standard | Ct-ADRB1-01 | 33.633 100 33.221 100
Sample 7-Normal 31.447 | 61.3584 | 30.355 | 68.769
Sample 7-Tumor 30.581 | 69.4072 | 30.107 | 72.866
Standard | Ct-ADRB1-05 | 36.214 20 35.579 20
Sample 8-Normal 29.939 | 76.0474 | 29.045 | 83.234
Sample 8-Tumor 25.757 | 137.912 | 23.437 | 125.893
Standard | Ct-ADRB1-001 | 36.092 10 36.705 10

Tabla 15. Ct y cantidades de ADNc inicial calculadas a partir de

dicho valor para el gen ADRB1
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En la Figura 13 se muestra la grafica correspondiente a la RT-qPCR para el

gen ADRB1, donde se representa la intensidad de senal del fluoroforo frente al

numero de ciclos.
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Figura 13. A la izquierda aparece la grafica correspondiente a la RT-qPCR para el gen ADRB1,
donde la linea horizontal discontinua se corresponde con el Ct. La grafica de la derecha representa

la recta de calibrado del gen. El valor de r nos indica la calidad de la curva.

1.3.- ADRA2B (adrenergic, alpha-2B-, receptor)

En la Tabla 16 se muestran los Ct y las cantidades deADNc inicial
calculadas a partir de dicho valor empleando la curva patron de ADRAZB para

todas las muestras de mucosa normal y tumoral en los 8 pacientes estudiados. Se

observan los valores de las réplicas 1y 2.
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Réplica 1 Réplica 2

Type Label C(T) cantidad C(T) cantidad
Sample 1-Tumor 30.266 | 72.5856 | 31.664 69.529
Sample 1-Normal 28.395 | 94.7455 | 27.092 100.331
Standard Ct-ADRA2B-1 35.171 1000 33.916 1000
Sample 2-Tumor 28.685 | 90.9024 29.473 85.367
Sample 2-Normal 31.149 | 64.0177 30.161 71.353
Standard Ct-ADRA2B-01 None 100 None 100
Sample 3-Tumor 27.979 100.516 | 26.825 120.238
Sample 3-Normal 25.692 139.187 | 24.516 155.940
Standard | Ct-ADRA2B-050 | None 20 38.508 20
Sample 4-Tumor 28.629 | 91.6309 | 28.667 85.420
Sample 4-Normal 31.214 | 63.4264 30.009 70.476
Standard | Ct-ADRA2B-001 | 30.490 10 38.906 10
Sample 5-Tumor 29.473 | 81.2609 | 28.038 88.342
Sample 5-Normal 32.558 | 52.3815 | 33.122 47.789
Sample 6-Tumor 28.349 95.3634 27.695 102.749
Sample 6-Normal 29.042 | 86.4008 | 28.199 93.474
Sample 7-Normal 31.184 | 63.6967 | 30.479 75.446
Sample 7-Tumor 27.271 111.168 | 26.566 130.250
Sample 8-Normal 29.031 86.5388 28.121 92.637
Sample 8-Tumor 25.263 147.964 23.564 166.960

Tabla 16. Ct y cantidades de ADNc inicial calculadas a partir de
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En la Figura 14 se muestra la grafica correspondiente a la RT-qPCR para el
gen ADRAZ2B, donde se representa la intensidad de sefial del fluoréforo frente al

numero de ciclos.
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Figura 14. A la izquierda aparece la grafica correspondiente a la RT-qPCR para el gen ADRA2B,
donde la linea horizontal discontinua se corresponde con el Ct. La grafica de la derecha representa

la recta de calibrado del gen. El valor de r nos indica la calidad de la curva.

1.4.- AXIN 2

En la Tabla 17 se muestran los Ct y las cantidades de ADNCc inicial
calculadas a partir de dicho valor empleando la curva patrén de AXIN2 para todas
las muestras de mucosa normal y tumoral en los 8 pacientes estudiados. Se

observan los valores de las réplicas 1y 2.
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Réplica 1 Réplica 2

Type Label C(T) | cantidad | C(T) | cantidad
Sample 1-Tumor 30.190 | 40.9796 | 28.982 | 45.0456
Sample 1-Normal 29.746 | 46.818 | 28.526 | 52.0238
Standard | Ct-AXIN2-1 | 28.100 | 1000 |27.405| 1000
Sample 2-Tumor 28.542 | 67.1992 | 27.646 | 68.691
Sample 2-Normal 30.158 | 41.3741 | 29.398 | 39.5065
Standard | Ct-AXIN2-01 | 31.805 100 30.612 100
Sample 3-Tumor 28.622 | 65.594 | 27.750 | 66.4801
Sample 3-Normal 29.744 | 46.8465 | 28.989 | 44.9441
Standard | Ct-AXIN2-050 | 34.302 20 33.471 20
Sample 4-Tumor 28.215 | 74.1231 | 27.525 | 71.3575
Sample 4-Normal 30.001 | 43.3691 | 29.306 | 40.6619
Standard | Ct-AXIN2-001 | 35.684 10 34.492 10
Sample 5-Tumor 28.366 | 70.8411 | 27.692 | 67.6911
Sample 5-Normal 33.962 | 13.2075 | 33.123 | 12.1826
Sample 6-Tumor 28.784 | 62.4913 | 27.871 | 63.9762
Sample 6-Normal 31.041 | 31.7383 | 30.118 | 31.4708
Sample 7-Normal 28.857 | 61.1282 | 28.115 | 59.2402
Sample 7-Tumor 32.394 | 21.1481 | 31.583 | 19.814
Sample 8-Normal 32.896 | 18.189 | 32.161 | 16.5088
Sample 8-Tumor 29.086 | 57.0715 | 28.034 | 60.778

Tabla 17. Ct y cantidades de ADNc inicial calculadas a partir de

dicho valor para el gen AXIN 2
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En la Figura 15 se muestra la grafica correspondiente a la RT-qPCR para el
gen AXIN2, donde se representa la intensidad de sefial del fluoréforo frente al

numero de ciclos.
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Figura 15. A la izquierda aparece la grafica correspondiente a la RT-qPCR para el gen AXIN2,
donde la linea horizontal discontinua se corresponde con el Ct. La grafica de la derecha representa

la recta de calibrado del gen. El valor de r nos indica la calidad de la curva.

1.5.- ATP6V1C1 (ATPase, H+ transporting, lysosomal 42KDa, V1 subunit C,

isoform 1)

En la Tabla 18 se muestran los Ct y las cantidades de ADNCc inicial
calculadas a partir de dicho valor empleando la curva patron de ATP6V1C1 para
todas las muestras de mucosa normal y tumoral en los 8 pacientes estudiados. Se

observan los valores de las réplicas 1y 2.
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Réplica 1 Réplica 2

Type Label C(T) | cantidad | C(T) | cantidad
Sample 1-Tumor 25.558 | 164.537 | 24.385 | 192.349
Sample 1-Normal 27.982 | 79.5055 | 26.596 | 95.7064
Sample 2-Tumor 27.132 | 102.587 | 26.097 | 112.016
Sample 2-Normal 30.559 | 36.6777 | 29.639 | 36.613
Sample 3-Tumor 26.151 | 137.711 | 25.177 | 149.772
Sample 3-Normal 29.505 | 50.33 | 28.504 | 52.3872
Sample 4-Tumor 25.571 | 163.902 | 24.804 | 168.524
Sample 4-Normal 28.737 | 63.3701 | 28.116 | 59.2237
Sample 5-Tumor 28.735 | 63.4133 | 27.600 | 69.6984
Sample 5-Normal 34.116 | 12.6141 | 33.749 | 9.99717
Standard | Ct-ATP6V1C1-1 | 25.752 | 1000 | 24.671 1000
Sample 6-Tumor 27.856 | 82.5592 | 26.796 | 89.8478
Sample 6-Normal 30.057 | 42.6461 | 29.111 | 43.2452
Standard | Ct-ATP6V1C1-01 | 29.745 100 28.764 100
Sample 7-Normal 28.601 | 66.0234 | 27.802 | 65.3902
Sample 7-Tumor 29.245 | 54.4144 | 28.320 | 55.5165
Standard | Ct-ATP6V1C1-05 | 32.481 20 31.493 20
Sample 8-Normal 31.946 | 24.1935 | 31.168 | 22.5876
Sample 8-Tumor 26.386 | 128.344 | 25.637 | 129.555
Standard | Ct-ATP6V1C1-001 | 33.174 10 32.290 10

Tabla 18. Ct y cantidades de ADNc inicial calculadas a partir de

dicho valor para el gen ATP6V1C1
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En la Figura 16 se muestra la grafica correspondiente a la RT-qPCR para el
gen ATP6V1C1, donde se representa la intensidad de senal del fluoréforo frente al

numero de ciclos.
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Figura 16. A la izquierda aparece la grafica correspondiente a la RT-qPCR para el gen ATP6V1C1,
donde la linea horizontal discontinua se corresponde con el Ct. La grafica de la derecha representa
la recta de calibrado del gen. El valor de r nos indica la calidad de la curva.

1.6.- ATP6VOE (ATPase, H+ transporting, lysosomal 9KDa, VO subunit e)

En la Tabla 19 se muestran los Ct y las cantidades de ADNCc inicial
calculadas a partir de dicho valor empleando la curva patron de ATP6VOE para
todas las muestras de mucosa normal y tumoral en los 8 pacientes estudiados. Se

observan los valores de las réplicas 1y 2.
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Réplica 1 Réplica 2
Type Label C(T) | cantidad C(T) cantidad
Sample 1-Tumor 22.364 | 429.158 | 21.530 | 473.835
Sample 1-Normal 23.444 | 310.357 | 22.354 | 365.305
Standard | Ct-ATP6VOE-1 | 20.888 | 1000 20.245 1000
Sample 2-Tumor 25.501 | 167.398 | 24.637 | 177.622
Sample 2-Normal 27.049 | 105.19 | 26.309 | 104.778
Standard | Ct-ATP6VOE-01 | 24.716 100 24.002 100
Sample 3-Tumor 24960 | 196.9 24102 | 210.316
Sample 3-Normal 25.707 | 157.373 | 25.007 | 158.061
Standard | Ct-ATP6VOE-050 | 27.239 20 26.611 20
Sample 4-Tumor 23.793 | 279.508 | 22.857 | 311.606
Sample 4-Normal 26.333 | 130.393 | 25.707 126.7
Standard | Ct-ATP6VOE-001 | 28.248 10 27.503 10
Sample 5-Tumor 27.073 | 104.446 | 26.093 | 112.175
Sample 5-Normal 30.609 | 36.1395 | 29.711 | 35.7895
Sample 6-Tumor 26.429 | 126.697 | 25.578 | 131.973
Sample 6-Normal 27.845 | 82.822 | 27172 | 79.7857
Sample 7-Normal 26.717 | 116.211 | 26.057 | 113.443
Sample 7-Tumor 27.206 | 100.349 | 26.192 | 108.699
Sample 8-Normal 28.823 | 61.7532 | 28.210 | 57.486
Sample 8-Tumor 25.066 | 190.732 | 24.1251 | 200.669

Tabla 19. Ct y cantidades de ADNc inicial calculadas a partir de

dicho valor para el gen ATP6VOE
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En la Figura 17 se muestra la grafica correspondiente a la RT-qPCR para el
gen ATP6VOE, donde se representa la intensidad de senal del fluoroforo frente al

numero de ciclos.
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Figura 17. A la izquierda aparece la grafica correspondiente a la RT-qPCR para el gen ATP6VOE,
donde la linea horizontal discontinua se corresponde con el Ct. La grafica de la derecha representa

la recta de calibrado del gen. El valor de r nos indica la calidad de la curva.

2.- NORMALIZACION DE DATOS

2.1.- ADRBK2 (adrenergic, beta, receptor kinase 2)

En la Tabla 20 se muestran las cantidades de ADNc inicial calculadas a
partir del Ct empleando la curva patron de ADRBK2 en las muestras de mucosa
tumoral y normal en comparacion con las cantidades de ADNc inicial calculadas a
partir del Ct empleando la curva patron del gen GUS (gen housekeeping que se
toma como referencia) en ambas muestras para los 8 pacientes, asi como el

incremento/disminucion (I/D) de la expresion en porcentaje.
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ADRBK2 I/D (%)
Pacientes Tumor Normal Tumor Normal

1 110.219 91.3999 176.733 175.449 +19,71%
2 137.05 78.0748 140.985 112.83 +40,48%
3 151.065 83.5296 159.067 99.417 +13,03%
4 161.979 110.512 178.046 121.863 +0,32%
5 94.0605 34.8502 114.481 62.0838 +46,37%
6 126.549 82.8851 146.632 112.26 +16,89%
7 83.8359 100.999 104.294 134.196 +6,8%

8 148.747 62.0617 152.554 82.3166 +29,32%

Tabla 20. Cantidades de ADNc inicial de ADRBK2 y GUS en las muestras de mucosa tumoral y

normal en los 8 pacientes estudiados y el incremento/disminuciéon (I/D) de la expresiéon en

porcentaje.

2.2.- ADRB1 (adrenergic, beta-1-, receptor)

En la Tabla 21 se muestran las cantidades de ADNc inicial calculadas a

partir del Ct empleando la curva patrén de ADRB1 en las muestras de mucosa

tumoral y normal en comparacion con las cantidades de ADNc inicial calculadas a

partir del Ct empleando la curva patrén del gen GUS en ambas muestras para los

8 pacientes, asi como el incremento/disminucion de la expresion en porcentaje.
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ADRBI1

/D (%)

Pacientes Tumor Normal Tumor Normal

1 67.5433 75.6448 176.733 175.449 -11,36%
2 73.0723 63.666 140.985 112.83 -8,15%
3 82.7999 98.2255 159.067 99.417 -47,32%
4 61.6401 63.5058 178.046 121.863 -33,56%
5 84.2826 48.2307 114.481 62.0838 -5,23%
6 70.7605 66.7175 146.632 112.26 -18,8%
7 69.4072 61.3584 104.294 134.196 +45,55%
8 137.912 76.0474 152.554 82.3166 -2,15%

Tabla 21. Cantidades de ADNCc inicial de ADRB1 y GUS en las muestras de mucosa tumoral y

normal en los 8 pacientes estudiados y el incremento/disminuciéon (/D) de la expresiéon en

porcentaje.

2.3.- ADRA2B (adrenergic, alpha-2B-, receptor)

En la Tabla 22 se muestran las cantidades de ADNc inicial calculadas a

partir del Ct empleando la curva patron de ADRAZB en las muestras de mucosa

tumoral y normal en comparacién con las cantidades de ADNc inicial calculadas a

partir del Ct empleando la curva patrén del gen GUS en ambas muestras para los

8 pacientes, asi como el incremento/disminucion de la expresion en porcentaje.
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ADRA2B I/D (%)
Pacientes Tumor Normal Tumor Normal

1 72.5856 94.7455 176.733 175.449 -23,95%
2 90.9024 64.0177 140.985 112.83 +13,64%
3 100.516 139.187 159.067 99.417 -54,86%
4 91.6309 63.4264 178.046 121.863 -1,12%
5 81.2609 52.3815 114.481 62.0838 -15,87%
6 95.3634 86.4008 146.632 112.26 -15,50%
7 111.168 63.6967 104.294 134.196 +124,58%
8 147.964 86.5388 152.554 82.3166 -7,74%

Tabla 22. Cantidades de ADNc inicial de ADRA2B y GUS en las muestras de mucosa tumoral y

normal en los 8 pacientes estudiados y el incremento/disminucion (/D) de la expresién en

porcentaje.

2.4.- AXIN 2

En la Tabla 23 se muestran las cantidades de ADNc inicial calculadas a

partir del Ct empleando la curva patron de AXIN2 en las muestras de mucosa

tumoral y normal en comparacién con las cantidades de ADNc inicial calculadas a

partir del Ct empleando la curva patrén del gen GUS en ambas muestras para los

8 pacientes, asi como el incremento/disminucion de la expresion en porcentaje.
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AXIN 2

D (%)

Pacientes Tumor Normal Tumor Normal

1 40.9796 46.818 208.982 203.538 -14,75%
2 67.1992 41.3741 122.712 73.5124 -2,70%
3 65.594 46.8465 159.895 64.9069 -43,16%
4 74.1231 43.3691 191.165 102.255 -8,58%
5 70.8411 13.2075 92.187 21.5749 +25,53%
6 62.4913 31.7383 129.859 71.3896 +8,24%
7 21.1481 61.1282 63.4856 106.058 -42,21%
8 57.0715 18.189 151.239 37.5852 -22,02%

Tabla 23. Cantidades de ADNc inicial de AXIN2 y GUS en las muestras de mucosa tumoral y

normal en los 8 pacientes estudiados y el incremento/disminucion (I/D) de la expresion en

porcentaje.

2.5.- ATP6V1C1 (ATPase, H+ transporting, lysosomal 42KDa, V1 subunit C,

isoform 1)

En la Tabla 24 se muestran las cantidades de ADNc inicial calculadas a

partir del Ct empleando la curva patron de ATP6V1C1 en las muestras de mucosa

tumoral y normal en comparacion con las cantidades de ADNc inicial calculadas a

partir del Ct empleando la curva patrén del gen GUS en ambas muestras para los

8 pacientes, asi como el incremento/disminucion de la expresion en porcentaje.

149



RESULTADOS

ATPoVICI GUS I/D (%)
Pacientes Tumor Normal Tumor Normal

1 164.537 79.5055 208.982 203.538 +101,56%
2 102.587 36.6777 122.712 73.5124 +67,56%
3 137.711 50.33 159.895 64.9069 +11,07%
4 163.902 63.3701 191.165 102.255 +38,35%
5 63.4133 12.6141 92.187 21.5749 +17,65%
6 82.5592 42.6461 129.859 71.3896 +6,43%
7 54.4144 66.0234 63.4856 106.058 +37,69%
8 128.344 24.1935 151.239 37.5852 +31,84%

Tabla 24. Cantidades de ADNCc inicial de ATP6V1C1 y GUS en las muestras de mucosa
tumoral y normal en los 8 pacientes estudiados y el incremento/disminuciéon (I/D) de la

expresién en porcentaje.

2.6.- ATP6VOE (ATPase, H+ transporting, lysosomal 9KDa, V0 subunit e)

En la Tabla 25 se muestran las cantidades de ADNCc inicial calculadas a
partir del Ct empleando la curva patron de ATP6VOE en las muestras de mucosa
tumoral y normal en comparacion con las cantidades de ADNc inicial calculadas a
partir del Ct empleando la curva patrén del gen GUS en ambas muestras para los

8 pacientes, asi como el incremento/disminucion de la expresion en porcentaje.

150



RESULTADOS

ATP6VOE

D (%)

Pacientes Tumor Normal Tumor Normal

1 429.158 310.357 208.982 203.538 +34,68%
2 167.398 105.19 122.712 73.5124 -4,67%
3 196.9 157.373 159.895 64.9069 -49,21%
4 279.508 130.393 191.165 102.255 +14,66%
5 104.446 36.1395 92.187 21.5749 -32,36%
6 126.697 82.822 129.859 71.3896 -15,9%
7 100.349 116.211 63.4856 106.058 +44,26%
8 190.732 61.7532 151.239 37.5852 -23.,24%

Tabla 25. Cantidades de ADNc inicial de ATP6VOE y GUS en las muestras de mucosa tumoral y

normal en los 8 pacientes estudiados y el incremento/disminucién (I/D) de la expresion en

porcentaje.

3.- ANALISIS DEL NIVEL DE EXPRESION

En Ila Tabla 26

se muestran

los valores correspondientes al

incremento/disminucion de la expresion en porcentaje para cada gen en cada

paciente. Los valores positivos se corresponden con sobreexpresion en la muestra

tumoral y aparecen de color rojo y los valores negativos se corresponden con

subexpresion en la muestra tumoral y aparecen de color azul.
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Pacientes = ADRBK2 ADRA2B ATP6VIC1 ATP6VOE
1 +19,71% | -11,36% -23,95% -14,75% | +101,56% | +34,68%
2 +40,48% -8,15% +13,64% -2,70% +67,56% -4,67%
3 +13,03% | -47,32% -54,86% -43,16% +11,07% -49,21%
4 +0,32% -33,56% -1,12% -8,58% +38,35% +14,66%
5 +46,37% -5,23% -15,87% | +25,53% +17,65% -32,36%
6 +16,89% -18,8% -15,50% +8,24% +6,43% -15,9%
7 +6,8% +45,55% | +124,58% | -42,21% +37,69% +44,26%
8 +29,32% -2,15% -7,74% -22,02% +31,84% -23,24%

Tabla 26. Valores correspondientes al incremento/disminucion de la expresion en porcentaje de
los genes ADRBK2, ADRB1, ADRA2B, AXIN2, ATP6V1C1 y ATP6VOE en los 8 pacientes
estudiados. Los valores positivos se corresponden con sobreexpresion en la muestra tumoral y
aparecen de color rojo y los valores negativos se corresponden con subexpresion en la muestra

tumoral y aparecen de color azul.

Son muchos los parametros que pueden condicionar los niveles de
expresion de un gen en un individuo, tanto intrinsecos como los derivados del
proceso experimental mismo. Al analizar los datos de la tabla no se han tenido en
cuenta los valores absolutos de sobreexpresién o subexpresion, sino el hecho de
que se repitiera de unos pacientes a otros. Asi, ADRBK2 y ATP6V1C1 presentan
claramente sobreexpresion en el tejido tumoral en todas las muestras,
confirmando los resultados previos del array (11); sin embargo, en ADRAZ2B, AXIN

2 y ATP6VOE observamos que se sobreexpresa en unas muestras y se
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subexpresa en otras, indicandonos que el resultado previo del estudio de arrays

podria ser un artefacto estadistico.

Si analizamos los valores de expresion en el gen ADRBK2, vemos que hay
7 valores positivos (descartamos el paciente 4 debido a que el valor es <5%),
existiendo una relacion estadisticamente significativa entre la sobreexpresion del
gen ADRBK2 y el COCE (p=0.0352).

En el gen ATP6V1C1 aparecen 8 valores positivos, existiendo una relacion
estadisticamente significativa entre la sobreexpresion de ATP6V1C1 y el COCE
(p=0.0039).

Ademas, hemos encontrado una asociacion estadisticamente significativa

entre el consumo de tabaco y la sobreexpresion del gen ATP6V1C1 (p=0.027).

No hemos encontrado ninguna relacion entre las otras variables estudiadas

con ninguno de los genes.

En resumen, con los datos obtenidos en nuestro trabajo, hemos validado
los genes ADRBK2 y ATP6V1C1 sobreexpresados en el COCE, y descartamos
ADRAZ2B, AXIN 2y ATP6VOE. No hemos validado el resultado anterior de ADRB1,

que aparece ahora subexpresado en nuestros pacientes.
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DISCUSION

Existe una limitacidn para predecir la evolucion de los pacientes con COCE.
Este es uno de los obstaculos que nos encontramos para el tratamiento efectivo
de los mismos. Aunque el prondstico se correlaciona con diversos factores como
la localizacion anatomica, el tamafo del tumor, su grado de diferenciacion y la
presencia de ganglios linfaticos invadidos, permanece una variabilidad en el curso
clinico de los pacientes aun sin explicacion. Por ejemplo, somos incapaces de
clasificar tumores por su potencial de producir metastasis o por su resistencia al

tratamiento mediante radioterapia.

Aunque el sistema TNM incluye factores prondsticos importantes, no puede
predecir con exactitud las propiedades biolégicas de los tumores, por lo que no
nos permite adecuar el tratamiento al comportamiento bioldgico del tumor. Asi,
este sistema no explica la proporcion considerable de tumores pequefios con un
prondstico mas desfavorable de lo esperado debido a la falta de conocimiento de
los procesos bioldgicos implicados (183). Por todo ello, cabria pensar que el
objetivo final deberia ser predecir el prondstico del tumor (184), pero no debemos
olvidar que inicialmente tendriamos que conocer de una forma clara los

mecanismos patogénicos que participan en la carcinogénesis.

Por otra parte, los margenes quirurgicos tras la extirpacion de estos
tumores sélo se examinan para estudiar la presencia de datos de malignidad a
nivel microscopico, sin una evidencia cientifica de que no existan ya cambios
moleculares en los margenes del tejido extirpado que predispongan a la aparicion
de recidivas. Esto parece ser insuficiente, por lo que se buscan nuevos métodos

como por ejemplo un sistema de estadiaje molecular basado en alteraciones
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genéticas para detectar células neoplasicas: la deteccidn de mutaciones en el gen
p53 mediante PCR permitid la identificacion de células neoplasicas en 13 de los
25 pacientes estudiados por Brennan y cols. (185) con margenes quirurgicos
negativos histolégicamente. En otro estudio similar, se detectaron mutaciones del
gen p53 en el 72% de los tumores con bordes quirdrgicos considerados como

negativos en el examen histologico (186).

El diagndstico histopatoldgico proporciona solo una informaciéon parcial e
indirecta de los cambios neoplasicos. Es por ello, que consideramos necesario el
estudio de los COCE a un nivel genético para poder caracterizar los cambios

responsables de la carcinogénesis.

Si queremos un diagnostico precoz del COCE, la posibilidad de predecir
como va a evolucionar, y el desarrollo de terapias génicas especificas, parece
claro que el primer paso para conseguirlo es descifrar y comprender su

comportamiento desde un punto de vista genético.

En nuestro estudio, a partir de un analisis previo con microarrays donde se
han identificado diversos genes alterados en el COCE, hemos seleccionado una
serie de genes para validar su sobreexpresién en dicho tumor mediante RT-gPCR,
y estudiar como puede influir su comportamiento en el crecimiento y desarrollo del

tumor.

Debido a las caracteristicas de la tecnologia de los arrays de ADN que
analizan cientos o miles de genes simultaneamente, los resultados obtenidos han
de ser validados por otros medios antes de poder concluir que el nivel de
expresion de algun gen esta realmente inducido o reprimido (10). En los
experimentos con arrays siempre tenemos que contar con la presencia de un
determinado numero de falsos positivos. Se dice que en un experimento con
10.000 genes, podemos esperar la aparicion de hasta 500 falsos positivos, o lo

que es lo mismo, hasta un 5% de resultados positivos que no tienen que ver
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realmente con diferencias de expresion entre las muestras (187). Ademas, los
arrays de ADN representan un método semi-cuantitativo y debemos utilizar un
método cuantitativo para nuestro analisis. Para ello, se han utilizado diferentes
técnicas convencionales como método de validacion de los resultados obtenidos
con arrays como inmunohistoquimica, Southern blot, Northern blot 6 PCR
cuantitativa en tiempo real (129, 130, 188, 189, 190).

La seleccion del método de validacion se lleva a cabo apoyandonos en la
revision bibliografica de lo que se habia publicado hasta la fecha, y también en el
asesoramiento técnico por parte de la Fundacion Publica Galega de Medicina
Xendmica del Servicio Galego de Saude (SERGAS). De acuerdo con la mayoria
de los autores, tanto en otros tipos de cancer (191) como en el COCE y en
tumores de gandulas salivales (127, 129, 130, 188, 189, 192), hemos

seleccionado la RT-qPCR como el método de validacion de eleccion.

En relacion al tipo de tejido analizado, podriamos haber realizado dos tipos
principales de estudios: los que utilizan el tejido tumoral integro, y los que
unicamente emplean fragmentos de tumor elegidos por medio de técnicas de
captura o microdiseccion laser. Las técnicas de microdiseccion laser nos permiten
seleccionar fragmentos de tejido bajo un microscopio. Sin embargo, sabemos que
en la carcinogénesis y el desarrollo tumoral, no sélo estan implicadas las células
parenquimatosas (en nuestro caso ceélulas epiteliales), sino que las células
estromales también juegan un papel fundamental. Se ha demostrado la gran
importancia, por ejemplo, de la angiogénesis en el desarrollo del cancer. Por tanto,
eliminar el estroma en este tipo de investigaciones, en las que se pretende
identificar alteraciones genéticas de un tumor determinado, también puede
eliminar informacion vital sobre sus mecanismos de crecimiento e invasion.
Nagata y cols. (130), encontraron mediante microarrays sobreexpresion de varios
genes en el COCE, y tras estudiar con inmunohistoquimica las células que

expresaban estos genes, observaron que 3 de ellos (MMP-1, MMP-3 y uPA) no
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estaban localizados en las células tumorales, sino en el estroma neoplasico y, en
concreto, en células inflamatorias mononucleadas con citoplasma eosinofilico. Por
todo ello, creemos que es fundamental incluir el tejido tumoral completo,
incluyendo parénquima y estroma tumoral, reservando el analisis de tejidos

especificos para aquellos casos en los que el disefio experimental asi lo requieran.

Como nos hemos referido en la metodologia, tomamos en un mismo
paciente dos muestras, una de tejido tumoral y otra de mucosa oral normal del
lado contralateral, y asi lo hacemos en todos los pacientes estudiados.
Consideramos esto de suma importancia, coincidiendo con otros autores (121), ya
que asi intentamos evitar el problema de diferencias individuales en la expresion
geénica. Sin embargo, otros estudios basan su comparaciéon en tejidos normales
obtenidos de distintos 6rganos como las amigdalas, el colon, el higado, el
estdmago, el rifion y el cerebro de distintos pacientes (8), con el inconveniente de

que estos organos tienen un perfil de ARNm diferente entre ellos.

En cuanto al tamafo de la muestra, el nUmero de pacientes seleccionados
varia de unos estudios a otros. Asi, Kornberg y cols. (193) estudian el perfil de
expresion geénica en 7 pacientes con COCE mediante arrays, y su posterior
validacion con RT-gPCR e inmunohistoquimica. Hwang y cols. (129) estudian 5
pacientes en un intento de caracterizar el tejido epitelial oral canceroso utilizando
perfiles de transcripciéon y Nagata y cols. (130) seleccionan 15 pacientes con
COCE para el estudio de posibles biomarcadores de metastasis en los nédulos
linfaticos. En nuestro caso, son 8 los pacientes estudiados, nimero que no difiere

de otros trabajos.

El grupo de pacientes analizado muestra una media de edad similar a las
descritas en otros estudios (21). En cuanto a la proporcién entre hombres vy
mujeres, el niumero de mujeres en este trabajo (50%) parece ser superior a la

descrita en la mayoria de los estudios (194), pero no pensamos que esto pueda
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ser comparable con otros trabajos debido a que nuestro tamafo muestral es muy
pequefio. Aunque estudios recientes ya indican un incremento en la incidencia del
COCE en mujeres, debido probablemente al mayor consumo de alcohol y tabaco,
en nuestro estudio no parece ser debido a esto, puesto que de las 4 mujeres, solo

1 de ellas es fumadora.

La presentacion del COCE en pacientes jévenes es rara, aunque esta
incidencia parece estar aumentando (195). Para algunos autores los pacientes
jévenes presentan tumores mas agresivos con tasas de recidivas, metastasis
cervicales y mortalidad mas elevadas (196). Sin embargo, otros estudios no
corroboran estos hallazgos (197). En nuestro trabajo, observamos que la paciente
mas joven de la serie (de 25 afios) presenta un tumor en la lengua en estadio IV
muy agresivo, y sufre 2 recidivas posteriormente al tratamiento de cirugia y

radioterapia, encontrandose actualmente en un estadio terminal.

Se ha descrito que el consumo de tabaco y alcohol, ademas de ser un
factor de riesgo reconocido, se asocia también a un prondstico desfavorable en
pacientes con COCE (26). Sin embargo, otros autores no encontraron asociacion
entre el consumo de tabaco y alcohol y el prondstico en pacientes con COCE
(198). La ausencia de datos en relacion con el consumo de alcohol en la serie de
pacientes estudiada por nosotros no nos permite relacionar la presencia de este

habito y los demas parametros estudiados.

En relacion al consumo de tabaco, si encontramos una asociacion
estadisticamente significativa entre el consumo de tabaco y la sobreexpresion del
gen ATP6V1C1, gen que validamos su sobreexpresion en el COCE en todos los
pacientes estudiados en este trabajo. No hemos encontrado referencias que

confirmen este dato, que nosotros consideramos de suma importancia.
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La localizacion mas frecuente del tumor en nuestra serie de pacientes es la
lengua, con un 62,5% de los casos. Esta localizacidén ya ha sido descrita como la

mas frecuente por otros autores (13).

El numero de genes seleccionado para su validacion es similar al de otros
estudios. Habitualmente estamos acostumbrados a trabajar con un elevado
numero de pacientes en los que analizamos un grupo muy reducido de variables o
incluso una sola. En esta ocasion, partimos de un gran numero de variables
analizadas (casi 4.000 genes), de las que nos quedamos con 322 con aumento de
su expresion en el tejido tumoral, y de éstas hemos elegido 6 que reunen una
serie de parametros estadisticos y de interés biolégico y que son: ADRBK?2,
ADRB1, ADRA2B, AXIN 2, ATP6V1C1y ATP6VOE. Utilizamos la RT-gPCR como
método de validacion y lo hacemos en una serie de pacientes distinta a la

empleada en el estudio con microarrays (11).

El hecho de que sea una serie de pacientes distinta permite una validacion
mas rigurosa, puesto que los hallazgos encontrados se cumplen en distintos
grupos de pacientes con COCE (129). Si revisamos la bibliografia vemos que la
mayoria de los autores realizan la validacion con la misma serie de pacientes y el
numero de genes seleccionados es similar entre los diversos estudios. Asi, Hwang
y cols. (129) seleccionan 3 genes para su validacién con RT-gPCR. Ibrahim y cols.
(127) eligen 4 genes para su validacion con RT-gPCR e inmunohistoquimica en un
estudio acerca del perfil de expresién génica del COCE en distintas poblaciones.
Nagata y cols. (130) han intentado identificar biomarcadores potenciales de las
metastasis del COCE en nddulos linfaticos mediante microarrays de ADN, para la
validacion de los resultados del microarray eligen 7 genes que se validaran
mediante RT-qPCR e inmunohistoquimica. En un estudio similar, Warner y cols.
(189) escogen 6 genes para su validacion. Otros autores (188), en un estudio
acerca de un tumor mixto maligno de glandulas salivales, seleccionan 4 genes
(MGC2177, PLAG1, PSMC6P, LYN) para su amplificacion después de un
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experimento con microarrays posteriormente validado con RT-qPCR. Al Moustafa
y cols. (121) seleccionan 9 genes para su validacion con RT-gPCR en un intento
de identificar genes implicados en la carcinogénesis de cabeza y cuello. En
muchos de estos estudios se confirman los resultados previos obtenidos con los

microarrays.

No encontramos variaciones en la expresion de los genes estudiados
dependientes del estadio tumoral, o que parece concordar con otros estudios
como el de Méndez y cols. (126), que demuestran que la gran mayoria de las
alteraciones genéticas observadas en el COCE aparecen ya en estadios iniciales
del tumor, no observandose grandes cambios durante la evolucién posterior del
mismo. El hecho de que el grupo de genes implicados en la patogénesis del
COCE sea un grupo reducido y, ademas, no varie sustancialmente durante su
evolucion, nos hace pensar en que algunos de estos genes podrian ser utilizados
como marcadores tumorales en el diagnéstico y estudio de la progresion de estos
tumores, asi como para su uso como dianas terapéuticas durante el desarrollo de

terapias génicas.

En cuanto a los resultados, validamos los genes ATP6V1C1 y ADRBK2
sobreexpresados en el COCE y no validamos los genes ADRB1, ADRA2B, AXIN 2
y ATP6VOE.

La discusion de nuestros resultados con otros estudios resulta compleja,
puesto que la utilizacion de un microarray u otro conlleva que los genes
estudiados no sean los mismos y, por lo tanto, es dificil compararlos. Diversos
estudios acerca del COCE utilizan microarrays especificos de cancer como es el
caso de lbrahim y cols. (127), que utilizan el “Atlas human cancer cDNA
expression array membranes (7742-1)” del laboratorio Clontech, o Nagata y cols.
(130) que utilizan el “IntelliGene Human Cancer CHIP”, version 2.1 (Takara), que

contienen secuencias de ADNc conocidas relacionadas con el cancer: los genes
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que nosotros seleccionamos no se encuentran en el microarray y no pueden ser
comparados. Otros trabajos realizados con microarrays acerca de la expresion
génica diferencial en el COCE incluyen los genes que nosotros estudiamos, como
es el caso de Méndez y cols. (126), que encuentran 314 genes con una expresion
diferencial de aproximadamente 7.000 genes analizados; Hwang y cols. (129), que
estudian también aproximadamente 7.000 genes e identifican 45 genes que se
correlacionan con malignidad; o Warner y cols. (189), que incluyen algunos de
nuestros genes seleccionados (entre ellos ATP6V1C1, pero no ADRBK2) y
encuentran 23 genes con una expresion diferencial. También hemos revisado
estudios similares en el carcinoma escamoso de cabeza y cuello como el de Al
Moustafa y cols. (121), que encuentran cambios significativos en la expresiéon de
213 genes de 12.530 analizados; o el de Leethanakul y cols. (117), pero en
ninguno de estos trabajos han encontrado cambios significativos en la expresion
de los genes que hemos seleccionado. Por todo ello, para discutir nuestros
resultados, ademas de hacer una revision de la bibliografia acerca de los genes
seleccionados en el COCE, tenemos que remitirnos también a otros tipos de
cancer, puesto que hay muy pocos estudios acerca de dichos genes relacionados
con el COCE.

En relacion al gen AXIN 2, no encontramos ninguna relacion entre éste y el
COCE. Este gen se ha relacionado con distintos tipos de tumores, la region en la
que se localiza (17g24) es una region que frecuentemente muestra una pérdida
de heterozigosidad en diversos tumores, como el cancer de mama (164), el
neuroblastoma (165), o el carcinoma hepatocelular (166). Ampliamente estudiado
en el cancer de colon, se ha visto que mutaciones en este gen elevan los niveles
de beta-catenina, proteina asociada directamente al desarrollo del cancer
colorrectal (172). No encontramos en la literatura ningun estudio que relacione
este gen con el COCE. Otros autores como Odajima y cols. (199) han estudiado la
expresion anormal de beta-catenina en el cancer oral y han visto que aunque la

expresion alterada de beta-catenina puede relacionarse con la progresion del
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tumor, mediante la proliferacién aumentada y la invasividad por la activacién del
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), las mutaciones en beta-
catenina no parecen ser responsables del desarrollo del tumor y la expresidon

anormal de beta-catenina en el cancer oral.

No encontramos relacion entre ATP6VOE y el COCE, a pesar de ser
también una V-ATPasa como ATP6V1C1. Esto podria explicarse si observamos
que parece ser la subunidad-c de V-ATPasa la implicada en relacién con la
progresion en otros tumores (200, 201, 202). Queremos destacar que ATP6V1C1
pertenece al sector catalitico de las V-ATPasas y ATP6VOE pertenece al sector de
membrana hidrofébico. Tampoco encontramos relaciéon entre los receptores
adrenérgicos ADRB1y ADRAZ2B y el COCE, genes que no se habian relacionado

previamente con ningun tipo de cancer.

Una posible explicacion de la influencia carcinogénica que pueden tener los
2 genes que hemos validado con nuestros resultados seria: a) en relacion a
ATP6V1C1 su papel en la regulacion del pH citoplasmatico y b) en relacion a

ADRBK2 su papel en la apoptosis.

a) ATP6V1C1 Y SU PAPEL EN LA REGULACION DEL PH
CITOPLASMATICO

El hecho de que ATP6V1C1 se sobreexprese en este tumor podria ser
explicado si tenemos en cuenta que la actividad V-ATPasa es esencial para
muchos procesos celulares como el trafico de membrana intracelular,
procesamiento y degradacién de proteinas y endocitosis mediada por receptores.
Ademas, si nos fijamos en otros tipos de tumores, se ha visto que podria contribuir
a la regulacion del pH citoplasmatico (177). En las células eucaridticas, el pH
citosdlico parece ser estrictamente regulado dependiendo de diversos
mecanismos como el cambio Na*/H*, el antiporte CI/HCOs", el simporte Na*/

HCOg3  y V-ATPasa. La transformacién celular y carcinogénesis se acompanan de
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alteraciones metabdlicas con un aumento de la produccion de protones,

acidificacion del medio extracelular y alcalinizacion del citoplasma (203, 204).

Sabemos que las células tumorales tienen un valor de pH intracelular (pHi)
alcalino (7,12-7,65 comparado con 6,99-7,20 en tejidos normales) y un valor de pH
extracelular (pHe) intersticial acido (6,2-6,9 comparado con 7,3-7,4) (205). Por
tanto, el microambiente extracelular del tumor es mas acido que el intracelular,
creando un gradiente de pH invertido a través de la membrana celular que ya es
evidente durante el primer paso de la formacién neoplasica y que aumenta con la
progresion del tumor. Para sobrevivir en este microambiente, las células tumorales
deben exhibir un sistema regulador del pH citosodlico. Esto puede explicar el hecho
de que las V-ATPasas, que normalmente residen en organelas acidas, se
localicen ademas en la superficie celular regulando el pH y exacerbando la
habilidad migratoria de las células metastaticas. Por tanto, el desarrollo y
mantenimiento de este gradiente es debido directamente a la habilidad de las
células tumorales a secretar protones (H+) y acidificar el medio extracelular (206)
(Figura 18). Ademas, esta capacidad aumenta con la agresividad del tumor (207,
208). Esto explicaria el hecho de que en todos nuestros pacientes aparezca este
gen sobreexpresado, con la finalidad de ayudar a las células tumorales a secretar

protones para acidificar el medio extracelular.
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Figura 18. Sistema regulador del pH citosoélico que permite la acidificacion del medio

extracelular mediante la secrecion de protones

El aumento del pH intracelular induce la activacion del metabolismo

glicolitico aerdbico (209), que aumenta la cantidad de lactato celular que es

transportado fuera de la célula por la via co-transportadora H*/lactato (MCT) (210).

Esto promueve el aumento del pH intracelular y exacerba el desarrollo inicial del

microambiente intersticial acido y el gradiente de pH transmembrana invertido

(206). Este incremento del pH intracelular es concomitante con el aumento de la
sintesis de ADN (209, 211, 212,), la progresion del ciclo celular (211, 213, 214,

215), el crecimiento independiente de suero y substrato (209) y el crecimiento in

vivo del tumor (209, 216), y todo ello desencadena un aumento patolégico y
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desorganizado de la densidad y el numero celular. Una consecuencia del aumento
de la densidad celular en el tumor es una mayor dificultad de acceso al sistema
circulatorio (217), que causa una eliminacién ineficaz de productos metabdlicos
(como el acido carbodnico). Esto, junto con el aumento de la glicdlisis aerdbica
(209), proporciona al tumor un microambiente metabdlico caracterizado por bajos
niveles de suero, hipoxia y un pH extracelular acido. Este microambiente aumenta
la capacidad invasiva del tumor y la expresién de factores y receptores de
crecimiento y angiogénicos. Ademas, la adaptacion especifica de las células
tumorales a su microambiente metabdlico hace de éste una fuerza de conduccion
fundamental en la progresion del tumor hacia un fenotipo metastatico mas

agresivo (206).

Los mecanismos por los que las células malignas acidifican su
microambiente intratumoral y la regulacion de estos procesos por otros
componentes del microambiente no estan del todo claros. La produccion de lactato
comunmente se ha considerado como el primer mecanismo de acidificacion del
microambiente (205), pero otros mecanismos de regulacion del pH celular
contribuyen a la acidificacion extracelular en las células tumorales como la
activacion de NHE1 por la carencia de suero (NHE1 es miembro de una familia
que expulsa acidos y media el cambio de sodio extracelular por protones
intracelulares a través de la membrana) (213), la acidez del pH extracelular y la
hipoxia. Como hemos visto anteriormente, la bomba de protones tiene un papel

fundamental en la acidez del pH extracelular.

El componente acido del microambiente metabdlico intratumoral aumenta el
potencial metastatico promoviendo la angiogénesis (218), el crecimiento
independiente de anclaje (205), la inestabilidad genética (205) y la invasién. Esta
ocurre mediante una compleja serie de interacciones con el tejido huésped en el
que la infiltracion y la penetracion del tejido normal por células cancerigenas se

lleva a cabo mediante diversos procesos, varios de ellos regulados por el pH extra
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e intracelular (206).

La adquisicién de movilidad y fenotipo invasivo es un requisito de la célula
para ser metastaticamente competente, una de las caracteristicas de las células
cancerigenas es la habilidad de la célula epitelial de migrar individualmente (206).
La disminucion del pH extracelular del microambiente tumoral se ha visto que
aumenta la movilidad de las células tumorales mediante la formacion de
seudopodia, lo que implica migracién celular en células menos invasivas. En las
células metastaticas induce ademas un aumento en el numero y longitud de
seudopodias (219), proyectandose éstas en la direccion de movimiento de las
células tumorales hacia los capilares circulatorios (220). La protusion de
seudopodias y el comportamiento migratorio se reducen por el aumento del pH
extracelular, que inhibe la actividad de secrecion de proteasas y bloquea la
actividad de NHE1 (221). Se ha visto que la mayor invasividad de las células
tumorales es el resultado de dos mecanismos complementarios: la ruptura de las
interacciones de la matriz celular que se originan debido al aumento de secrecion

de acidos y la actividad proteasa, y el aumento de la movilidad celular (206).

Cardone vy cols. (206) han estudiado el fendmeno de invasién fijandose en
NHE1 y han visto que se lleva a cabo en multiples pasos: normalmente la matriz
extracelular esta organizada, las células localizan NHE1 a lo largo de la membrana
plasmatica y las proteasas en los lisosomas intracelulares. La interaccion con
elementos del estroma y/o del microambiente metabdlico activa NHE1, que resulta
en una reorganizacién del citoesqueleto y la formacién de seudopodia en el
extremo anterior de la célula. NHE1 y los lisosomas comienzan a redistribuirse en
la seudopodia, resultando en una extrusion focalizada de acidos y proteasas. Esto
causa la proteolisis de la matriz extracelular y compromete las uniones celulares,
lo que resulta en un aumento de la movilidad e invasidon celular en las areas
digeridas de la matriz extracelular. Un microambiente metabdlico deteriorado y la

digestion de la matriz extracelular causa la exposicion de sitios de adhesidn
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ocultos y la liberacidn de factores latentes asociados a la matriz extracelular. Estas
sefales, mediante un mecanismo de feedback, activan NHE1 y estimulan la
secrecion de proteasas, aumentando la capacidad invasiva de las células
tumorales. Cuando la matriz extracelular ha sido digerida y los factores de
crecimiento liberados agotados, la célula tumoral es capaz de hacer una transicion
de mesenquimal a ameba. Haciendo esto, la célula responde rapidamente a los
factores de crecimiento y movilidad que son liberados de la microcirculacion mas
cercana para moverse a través de los gaps en la matriz extracelular hacia los
capilares mediante quimiotaxis. NHE1 se localiza en el extremo anterior de las

células que se mueven por quimiotaxis (206).

Como nos hemos referido anteriormente, el microambiente tumoral es
esencial en la progresion neoplasica, y una de las caracteristicas de este
microambiente es la disminucién del pH extracelular. Dado que V-ATPasa es una
bomba de protones reguladora del pH celular, su implicacién en la progresion
neoplasica no deberia sorprendernos. Asi, diversas observaciones sugieren que
las V-ATPasas podrian estar implicadas en la transformacion celular,
carcinogénesis y metastasis tumoral. Se ha visto que la oncoproteina E5 del
papilomavirus bovino se une con la subunidad-c del dominio V, de V-ATPasa
(200, 201), desencadenando dicha unién una alcalinizacion de Golgi que se
correlaciona con la transformacién celular inducida por la oncoproteina ES (222).
La presencia de V-ATPasa en la membrana plasmatica de diversas células
tumorales humanas se ha demostrado de forma indirecta y se ha asociado con la
alcalinizacion del citoplasma de dichas células (203). Las células del cancer de
mama, a través de V-ATPasa, acidifican su medio extracelular facilitando la
reabsorcion de la matriz extracelular mediante proteasas y metastasis (207). Ohta
y cols. (202) observan que la subunidad-c de V-ATPasa aparece sobreexpresada
en tumores pancreaticos invasivos en comparacion con tumores benignos o no
invasivos, sugiriendo que la V-ATPasa puede tener un papel fundamental en la

progresién del tumor. Por otro lado, Philippe y cols. (177) no han encontrado
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sobreexpresion de subunidades de V-ATPasa en los gliomas proliferativos, siendo
los niveles de ARNm de la subunidad V-ATPasa similares en los gliomas humanos

(grado 1l 6 IV) y en tejidos peritumorales.

El pH celular es crucial para diversas funciones biolégicas como la
proliferacién celular, invasién y metastasis, resistencia a medicamentos y
apoptosis. Las condiciones hipdxicas son un fendmeno frecuente durante el
desarrollo de tumores soélidos y desencadenan una acidosis intra y extracelular.
Esta acidosis celular parece ser un desencadenante de la apoptosis y permite la
activacion de endonucleasas que inducen la fragmentacion del ADN. Para evitar la
acidificacion intracelular bajo estas condiciones, los reguladores de pH deben
estar sobre-regulados en las células tumorales. Esto parece que se cumple
también en nuestros pacientes con la sobreexpresion de ATP6V1C1, puesto que
la hipoxia también es un fenomeno caracteristico del COCE, como tumor solido

que es.

En nuestro trabajo encontramos que ATP6V1C1 con su actividad como
bomba de protones reguladora del pH, ampliamente descrita en relacion al
desarrollo y crecimiento del tumor en otros tipos de cancer, también esta
relacionada con el COCE. Ademas, vemos que existe una relacion
estadisticamente significativa entre la sobreexpresion de este gen y el tabaco. En
revisiones bibliograficas muy recientes acerca de las bombas de protones como
reguladoras del pH citosdlico y su relacion con el cancer no se ha descrito en
ningun caso una asociacion de este gen con el tabaco (206). También se cumple
esto en la otra bomba de protones estudiada (ATP6VOE), aunque esta relacién no
llegue a ser estadisticamente significativa, si se observa una tendencia a una
mayor expresion del gen en los pacientes fumadores. Esto podria explicarse si
pensamos en el tabaco como un agente téxico que hace que las condiciones de
hipoxia y acidosis intracelular en el tumor se incrementen, resultando de todo ello

un aumento de la actividad de la bomba de protones. Como nos hemos referido
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anteriormente, no podemos contrastar nuestra opinidon con otros estudios por no
existir referencias al respecto, pensamos que esto pueda ser debido al efecto local
del tabaco en la mucosa y por ello no ha sido descrito previamente en otros

tumores por cumplirse sélo en el COCE y no en otros tipos de cancer.

Por otro lado, es interesante destacar que el aumento de la actividad de la
bomba de protones reguladora del pH se logra incrementando la actividad
catalitica (ATP6V1C1) y no el numero de canales intramembrana (ATP6VOE),
aunque en los casos de mayor estrés (fumadores) si se ayuda del aumento de

estos canales.

No encontramos estudios similares acerca de este gen en el COCE para
discutir nuestros resultados, aunque si ha sido estudiado por Carinci y cols. (223)
en lesiones precancerosas con displasia de localizacién lingual, comparando el
perfil génico en displasias leves y severas y han encontrado que era uno de los
genes que aparecia subexpresado en la displasia severa. Estos resultados son
contrarios a lo que nosotros hemos encontrado, si bien cabe destacar que se trata
de lesiones precancerosas y no de un cancer establecido y ademas son
resultados globales dentro de un perfil de expresion sin validar especificamente

este gen.

b) INFLUENCIA DEL RECEPTOR BETA-ADRENERGICO ADRBK2 Y SU
PAPEL EN LA APOPTOSIS

La activacion de receptores beta-adrenérgicos promueve la estimulacion,
mediada por proteinas G, de adenilciclasa (144). Esto permite un incremento de
las concentraciones intracelulares de AMPc y produce una mayor actividad de la
proteina kinasa AMPc-dependiente PKA (145).

Gu y cols. (224) han descubierto una nueva via de sefalizacién para la
subunidad alfa de la proteina G, distinta de la via clasica PKA, que explica la

accion apoptotica de los receptores beta-adrenérgicos. Esta via ha sido estudiada
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en los timocitos. La muerte celular inducida por los receptores beta-adrenérgicos
parece requerir la accion de la proteina tirosin-kinasa Lck, una kinasa de la familia
Src. Estos autores han visto que la subunidad alfa de la proteina G estimula
directamente la actividad kinasa de Lck. Por otro lado, la activacion de esta

proteina Lck se ha visto relacionada con procesos de transformacion celular (225).

PKA y la familia de tirosin-kinasas Src se han visto implicadas en vias
apoptoticas iniciadas por diversos receptores. El hecho de que la subunidad alfa
de la proteina G active directamente la familia de tirosin-kinasas Src, puede
explicar los efectos fisiolégicos de los receptores beta-adrenérgicos y otros

receptores de union a proteina G que utilizan vias independientes de PKA (224).

Yan y cols. (226) observaron que la activacion de receptores beta-
adrenérgicos y/o el incremento de AMPc en lineas celulares S49 del linfoma T
murino, regula el crecimiento y la proliferacion de diversas células y, en algunas de
ellas, promueve la muerte celular o apoptosis. Este efecto apoptético derivado de
la activacién de receptores beta-adrenérgicos ha sido ampliamente estudiado en

las células cardiacas (227, 228).

Siguiendo la teoria de Gu y cols. (224) parece logico pensar que la
estimulacion de receptores adrenérgicos, mediante la via Lck, estimula la
apoptosis, pero esto no aparece reflejado en nuestros resultados, sino que
precisamente lo que hacen las células tumorales es evitar la apoptosis. Por otro
lado, la proteina tirosin-kinasa Lck se ha visto implicada en procesos de
transformacion celular (225), esto podria explicar el hecho de que los receptores
beta-adrenérgicos aparezcan sobreexpresados y, via Lck, se estimulan los
procesos de transformacién celular en vez de la muerte celular programada. Esto
demostraria que la teoria de Gu y cols. (224) de la via de senalizacion mediante

Lck jugaria un papel importante en el COCE.

Shakib y cols. (229) utilizaron métodos protedmicos en un experimento con

fibroblastos de rifidn de ratas para caracterizar proteinas que cambiaban su forma
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o cantidad en el nucleo bajo condiciones de hipoxia prolongada. Sabemos que las
respuestas celulares a la hipoxia dependen de su duracién, y una hipoxia cronica
prolongada provoca alteraciones de la expresion génica (230, 231). De las 791
proteinas estudiadas por Shakib y cols., detectaron cambios en el 20% y una de
estas proteinas es ADRBKZ2. Hay pocos estudios acerca del papel de estas
proteinas en el nucleo, pero se sabe que procesos de endocitosis y sefializacion,

en los que interviene, pueden transferir proteinas al nucleo (232, 233).

Se piensa que ADRBK2 podria estar asociada con procesos de la
membrana nuclear, y con proteinas RGS en la matriz nuclear (proteinas
reguladoras de la sefalizacion de la proteina G), que influencian la transcripcion y
el ciclo celular (234). En el nucleo actuaria, por lo tanto, como una forma eficiente

de regulacion celular (235).

Aunque nosotros si demostramos una relacion entre ADRBK2 y el COCE,
en la literatura no encontramos estudios similares acerca de este gen en el COCE
para discutir nuestros resultados, asi como tampoco en otros tipos de cancer. Por
ello consideramos muy interesante seguir en esta linea de investigacion para

poder comprender mejor el papel que este gen desempena en el COCE.

Como resumen, nuestros resultados confirman que algunos de los genes
seleccionados (ADRBK2 y ATP6V1C1) se encuentran sobreexpresados en el
COCE. Otros en cambio (ADRB1, ADRAZ2B, AXIN2 y ATP6VOE), no han mostrado
sobreexpresion. Esto es consecuente si pensamos en los microarrays como una
herramienta poderosa para observar cambios en la expresion génica a lo largo de
genomas completos, pero con el inconveniente de que no existe un consenso
sobre la seguridad y sensibilidad de esta tecnologia para medir la expresion
génica diferencial. Cualquier utilizacién posterior de dicha informacién para
explicar modelos de carcinogénesis, y, en ultima instancia, obtener marcadores de
utilidad clinica y posibles dianas terapeuticas, requiere el paso obligado de validar

los resultados con otra metodologia mas robusta a la hora de medir diferencias de
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expresion, como es la RT-gPCR.

La falta de estudios similares al nuestro dificulta verificar los resultados
obtenidos en este trabajo, por o que consideramos indispensable la realizacion de
nuevas investigaciones en este campo que expliguen mejor la complicada
patogenia del COCE.
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CONCLUSIONES

1.- Se confirma la sobreexpresion del gen ADRBK2 en el COCE en relacion a la
mucosa oral normal mediante RT-gPCR. No hemos encontrado sobreexpresiéon de
los genes ADRB1 y ADRAZ2B en el COCE en relacion a la mucosa oral normal
mediante RT-qPCR. La confirmacion de la implicacion de un receptor adrenérgico
en el cancer y la relacion que éste presente con la apoptosis, via protein kinasas,

abre nuevas perspectivas de investigacion en este campo.

2.- Mediante RT-qPCR no hemos encontrado sobreexpresion del gen AXIN 2 en el

COCE en relacion a la mucosa oral normal.

3.- Se confirma la sobreexpresiéon de la ATPasa ATP6V1C1 en el COCE en
relacion a la mucosa oral normal mediante RT-gPCR. No hemos encontrado
sobreexpresion del gen ATP6VOE en el COCE en relaciéon a la mucosa oral normal
mediante RT-qPCR.

4.- Al igual que en otros canceres, la regulacion del pH por medio de la actividad
de la bomba de protones parece confirmarse como un proceso importante y quiza
necesario para la progresion del COCE. Es sugestivo de esto ademas el hecho de
que la correlacion entre la expresion de ATP6V1C1 y el tabaco sea significativa,
pudiendo esto indicar que el estrés ambiental producido por el tabaco se

acompane de un mayor desarrollo de los mecanismos de proteccién celular.
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ANEXOS

ANEXO 1

GENES SOBREEXPRESADOS EN TEJIDO TUMORAL

Relacion de genes sobreexpresados en tejido tumoral (se han encontrado diferencias

estadisticamente significativas entre tejido normal y tejido tumoral).

Los genes estan ordenados de mayor a menor alteracion en su expresion (ratio).

nombre:

Nombre completo del gen en inglés.
GENBANK:

Clave utilizada en GenBank para cada gen.
valor:

log, del ratio obtenido para cada gen.

Sd:

Desviacion estandar para cada gen.
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GENES SOBREEXPRESADOS EN TEJIDO TUMORAL

Nombre

adrenergic, beta, receptor kinase 2

angiogenin, ribonuclease, RNase A family, 5

solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; adenine nucleotide translocator), member 5

a disintegrin and metalloproteinase domain 8

adenylosuccinate synthase

polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide B (140kD)

glutathione S-transferase M5

myosin, heavy polypeptide 1, skeletal muscle, adult

ribosomal protein S7

a disintegrin and metalloproteinase domain 10

axin 2 (conductin, axil)

acid phosphatase 2, lysosomal

A kinase (PRKA) anchor protein (gravin) 12

ribosomal protein S15a

nuclear factor (erythroid-derived 2), 45kD

L-3-hydroxyacyl-Coenzyme A dehydrogenase, short chain

UDP-N-acteylglucosamine pyrophosphorylase 1

gene from NF2/meningioma region of 22q12

coilin

syntaxin 4A (placental)

genbank valor

NM_005160

NM_001145

NM_001152

NM_001109

NM_001126

NM_000938

NM_000851

NM_005963

NM_001011

NM_001110

NM_004655

NM_001610

NM_005100

NM_001019

NM_006163

NM_005327

NM_003115

NM_003678

NM_004645

NM_004604

2.92

2.80

2.80

2.77

2.67

2.60

249

2.47

2.33

2.29

2.28

2.27

2.26

217

2.14

2.09

2.06

2.06

2.06

2.02

sd

1.19

1.73

1.27

1.55

1.66

1.48

1.20

1.57

1.81

0.71

1.29

0.62

1.55

1.67

1.49

1.15

0.96

1.36

1.25
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Nombre

COX10 (yeast) homolog, cytochrome c oxidase assembly protein (heme A: farnesyltransferase)

oviductal glycoprotein 1, 120kD (mucin 9, oviductin)

adaptor-related protein complex 1, gamma 1 subunit

ATPase, H+ transporting, lysosomal (vacuolar proton pump) 42kD

aspartylglucosaminidase

UDP-Gal:betaGIcNAc beta 1,3-galactosyltransferase, polypeptide 2

ATPase, H+ transporting, lysosomal (vacuolar proton pump), alpha polypeptide, 70kD, isoform 1

arginine vasopressin (neurophysin I, antidiuretic hormone, diabetes insipidus, neurohypophyseal)

lysyl oxidase-like 2

DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His) box polypeptide 8 (RNA helicase)

ecotropic viral integration site 2B

acid phosphatase, prostate

N-deacetylase/N-sulfotransferase (heparan glucosaminyl) 1

coagulation factor XI (plasma thromboplastin antecedent)

origin recognition complex, subunit 2 (yeast homolog)-like

Bloom syndrome

amyloid beta (A4) precursor protein-binding, family A, member 2 (X11-like)

kallikrein 2, prostatic

integrin, beta 4

adrenergic, beta-1-, receptor

potassium voltage-gated channel, subfamily H (eag-related), member 1

ATPase, H+ transporting, lysosomal (vacuolar proton pump) 21kD

carbonyl reductase 1
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genbank valor sd

NM_001303

NM_002557

NM_001128

NM_001695

NM_000027

NM_003783

NM_001690

NM_000490

NM_002318

NM_004941

NM_006495

NM_001099

NM_001543

NM_000128

NM_006190

NM_000057

NM_005503

NM_005551

NM_000213

NM_000684

NM_002238

NM_004047

NM_001757

1.97

1.95

1.90

1.89

1.88

1.88

1.84

1.80

1.80

1.80

1.80

1.79

1.78

1.77

1.77

1.72

1.71

1.71

1.69

1.69

1.69

1.68

1.67

0.84

0.64

1.07

1.01

1.50

1.34

1.29

0.88

0.84

0.96

1.03

1.27

0.98

1.00

1.06

0.90

1.09
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Nombre

interleukin 10 receptor, beta

amyloid P component, serum

bridging integrator 1

hydroxyprostaglandin dehydrogenase 15-(NAD)

pericentrin

ribosomal protein S6

actinin, alpha 2

ankyrin 3, node of Ranvier (ankyrin G)

aldehyde oxidase 1

5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 6

ATPase, H+ transporting, lysosomal (vacuolar proton pump) non-catalytic accessory protein 1A

(110/116kD)

serine/threonine kinase 10

adrenergic, alpha-2B-, receptor

ADP-ribosylarginine hydrolase

ADP-ribosylation factor-like 1

dopamine receptor D5

activin A receptor type Il-like 1

retinaldehyde-binding protein 1

follicle stimulating hormone, beta polypeptide

gonadotropin-releasing hormone 2

poliovirus receptor-related 2 (herpesvirus entry mediator B)

Rab geranylgeranyltransferase, alpha subunit

genbank valor sd

NM_000628 1.66

NM_001639 1.66

NM_004305 1.66

NM_000860 1.65

NM_006031 1.65

NM_001010 1.64

NM_001103 1.63

NM_001149 1.63

NM_001159 1.62

NM_000871 1.61

NM_005177 1.61

NM_005990 1.61

NM_000682 1.60

NM_001125 1.60

NM_001177 1.60

NM_000798 1.59

NM_000020 1.58

NM_000326 1.58

NM_000510 1.58

NM_001501 1.58

NM_002856 1.58

NM_004581 1.56

1.04

1.30

1.29

1.18

1.05

1.05

0.85

0.85

0.90

0.97

0.73

0.72

1.25

0.91

1.04

1.26

1.00
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Nombre
genbank valor sd

keratin, cuticle, ultrahigh sulphur 1 NM_005553 1.56 0.77
glucosidase, beta; acid (includes glucosylceramidase) NM_000157 1.55 0.74
osteomodulin NM_005014 1.55 1.22
annexin A1 NM_000700 1.54 1.19
annexin A6 NM_001155 1.54 0.55
growth arrest-specific 7 NM_003644 1.54 1.14
phosphoenolpyruvate carboxykinase 1 (soluble) NM_002591 1.53 1.07
nuclear localization signal deleted in velocardiofacial syndrome NM_003776 1.53 1.15
oxytocin receptor NM_000916 1.52 1.12
ribosomal protein S24 NM_001026 1.52 1.09
ring finger protein 22 NM_006458 1.52 1.04
calponin 1, basic, smooth muscle NM_001299 1.51 1.11
ribosomal protein L10 NM_006013 1.51 1.07
basonuclin NM_001717 1.50 0.89
RAB interacting factor NM_002871 1.50 1.01
spectrin, alpha, erythrocytic 1 (elliptocytosis 2) NM_003126 1.50 1.12
eukaryotic translation initiation factor 3, subunit 1 (alpha, 35kD) NM_003758 1.49 1.04
MAX-interacting protein 1 NM_005962 1.49 0.95
small nuclear ribonucleoprotein polypeptide A’ NM_003090 1.48 1.02
UDP-Gal:betaGIcNAc beta 1,4- galactosyltransferase, polypeptide 5 NM_004776 1.48 1.18
adenylosuccinate lyase NM_000026 1.47 0.53
hepatocyte nuclear factor 3, alpha NM_004496 1.47 0.46
paired basic amino acid cleaving system 4 NM_002570 1.46 0.61
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Nombre

adaptor-related protein complex 3, beta 2 subunit

adrenergic, alpha-1A-, receptor

arginine vasopressin receptor 1A

ribosomal protein L8

opsin 1 (cone pigments), medium-wave-sensitive (color blindness, deutan)

benzodiazapine receptor (peripheral)

major histocompatibility complex, class I-like sequence

annexin A3

ribosomal protein L29

chromosome 16 open reading frame 7

sarcoglycan, delta (35kD dystrophin-associated glycoprotein)

procollagen-proline, 2-oxoglutarate 4-dioxygenase (proline 4-hydroxylase), alpha polypeptide |

syntrophin, alpha 1(dystrophin-associated protein A1, 59kD, acidic component)

aminomethyltransferase (glycine cleavage system protein T)

adrenergic, alpha-2C-, receptor

sema domain, immunoglobulin domain (Ig), short basic domain, secreted, (semaphorin) 3B

collagen, type Xlll, alpha 1

glutathione S-transferase pi

amyloid beta (A4) precursor protein-binding, family B, member 1 (Fe65)

beaded filament structural protein 1, filensin

splicing factor, arginine/serine-rich 8 (suppressor-of-white-apricot, Drosophila homolog)

histamine receptor H1

eukaryotic translation termination factor 1

genbank valor sd

NM_004644

NM_000680

NM_000706

NM_000973

NM_000513

NM_000714

NM_001531

NM_005139

NM_000992

NM_004913

NM_000337

NM_000917

NM_003098

NM_000481

NM_000683

NM_004636

NM_005203

NM_000852

NM_001164

NM_001195

NM_004592

NM_000861

NM_004730

1.46

1.45

1.45

1.44

1.43

1.43

1.43

1.42

1.41

1.41

1.40

1.40

1.40

1.39

1.39

1.39

1.39

1.38

1.38

1.38

1.38

1.37

1.36

1.09

0.62

0.82

0.96

0.84

0.75

0.75

0.78

0.92

1.05

0.69

1.07

0.50

0.39

0.45

0.71

0.67

0.59

0.89

0.96

0.98

0.77
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Nombre
genbank valor sd

regenerating islet-derived 1 alpha (pancreatic stone protein, pancreatic thread protein) NM_002909 1.35 1.06
Bruton agammaglobulinemia tyrosine kinase NM_000061 1.34 0.94
tryptophanyl-tRNA synthetase NM_004184 1.34 0.82
MCF .2 cell line derived transforming sequence NM_005369 1.34 0.96
sarcoglycan, beta (43kD dystrophin-associated glycoprotein) NM_000232 1.33 0.67
peptidylprolyl isomerase C (cyclophilin C) NM_000943 1.33 0.99
5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 1E NM_000865 1.32 0.77
Niemann-Pick disease, type C1 NM_000271 1.31 0.94
FK506-binding protein 5 NM_004117 1.31 0.75
angiopoietin 1 NM_001146 1.30 1.00
acetyl-Coenzyme A acetyltransferase 1 (acetoacetyl Coenzyme A thiolase) NM_000019 1.28 0.85
retinal outer segment membrane protein 1 NM_000327 1.28 1.02

alanyl (membrane) aminopeptidase (aminopeptidase N, aminopeptidase M, microsomal
) ) NM_001150 1.28 0.83
aminopeptidase, CD13, p150)

A kinase (PRKA) anchor protein 6 NM_004274 1.28 0.77
adrenergic, alpha-1D-, receptor NM_000678 1.27 0.87
afamin NM_001133 1.27 0.71
caudal type homeo box transcription factor 2 NM_001265 1.27 0.96
protein phosphatase 1G (formerly 2C), magnesium-dependent, gamma isoform NM_002707 1.27 0.90
small nuclear ribonucleoprotein D3 polypeptide (18kD) NM_004175 1.27 0.72
3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A reductase NM_000859 1.26 0.81
adenylate cyclase activating polypeptide 1 (pituitary) receptor type | NM_001118 1.26 0.33
RAS protein activator like 1 (GAP1 like) NM_004658 1.26 0.80
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Nombre

laminin, alpha 3 (nicein (150kD), kalinin (165kD), BM600 (150kD), epilegrin)

solute carrier family 4, anion exchanger, member 1 (erythrocyte membrane protein band 3, Diego

blood group)

diacylglycerol kinase, epsilon (64kD)

acid phosphatase 5, tartrate resistant

v-myb avian myeloblastosis viral oncogéne homolog

meprin A, beta

thyrotropin-releasing hormone

fibroblast growth factor receptor 2 (bacteria-expressed kinase, keratinocyte growth factor receptor,

craniofacial dysostosis 1, Crouzon syndrome, Pfeiffer syndrome, Jackson-Weiss syndrome)

glucagon-like peptide 1 receptor

beclin 1 (coiled-coil, myosin-like BCL2-interacting protein)

coagulation factor VII (serum prothrombin conversion accelerator)

glutamate receptor, ionotropic, N-methyl D-aspartate 2C

a disintegrin and metalloproteinase domain 11

angiotensin receptor 1B

metallothionein 2A

complement component 1, r subcomponent

small nuclear ribonucleoprotein polypeptide F

gap junction protein, alpha 1, 43kD (connexin 43)

adipose differentiation-related protein

glutamate receptor, metabotropic 4

potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, member 4

calcium channel, voltage-dependent, beta 1 subunit

genbank valor sd

NM_000227

NM_000342

NM_003647

NM_001611

NM_005375

NM_005925

NM_007117

NM_000141

NM_002062

NM_003766

NM_000131

NM_000835

NM_002390

NM_004835

NM_005953

NM_001733

NM_003095

NM_000165

NM_001122

NM_000841

NM_002233

NM_000723

1.25

1.25

1.25

1.23

1.23

1.23

1.23

1.22

1.22

1.22

1.21

1.21

1.21

1.21

1.21

1.20

1.20

1.19

1.19

1.18

1.18

1.17

0.73

0.89

0.82

0.86

0.98

0.98

0.76

0.96

0.91

0.84

0.61

0.65

0.83

0.77

0.93

0.92

0.64

0.94

0.93

0.69

0.92

0.49
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Nombre
genbank valor sd

pyruvate carboxylase NM_000920 1.16 0.63
eukaryotic translation initiation factor 4 gamma, 3 NM_003760 1.16 0.41
growth factor independent 1B (potential regulator of CDKN1A, translocated in CML) NM_004188 1.16 0.56
3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A synthase 2 (mitochondrial) NM_005518 1.16 0.64
vesicle-associated membrane protein 4 NM_003762 1.15 0.85
annexin A2 NM_004039 1.15 0.86
fatty-acid-Coenzyme A ligase, long-chain 3 NM_004457 1.15 0.75
Pirin NM_003662 1.14 0.74
a disintegrin and metalloproteinase domain 22 NM_004194 1.14 0.90
solute carrier family 9 (sodium/hydrogen exchanger), isoform 5 NM_004594 1.14 0.68
arginine vasopressin receptor 2 (nephrogenic diabetes insipidus) NM_000054 1.13 0.54
homeo box A13 NM_000522 1.13 0.91
peptidylglycine alpha-amidating monooxygenase NM_000919 1.13 0.50
intercellular adhesion molecule 4, Landsteiner-Wiener blood group NM_001544 1.13 0.69
outer dense fibre of sperm tails 2 NM_002540 1.13 0.64

SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator of chromatin, subfamily e, member

] NM_003079 1.13 0.74

arachidonate 12-lipoxygenase, 12R type NM_001139 1.12 0.63
glutamate-ammonia ligase (glutamine synthase) NM_002065 1.12 0.46
granzyme B (granzyme 2, cytotoxic T-lymphocyte-associated serine esterase 1) NM_004131 1.12 0.76
jun D proto-oncogéne NM_005354 1.12 0.49
nuclear transcription factor Y, beta NM_006166 1.11 0.78
inositol 1,4,5-trisphosphate 3-kinase B NM_002221 1.10 0.50
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Nombre
genbank valor sd

SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator of chromatin, subfamily d, member

) NM_003077 1.10 0.54

lipase, gastric NM_004190 1.10 0.86
annexin A11 NM_001157 1.09 0.76
chromosome X open reading frame 12 NM_003492 1.09 0.40
sorting nexin 3 NM_003795 1.09 0.65
S-phase kinase-associated protein 2 (p45) NM_005983 1.09 0.86
ATPase, H+ transporting, lysosomal (vacuolar proton pump), subunit 1 NM_001183 1.08 0.23
acrosomal vesicle protein 1 NM_001612 1.08 0.47
crystallin, mu NM_001888 1.08 0.79
small nuclear ribonucleoprotein D1 polypeptide (16kD) NM_006938 1.08 0.64
cytochrome P450, subfamily 1IC (mephenytoin 4-hydroxylase), polypeptide 19 NM_000769 1.07 0.85
acetyl-Coenzyme A carboxylase beta NM_001093 1.07 0.85
alkaline phosphatase, intestinal NM_001631 1.07 0.52
eukaryotic translation initiation factor 3, subunit 7 (zeta, 66/67kD) NM_003753 1.07 0.58
bone gamma-carboxyglutamate (gla) protein (osteocalcin) NM_000711 1.06 0.74
neuroblastoma, suppression of tumorigenicity 1 NM_005380 1.06 0.63
gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, delta NM_000815 1.05 0.53
dynamin 1 NM_004408 1.05 0.80
glutamate receptor, ionotrophic, AMPA 3 NM_000828 1.04 0.57
cAMP responsive element binding protein 1 NM_004379 1.04 0.53
T-box 6 NM_004608 1.04 0.43
ARP1 (actin-related protein 1, yeast) homolog A (centractin alpha) NM_005736 1.04 0.73
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Nombre

genbank valor sd
minichromosome maintenance deficient (mis5, S. pombe) 6 NM_005915 1.04 0.77
calcium channel, voltage-dependent, alpha 2/delta subunit 1 NM_000722 1.03 0.75
axonal transport of synaptic vesicles NM_004321 1.03 0.63
branched chain aminotransferase 2, mitochondrial NM_001190 1.02 0.82
sortilin-related receptor, L(DLR class) A repeats-containing NM_003105 1.02 0.66
claudin 11 (oligodendrocyte transmembrane protein) NM_005602 1.02 0.53
eukaryotic translation initiation factor 3, subunit 3 (gamma, 40kD) NM_003756 1.01 0.62
ocular albinism 1 (Nettleship-Falls) NM_000273 1.00 0.76
immature colon carcinoma transcript 1 NM_001545 1.00 0.49
AU RNA-binding protein/enoyl-Coenzyme A hydratase NM_001698 1.00 0.49
Burkitt lymphoma receptor 1, GTP-binding protein NM_001716 1.00 0.41
SRY (sex determining region Y)-box 10 NM_006941 1.00 0.71
adenosine deaminase, RNA-specific NM_001111 0.99 0.66
glypican 1 NM_002081 0.99 0.79
synuclein, gamma (breast cancer-specific protein 1) NM_003087 0.99 0.51
complement component 4B NM_000592 0.97 0.42
carboxylesterase 1 (monocyte/macrophage serine esterase 1) NM_001266 0.97 0.74
nucleolar protein 4 NM_003787 0.97 0.69
ATPase, Cu++ transporting, alpha polypeptide (Menkes syndrome) NM_000052 0.96 0.50
creatine kinase, mitochondrial 2 (sarcomeric) NM_001825 0.96 0.57
thyroglobulin NM_003235 0.96 0.72
bone marrow stromal cell antigen 1 NM_004334 0.96 0.53
glutamate-cysteine ligase, catalytic subunit NM_001498 0.95 0.37
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Nombre

plastin 1 (I isoform)

dentin matrix acidic phosphoprotein

RAN binding protein 2

pro-melanin-concentrating hormone

ephrin-A2

peptidylprolyl isomerase B (cyclophilin B)

cAMP responsive element binding protein-like 2

BN51 (BHK21) temperature sensitivity complementing

X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 4

ATX1 (antioxidant protein 1, yeast) homolog 1

armadillo repeat gene deletes in velocardiofacial syndrome

tumor necrosis factor receptor superfamily, member 11a, activator of NFKB

acetylserotonin O-methyltransferase-like

methionine-tRNA synthetase

brefeldin A-inhibited guanine nucleotide-exchange protein 2

A kinase (PRKA) anchor protein 1

paralemmin

N-sulfoglucosamine sulfohydrolase (sulfamidase)

amphiphysin (Stiff-Mann syndrome with breast cancer 128kD autoantigen)

B lymphoid tyrosine kinase

jun B proto-oncogéne

delta sleep inducing peptide, immunoreactor

BCL2/adenovirus E1B 19kD-interacting protein 3-like

genbank valor sd

NM_002670 0.95

NM_004407 0.95

NM_006267 0.95

NM_002674 0.94

NM_001405 0.93

NM_000942 0.92

NM_001310 0.92

NM_001722 0.92

NM_003401 0.92

NM_004045 0.92

NM_001670 0.91

NM_003839 0.91

NM_004192 0.89

NM_004990 0.89

NM_006420 0.89

NM_003488 0.88

NM_002579 0.87

NM_000199 0.86

NM_001635 0.86

NM_001715 0.86

NM_002229 0.86

NM_004089 0.85

NM_004331 0.85

0.68

0.72

0.41

0.57

0.26

0.61

0.42

0.57

0.51

0.36

0.71

0.62

0.24

0.66

0.64

0.54

0.61

0.66

0.50

0.62

0.50

0.65

0.19
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Nombre
genbank valor sd

adenylate cyclase 8 (brain) NM_001115 0.84 0.52
transcription elongation factor B (Slll), polypeptide 3 (110kD, elongin A) NM_003198 0.83 0.35
v-ets avian erythroblastosis virus E26 oncogéne related NM_004449 0.83 0.48
complement component 8, alpha polypeptide NM_000562 0.82 0.24
procollagen-lysine, 2-oxoglutarate 5-dioxygenase (lysine hydroxylase) 2 NM_000935 0.82 0.32
sine oculis homeobox (Drosophila) homolog 1 NM_005982 0.82 0.53
chymotrypsin-like NM_001907 0.81 0.58
solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; phosphate carrier), member 3 NM_002635 0.80 0.49
ribosomal protein L37 NM_000997 0.79 0.36
arachidonate 5-lipoxygenase-activating protein NM_001629 0.79 0.46
pyruvate kinase, muscle NM_002654 0.79 0.48
dual specificity phosphatase 3 (vaccinia virus phosphatase VH1-related) NM_004090 0.79 0.61
5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide formyltransferase/IMP cyclohydrolase NM_004044 0.78 0.36
H1 histone family, member 1 NM_005325 0.78 0.46
antigen identified by monoclonal antibody MRC OX-2 NM_005944 0.78 0.41
vitelliform macular dystrophy (Best disease, bestrophin) NM_004183 0.77 0.52
adaptor-related protein complex 1, beta 1 subunit NM_001127 0.76 0.18
carboxyl ester lipase-like (bile salt-stimulated lipase-like) NM_001808 0.76 0.38
hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 2 NM_002153 0.76 0.48
Sp4 transcription factor NM_003112 0.76 0.42
CD5 antigen-like (scavenger receptor cysteine rich family) NM_005894 0.76 0.51
PTK®6 protein tyrosine kinase 6 NM_005975 0.76 0.43

ATPase, H+ transporting, lysosomal (vacuolar proton pump), beta polypeptide, 56/58kD, isoform 1 NM_001692 0.75 0.35
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semenogelin Il NM_003008 0.75 0.49
beaded filament structural protein 2, phakinin NM_003571 0.75 0.43
poly (ADP-ribose) glycohydrolase NM_003631 0.74 0.53
guanine nucleotide-releasing factor 2 (specific for crk proto-oncogéne) NM_005312 0.74 0.52
inositol polyphosphate-5-phosphatase, 145kD NM_005541 0.74 0.55
eukaryotic translation initiation factor 3, subunit 5 (epsilon, 47kD) NM_003754 0.71 0.32

protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 13 (APO-1/CD95 (Fas)-associated phosphatase) NM_006264 0.71 0.54

polymerase (DNA directed), epsilon 2 NM_002692 0.69 0.39
amyloid beta precursor protein-binding protein 1, 59kD NM_003905 0.69 0.42
fucosidase, alpha-L- 1, tissue NM_000147 0.68 0.47
natural killer-tumor recognition sequence NM_005385 0.68 0.52
melanocortin 2 receptor (adrenocorticotropic hormone) NM_000529 0.67 0.40
aldehyde dehydrogenase 9 (gamma-aminobutyraldehyde dehydrogenase, E3 isozyme) NM_000696 0.66 0.48
diacylglycerol kinase, zeta (104kD) NM_003646 0.66 0.53
sodium channel, voltage-gated, type Il, beta polypeptide NM_004588 0.66 0.33
capping protein (actin filament) muscle Z-line, beta NM_004930 0.66 0.48
destrin (actin depolymerizing factor) NM_006870 0.66 0.48
biliverdin reductase A NM_000712 0.65 0.32
stanniocalcin 2 NM_003714 0.65 0.48
multiple PDZ domain protein NM_003829 0.65 0.42
dodecenoyl-Coenzyme A delta isomerase (3,2 trans-enoyl-Coenzyme A isomerase) NM_001919 0.64 0.25
acyl-Coenzyme A oxidase 1, palmitoyl NM_004035 0.63 0.38
NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex, 9 (22kD, B22) NM_005005 0.63 0.45
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Golgi vesicular membrane trafficking protein p18 NM_005868 0.63 0.28
calcium/calmodulin-dependent protein kinase | NM_003656 0.62 0.40
phospholipase A2, group IB (pancreas) NM_000928 0.61 0.39
proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 11 NM_002815 0.61 0.25
neurofilament, light polypeptide (68kD) NM_006158 0.61 0.49
epithelial membrane protein 2 NM_001424 0.60 0.46
phosphorylase kinase, alpha 1 (muscle) NM_002637 0.60 0.37
interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 4 NM_001549 0.59 0.44
anterior gradient 2 (Xenepus laevis) homolog NM_006408 0.59 0.28
GA-binding protein transcription factor, alpha subunit (60kD) NM_002040 0.58 0.42
glutamate receptor, ionotropic, AMPA 1 NM_000827 0.57 0.22
neurotensin receptor 1 (high affinity) NM_002531 0.57 0.42
RAS p21 protein activator 2 NM_006506 0.57 0.38
PHD finger protein 2 NM_005392 0.56 0.33
glucose-6-phosphatase, catalytic (glycogen storage disease type |, von Gierke disease) NM_000151 0.55 0.22
methyl CpG binding protein 2 (Rett syndrome) NM_004992 0.55 0.39
membrane metallo-endopeptidase (neutral endopeptidase, enkephalinase, CALLA, CD10) NM_000902 0.54 0.41
menage a trois 1 (CAK assembly factor) NM_002431 0.52 0.32
acetyl-Coenzyme A acyltransferase 2 (mitochondrial 3-oxoacyl-Coenzyme A thiolase) NM_006111 0.52 0.37
protein tyrosine phosphatase, receptor type, A NM_002836 0.51 0.30
T-box 10 NM_005995 0.48 0.38
hydroxysteroid (11-beta) dehydrogenase 2 NM_000196 0.47 0.28
myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia 2 NM_003482 0.47 0.36
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potassium voltage-gated channel, Shal-related subfamily, member 3

G protein-coupled receptor 17

oxysterol binding protein

microtubule-associated protein tau

oxytocin, prepro- (neurophysin I)

caudal type homeo box transcription factor 1

potassium voltage-gated channel, Shaw-related subfamily, member 4

ADP-ribosylation factor 3

genbank valor sd

NM_004980

NM_005291

NM_002556

NM_005910

NM_000915

NM_001804

NM_004978

NM_001659

0.45

0.44

0.43

0.42

0.34

0.30

0.27

0.21

0.14

0.17

0.28

0.25

0.21

0.22

0.18

0.13
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ANEXO II

Se muestra la informacién referente a los genes ADRBK2, ATP6VOE y ATP6V1C1
y su distribucion en los distintos tejidos del organismo comparando el tejido normal
con el tejido canceroso siguiendo una escala de colores que va del azul al rojo que
indica el nivel de expresién del gen (de menor a mayor), segun la base de datos

del Proyecto de Anatomia del Genoma del Cancer (135).
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MODELO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
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1 265 « 15706 Sanfiago ~ Hospital Piquifitrics - PYf Martin Hermera, 2 - Tel. 981 851 800 - Fax 881 851 801 - 15706 Santingo

£OD: 390004  Dirsceién Postat: Hospltal Clinico Uiniversiario - Travesia Choupara, si - 15706 Sanfiago - A . QUB00250E — Hoapital G4 Canares - Travesia Choupana
Toreiial o G« TV Faion Babor okt To) 38° 981 006 < Pt 861 Tol. B81 050 000 + Fie 851 D50 454 - CLF: Q1 » G Canares - sin - Tal, 081 056 000 - 15705 Santings

Complexo Hospitalario
Universitario de

Santiago de Compostela NHC : -

? —
Hospital Clinico Universitario —
Hospital Xeral Bdsico de Conxo -—ﬁ
Hospital Psiquidtrico de Conxo
Haspital Gil Casares Data N: =

TIS : H
Data Int; E—
Qfno:

Datos de identificacion del paciente
Sarv: CIR. MAXILOFACIAL

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA REALIZAR ANALISIS GENETICO
DIFERENCIAL DE NEOPLASIAS DE LA CAVIDAD ORAL

El paciente arriba citado autoriza la utilizacion de la pieza extirpada quirirgicamente
para realizar estudios experimentales sobre la expresion genética diferencial de sus
células. Asimismo, y con la misma finalidad, autoriza a la obtencién de una muestra de

mucosa oral sana con la finalidad antes descrita.

La finalidad de este estudio es puramente experimental para ampliar el conocimiento
cientifico del comportamiento de los tumores de la cavidad oral. No va a implicar
ninguna interferencia con el diagndstico ni con el tratamiento de la enfermedad.
Asimismo, el resultado de los estudios antes mencionados serdn absolutamente

confidenciales.

Santiago, | de febrero de 2004

Fdo: Dr Abel Garcia El paciente
Jefe de Seccion
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