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RESUMEN

Antecedentes: El prondstico del carcinoma epidermoide de cabeza y cuello no ha
cambiado en las ultimas décadas. Los microARNs median la expresion génica y
participan en la regulacion de los procesos bioldégicos celulares, y su expresion
aberrante es un acontecimiento importante en varias neoplasias. Asimismo, la
elevacion del ARN mensajero de la hTERT en la sangre periférica de pacientes con
cancer esta relacionada con los parametros clinico-patoldgicos y el prondstico. Los
objetivos de esta tesis son determinar si los niveles de determinados microARNs y del
ARN mensajero de la hTERT plasmaticos podrian ser buenos biomarcadores para el

diagndstico y la monitorizacidén del cancer epidermoide de cabeza y cuello.

Métodos: Se realizd un estudio observacional, longitudinal, prospectivo, analitico, con
disefio de casos y controles, en el que se compararon 37 pacientes con cancer
epidermoide de cabeza y cuello al diagndstico con 30 pacientes sanos. Se obtuvieron
muestras de sangre y se determinaron los niveles de expresiéon de 17 microARNs
circulantes y del ARN mensajero de la hTERT en plasma mediante PCR-RT. El
seguimiento del carcinoma epidermoide de cabeza y cuello se realizé durante un afio
con extracciones de sangre a los 7 dias para los pacientes quirurgicos, yalos 1, 2, 6
y 12 meses después de finalizar el tratamiento para todos los pacientes. Se extrajeron

muestras adicionales en el caso de sospecha de recidiva.

Resultados: El 78,4% de los pacientes oncoldgicos y el 56,7% en el grupo de control
eran hombres. Los fumadores y consumidores de alcohol presentaron una mayor
susceptibilidad para desarrollar un cancer epidermoide de cabeza y cuello, con un
riesgo aumentado un 63,4% cuando se combinan ambos factores. La localizacion
tumoral mas frecuente fue la orofaringe (40,5%). Al diagndstico, los pacientes
oncoldgicos sobreexpresaron miR-21-5p y miR-122 (p<0,001), mientras que miR-195-
5p estaba regulado negativamente (p=0,002). Igualmente, detectamos una
sobreexpresion del ARN mensajero de la hTERT en el plasma de pacientes
oncolégicos en comparacion con los controles (p=0,003). Encontramos diferencias en
los niveles de expresiéon de algunos microARNs entre pacientes vivos libres de
enfermedad y aquellos con enfermedad persistente durante el ano de seguimiento: el

miR-122 se mostraba elevado en pacientes libres de enfermedad durante el primer

XIX



afo, respecto a aquellos del grupo con enfermedad persistente (p<0,05). A este miR-
122 se le sumaban los miR-374-5p y miR-451a que, al mes de la finalizacion del
tratamiento, también estaban significativamente elevados en pacientes sin
enfermedad (p<0,02). Al centrarnos exclusivamente en los pacientes que completaron
el afio de seguimiento con todos sus controles intermedios, encontramos 2 hallazgos
destacables: miR-146 se mantenia estadisticamente significativo desde el diagnéstico
hasta el control anual en los pacientes con enfermedad (p<0,04), incluyendo todos los
puntos intermedios y, los 6 meses, era el momento en que mas microARNs
diferencialmente expresados encontramos ya que, asociado a este miR-146, también
detectamos diferencias en miR-3591-3p y miR-223 en el mismo grupo de pacientes.
En la evaluacion de los pacientes intervenidos, también hemos obtenido valores
significativos en 6 microARNs: miR-21-5p (p=0,004), miR-146 (p=0,021), miR-223
(p=0,032) y miR-375 (p=0,035) disminuyeron, mientras que miR-26b (p=0,019) y miR-
3591-3p (p=0,013) se elevaron tras la cirugia. Ademas, observamos una disminucion
global de los niveles de expresion de ARN mensajero de la hTERT en plasma en los
5 pacientes curados que se sometieron a cirugia, si bien al evaluar todos los pacientes
que finalizaron el seguimiento y fueron intervenidos, las conclusiones no fueron
significativas. Por ultimo, observamos que el miR-206 era el que mejor correlacién
presentaba con las exploraciones otorrinolaringoldgicas y las pruebas de imagen tanto

alos 6 como a los 12 meses de seguimiento.

Conclusién: Nuestros hallazgos sugieren que la evaluacién de los niveles de
expresion de ciertos microARNs y del ARN mensajero de la hTERT en plasma podrian
proponerse como una herramienta complementaria para el diagnostico de pacientes
con carcinoma epidermoide de cabeza y cuello, y el cambio de sus valores tras la
cirugia podria ayudar a identificar a los pacientes con mejor pronodstico. Ademas, la
biopsia liquida podria ser valiosa para monitorizar la enfermedad, especialmente
durante el primer afio de seguimiento. Sin embargo, es preciso realizar mas ensayos
con muestras mas grandes para aclarar el papel de los niveles de expresion de estos
biomarcadores plasmaticos, con el objetivo de validar los datos y establecer un nivel

de corte que pueda ser util para el diagndstico, el prondstico y el seguimiento.
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1. INTRODUCCION







INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1. Concepto de carcinoma epidermoide.

1.1.1. Definicidn, concepto y datos epidemioldgicos.

El cancer de cabeza y cuello engloba a un grupo de neoplasias que se desarrollan
a partir del epitelio de la cavidad oral, faringe y laringe, y representan los canceres
mas frecuentes de este area [1].

La gran mayoria (mas del 90%) son carcinomas de células escamosas, y se
originan a partir de células epiteliales de la mucosa que recubren la via aérea superior
(VAS), denominandose carcinoma escamoso o epidermoide de cabeza y cuello
(CECC). Histolégicamente, la progresion a CECC invasivo sigue una serie ordenada
de pasos que comienzan con la hiperplasia de células epiteliales, seguida de displasia
(leve, moderada y grave), carcinoma in situ y, finalmente, carcinoma infiltrante [2]
(figura 1). Sin embargo, es de destacar que la mayoria de los pacientes diagnosticados

con CECC no tienen antecedentes de una lesién premaligna previa [1].

Mucosa normal Hiperplasia Displasia Carcinoma in situ Carcinoma infiltrante

Figura 1. Representacién grafica de las distintas fases histologicas que ocurren en el
epitelio normal hasta que progresivamente se transforma en un carcinoma, extraida
del articulo “Genetic progression model for head and neck cancer: implications
for field cancerization” [2].

El CECC es el sexto tipo de cancer mas prevalente. Se prevé que la incidencia
del CECC, que representa hasta el 5,1% de todas las neoplasias malignas en todo el
mundo, aumente de 947.000 a 1.240.000 casos en 2035 debido a los cambios en las
variables etioldgicas, ambientales y sociodemograficas [3].

Las tasas de incidencia y mortalidad del CECC varian ampliamente segun la

region geografica y las caracteristicas demograficas. A nivel mundial, el CECC es mas
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comun en hombres que en mujeres, con una proporcion de aproximadamente 2:1 vy,
predominantemente, a partir de los 50 afios [4]. Las tasas de incidencia son mas altas

en el sur y sudeste de Asia [5], seguida de Europa central y oriental, y América del Sur

[4].

1.1.2. Causas de carcinoma epidermoide.

La incidencia del CECC puede estar relacionada con factores de riesgo
ambientales y de estilo de vida [6], entre los que se incluye el tabaquismo, el consumo
de alcohol, la masticacion de nuez de areca o betel, la nutricion inadecuada, la mala
higiene oral, el virus del papiloma humano (VPH), el virus de Epstein-Barr (VEB) y las
infecciones por Candida albicans [1,7].

La posible relacion entre el consumo de alcohol y el cancer epidermoide de laringe
(CEL) fue por primera vez descrito en la década de 1950 [8]. En 1977 existia la alta
sospecha de que el consumo de cigarrillos y el alcohol eran los factores de riesgo
principales para desarrollar cancer de la via aérea superior, tanto de cavidad oral,
faringe como de laringe [9]. En 1987 la International Agency for Research on Cancer
clasifico las bebidas alcohdlicas como carcinogénicas y concluyé que el CEL se
relacionaba con su consumo [10], lo que se ha reafirmado posteriormente en otros
trabajos. En concreto, hay estudios que describen que uno de estos dos factores,
tabaco o alcohol, estaria presente en hasta el 72% de los casos de CECC, y en un
tercio de ellos, coincidirian ambos [11,12].

El alcohol o etanol se metaboliza en alcohol acetaldehido, que es un carcinégeno
reconocido [10], por la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) y, a su vez, este
acetaldehido se cataliza mediante la enzima aldehido deshidrogenasa (ALDH) en
acido aceético. Esto ocurre en su mayor parte en el higado, pero en parte también
ocurre en la VAS [13,14]. Ademas, el alcohol también puede tener un efecto local,
actuando como disolvente de las membranas celulares para favorecer la penetracion
de otros carcindbgenos, como el tabaco, en la mucosa [15].

En el caso del tabaco, las aminas aromaticas y heterociclicas presentes requieren
una activacion metabdlica para interactuar con el DNA. Estos grupos son

metabolizados por enzimas relacionadas con el citrocromo P450 (CYP450) que,
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ademas, puede presentar polimorfismos que condicionan que determinados
precarcindgenos se conviertan en metabolitos altamente reactivos, incrementando la
susceptibilidad de desarrollar un CECC en determinados pacientes [16]. La
concentracion y potencia de los carcinégenos del tabaco dependen del tipo de
producto de tabaco y su método de consumo [17]. La nuez de betel todavia no es un
factor de riesgo ampliamente establecido en nuestro pais; sin embargo, alrededor del
10% de la poblacién mundial mastica regularmente nueces de betel, lo que la convierte
en la cuarta sustancia psicoactiva mas consumida en el mundo [18], siendo Asia el
continente donde el consumo esta mas extendido.

También existen factores relacionados con la sexualidad, como la infeccion por el
VPH, que se considera un factor de riesgo importante para desarrollar el CECC [19],
causando alrededor del 10-20% de los casos [20]. El CECC asociado al VPH se
desarrolla tipicamente a partir del epitelio reticulado que recubre las criptas de las
amigdalas palatinas y la base de la lengua, que representan sitios inmunolégicamente
privilegiados para las infecciones por VPH [21]. Las amigdalas capturan los antigenos
inhalados e ingeridos y los transportan a los espacios subepiteliales, y estos
atraviesan el epitelio reticulado, que presenta una membrana basal porosa, lo que
facilita la interaccion estrecha entre las células epiteliales estacionarias y la poblacién
de células linfoides migratorias [22]. Asi, las células epiteliales amigdalares
transformadas pueden propagarse rapida y facilmente a través de los vasos linfaticos
eferentes hasta los ganglios linfaticos cervicales regionales. Estas metastasis a
menudo presentan degeneracion quistica y pueden sufrir cambios rapidos de tamafnio,
atribuidos a que las células tumorales intentan simular la morfologia de las criptas
originarias dentro de los ganglios linfaticos [23]. Las proteinas oncogénicas del VPH
de alto riesgo, E6 y E7, se expresan sistematicamente en células tumorales [24] e
interactuan directamente con otras proteinas reguladoras en las células [25]. Se
encontré que los pacientes con carcinoma epidermoide de orofaringe (CEOF) eran
positivos para el VPH hasta en el 84% de los casos y el 61,5% estaban asociados al
serotipo 16 [26]. En este sentido, hay que destacar que ha habido un aumento en la
incidencia de CEOF durante las ultimas tres décadas, especialmente en pacientes

mas jovenes [27,28].
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Del mismo modo, otra de las infecciones viricas relacionada directamente con la
carcinogénesis del CECC y, en concreto, con el carcinoma nasofaringeo (CNF), es la
infeccion por el virus de Epstein-Barr [29].

Por ultimo, pero no por ello menos importante, la mala higiene oral y las
deficiencias nutricionales han sido consideradas como factores del riesgo para el
desarrollo del cancer epidermoide de cavidad oral (CECO), especialmente cuando se
combinan con el tabaquismo y el consumo de alcohol [30]. Asimismo, se ha sugerido
que la colonizacion oral por Candida albicans, el patdbgeno fungico mas comun en la
cavidad oral, puede estar correlacionada con el desarrollo de cancer de esta

localizacion [31].

1.1.3. Herramientas diagndsticas del carcinoma epidermoide.

Hasta la fecha, la valoracién inicial en pacientes con CECC consiste en la
evaluacion clinica, apoyada en visualizacién directa o la endoscopia flexible y/o
pruebas de imagen como la Tomografia Axial Computarizada (TAC), la Resonancia
Magnética (RM) o la Tomografia de Emision de Positrones (PET-TAC). La biopsia de
tejido y el estudio histolégico anatomo-patolégico sigue siendo el método gold
estandard de referencia para la confirmacién del cancer [32].

La American Joint Committee on Cancer (AJCC) designo los estadios de los
distintos tipos de cancer de cabeza y cuello mediante la clasificacion TNM (tumor,
ganglio linfatico y metastasis) para definir en su 82 versién en 2017 [33], que se puede
ver en los Anexos 1y 2.

De manera similar, estas mismas herramientas se utilizan para determinar la
respuesta al tratamiento, pero, con frecuencia, esta evaluacion es compleja debido a
los cambios inflamatorios o anatomicos postratamiento, lo que ocasiona que las
recurrencias se descubran demasiado tarde y la enfermedad se encuentre en estadios

mas avanzados.
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1.1.4. Tratamiento del carcinoma epidermoide.

Las opciones de tratamiento para el CECC varian segun la ubicacion y el estadio
del tumor [34,35]. Alrededor del 40% de los pacientes tienen una enfermedad en
estadios iniciales, que frecuentemente puede tratarse de manera eficaz con
radioterapia o cirugia [35]. La mayoria de los pacientes con cancer localmente
avanzado reciben quimioterapia (QT) y radioterapia (RT) de manera concomitante
[34-37], precedida o no de quimioterapia de induccién (QTi). Agentes quimioterapicos
como el docetaxel, paclitaxel y cisplatino son comunmente utilizados en los regimenes
de tratamiento del CECC [38,39], aunque la introduccién de la inmunoterapia (IT) ha
ampliado la gama de terapias potenciales para personas que no eran elegibles para
recibir medicamentos estandar [40].

Nuestros protocolos de tratamiento en el CECC avanzado se basan en las
Directrices de la Guia de la National Comprehensive Cancer Network (NCCN) para
los canceres de cabeza y cuello version 1.2018 [33]. Siguiendo estos protocolos, los
pacientes reciben RT concomitante con la administracion fraccionada de
quimioterapéuticos como cisplatino (20 mg/m2) o carboplatino AUC2/m2 los dias 1 a
4, repetido cada 3 semanas. Estos protocolos suelen ir en ocasiones precedidos de
QTi, que consiste en la administracion de 3 ciclos (separados 3 semanas) de docetaxel
75 mg/m2 el dia 1, cisplatino 75 mg/m2 o AUC5/m2 de carboplatino (si es posible) el
dia 1, y 5-fluorouracilo 750 mg/m2 los dias 1-5.

La RT radical como tratamiento principal [33], en el tumor primario y ganglios
linfaticos afectados debe alcanzar 66Gy a 70Gy, mientras que en sitios con sospecha
de diseminacion subclinica el objetivo debe ser 44-63Gy. Sin embargo, la RT
posoperatoria [33] debe alcanzar 60-66 Gy si se encuentran caracteristicas adversas,
mientras que se necesitan 44-63 Gy en sitios donde se sospecha diseminacion
subclinica.

La cirugia es la primera opcion cuando el tumor se localiza en la cavidad oral, o
cuando afecta a la laringe con compromiso del cartilago tiroides [33] (seguida de RT
adyuvante concomitante con QT en la mayoria de los pacientes con tumores
localmente avanzados), y también es necesaria en caso de enfermedad resecable

persistente o recurrente después del tratamiento sistémico [33].
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La IT es la forma moderna de tratar el CECC y sigue siendo una alternativa en
caso de recurrencias irresecables, progresion o enfermedad metastasica, combinada
o no con QT. Los medicamentos disponibles en IT incluyen cetuximab y los inhibidores
del punto de control inmunoldgico anti-proteina 1 de muerte programada (PD-1), como

son el nivolumab y el pembrolizumab, que fueron aprobados en 2016 [41].

1.1.5. Prondstico y supervivencia en el carcinoma epidermoide.

A pesar del desarrollo de tratamientos avanzados, el prondstico de estos
pacientes no ha cambiado durante décadas [42]. En el momento del diagndstico, mas
de dos tercios de los pacientes presentan una enfermedad en estadio avanzado [43]
y otro 10% de los pacientes tiene metastasis a distancia [44]. Las tasas de
supervivencia general a 5 afios de los pacientes con CECC son aproximadamente del
40% al 50% [45], y la mayoria de los pacientes con enfermedad recurrente o
metastasica fallecen dentro del primer afio tras el diagndstico [46].

Numerosas variables, incluido el retraso en el diagndstico, las recurrencias
locales, las metastasis a distancia y los segundos tumores primarios, estan
relacionadas con la mala supervivencia general [47,48]. La mayoria de los pacientes
con CECC carecen de un tratamiento dirigido a una diana especifica para su tumor,
por lo que encontrar nuevos biomarcadores sera crucial para mejorar los resultados
de la IT [49].

1.2. Marcadores existentes validados en la actualidad para el control de la

enfermedad en pacientes con carcinoma epidermoide de cabeza y cuello.

Aunque se ha sugerido que muchos biomarcadores tienen un impacto significativo
en el diagnostico y el prondstico del CECC, pocos de ellos han sido validados para su
uso en la practica clinica. De hecho, una proporcion significativa de biomarcadores en
desarrollo no se introducen en la practica clinica porque carecen de especificidad y
sensibilidad, o de caracteristicas importantes como un bajo coste, un alto valor

predictivo positivo, relevancia clinica o corto tiempo de respuesta [50].
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Los marcadores actualmente validados en CECC son:
- p16 como biomarcador subrogado CECC asociado al VPH [51,52]

o En comparacién con el CECC no relacionado con el VPH, el CEOF
asociado al VPH ha surgido como una entidad patologica distinta con
diferentes caracteristicas clinicas y un perfil molecular unico, lo que enfatiza
la necesidad de incorporar el estado del VPH de rutina. Es importante
destacar que, dado el comportamiento clinico distintivo y el prondstico
favorable del CEOF positivo para VPH, recientemente se ha desarrollado
un sistema de estadificacion separado de los demas CECC [53,54]. Sin
embargo, actualmente no existe ningun protocolo de desintensificacion del
tratamiento recomendado para estos canceres y dos ensayos publicados
en 2019 demostraron que la combinacion de RT con cetuximab como
anticuerpo monoclonal anti-factor de crecimiento epidérmico (EGFR), era
menos eficaz que la combinacion con cisplatino en el tratamiento del
CECC, especialmente en pacientes con tumores positivos para el VPH
[565,56].

- PD-1y ligando de la proteina 1 de muerte programada (PD-L1) [51]

o Los puntos de control inmunolégico modulan la sefializacién e inhiben o
mejoran la respuesta de las células T. EI PD-L1 esta regulado positivamente
en condiciones inflamatorias y es expresado en tumores enriquecidos con
células T [57]. Son varios los autores que describieron que, en el CECC, la
sobreexpresion de PD-L1 conllevaba un peor pronéstico. En concreto, en
el CECO, Lin et al. anadieron que la sobreexpresion de PD-L1 se
correlacionaba con una mala supervivencia [58]. Muller et al., por su parte,
demostraron que la alta expresion de PD-L1 se correlacionaba con un
fenotipo de CECC altamente agresivo, independientemente de origen del
tumor [59]. Sin embargo, Vassilakopoulou et al. encontraron que una alta
expresion de PD-L1 se correlacionaba positivamente con el prondstico de
la enfermedad [60] y, Yang et al. describieron que el PD-L1 se
correlacionaba con una mejor supervivencia libre de progresion, pero no
con la supervivencia global en pacientes con CECC avanzado [61].

o En los primeros estudios de IT, se demostré que la expresion de PD-L1
estaba asociada con la tasa de respuesta a tratamientos inhibidores de la
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PD-1, como nivolumab y pembrolizumab y, por lo tanto, se establecié como
el biomarcador predictivo mas comunmente utilizado [62,63]. Como
consecuencia, la evaluacion de la expresion de PD-L1 representa
actualmente un biomarcador de referencia para ensayos clinicos, siendo
actualmente el unico biomarcador que ha mostrado correlacion con la
respuesta ala IT en CECC [51].

- ADN del VEB en plasma como biomarcador en el CNF [64]

o El papel del VEB como agente etiolégico primario en la patogénesis del
CNF estd bien establecido [65]. Se ha identificado el acido
desoxirribonucleico (ADN) del VEB en lesiones precursoras y ceélulas
tumorales. Las células del CNF expresan un subgrupo especifico de
proteinas latentes del VEB, incluida la proteina denominada antigeno
nuclear 1 del VEB (EBNA-1) y dos proteinas integrales de membrana, las
proteinas latentes de membrana 1 y 2 (LMP-1 y LMP-2), junto con el
fragmento BamHI-A (Proteina viral litica temprana). Los pacientes con CNF
también demuestran respuestas inmunolégicas especificas a diversos
productos genéticos del VEB, particularmente anticuerpos de
inmunoglobulina A dirigidos contra el antigeno de la capside viral del VEB
[65,66]. Esta asociacion de CNF con la infeccion por VEB se ha
aprovechado para desarrollar pruebas de diagnostico no invasivas, algunas
de las cuales se han explorado como biomarcadores clinicos. EI ADN del
VEB en plasma es actualmente el biomarcador predictivo mas confiable y
preciso para CNF y tiene utilidad en el diagndstico, el prondstico, la
vigilancia y la evaluacion de la respuesta al tratamiento. Por ejemplo, se
encontré ADN del VEB antes del tratamiento en el 96% de los pacientes
con CNF, y los niveles altos de ADN del VEB se asociaron con enfermedad
avanzada, recaida de la enfermedad y peores resultados [67,68]. EIl ADN
del VEB elevado después del tratamiento es un fuerte factor de prondstico
negativo en ensayos prospectivos de RT exclusiva, QT-RT concomitante o
QTi seguida de RT [69-72].

10
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1.3. Definicién y concepto de biopsia liquida.

La biopsia liquida se define como el analisis de material tumoral, células o acidos
nucleicos, obtenidos mediante métodos minimamente o no invasivos. El término fue
acunado por Klaus Pantel y Catherine Alix-Panabieres para estudiar células tumorales
circulantes en muestras de sangre periférica [73], pero generalmente representa el
analisis de diferentes biomarcadores de cancer en material derivado de tumores
aislado tipicamente del torrente sanguineo u otros biofluidos como orina, saliva,
liquido cefalorraquideo, derrame pleural o bilis [74]. La liberacién de material tumoral
al torrente sanguineo se produce desde etapas muy tempranas del proceso
cancerigeno [75]. La sangre llega a la mayoria de las localizaciones tumorales, por lo
que las biopsias liquidas basadas en sangre podrian reflejar mejor la heterogeneidad
del tumor que las biopsias tisulares de tumores pequefios [76], pudiéndose encontrar
tanto libres como en células tumorales circulantes y exosomas [77] (figura 2).

Para que un biomarcador sea idoneo, debe ser altamente especifico y sensible
con un alto valor predictivo, que pueda detectarse de manera rapida, faciimente
accesible, precisa y econdmica, y debe estar ausente o minimamente presente en
individuos sanos y libres de tumores [78]. Este podria ser el caso de los microARNs
(miARNSs), que tienen una serie de caracteristicas intrinsecas que los convierten en

una clase ideal de biomarcadores sanguineos para la deteccién del cancer.

A B Erythrocytes (~5x10e"/mL blood)
Whole blood Cell free plasma
P g’ Leukocytes (~7x10e%mL blood)
= . Circulating tumor cells (~0-10/mL blood)
&
- Thrombocytes (~3x10e”mL blood)
v ® W 3
‘ Normal exosomes (~10e'"/mL blood)
®.° @ ®
um nown,

Ago2 associated miRNA (~5x10e”mL blood)

. HDL associated miRNA (~5x10e%mL blood)

Figura 2. llustracion donde se puede ver como los acidos nucleicos circulantes
provienen de una amplia gama de procesos celulares, y se encuentran tanto en sangre
total (A), como en plasma (B), obtenida del articulo titulado “Liquid biopsy for cancer

screening, patient stratification and monitoring” [79].
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1.4. Acido ribonucleico.

1.4.1. Definicidn, concepto y tipos de acido ribonucleico.

El &cido ribonucleico (ARN) es una molécula que esta presente en la mayoria de
los organismos vivos y en los virus. El ARN se forma a partir del ADN en el proceso
llamado transcripciéon. Esta formado por nucleétidos, que son azucares ribosa unidos
a bases nitrogenadas y grupos fosfato. Las bases nitrogenadas incluyen adenina,
guanina, uracilo y citosina. EI ARN existe principalmente en forma monocatenaria, y
puede tener una variedad de longitudes y estructuras [80].

Existen dos tipos principales de ARN que participan en la sintesis de proteinas en
el proceso llamado traduccion: el ARN codificante o mensajero (ARNm) y el ARN no
codificante, que incluye el ARN relacionado con la traduccién (ARN de transferencia -
ARNt- y ARN ribosémico -ARNr-), asi como los ARNs no codificantes cortos, y los

ARNSs no codificantes largos [80,81] (figuras 3 y 4).

Transcripcién
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/, \ j_ 5]; { /r//
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° \.‘
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Figura 3. Esquema donde se representan los procesos de transcripcion del ADN a
ARN, y de traduccion de ARN a proteinas, tomada de “El sitio web del Instituto
Nacional del Cancer” [82].
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Figura 4. Clasificacidon de los distintos tipos de ARN [81,83].

o

ARNmM o codificante

EI ARNm se transcribe a partir del ADN y contiene el modelo genético para
producir proteinas. En eucariotas, una transcripcion de ARN recién
transcrita se considera un pre-ARNm y necesita madurar para formar el
ARNm. Un pre-ARNm contiene regiones codificantes y no codificantes
conocidas como exones e intrones, respectivamente. Durante el
procesamiento previo al ARNm, los intrones se eliminan y los exones se
unen, en un proceso llamado empalme de ARN. Se agrega una tapa 5'
conocida como 7-metilguanosina al extremo 5' de la transcripcion de ARN
y el extremo 3' se poliadenila. La poliadenilacion se refiere al proceso en el
que se agrega a la transcripcion una cola poli(A), que es una secuencia de
nucledtidos de adenina. La tapa 5' protege el ARNm de la degradacion y la
cola poli(A) 3' contribuye a la estabilidad del ARNm y le ayuda en el
transporte. Los investigadores también estan estudiando el ARNm como
tratamiento contra el cancer debido a su capacidad para modificar las
células [84].

13
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- ARN no codificante
o ARN relacionado con la traduccién o estructurales
= ARNt

Los ARNt son moléculas de ARN que traducen el ARNm en proteinas.
Tienen una estructura de hoja de trébol que consta de un sitio aceptor
en 3', un fosfato terminal en 5', un brazo D, un brazo T y un brazo
anticodon. La funcidn principal de un ARNt es transportar aminoacidos
en su sitio aceptor 3' (brazo anticodén) a un complejo de ribosomas
con la ayuda de la aminoacil-ARNt sintetasa. El tipo de aminoacido
transportado depende del codén del ARNm, que es una secuencia de
tres nucledtidos. Los ARNt también regulan la apoptosis al actuar

como eliminadores del citocromo C [85].

= ARNr

El ARNr forma ribosomas, que son esenciales en la sintesis de
proteinas. Un ribosoma contiene una subunidad ribosémica grande y
otra pequena. En eucariotas, las subunidades 40S y 60S forman un
ribosoma 80S. Los ribosomas contienen un sitio de salida, un sitio
peptidilo y un aceptor para unir aminoacil-ARNt y unir aminoacidos

para crear polipéptidos.

o ARNSs reguladores

= ARNSs no codificantes largos

Son un grupo heterogéneo de ARNs, de mas de 200 nucledtidos de
largo. Recientemente se ha demostrado que participan en muchos
procesos biologicos, y la mayoria de ellos no tienen capacidad de
codificacion de proteinas [86]. Su numero es significativamente mayor
que el de los genes que codifican proteinas, y estan involucrados en
enfermedades o etapas de desarrollo, incluidos los canceres en seres
humanos [87,88]. Regulan muchas funciones biolégicas, como la
impresion de loci gendmicos, la regulacion de la conformacion de los
cromosomas, etc. [89]. Se pueden detectar tanto en el nucleo como el
citoplasma, y sus diferentes ubicaciones suponen diversas funciones
involucradas en la regulacion de los genes, por ejemplo, modificacion

de la cromatina, interaccion con factores transcripcionales,

14
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procesamiento de ARNm, metabolismo celular, proliferacién,
apoptosis, actuando como “esponja molecular” y creando complejos
de ribonucleoproteinas [86,90-93].
* ARNSs no codificantes pequefios

Estos pequefios ARNs, muchos de los cuales cumplen funciones
regulatorias y estan involucrados en procesos de silenciamiento o
apagado de genes [94], tienen menos 200 nucledtidos de largo. En
concreto, los miARNs representan los ARNs no codificantes
pequefios mejor estudiados y se cree que regulan el 60% del genoma
humano [95,96]. Estas moléculas tienen entre 18 y 25 nucledtidos de
largo, se unen predominantemente a 3'-UTR del ARNm para mediar
el silenciamiento génico postranscripcional [97], pero pueden unirse a
5-UTR para inducir la expresion génica en algunos casos [98] o
pueden unirse simultdneamente a 3'-UTR y 5'-UTR [99]. Ademas, los
miARNs también pueden activar la expresion génica mediante la

represion de la descomposicion del ARN [100].

1.4.2. Definicién y concepto de microARN circulante.

Los miARNSs participan en la regulacion postranscripcional de la expresion génica
mediante el emparejamiento de bases con el ARNm [101]. Los miARNs parecen
generarse a partir de secuencias gendémicas intergénicas o regiones intronicas de los
genes codificadores de proteinas [102].

Teniendo en cuenta que un MIARN puede regular potencialmente, directa o
indirectamente, cientos de objetivos, estas biomoléculas podrian modular la
progresion y el tratamiento del tumor [103]. El papel de los miARN en el cancer se
sospecho por primera vez en 1993 cuando se observo en C. elegans 'y Drosophila que
los miARNs controlaban aspectos de la proliferacién celular y la apoptosis [104].

Los miARNs se pueden generar mediante las vias de biogénesis de miARN
canonicas o no canénicas [105] (figura 5):

- Para la biogénesis canonica, los miARNs se transcriben como transcripciones

precursoras largas de loci gendmicos intergénicos, intronicos o policistronicos
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mediante la ARN polimerasa Il [106]. El ciclo de vida de los miARNs consta de
multiples fases, incluida la transcripcidén, la exportacion nuclear, el recorte
(trimming) y el corte en cubitos (dicing). EI miARN primario (pri-miARN) forma una
estructura en horquilla distintiva que es reconocida y procesada por el complejo
de la enzima ARNasa IlI-DROSHAY la regién critica 8 de DiGeorge (DGCRS8) para
generar miARNSs precursores (pre-miARNs) en el nucleo de las células, que luego
se transportan al citoplasma a través del poro nuclear Exportina-5. El pre-miARN
se somete a la actividad ribonucleasa de DICER para producir miARN maduro con
una cadena pasajera y otra cadena guia. La cadena pasajera se degrada,
mientras que la cadena guia se une a un complejo formado por DICER y la
proteina Argonaute-2, llamado Complejo Silenciador Inductor de ARN (RISC) para
realizar su funcion de bloquear o degradar el ARNm objetivo [107,108].

- El término "vias no candnicas" se refiere a la coleccion de varias rutas de
ensamblaje de miARN unicas de combinacion de proteinas que se han ido
descubriendo e investigando [109-112]. En la via no canodnica, el miARN se
transcribe directamente como ARN en horquilla o mediante empalme de intrones
que pueden replegarse en horquillas, formando entonces una estructura
adecuada para la escision por el DICER, continuando por la misma ruta que la via

canonica [108].

EXON — EXON 0
CANONICAL 1 NON-CANONICAL
PATHWAY PATHWAY

pri-miRNA Q‘W : Figura 5. Representacién de la

e

biogénesis de los miARNs y la via
de regulacion postranscripcional,
extraida del articulo “MicroRNAs
deregulation in head and neck

squamous cell carcinoma’” [105].
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1.4.3. Utilidad de los microARNSs circulantes como biomarcadores en pacientes

diagnosticados de carcinoma epidermoide de cabeza y cuello.

Los miARNSs tienen una serie de caracteristicas intrinsecas que los convierten en
una clase ideal de biomarcadores sanguineos para la deteccion del cancer. Por un
lado, son muy especificos: los perfiles de expresién de los miARNs parecen ser
especificos de cada tejido y se ha demostrado que difieren entre los tipos de cancer
segun el diagndstico y el estadio del tumor [113]. Por otro lado, la expresién de estos
miARNs es notablemente estable y, por lo tanto, puede medirse no solo en fluidos
bioldgicos, sino también de forma rutinaria en material fijado con formalina y parafina
[114]. Ademas, los miIARNs son resistentes a la ebullicion, los cambios de pH y la
fragmentacidén por sustancias quimicas o enzimas [115]. Concretamente, se ha
descrito que los miARNs plasmaticos podrian permanecer estables durante ocho
ciclos de congelacion y descongelacion y a temperatura ambiente durante 24 horas
[116] debido a su pequeio tamafo y relativa resistencia a las nucleasas [113]. De
hecho, algunos investigadores detectaron que el ARN libre circulante mostraba, en
diferentes tumores, una mayor sensibilidad y especificidad tisular en comparacion con
los biomarcadores convencionales [117].

Para investigar la correlacién y la importancia de los biomarcadores de fluidos
corporales en pacientes con CECC, resulta esencial una validacion de diferentes
miARNSs [118]. En la figura 6 se pueden observar los descubrimientos mas relevantes
en el campo de los miARNs y su importancia en el cancer, que culminaria con la
concesion del Premio Nobel de Medicina o Fisiologia del afio 2024 a Victor Ambros y
Gary Ruvkun por el descubrimiento de los miARNSs en los afios 80 [104,119].

Como se ha adelantado previamente, los miARNs controlan los procesos
primarios que conducen a la formaciéon del CECC, incluida la diferenciacion,
proliferacion, apoptosis y metabolismo tumoral. También desempefan un papel en la
regulacion postranscripcional de la expresion génica [101,120].

En relacién con los mecanismos de oncogenicidad en el CECC, existe una gran
cantidad de estudios que revelan la importancia de los miARNs en varios procesos
biolégicos [121-123]. Los miARNs pueden funcionar como miARNs promotores de
tumores (onco-miARNs) o como miARNs supresores de tumores, cuya

sobreexpresion o subexpresion conduce respectivamente al crecimiento tumoral
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[124]; ademas, también hay algunos miARNs que exhiben ambas funciones, y son
considerados duales [122]. Esta creciente cantidad de evidencia que establece la
conexion entre la regulacion negativa, positiva, desactivaciéon u otra desregulacion de
los miARNs en varios tipos de cancer nos hace plantear la hipétesis de que los
mMiARNs también desempenaran un papel esencial en el tratamiento de las neoplasias
en un futuro no muy lejano [125]. Por tanto, el conocimiento de estos cambios
moleculares podria ayudar a interpretar los mecanismos de progresion del cancery a

la identificacion de dianas especificas para el desarrollo de estrategias terapéuticas.

1993

First miRNA lin-4
discovered in C.
elegans (Lee ef
al)

1200

|
1986
Extracellular
miRNAs
discovered in
plants (Baulcombe
etal)

[1

1988
First observation of
RNA (Nobel Prize
2006} (Fire and Mello
etal)
Central Dogma of
Bialogy is challenged
(DNA>RNA>protein)

1000

200

600

circulating miRNA
m circulating miRNA cancer

>1993 1996 1998

Figura 6. Linea de tiempo cronoldgica de los descubrimientos clave en el campo de

los miARNS y su relevancia para el cancer, perteneciente al articulo “New Concepts

in Cancer Biomarkers: Circulating miRNAs in Liquid Biopsies” [126].

La expresion anormal de miARN ha sido descrita muchas veces en el diagnostico
y pronodstico del CECC desde que Avissar et al. identificaron dieciocho miARNs

significativamente alterados entre muestras de tejido primario fresco congelado de
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pacientes con CECC y donantes sanos, pero solo 4 de estos miARNs fueron validados
[127].

Desde el punto de vista del diagnédstico, existen numerosos esfuerzos en curso
para respaldar el uso de los miARNs como biomarcadores altamente discriminativos
en el diagnostico de CECC, pero se cree que debido a la excesiva posibilidad de falsos
positivos y negativos, la prueba de un solo biomarcador no es factible [128]. Ademas,
los miARNs pueden predecir la ubicacion del tumor. Barker et al. observaron distintos
perfiles de expresion en la base de la lengua, las amigdalas y nasofaringe, lo que
sugiere que estos perfiles de miARNs sean también especificos de tejido en el CECC
[129]. Sin embargo, el estudio de Hui et al. no mostré diferencias en los perfiles
globales de miARNSs entre los canceres de células escamosas originados en laringe,
orofaringe o hipofaringe [130].

Desde que se estudié por primera vez el papel de los miARNs, se han hecho
muchos intentos de correlacionar también sus niveles de expresion con la enfermedad
a distancia y la supervivencia general y libre de enfermedad. Ren et al. y Wang et al.
demostraron que una alteracion de la expresion de determinados miARNs se
relacionaba con una histologia mas avanzada, menos diferenciada y la presencia de
adenopatias patolégicas en CEL y CEO [131,132]. Sin embargo, otros autores
concluyeron que la expresion en muestras de plasma no era significativamente
diferente entre pacientes con CEO con ganglios negativos y con ganglios positivos
[133]. A pesar de muchos esfuerzos, Prasad et al. destacaron que ningun biomarcador
tenia mejor valor prondstico que el analisis histopatoldgico, lo que sugiere que existe
una necesidad imperativa de optimizar su validacion frente a pruebas clinico-
patologicas ya existentes y aceptadas [134]. Recientemente, Popov et al. demostraron
que la desregulacion de ciertos miARNs en muestras de CEL exhibia una fuerte
asociaciéon con la supervivencia libre de recurrencia [135]. Aun mas, Wang et al
descubrieron que 18 miARNs asociados con genes del metabolismo de los acidos
grasos estaban relacionados con el prondstico de los pacientes con CECC y las curvas
ROC demostraron que sus puntuaciones de riesgo pueden predecir con precision el
prondstico de los pacientes con CECC a 1, 3 y 5 afos [136].

Los principales estudios relacionados con la expresién de miARNs y CECC
incluidos en esta revision, publicados en el primer articulo de la tesis doctoral, se
resumen en el anexo 3. Como se puede apreciar, en CECC, las familias de miR-21,
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miR-31, miR-99a y miR-142 generalmente estaban sobreexpresadas, mientras que
las familias de miR-125, miR-145 y miR-199 estaban principalmente infraexpresadas.
Sin embargo, se pueden encontrar algunas controversias con las familias miR-15,
miR-30, miR-155, miR-375, que se ha descrito que funcionan ocasionalmente como
miARNSs duales.

Finalmente, en relacion con la respuesta al tratamiento, Lapa et al. revelaron que
la biopsia liquida y particularmente los miARNs podrian usarse como biomarcadores
para brindar informacion mas detallada que ayudara a seleccionar la mejor opcién de
tratamiento y monitorizar la respuesta del tumor [137]. Algunos estudios demostraron
que los miARNs estaban elevados en el plasma de pacientes con CECO y sus niveles
se redujeron notablemente después de la cirugia de reseccion, lo que respalda que
estos marcadores estaban asociados con el tumor [138].

Curiosamente, un metaanalisis revel6 importantes grupos de firmas de miARNs
asociados con la respuesta al tratamiento con Cetuximab y la supervivencia libre de
progresion en pacientes con CECC [139]. El estudio de Summerer et al. de 2013
analizé los cambios en miARNs plasmaticos en pacientes con CECC tratados con RT
y QT, e identificaron 6 miARNs (miR-425-5p, miR-21-5p, miR-106b-5p, miR-590-5p,
miR-574-3p y miR-885-3p) que mostraron cambios significativos después de 2 dias
de tratamiento, sugiriendo su potencial como biomarcadores de respuesta terapeéutica
[140]. Posteriormente, en 2015, el mismo grupo valido estos hallazgos en una cohorte
independiente, encontrando que los niveles elevados de ciertos miARNs antes y
después del tratamiento se asociaban con un peor prondstico, o que respalda la
utilidad de los miARNs plasmaticos como herramientas minimamente invasivas para
la monitorizacién y el prondstico en pacientes con CECC [141]. En un esfuerzo por
minimizar la morbilidad y mortalidad relacionadas con el tratamiento, se cree que los
biomarcadores sanguineos precisos podrian evitar que tratamientos ineficaces
empeoren el prondstico de los pacientes con CECC o reduzcan las tasas de
supervivencia, ya que el tratamiento también se asocia con efectos secundarios y
puede reducir su calidad de vida [142—144].

Las conclusiones relacionadas con la expresion de miARNs podrian ser
engafosas porque medir estos niveles de expresién hoy en dia sigue siendo un
desafio debido a que los umbrales de corte no estan claramente definidos y los
resultados de los estudios preliminares dependen del laboratorio que realiza el
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analisis. Ademas, estos valores estan determinados por las muestras analizadas
(plasma, suero y tejido tumoral), ya que los niveles de expresion de los miARNs son
muy variables segun el tipo de célula [145]. Estas son algunas de las razones por las
que, a pesar de los esfuerzos de varios autores que informaron el valor diagnéstico
de los miARNs circulantes y su papel potencial como factores prondsticos en
pacientes que padecen CECC [145], todavia faltan datos sobre el papel prondstico de
los mismos. Sin embargo, aunque el estudio de los miARNs circulantes como
biomarcadores para el diagndstico y pronostico en tumores de 6rganos solidos aun
esta en fases preliminares [146], se considera posible que la combinacién de biopsias
liquidas con endoscopia de rutina y técnicas de imagen deberia mejorar la vigilancia
y el prondstico del CECC [147].

1.5. Telomerasa

1.51. Definicién y concepto de telémeros y telomerasa.

La telomerasa es un complejo de ribonucleoproteina que contiene un molde
interno de ARN telomérico (TERC) y una proteina catalitica con actividad de
transcriptasa inversa especifica de los teléomeros humanos (hTERT), que afade la
terminacion “TTAGGG” al final del cromosoma, creando la estructura final del mismo,
llamada telémero, manteniendo asi su integridad durante la replicacion del ADN
[148,149]. La activacion de la telomerasa evita que los teldbmeros se acorten, lo que
puede conducir a la inmortalizacion celular, la evitacion de la apoptosis y la promocion
de la tumorigénesis [148,150].

La expresién de la actividad telomerasa y la longitud de los teldmeros se considera
uno de los aspectos mas relevantes en el diagndstico precoz de los carcinomas [151].
Las células somaticas normales no expresan telomerasa; sin embargo, se encuentra
una alta actividad de telomerasa en la mayoria de las neoplasias malignas [152,153].
Esta activacion esta estrechamente asociada con un resultado clinico deficiente en el
cancer localmente avanzado [151], y esta actividad esta fuertemente correlacionada
con la expresion de hTERT, que desempefa un papel clave en la proliferacion celular
ilimitada [154] (figura 7).
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Figura 7. Imagen donde se observa que, en condiciones normales, los telomeros se
acortan con cada ciclo de divisidn celular, mientras que, en células tumorales, el
aumento de la actividad de la telomerasa favorece la proliferacion celular, tomada del
articulo “Deciphering the Functions of Telomerase Reverse Transcriptase in Head
and Neck Cancer’ [149].

El descubrimiento de los telomeros y la telomerasa fue protagonista en el 2009,
ya que hizo que el Instituto Karolinska de Estocolmo concediera el Premio Nobel de
Medicina de ese afio a sus investigadores Elizabeth H. Blackburn, Carol W. Greider
[155,156] y Jack W. Szostak [157], por las implicaciones de los mismos tanto en el

proceso del envejecimiento como del cancer.

1.5.2. Utilidad de la telomerasa como marcador en pacientes con carcinoma

epidermoide de cabeza y cuello.

La expresion/actividad de la telomerasa y la disfuncion de los telémeros se han
investigado ampliamente en el cancer [158-160], y la mayoria de los estudios indican
que son eventos tempranos cruciales en la tumorigénesis, a menudo detectables en
la etapa previa al desarrollo tumoral [161-166].

En los ultimos anos, numerosos estudios han detectado este ARNm de la hTERT

en la sangre periférica de pacientes con diferentes tumores como el cancer de
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préstata, pulmon y gastrico, y han demostrado que la elevacion del ARNm de la hTERT
en sangre periférica esta estrechamente relacionada con parametros clinico-
patolégicos, eficacia del tratamiento y otros biomarcadores tumorales de pacientes
con cancer [167].

Especificamente, en la VAS, se ha encontrado una baja expresion y actividad de
telomerasa en el epitelio normal, mientras que se ha detectado una alta expresion en
el 75-100% de los pacientes con CECC [154,168-174].

Ademas, varios autores han demostrado la implicacion de la longitud telomérica
tanto en el diagnostico, donde ha sido relacionada con el riesgo de progresion del
cancer [175-178], como en el prondstico [179].

Se han descrito diferentes vias de senalizacion que interactuan con la hTERT,
como WNT/B-catenina y factor nuclear kappa B (NF-kB), amplifica su influencia en la

progresion tumoral, creando una compleja red de efectos prooncogénicos [180].

1.6. Justificacién del trabajo.

La biopsia de tejido y el estudio histolégico anatomo-patolégico sigue siendo el
método gold estandard de referencia para la confirmacion y el diagndstico definitivo
del cancer, incluyendo el CECC, pero la heterogeneidad de las neoplasias sigue
siendo uno de los mayores problemas tanto en el diagndstico como en el tratamiento
[32]; una sola biopsia de tejido por si sola no podria ser representativa de esta
diversidad. La deteccidén de micrometastasis locorregionales también podria ser dificil
y la biopsia incisional y los hallazgos inmunohistoquimicos inespecificos durante el
analisis anatomopatoldgico pueden conducir a un tratamiento ineficaz [181-183].

Una opcion menos invasiva para ayudar en el diagnostico o en la monitorizacion
del cancer es la biopsia liquida, que podria permitir, ademas, predecir la respuesta al
tratamiento y la enfermedad residual minima [184].

La ausencia de biomarcadores validados en el CECC fiables para predecir o
confirmar el diagnéstico, personalizar los tratamientos dirigidos o monitorizar la
respuesta a los mismos, hace que sea necesario buscar y estudiar moléculas
alternativas, como podrian ser los miARNs o el ARNm de la hTERT plasmaticos

obtenidos mediante biopsia liquida.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

A medida que crece nuestra comprension de las vias moleculares detras de la
patologia CECC, es posible mejorar la supervivencia y la calidad de vida del paciente

facilitando el diagndstico temprano y el seguimiento posterior al tratamiento.

Hipotesis: los niveles de expresion de los miARNs y el ARNm de la hTERT
plasmaticos son biomarcadores de utilidad en el diagnéstico del CECC avanzado y
sirven para evaluar la respuesta de un paciente al tratamiento e identificar recurrencias

tempranas de la enfermedad CECC avanzado.

Con la intencion de estudiar esta hipotesis, nos hemos fijado varios objetivos:

- Analizar las caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de los pacientes del
grupo control y del grupo de pacientes con CECC avanzado.

- Analizar la expresion de un subconjunto de los miARNs y el ARNm de la hTERT
plasmaticos, en pacientes del grupo control y pacientes con CECC avanzado al
diagndstico antes de comenzar el tratamiento.

- Comparar los niveles de expresion de los miARNs y el ARNm de la hTERT
plasmaticos de los pacientes diagnosticados de CECC avanzado y pacientes del
grupo control (utilidad para el diagnéstico).

- Analizar los niveles de expresion de los miARNs y del ARNm de la hTERT
plasmaticos e intentar correlacionarlos con las caracteristicas clinico-patolégicas
de los pacientes con CECC avanzado.

- Comparar los niveles de expresion de los miARNs y el ARNm de la hTERT
plasmaticos antes y después del tratamiento, en distintos momentos del
seguimiento, en los pacientes diagnosticados de CECC avanzado (utilidad para el
prondstico).

- Determinar si algun miARN, o el ARNm de la hTERT, se correlaciona en plasma
positiva 0 negativamente con la supervivencia de los pacientes con CECC
avanzado (utilidad para la monitorizacion).

- Evaluar la desregulacién de esos miARNs y la expresion del ARNm de la
hTERT plasmaticos y correlacionar los resultados con la exploracion clinica y las
pruebas de imagenes en pacientes con CECC avanzado.
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3.1. Revisién de la bibliografia.

Previo al reclutamiento de pacientes, se revisaron todos los articulos publicados
en inglés o espafnol que abordaran el analisis de miARNs y el ARNm de la hTERT
circulantes o plasmaticos en CECC hasta octubre de 2022 y los hallazgos mas
significativos en diagnédstico y prondstico. Se excluyeron de esta busqueda otros
estudios de biomoléculas en otros fluidos como saliva, asi como sobre ARNs no
codificantes largos o exosomales. Para la redaccion del documento de tesis doctoral,
se han incluido los estudios actualizados hasta abril de 2025.

Los términos clave utilizados para la busqueda fueron "microRNA", “hTERT
mRNA”, “hTERC”, “telomerase” y “human telomerase reverse transcriptase”,
combinados con “head and neck squamous cell cancer”,

“oral/oropharyngeal/hypopharyngeal/laryngeal cancer” y “blood or plasma”.

3.2. Diseno de los estudios.

Se realizdé un estudio observacional, longitudinal, prospectivo, analitico, con un
disefio de casos-controles, en el que se compararon pacientes enfermos al
diagndstico con controles sanos, y a los que se les realizé un seguimiento durante un

afno desde que finalizaron el tratamiento.

3.3. Poblacion del estudio.

Entre enero de 2019 y enero de 2022 se reunieron 30 controles sanos y 37
pacientes con CECC recién diagnosticados (estadios Ill y IV) de cavidad oral,
orofaringe, hipofaringe y laringe. Los sujetos del grupo control no tenian antecedentes
oncolégicos, y para sus muestras de sangre, se eligieron pacientes que fueron
ingresados en el hospital para procedimientos quirurgicos variados. En el caso de los
pacientes con CECC, se excluyeron los pacientes con otros antecedentes de cancer
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de cualquier tipo, los casos de trastornos de inmunodeficiencia reconocidos, como el

sindrome de inmunodeficiencia adquirida, y los pacientes con CECC en estadio | o .

3.4. Variables clinicas.

En el estudio se recogieron varios factores como edad, sexo, consumo de tabaco
y alcohol, deteccion de inmunohistoquimica p16 como biomarcador subrogado del
estado del VPH, ubicacion del tumor, estadio (determinado por las directrices de la
NCCN para los canceres de cabeza y cuello versién 1.2018) y grado histologico.
Ademas, se incluyo el tipo de tratamiento recibido por el paciente, y en el caso de las

recidivas se concretd el tipo de QT e IT recibido y las dosis de RT.

3.5. Declaracion de Etica.

El protocolo del estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica
del area de Burgos y Soria (Referencia CEIC 2041) y todos los participantes firmaron

un consentimiento informado.

3.6. Pruebas otorrinolaringolégicas (ORL) y de imagen.

La evaluacién del cancer en el momento del diagnéstico, asi como durante el
seguimiento tras completar el tratamiento seleccionado y en el momento de la
sospecha de la recurrencia se realizé mediante la exploracién de la cavidad oral y

orofaringea, endoscopia, TAC y/o PET-TAC.

3.7. Protocolo de extraccion y recoleccion de muestras.

A cada paciente, en los distintos momentos del estudio, se le extrajeron 2
muestras de 6 mL de sangre que se recogieron en tubos de acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), y se dejaron a temperatura ambiente durante 30
minutos. Dentro de las primeras 4 horas después de la recoleccion, se procesaron las

muestras de sangre. El plasma se separ6 mediante doble centrifugacion: 1600 x g
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durante 10 minutos a temperatura ambiente, seguido de 6000 x g durante otros 10
minutos a temperatura ambiente. Las muestras resultantes se almacenaron en

alicuotas de un ml a -80 °C hasta que se realiz6 el aislamiento del ARN.

3.8. Protocolo de extraccion del acido ribonucleico y de Ila
retrotranscripcion inversa.

Utilizando el kit miRNeasy Serum/Plasma (Qiagen N.V., Hilden, Alemania) y las
instrucciones del fabricante (ver Anexo 4), se extrajo el ARN total de las muestras de
plasma. Con un espectrofotometro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, Wilmington,
DE), se determind la concentracion de ARN total. Se utilizo el kit de sintesis de ADNc
Transcriptor High Fidelity (Roche Molecular Systems, Pleasanton, CA) para transcribir
de forma inversa 10 ng de ARN total de acuerdo con las instrucciones del fabricante
(ver Anexo 5). Nuevamente se utilizé un espectrofotometro NanoDrop 1000 (Thermo

Scientific, Wilmington, DE), en este caso para medir la concentracion de ADNCc.

3.9. Protocolo de amplificacion de microARN.

Exiqon determiné los niveles de expresion de miARNs maduros con ayuda de un
sistema de PCR rapido en tiempo real 7900HT (Applied Biosystems, California, EE.
UU.) y el kit de PCR miScript SYBR Green (Qiagen, Hilden, Alemania). Los niveles
de expresion se calibraron contra el control interno RNU6B de Qiagen en Hilden,
Alemania. La técnica 2-AACt se utilizé para analizar la cuantificacién relativa de
MiARNS en el plasma tanto de muestras tumorales como de muestras de control. Para
determinar el ddCt de muestras de plasma CECC, se utilizé un ddCt promedio del
grupo de control no oncolégico. Los valores de expresion relativa inferiores a 0,5 se
consideraron regulados negativamente y los valores superiores a 2 se clasificaron

como sobreexpresados.
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3.10. Seleccion de microARNSs.

Utilizando las bases de datos del Programa de Secuenciacién del Genoma
Doméstico del Instituto Nacional de Investigacién del Genoma Humano, Cochrane,
UpToDate y PubMed, se realizé una revision de la literatura. El panel final de miARNs
detectados se derivo de los estudios con el factor de impacto mas alto y los miARNs
coincidentes, con la siguiente lista final: miR-21-5p, miR-26b, miR-28-3p, miR-99a,
miR-122, miR-143-3p, miR-146, miR-195-5p, miR-206, miR-223, miR-374b-5p, miR-
375, miR-425-5p, miR-451a, miR-512-5p, miR-574-3p y miR-3591-3p.

3.11. Protocolo de medicion del ARNm de la hTERT.

El proceso de extraccion, transcripcion inversa, amplificacion y determinaciéon de
los niveles de expresion del ARN es el descrito previamente. Se utilizé la técnica 2-
AACt para analizar la cuantificacion relativa (RQ) del ARNm de la hTERT en el plasma
tanto de muestras tumorales como de muestras de control. Para determinar el ddCt
de muestras de plasma de los pacientes con CECC, se utilizé un ddCt promedio del

grupo de control no oncologico.

3.12. Seguimiento de los pacientes.

Todos los pacientes oncoldgicos incluidos en el estudio tenian al diagnostico una
prueba de imagen (bien TAC o bien PET-TAC), con una biopsia histolégica positiva
para carcinoma epidermoide. Una vez confirmado el diagndstico y antes de iniciar el
tratamiento, se les realizd una extraccion de 2 muestras de sangre de 6mL.

Alos sujetos que servian como controles unicamente se les realizé una extraccion.

Atodos los pacientes oncoldgicos se les realizé un seguimiento durante 12 meses
tras haber finalizado el tratamiento, excepto aquellos que fallecieron antes de finalizar
este periodo. El control mediante exploracion ORL y pruebas de imagen de los
pacientes oncoldgicos se realizé a los 2, 6 y 12 meses tras haber finalizado el
tratamiento. En este periodo, se extrajeron muestras sanguineas al mes, asi como a

los 2, 6 y 12 meses después de finalizar el tratamiento. Se obtuvieron muestras
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adicionales en caso de que se sospechara una recurrencia, y a los 7 dias post-

intervencién en los pacientes que fueron sometidos a cirugia radical.

3.13. Financiacion.

El trabajo ha sido financiado por la Fundacion de Burgos por la Investigacion en

la Salud, gracias a sus becas de los anos 2018, 2019 y 2020.

3.14. Analisis estadistico.

Para realizar el andlisis estadistico se utilizé el software SPSS 26.0.

Las variables analizadas fueron las descritas previamente.

Se utilizaron valores de “Fold Change” para normalizar los datos de expresién de
los miARNS.

Se emplearon pruebas paramétricas debido a la distribucion normal de los datos.

Se realizd una regresion logistica multivariable para calcular los factores
protectores y de riesgo para el desarrollo de CECC.

Se realizaron correlaciones bivariadas mediante la prueba de Fisher entre
variables cualitativas y niveles de expresion de los miARNs y del ARNm de la hTERT.

Se consideré estadisticamente significativo un valor de p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas socio-demograficas de los pacientes.

El estudio incluyé 67 pacientes, de los cuales, 30 formaron parte del grupo
control y 37 del grupo de pacientes con CECC. El grupo control estaba
compuesto por 17 hombres (56,7%) y 13 mujeres (43,3%), con una edad media
de 62,3 anos, mientras que el grupo CECC lo conformaron 29 hombres (78,4%)
y 8 mujeres (21,6%), de 50,8 afios de edad media.

Respecto a los habitos toxicos, encontramos que sélo 4 (10,8%) de los
pacientes con CECC no habian fumado nunca y 6 (16,2%) no habian bebido
nunca, mientras que, en el grupo control, los no fumadores eran 16 (53,3%) y los
no bebedores 26 (86,7%). De los 37 pacientes con CECC, 12 (32,4%) eran
fumadores y bebedores simultaneamente (Tabla 1).

Al comparar estos habitos, observamos que el grupo con CECC tenia mayor
porcentaje de fumadores -70,3% y 20% respectivamente- (Chi cuadrado, p=0,03)
y bebedores activos -73% frente a 13,4%- (Chi cuadrado, p=0,022) que el grupo
control. ElI consumo simultaneo de alcohol y tabaco tenia un riesgo aumentado
de 63,4% de desarrollar CECC (Analisis multivariante, R?=0,634) (Tabla 2).

4.2. Caracteristicas clinico-patolégicas de los tumores.

La orofaringe fue la localizaciéon tumoral mas frecuente, con 15 pacientes
(40,5%). Aproximadamente un tercio de los pacientes, 14 (37,8%), presentaban
un carcinoma epidermoide moderadamente diferenciado y la mayoria, 31 de
ellos (83,8%) tenian una inmunohistoquimica para p16 negativa. En cuanto al
nivel de estadiaje, 18 (48,6%) de los pacientes tenian un estadio IVb, y
practicamente todos, 35 (94,6%) eran MO. A nivel loco-regional, T4b y N2c fueron
los estadios mas frecuentes con 14 (37,8%) y 9 (24,3%) pacientes

respectivamente (tabla 3).
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N % N %

SEXO

HOMBRE 29 78,4% 17 56,7%

MUJER 8 21,6% 13 43,3%

EDAD (ANOS)

MEDIA +DE 62,3 + 8,3 (SD) 50,8 = 15,0 (SD)

CONSUMO DE TABACO 0,03
>20 CIGARROS AL DIA 21 56,8% 2 6,7%

<20 CIGARROS AL DIA 4 10,8% 4 13,3%

PIPA 1 2,7% 0 0%

EXFUMADOR 7 18,9% 8 26,7%

NO FUMADOR 4 10,8% 16 53,3%

CONSUMO DE ALCOHOL 0,022
SEVERO 12 32,4% 0 0%

MODERADO 14 37,8% 2 6,7%

LEVE 1 2,7% 2 6,7%

EXBEBEDOR 4 10,8% 0 0%

NO BEBEDOR 6 16,2% 26 86,7%

Tabla 1. Caracteristicas epidemiolégicas de los sujetos incluidos en el estudio.

Consumo tabaco 2,190 1,166 4,114 0,015
Consumo alcohol 3,261 1,966 5,408 0,000
Tabaco + Alcohol 2,675 1,555 4,604 0,000

Tabla 2. Riesgo de desarrollar CECC en relacion con los habitos toxicos.
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CARACTERISTICAS CLiNICO-PATOLOGICAS

N % N %
LOCALIZACION TUMORAL ]
CAVIDAD ORAL 5 13,5% T1 1 2,7%
OROFARINGE 15 40,5% T2 3 8,1%
HIPOFARINGE 6 16,2% T3 8 21,6%
SUPRAGLOTIS 8 21,6% T4A 11 29,7%
GLOTIS 3 8,1% T4B 14 37,8%
ESTADO VPH (P16) N
POSITIVO 6 16,2% NO 9 24,3%
NEGATIVO 31 83,8% N1 6 16,2%
GRADO HISTOLOGICO N2B 7 19 %
POBREMENTE DIFERENCIADO 10 27,1% N2C 9 24,3%
MODERADAMENTE DIFERENCIADO | 14 37,8% N3B 6 16,2%
BIEN DIFERENCIADO 9 24,3% M
NO ESPECIFICADO 4 10,8% MO 35 94,6%
ESTADIO M1 2 5,4%
1 8 21,6%
IVA 9 24,3%
IVB 18 48,6%
Ive 2 5,4%

Tabla 3. Caracteristicas clinico-patoldgicas de los pacientes con CECC.

La inmunohistoquimica de p16 fue positiva en 6 (16,2%) de los pacientes
con CECC y, en todos los casos, el tumor estaba localizado en la orofaringe. Sin
embargo, no se detectaron diferencias significativas entre la expresion de p16 y
la localizacion del tumor (Chi cuadrado, p=0,081), probablemente como

consecuencia del pequeino tamafno de la muestra.
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4.3. MicroARNs en el carcinoma epidermoide de cabeza y cuello

avanzado.

4.3.1.

epidermoide de cabeza y cuello frente a controles al diagnostico.

Valor diagnéstico: comparativa de pacientes con carcinoma

El estudio evalué los niveles de expresion relativos de los miARNs
seleccionados en el plasma de 30 controles y 37 pacientes con CECC que no
habian recibido tratamiento previo (tabla 4 y figura 8), y encontramos que, en
pacientes con CECC, los miR-21-5p y miR-122 estaban sobreexpresados (t-
Student, p<0,001) y miR-195-5p tenia los niveles de expresion reducidos (-

Student, p=0,002), en comparacién con el grupo control.

MiARN Controles CECC p-valor
MiR-21-5p 0,029 + 0,002 0,302 + 0,007 0,000
MiR-26b 0,299 + 0,009 0,335 + 0,005 0,378
MiR-28-3p 0,312 + 0,001 0,321+ 0,002 0,685
MiR-99a 0,100 + 0,002 0,922 + 0,001 0,683
MiR-122 0,003 + 0,001 0,203 + 0,002 0,000
MiR-143-3p 0,920 + 0,002 0,813 + 0,001 0,367
MiR-146 0,021 + 0,005 0,022 + 0,000 0,979
MiR-195-5p 0,399 + 0,001 0,141 + 0,001 0,002
MiR-206 0,939 + 0,002 0,735 + 0,009 0,083
MiR-223 0,225 + 0,003 0,223 + 0,000 0,540
MiR-374b-5p 0,231 + 0,003 0,220 + 0,002 0,988
MiR-375 0,222 + 0,005 0,202 + 0,002 0,997
MiR-425-5p 0,332 + 0,002 0,512 + 0,009 0,187
MiR-451a 0,052 + 0,010 0,022 + 0,003 0,339
MiR-512-5p 0,132 + 0,000 0,192 + 0,005 0,730
MiR-574-3p 0,232 + 0,002 0,230 + 0,003 0,920
MiR-3591-3p 0,533 + 0,003 0,523 + 0,002 0,914

Tabla 4. Niveles de expresién medios + desviacion estandar (DS) de los miARNs

en el grupo control y el grupo de pacientes con CECC.
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Con el objetivo de analizar si los habitos toxicos podian determinar la
expresion de los miARNSs seleccionados, se examinaron las posibles diferencias
entre los niveles de expresion de estos miARNs y las conductas de fumar o
consumir alcohol en pacientes con CECC. Los fumadores sobreexpresaron miR-
574-3p (Kruskal-wallis, p=0,015) independientemente de si eran pacientes sanos
0 con tumores. Los pacientes en estadios IV sobreexpresaron miR-374b-5p
(Kruskal-wallis, p=0.005) en comparacién con los del estadio Ill. No encontramos
una correlacion significativa entre la expresion de miARNs y el consumo de

alcohol, ni con la localizacion del tumor o el grado histolégico.

1,2 -

0,8
0,6
0,4

Niveles de expresién de miARNs
trasformados

m Controles CECC

Figura 8. Representacion grafica de los niveles de expresidon normalizados de
los miARNSs al diagnéstico, donde vemos que miR-21-5p, y miR-122 estaban
sobreexpresados en pacientes con CECC con una alta significancia, y miR-195-

5p infraexpresado de manera muy significativa.
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4.3.2. Valor prondstico: utilidad de los microARNs en el seguimiento de

pacientes con carcinoma epidermoide de cabeza y cuello.

En esta segunda parte, se estudiaron los datos de los 37 pacientes con
CECC, con el objetivo de analizar los niveles de expresion de miARNs de los
pacientes después de completar sus terapias individuales.

Al final del periodo de seguimiento (12 meses), 18 pacientes se mantuvieron
vivos libres de enfermedad (VLE), 6 vivian con enfermedad (VE), y 11 fallecieron
con enfermedad (FE), 6 debido a la misma y 5 por otra causa. Se descartaron 2
pacientes de los 37, uno por desarrollar un hepatocarcinoma durante el
seguimiento, y otro por no realizar seguimiento alguno. Asi, agrupamos a los 35
pacientes incluidos en 2 grupos: VLE (18) y VE/FE (17). Los miR-122 y miR-195-
5p se sobreexpresaron significativamente en pacientes VLE frente a pacientes
con enfermedad (VE/FE) en cada momento clave (al diagnéstico, y 1 mes, 2
meses, 6 meses y un afilo postratamiento). Ademas, también detectamos
diferencias significativas en los miR-374-5p (Anova, p=0,011), miR-425-5p
(Anova, p=0,011) y miR-451a (Anova, p=0,001) un mes después de finalizar el
tratamiento entre estos 2 grupos (tabla 5).

Al examinar las diferencias en los niveles de expresion de los miARNs en
diversas ubicaciones tumorales en estos 2 grupos de pacientes (VLE frente a
VE/FE), en el momento del diagndstico, se observaron diferencias significativas:
el miR-206 se elevé (Anova, p=0,012) en el grupo de glotis-cavidad oral de
pacientes con enfermedad en comparaciéon con aquellos VLE, y miR-375
también se incremento6 (Anova, p=0,020) en el grupo de pacientes con cancer de

cavidad oral con enfermedad frente a pacientes VLE.
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Diagnéstico 1 mes 2 meses 6 meses 12 meses
VLE VE/FE P VLE VE/FE P VLE VE/FE P VLE VE/FE P VLE VE/FE P

valor valor valor valor valor
MiR-21-5p 0,101+0,001  0,130#0,001 0,601 = 0,071*0,01  0,123+0,003 0,118 = 0,132+0,004 0,157+#0,004 0,807 = 0,063+0,002 0,079+0,001 0,721 A 0,128+0,002 0,137+0,002 0,807
MiR-26b 0,130+0,003  0,155%0,003 0,493 | 0,110+0,007 0,100£0,005 0,912 | 0,393+0,003 0,214#0,001 0,162 | 0,226+0,006 0,405+0,002 0,162 | 0,292+0,002 0,212+0,001 0,162
MiR-28-3p 0,101+0,001  0,344#0,001 0,593 = 0,188+0,006 0,127+0,003 0,874 = 0,319+0,008 0,154+0,001 0,064 A 0,564+0,004 0,496+0,005 0,064 A 0,219+0,008 0,132+0,001 0,064
MiR-99a 0,311+0,001  0,515#0,001 0,531 | 0,511+0,051 0,381%0,005 0,256 | 0,339+0,003 0,143%0,004 0,058 | 0,582+0,003 0,469+0,001 0,058 | 0,229+0,002 0,123+0,002 0,058
MiR-122 0,531#0,004 0,110+0,004 0,03  0,327+0,007 0,107+0,003 0,049 0,551+0,331 0,140:0,331 0,008 | 0,742+0,004 0,258+0,001 0,006 A 0,5510,221 0,120+0,331 0,002

MiR-143-3p 0,113+0,001  0,115+0,003 0,718 @ 0,515+#0,011 0,133#0,001 0,093 | 0,310+0,191 0,257+#0,005 0,894 | 0,556+0,005 0,508+0,006 0,894 | 0,210+0,191 0,237+0,003 0,894
MiR-146 0,111+0,004 0,353+0,001 0,751 @ 0,081+0,001 0,107+0,001 0,897 | 0,328+0,310 0,202+0,191 0,141  0,572+0,005 0,484+0,006 0,014 | 0,288+0,210 0,187+0,191 0,014
MiR-195-5p 0,531+0,001 0,151+0,001 0,014 | 0,500+0,005 0,171+0,003 0,015 | 0,333x0,001 0,103+0,001 0,017 | 0,577+0,001 0,277+0,004 0,02 0,522+0,001  0,203+0,001 0,039
MiR-206 0,113+0,001  0,444+0,001 0,141  0,300+0,007  0,232+0,007 0,685 | 0,382+0,002 0,279+0,005 0,351 0,618+0,001 0,417+0,002 0,351 | 0,288+0,008 0,279+0,003 0,351
MiR-223 0,531+0,001  0,504+0,003 0,918 | 0,071+0,007 0,151+0,005 0,115 | 0,333%0,002 0,211+0,005 0,438 @ 0,577+0,006 0,477+0,005 0,438 | 0,222+0,008 0,211+0,003 0,438
MiR-374b-5p | 0,013+0,001 0,501+0,004 0,853 & 0,505+0,010 0,118+0,003 0,011  0,312+0,002 0,191+0,001 0,754 @ 0,558+0,006 0,505+0,002 0,754 | 0,218+0,008 0,191+0,001 0,754
MiR-375 0,113+0,003  0,343+0,001 0,405 0,010+0,001 0,181+0,003 0,075 | 0,305+0,003 0,343+0,008 0,901 | 0,552+0,002 0,515+0,002 0,901 | 0,205+0,002 0,323+0,008 0,901
MiR-425-5p 0,301+0,001  0,430+0,004 0,119 0,351+0,008 0,102+0,001 0,011  0,353+#0,005 0,185+0,351 0,101 = 0,594+0,002 0,452+0,002 0,101  0,252+0,005 0,183%#0,331 0,101
MiR-451a 0,113+0,001  0,115+0,001 0,858 | 0,510+0,006 0,101+002 0,001 | 0,311+0,001 0,163+0,374 0,131 | 0,557+0,004 0,507+0,002 0,131 | 0,211+0,001 0,163%0,372 0,131
MiR-512-5p 0,313+0,001  0,131+0,003 0,571 @ 0,121+0,001 0,103+0,008 0,902 | 0,312+0,005 0,207+0,313 0,347 0,558+0,003 0,505+0,002 0,347 | 0,218+0,005 0,207+0,313 0,347
MiR-574-3p 0,011+0,001  0,334+0,004 0,94 0,088+0,001 0,151+0,001 0,148 | 0,323+0,005 0,221+0,341 0,364 | 0,568+0,008 0,490+0,004 0,364 | 0,282+0,005 0,221+0,321 0,364

MiR-3591-3p | 0,311+0,001  0,114+0,04 0,313 = 0,211+0,001 0,133#0,002 0,154  0,305+0,002 0,281+0,008 0,996 @ 0,552+0,009 0,515+0,001 0,989 | 0,245+0,002 0,221+0,003 0,996

Tabla 5. Valores promedio £ DS de los diversos niveles de expresion de miARNSs transformados en estos dos grupos al diagnostico

y durante el seguimiento de un afo.
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4.3.3. Correlacién de los microARNS con las pruebas disponibles para el

diagndstico del carcinoma epidermoide de cabeza y cuello.

En este 3° apartado, se incluyeron unicamente 22 de los 37 pacientes
oncolégicos que, desde enero de 2019 hasta enero de 2022, fueron
diagnosticados de CECC localmente avanzado (estadios Ill y IV) de cavidad oral,
orofaringe, hipofaringe y laringe, y completaron un tiempo de seguimiento de 12
meses, sin desarrollar otros tumores primarios. Ademas, el otro requisito que
debian para ser incluidos en este apartado es que durante el seguimiento

tuvieran un control de ORL y por imagen a los 2, 6 y 12 meses (tabla 6).

N° DIAGNOSTICO HISTOLOGIA TRATAMIENTO

3 T4bN2cMO — IVb ca. supraglético  Pobremente diferenciado, p16- QTi + QRT

4  T4aNOMO - lll ca. orofaringeo Moderadamente diferenciado, p16+  QTi + QRT

5 T4bN2cMO — IVb ca. hipofaringeo  Bien diferenciado, p16- QTi + QRT + CIRUGIA

6  T4aNOMO - lll ca. orofaringe Pobremente diferenciado, p16+ QTi + QRT

7 T3N2cMO — IVb ca. cavidad oral Pobremente diferenciado, p16- QTi + QRT

8 T4aNOMO — IVa ca. glético Bien diferenciado, p16- CIRUGIA + QRT +
NIVOLUMAB

11 T4aN2bMO - IVb ca. cavidad oral  Bien diferenciado, p16- QTi + QRT

27 T4bN2cMO — IVb ca. orofaringeo  Pobremente diferenciado, p16+ QTi + QRT

32 T4aN1MO - IVa ca. hipofaringeo Pobremente diferenciado, p16- QTi + QRT

34 T3NOMO — Il ca. orofaringeo Bien diferenciado, p16- QRT

QTi + QRT + 12 linea
35 T4aN3bMO - Ill ca. orofaringeo Moderadamente diferenciado, p16+  NIVOLUMAB x3, 22 linea
TAXOL - CETUXIMAB
36 T4aN2bMO - IVa ca. orofaringeo Pobremente diferenciado, p16- QTi + QRT
41 T4bN3bMO — IVb ca. supraglético  Pobremente diferenciado, p16- QTi + CIRUGIA + RT
44  T4bN2cMO - IVb ca. supraglético  Moderadamente diferenciado, p16-  QTi + QRT
QTi + QRT +
NIVOLUMAB
55 T2N3bMO — IVb ca. hipofaringeo ~ Moderadamente diferenciado, p16-  QTi + QRT
58 T3N2cMO - IVa ca. cavidad oral Moderadamente diferenciado, p16-  QTi + CIRUGIA + RT
60 T3N1MO — Il ca. supraglético Pobremente diferenciado, p16- QTi + QRT
61  T4aNOMO - IVa ca. supraglético Moderadamente diferenciado, p16-  CIRUGIA + RT
QTi + QRT +
62 T4bN2bMO — IVb ca. orofaringeo  Moderadamente diferenciado, p16- CARBOPLATINO-5FU-

47  T4bN1MO - IVa ca. orofaringeo Moderadamente diferenciado, p16+

PEMBROLIZUMAB
64  T3NOMO — lll ca. supraglético Bien diferenciado, p16- QRT + CIRUGIA
65 T1N3bMO0 — IVb ca. orofaringeo Bien diferenciado, p16- QTi+QRT

Tabla 6. TNM, localizacion, grado histolégico, y tratamiento global recibido por

los 22 pacientes del estudio que realizaron seguimiento de 1 afo.
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Ademas de las pruebas de control pertinentes tras haber finalizado el
tratamiento, a todos los pacientes se les realizé una extraccion de sangre para
medir los niveles de expresion de los diferentes miRNAs almesy alos 2,6y 12
meses. Con la finalidad de investigar si los cambios en los niveles de expresion
de los miRNAs resultaban fiables al compararlos con las pruebas de rutina
realizadas, realizamos una correlacion bivariada con el test de Fisher, a los 2, 6
y 12 meses. Obtuvimos una asociacién positiva con los miR-21-5p, miR-28-3p,
miR-99a, miR-143-3p, MiR-146, miR-206, miR-223, miR-425-5p, miR-512-5p y

miR-3591-3p en diferentes momentos del seguimiento (tabla 7).
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2 MESES 6 MESES 12 MESES
ENDOSCOPIA PRUEBA IMAGEN ENDOSCOPIA PRUEBA IMAGEN ENDOSCOPIA PRUEBA IMAGEN
COEF. p-valor COEF. p-valor COEF. p-valor COEF. p-valor COEF. p-valor COEF. p-valor
PEARSON PEARSON PEARSON PEARSON PEARSON PEARSON

MiR-21-5p ,627 0,009 ,546 0,029 -0,015 0,954 0,275 0,387 ,076 ,780 ,076 ,780
MiR-26b 0,166 0,538 0,196 0,468 0,083 0,751 -0,064 0,844 -,364 ,166 -,364 ,166
MiR-28-3p 0,401 0,124 0,429 0,097 ,569 0,017 0,431 0,162 -,061 ,822 -,061 ,822
MiR-99a 0,419 0,106 ,673 0,004 0,419 0,094 ,751 0,005 -,015 ,956 -,015 ,956
MiR-122 -0,085 0,754 0,010 0,971 -0,099 0,704 0,202 0,528 -,010 ,969 -,010 ,969
MiR-143-3p 0,299 0,260 0,473 0,064 0,336 0,187 ,651 0,022 ,013 ,962 ,013 ,962
MiR-146 0,346 0,189 0,365 0,165 ,661 0,004 0,465 0,128 ,433 ,094 ,433 ,094
MiR-195-5p 0,055 0,839 0,394 0,131 0,391 0,120 0,444 0,149 ,098 717 ,098 717
MiR-206 0,355 0,177 0,376 0,152 ,564 0,018 ,804 0,002 ,514 ,042 514 ,042
MiR-223 0,002 0,994 0,106 0,697 0,394 0,118 ,663 0,019 ,153 ,572 ,153 ,572
MiR-374b-5p 0,273 0,306 0,025 0,926 0,336 0,187 -0,009 0,979 -,215 423 -,215 ,423
MiR-375 -0,158 0,559 -0,004 0,989 0,288 0,262 0,309 0,329 ,221 412 ,221 412
MiR-425-5p 0,242 0,366 0,284 0,287 ,678 0,003 0,403 0,194 ,642 ,007 ,642 ,007
MiR-451a -0,071 0,794 -0,022 0,935 0,226 0,382 -0,134 0,679 -,026 ,924 -,026 ,924
MiR-512-5p ,537 0,032 0,113 0,676 0,253 0,326 0,364 0,245 -,019 ,945 -,019 ,945
MiR-574-3p 0,082 0,763 0,349 0,185 0,352 0,165 0,267 0,401 -,041 ,880 -,041 ,880
MiR-3591-3p -0,085 0,755 0,048 0,860 0,297 0,247 0,548 0,065 ,521 ,039 ,521 ,039

Tabla 7. Correlacién entre estudios ORL y de imagen con los miARNs diferencialmente expresados en los distintos puntos del

seguimiento.
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4.3.4. Utilidad para la prediccion de recidivas en pacientes con carcinoma

epidermoide de cabeza y cuello.

Consideramos recidiva aquella reaparicion del tumor en la misma
localizacion donde se habia diagnosticado el tumor primario después de un
periodo indetectable, tanto por exploracion ORL como por prueba de imagen.

Con el fin de estudiar la posible utilidad de los miARNs para el diagndstico
de recidivas, dividimos a estos 22 pacientes oncolégicos incluidos en esta parte
del estudio en 2 grupos, obteniendo 15 pacientes VLE y 5 pacientes VE y 2
pacientes FE, de los cuales uno fallecié por su CECC y otro por causas ajenas
al cancer (sangrado postoperatorio complicado con shock séptico de origen
respiratorio con fracaso multiorganico), pero con enfermedad. Estudiando los
niveles de expresion transformados de estos pacientes en los diferentes puntos
del seguimiento, obtuvimos valores de expresion significativos de diferentes
MIARNS, comparando pacientes con enfermedad persistente frente a VLE (tabla
8). De estos resultados concluimos que miR-146 se mantuvo estadisticamente
significativo desde el diagnostico hasta el control anual (sobreexpresado en
pacientes VE/FE). Los 6 meses es el momento en el que mas miARNs
presentaron diferencias significativas, ya que, asociados a este miR-146,
encontramos una sobreexpresion significativa de tanto de miR-195-5p y miR-
223, como una disminucion de miR-3591-3p a los 2-6 meses y una elevacion de
miR-425-5p a los 6-12 meses de seguimiento. MiR-206 también estaba
sobreexpresado significativamente al afio de seguimiento.

De los 22 pacientes que se incluyeron en esta parte del estudio, 7
presentaron durante el seguimiento una sospecha de recurrencia (fabla 9): 4 de
ellos fueron sometidos a cirugia y los 3 restantes tuvieron una confirmacién
basada en imagenes. De los 4 pacientes intervenidos, la recidiva fue
histologicamente confirmada en 2 de ellos y en los otros 2 el estudio
histopatolégico fue negativo. El tiempo medio hasta la recidiva en estos 5

pacientes fue de 6,2 £ 3,35 meses.
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MiR-21-5p
MiR-26b
MiR-28-3p
MiR-99a
MiR-122
MiR-143-3p
MiR-146
MiR-195-5p
MiR-206
MiR-223
MiR-374b-5p
MiR-375
MiR-425-5p
MiR-451a
MiR-512-5p
MiR-574-3p
MiR-3591-3p

DIAGNOSTICO
Media SD p-valor
2,049 0,963 ,081
-0,017 1,237 ,620
0,002 0,550 ,325
0,056 1,164 ,135
2,701 2,811 ,162
0,487 1,015 ,461
0,758 0,763 ,033
1,729 3,295 ,079
0,278 1,852 ,166
2,036 4,094 ,099
-0,866 1,346 444
0,725 1,885 ,275
-0,278 0,611 214
0,870 3,656 ,103
0,231 3,004 ,358
0,158 1,219 ,568
-0,171 0,951 ,064

Media
1,542
-0,866
-0,568
-0,263
0,446
-0,043
0,518
0,342
-0,413
-0,233
-1,694
0,075
-0,830
-1,001
-1,520
-0,153
0,161

2 MESES
SD p-valor
2,100 ,294
1,155 ,735
0,774 ,591
1,414 ,307
0,415 ,490
1,094 673
0,971 ,017
1,408 170
1,589 ,466
2,022 ,834
1,666 ,806
1,482 377
0,802 ,364
1,238 429
1,361 ,446
1,466 491
1,376 ,008

Media
0,900
-0,643
-0,356
-0,536
0,607
-0,211
0,777
1,050
-0,720
1,770
-1,299
-0,320
0,993
-0,889
-1,191
-0,267
-0,132

6 MESES
SD
0,611
1,193
0,757
1,238
0,459
1,144
0,392
0,717
1,770
1,833
1,399
1,369
0,523
0,979
1,494
1,460
1,201

p-valor
,991
,691
,280
217
,707
,753
,005
,014
,560
,019
425
,739
,000
454
,992
677
,010

Media
0,738
-1,326
-1,258
-0,822
0,669
-0,090
0,848
-0,250
1,402
0,888
-2,508
-0,144
0,749
-2,003
-1,243
-0,323
0,640

12 MESES
SD
0,326
0,867
0,817
1,935
0,435
0,876
1,330
1,759
0,854
0,904
0,608
1,724
1,348
1,414
1,887
2,337
1,930

p-valor
778
214
,469
,604
410
72
,016
,769
,004
170
,156
757
,037
,493
,947
,932
,062

Tabla 8. Niveles de expresion transformados de los miARNSs en los diferentes puntos del seguimiento.
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5 64 27 36 7 41 62
Hombre Mujer Hombre Hombre Hombre Hombre Hombre
Carcinoma Carcinoma Carcinoma Carcinoma Carcinoma de = Carcinoma Carcinoma
hipofaringeo supraglético orofaringeo orofaringeo cavidad oral = supraglético orofaringeo
T4bN2cMO (Estadio = T3NOMO  (Estadio T4bN2cMO (Estadio = T4aN2bMO T3N2cMO (Estadio =~ T4bN3bMO T4bN2bMO
IVb) 1)) IVb) (Estadio IVa) IVb) (Estadio IVb) (Estadio IVb)
Bien diferenciado, Bien diferenciado, Pobremente Pobremente Pobremente Pobremente Moderadamente
p16 -. p16 -. diferenciado, p16 +. = diferenciado, p16 +. diferenciado, p16 -. = diferenciado, p16 -. | diferenciado, p16 -.
3 x TPF (docetaxel, NO 3 x TPF (docetaxel, 3 x PF (carboplatino = 3 x TPF (docetaxel, 3 x PF (cisplatinoy 3 x TPF (docetaxel,
carboplatino y 5FU) carboplatinoy 5FU) = AUC4 y 5FU) cisplatino y 5FU). 5FU). cisplatino y 5FU).
Radical (70Gy) Radical (66 Gy) Radical (69.9 Gy en = Radical (74.2 Gy en Radical (70 Gy) Radical Radical (70 Gy)
tumor y tumor y 63Gy en (adyuvante) - 65.72
adenopatias, 59.4 adenopatias Gy
Gy en regiones patolégicas)

Carboplatino

semanal AUC2/m?

S|, DE RESCATE

5 meses

CONFIRMACION

HISTOLOGICA
VE

Cisplatino semanal
50mg/m? iv

S|, DE RESCATE
6 meses
CONFIRMACION

HISTOLOGICA
FE

ganglionares no
afectas)

Cisplatino semanal
50mg/m? iv

Sl, BIOPSIA
INSICIONAL
7 meses

DESCARTADA

VLE

Carboplatino
semanal AUC2/m?

Sl, BIOPSIA
INCISIONAL
4 meses

DESCARTADA

VLE

Cisplatino semanal
50mg/m2 IV x3
semanas, continua
con Carboplatino
AUC2/m?

NO

6 meses

CONFIRMACION

RADIOLOGICA
VE

Carboplatino

semanal AUC2/m?

SI (TRAS QTi Y
ANTES DE QRT)

12 meses

CONFIRMACION
RADIOLOGICA
VE

Tabla 9. Pacientes con sospecha de recidiva durante el seguimiento.
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Con los 5 miARNs que se consideraron mas representativos por haberse
mostrado significativos tanto en la comparativa entre VLE y VE/FE, como en la
correlacion de exploraciéon ORL y prueba de imagen, se realizaron las graficas
de los 5 pacientes que han recidivado durante el seguimiento, marcandose el
momento de la recidiva (figura 9) dentro de la linea temporal del seguimiento
(diagndstico, 2, 6 y 12 meses). MiR-206 aument6 de manera progresiva en los 5
pacientes que presentaron recidiva. MiR-146 se elevd en el momento de la
recidiva en 4 de los 5 casos. MiR-425-5p y miR-3591-3p aumentaron unicamente
en 2y 3 de los 5 pacientes en el momento de la recidiva, respectivamente. MiR-

223 se mantuvo sin grandes cambios en el momento de la recidiva.

5 7

R

/i

Ny

transformados
transformados

Diagnéstico .2 meses 6 meses " N12 meses Diagnéstico N 2 meses

6 meses 12 meses

N———

Niveles de expresion de miARNs
Niveles de expresién de miARNs

Tiesnpo Tiempo

41 62

o e e e e—— -
05 Diagnéstico ZM‘\ 6 meses 12 meses
; \

Tiempo Tiempo

transformados
=]

05 Diagnéstico 2 meses 6 meses 12 meses

Niveles de expresién de miARNs
transformados
Niveles de expresion de miARNs

—iR-146 miR-206 miR-223 miR-425-5p miR-3591-3p e miR-146 miR-206 miR-223 miR-425-5p miR-3591-3p

64

1 /
0,5

-—— S~

0 Er—

transformados

=
05 Diagnéstico 2 meses 6 meses 12 meses
)

Niveles de expresion de miARNs

Tiempo

e miR-146 miR-206 miR-223 miR-425-5p miR-3591-3p

Figura 9. Representacion grafica de los niveles de expresién transformados de
los pacientes que recidivaron durante el seguimiento. La linea verde discontinua
muestra el momento de la recidiva dentro de la linea temporal del seguimiento

anual.
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4.3.5. Cambios en los niveles de expresion de los microARNSs tras cirugia.

Teniendo en cuenta la totalidad de la muestra de 37 pacientes con CECC,
se realizé un analisis descriptivo de los niveles de expresion de diversos miARNs
en los 5 pacientes curados (VLE) que fueron sometidos a cirugia como parte de
su tratamiento. Las mediciones se realizaron en el momento del diagndsticoy 7
dias después del procedimiento. En estos pacientes curados se observd una
disminucién global en la media de los niveles expresion de miR-26b y miR-122.
Por el contrario, se encontré un aumento en los niveles de miR-122 en pacientes
con enfermedad, vivos o fallecidos.

Sin embargo, al centrarnos en la muestra de los 22 pacientes que realizaron
el seguimiento completo, y al comparar los grupos de FE/VE frente a VLE, estos
resultados difirieron. Son 6 los pacientes candidatos a cirugia como parte del
tratamiento (pacientes n° 5, 8, 41, 58, 61 y 64). En 4 de ellos se combind la
cirugia con RT adyuvante + QT concomitante, y en 2 de ellos la enfermedad
obligd a realizar una cirugia de rescate. La variacion de los niveles de expresion
de los miARNSs en estos 6 pacientes, una vez resecado el tumor, se representa
en la figura 10. Realizando un test de t de Student de muestras pareadas, pre y
post-cirugia, obtuvimos valores significativos en 6 miARNs: disminuyeron miR-
21-5p (0,004), miR-146 (p= 0,021), miR-223 (p=0,032) y miR-375 (p=0,035),
mientras que aumentaron miR-26b (0,019) y miR-3591-3p (p=0,013). Si tenemos
en cuenta el objetivo de la cirugia, entre el grupo de cirugia de rescate, solo un
paciente fallecio debido a la enfermedad (64) y 1 estaba vivo con enfermedad
(5). Entre los otros 4 que se operaron, 3 eran pacientes vivos libres de
enfermedad al final del afio (8, 58, 61) y 1 termind vivo con metastasis pulmonar
(41).
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Figura 10. Valores de expresion transformados de los miARNs en los pacientes

sometidos a cirugia, antes y después de la intervencion, con cambios
significativos en miR-21-5p, miR-26b, miR-146, miR-223, miR-375 y miR-3591-
3p.
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4.3.6.

Funciones,

segun

RESULTADOS

nuestros resultados, de los diferentes

microARNs analizados en el estudio (fabla 10).

MiR-21-5p
MiR-26b
MiR-28-3p
MiR-99a
MiR-122
MiR-143-3p
MiR-146

MiR-195-5p

MiR-206

MiR-223

MiR-374b-5p

MiR-375

MiR-425-5p
MiR-451a
MiR-512-5p
MiR-574-3p
MiR-3591-3p

Funcién

Onco-miARN

Supresor tumoral
Significado incierto
Significado incierto

Significado incierto

Significado incierto

Onco-miARN

Significado incierto

Onco-miARN

Onco-miARN

Significado incierto

Onco-miARN

Significado incierto
Supresor tumoral
Significado incierto
Significado incierto

Supresor tumoral

UTILIDAD
Diagnéstico (sobreexpresado en CECC).
Pronéstico (disminuye tras cirugia).

Pronéstico (sobreexpresado tras cirugia).

Diagnéstico (sobreexpresado en CECC).
Pronéstico (elevado en VLE frente VE/FE).

Prondstico (aumentado en VE/FE frente VLE en todo el
seguimiento, disminuye tras cirugia).

Deteccion recidivas (aumentado).

Diagnéstico (infraexpresado en CECC).

Pronéstico (controvertido).

Prondstico (sobreexpresado en pacientes con cancer
glético-cavidad oral persistente en comparacién con VLE,
aumentado en VE/FE frente VLE a los 12 meses).
Deteccion recidivas (aumentado).

Pronéstico (disminuye tras cirugia, aumentado a los 6 meses
en VE/FE frente VLE).

Diagnéstico (elevado estadio IV frente lll)

Pronéstico (elevado al mes en VLE frente VE/FE).
Prondstico (sobreexpresado en cancer de cavidad oral en
pacientes VE/FE en comparacion con VLE, disminuye tras
cirugia).

Prondstico (controvertido).

Pronéstico (elevado al mes en VLE frente VE/FE).

Prondstico (elevado tras cirugia, disminuye alos 2 y 6 meses
en VE/FE frente a VLE).

Tabla 10. Resumen de las funciones de los miARNSs incluidos en nuestro trabajo.
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4.4. ARNm de la hTERT en el carcinoma epidermoide de cabeza y cuello

avanzado.

Para esta parte del estudio se incluyeron los 30 sanos y 37 pacientes con
CECC. Al igual que realizamos con los miARNSs, la medicion de los niveles del
ARNmM de la hTERT fue realizada al diagndstico en ambos grupos de pacientes.
En el grupo de CECC se realizaron mediciones adicionales al mes, 2, 6 y 12
meses después de finalizar el tratamiento. En los pacientes sometidos a cirugia,

se realiz6é una medicion adicional 7 dias después del procedimiento.

441 ARNmM de la hTERT en relacidbn con las caracteristicas

sociodemograficas y clinico-patologicas de los pacientes.

La expresion relativa del ARNm de la hTERT en el plasma de los 30 sujetos
sanos y los 37 pacientes con CECC en el momento del diagndstico mostrd
diferencias significativas; en particular, encontramos un aumento en los niveles
basales de expresién del ARNm de la hTERT plasmatica en pacientes con CECC
(0,75) en comparacion con los controles (0,5) (t Student, p=0,003). Tras
desarrollar correlaciones bivariadas, la diferencia de los niveles de expresion del
ARNmM de la hTERT plasmatica entre hombres y mujeres al diagnéstico no fue
estadisticamente significativa.

Casi tres cuartas partes del total de pacientes con CECC eran consumidores
activos de tabaco o bebedores de alcohol, y practicamente un tercio de los
pacientes compartian ambos habitos. Los fumadores y bebedores de alcohol
sobreexpresaron el ARNm de la hTERT (Kruskall-wallis, p=0,019 y p=0,026),
independientemente de si eran pacientes oncoldgicos o controles sanos, tras
realizar una prueba de correlacion bivariante.

Para identificar posibles variaciones entre la estadificacion TNM y los niveles
de expresion del ARNm de la hTERT, también desarrollamos una prueba de
correlacion bivariante, y detectamos que los pacientes en estadio IV
sobreexpresaban el ARNm de la hTERT en comparacién con los pacientes

pertenecientes al estadio Il (t Student, p=0,008).
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Teniendo en cuenta los 6 pacientes con CECC que tenian una prueba de
inmunohistoquimica positiva para p16, todos ellos localizados en la orofaringe,
no encontramos diferencias significativas relacionadas con la expresién del
ARNmM de la hTERT y p16 (Chi cuadrado, p=0,872) en la prueba de correlacion

bivariante, probablemente debido al pequefio tamafo de la muestra.

4.4.2 ARNm de la hTERT en la monitorizacidon de pacientes con

carcinoma epidermoide de cabeza y cuello.

En este apartado agrupamos nuevamente a los 35 pacientes que realizaron
el seguimiento, segun su estado al final del mismo: 18 VLE y 17 VE/FE. Los
niveles de expresion del ARNm de la hTERT en plasma durante el seguimiento
de un ano no cambiaron significativamente en los diferentes momentos clave,
pero mostraron una tendencia a la disminucién, comparando VLE con VE/FE.

Asimismo, teniendo en cuenta la totalidad de la muestra de 37 pacientes con
CECC, llevamos a cabo un analisis descriptivo de los niveles de expresion
globales del ARNm de la hTERT en los 5 pacientes VLE que fueron sometidos a
cirugia como parte de su tratamiento. Las mediciones se tomaron al momento
del diagnéstico y 7 dias después de la intervencion, y se ha observado una
importante disminucién de los niveles de expresion del ARNm de la hTERT en

estos pacientes (figura 11).

Cambios en ARNm de hTERT tras cirugia en VLE

0,8

0,6
0,4
o | L
0
8 56 58 59 61

M Diagndstico 7 dias post-cirugia

Miveles de expresién
transformados del ARNm de
hTERT
[

Figura 11. Niveles de expresion del ARNm de la hTERT pre y postquirdrgicos en

pacientes curados sometidos a cirugia como parte del tratamiento.
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Sin embargo, al centrarnos en la muestra de los 22 pacientes que
completaron el seguimiento con todos sus controles intermedios, no obtuvimos
resultados estadisticamente significativos en los niveles de expresion del ARNm
de la hTERT al realizar el test de t-Student de muestras pareadas, estudiando
unicamente a los 6 los pacientes candidatos a cirugia como parte del tratamiento
(pacientes n° 5, 8, 41, 58, 61 y 64).

Por ultimo, con el objetivo de investigar si los cambios en los niveles de
expresion del ARNm de la hTERT resultaban fiables al compararlos con las
pruebas ORL y de imagen que se realizan de rutina, realizamos una correlacién
bivariada con el test de Fisher, a los 2, 6 y 12 meses, y no obtuvimos resultados
significativos en ninguno de los momentos del periodo de seguimiento entre los

pacientes estudiados.
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5. DISCUSION

5.1. Utilidad de los microARNs en el diagnodstico, el seguimiento y la
deteccion de recidivas en el carcinoma epidermoide de cabeza y

cuello.

Los biomarcadores diagnosticos desempefian un papel crucial a la hora de
detectar o confirmar la presencia de enfermedades [185]. En la aplicacién clinica,
requieren el cumplimiento de criterios estrictos, en particular, una alta
sensibilidad y especificidad [186]. La utilizacién de miARNs como biomarcadores
ofrece varias ventajas, incluyendo su manejabilidad, facilidad para testarlos y la
significacién clinica en el diagnostico de enfermedades [187]. Como
consecuencia, el perfil de miARNs ha atraido una considerable atencion como
herramienta valiosa para la clasificacion de tumores, deteccion temprana,
prondéstico de enfermedades e incluso la toma de decisiones terapéuticas.

Cabe destacar que los miARNs ya han sido aprobados en otras neoplasias
como el cancer colorrectal: PreveCol® es una prueba innovadora basada en un
algoritmo que combina las caracteristicas clinicas identificadas por Inteligencia
Artificial con el analisis de los niveles de biomarcadores en plasma (incluidos los
miARNS) para la deteccion temprana del cancer colorrectal y del adenoma
avanzado [188], destacando su aplicabilidad clinica.

Avissar et al. fueron pioneros en demostrar que la expresion de miARNs
exhibia un fuerte potencial predictivo para el diagnéstico de CECC [127]. A pesar
de que hay multiples estudios que avalan su utilidad, la deteccién de miARNs
individuales aun no es eficaz para un diagndstico preciso debido a la falta de
puntos de corte normalizados, paneles de deteccion estandarizados y validados
y la posibilidad de resultados falsos positivos y falsos negativos. Por tanto, la
combinacion de multiples miARNs podria mejorar significativamente la precision
diagnostica en CECC [189]. Algunas firmas de miARNs alcanzan una
sensibilidad del 89,3% y una especificidad del 98,9% en muestras de suero [190].
En este sentido, en nuestro estudio hemos identificado una desregulacion
significativa en plasma de los miR-21-5p, miR-122 y miR-195-5p en pacientes

diagnosticados de CECC en estadio avanzado frente al grupo control.
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Esto concuerda con lo descrito con diversos autores que vamos a mencionar,
ya que el miR-21 fue el primer onco-miARN en describirse en CECC y ha sido el
mas estudiado en esta region [191,192]. Se destaca entre los pocos miARNs
que, sistematicamente, estan regulados positivamente en tejidos, plasma,
exosomas derivados del suero y sangre total del CECC en comparacion con
controles sanos [193,194]. Recientemente, la revision sistematica de Banta et al.
destaca que el miR-21-5p estuvo regulado positivamente de manera constante
en multiples estudios independientes [195], y concluye que los niveles elevados
de miR-21-5p estaban asociados con etapas avanzadas de la enfermedad,
metastasis en los ganglios linfaticos y tasas de supervivencia reducidas, lo que
lo convierte en un valioso marcador prondstico ademas de diagnostico [195,196].
El nivel de expresion de miR-21 aumenta principalmente para promover la
progresion tumoral, y es un regulador de varias vias oncogénicas como la del
transductor de sefal y activador de la transcripcién 3 (STAT3), la via WNT vy el
eje PTEN/PI3K/AKT, el objetivo mas conocido. El miR-21 induce su sefializacién
a través de la regulacion negativa de la fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-
fosfatasa (PTEN), aumentando la actividad de fosfatidilinositol 3-cinasa
(PI3K)/proteinas quinasas B (AKT), y promoviendo asi la proliferacion celular y
la progresion del tumor [197,198] (figura 12). Ademas, miR-21 estimula la
transicion epitelio-mesénquima (TEM) y las metaloproteinasas de matriz, lo que
favorece las metastasis a distancia [199].

Recientemente, Jaksic Karisik et al. sefialaron la influencia del miR-21 en las
células madre para la progresion tumoral en el cancer de cavidad oral [200].
Nuestros hallazgos se alinean con estos estudios, ya que observamos niveles
elevados de expresion de miR-21-5p en el plasma de pacientes con CECC,
sugiriendo su actividad como onco-miARN.

MiR-122 presenta una funcién dual, ya que tiene el potencial de actuar como
oncogén o supresor tumoral [201-203]. ElI mecanismo subyacente a la
progresion del CECC relacionado con el miR-122 no se ha investigado ni definido
a fondo, pero en el caso concreto del CNF, Liu et al. demostraron que los niveles
de expresion de miR-122-5p se redujeron considerablemente en las lineas
celulares del CNF y que miR-122-5p tiene como diana la proteina 1 de unién a
secuencias ricas en alanina y treonina (SATB1), inhibiendo asi una amplia gama

de funciones celulares, como la formacién de colonias, la invasion celular, la
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proliferacion celular y la migracion celular [204]. Tian et al. coinciden en que la
sobreexpresion de miR-122 disminuia la tasa de invasion y migracion, actuando
en ambos casos como un miARN supresor tumoral [205]. Estos hallazgos no son
exclusivos del CECC, ya que la funcion dual también ha sido descrita en otros
tipos de cancer, como el de vesicula biliar [206], mama [207] o renal [208]. En
nuestro caso, encontramos niveles elevados de miR-122 al diagnostico en
pacientes con CECC frente a pacientes sanos, sugiriendo una actividad
oncogénica. En cambio, también estaba elevado en pacientes que finalizaron
VLE frente a VE/FE en todos los puntos del seguimiento, lo que haria pensar que

su sobreexpresion es beneficiosa, actuando asi, como un supresor tumoral.
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Figura 12. Esquema de la via PTEN/PI3K/AKT, que tiene como objetivo final la
activacion de la AKT, lo que regula en ultima instancia el crecimiento, el
metabolismo y la supervivencia celular. PTEN es un factor crucial que
desfosforila PIP3 y, en consecuencia, inhibe la activacion de AKT. Pertenece al
articulo “MicroRNA-21's role in PTEN suppression and PI3BK/AKT activation:

Implications for cancer biology” [198].

Para finalizar la cuestion de los miARNs diferencialmente expresados en el
diagnostico de pacientes con CECC, debemos hablar del miR-195-5p.
Numerosos autores encontraron que miR-195-5p estaba notablemente regulado
a la baja en CECC [209-212] y su sobreexpresion favorecia la capacidad para

inhibir el desarrollo de fenotipos malignos en células de CECO [213],
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considerandose, por tanto, un miARN supresor de tumores. Nuestros hallazgos
corroboran esta tendencia, con una disminucion de la expresion de miR-195-5p
en los pacientes con CECC al diagnéstico, si bien los datos prondsticos en
nuestro caso no han sido concluyentes. Los mecanismos por los cuales miR-
195 media su accion son extremadamente complicados y estan involucrados en
varias vias de senalizacion, como Rb-E2F, PI3K/AKT, NF-kB, quinasas activadas
por mitogenos (MAPK), WNT/B-catenina e Hippo/YAP [214] (figura 13). Ademas,
en la revision de Komitova et al., se hace referencia a la asociacion molecular
del miR-195 con p53 y su via molecular [197], descrito por Selvi et al. en 2015
[215]. También se ha publicado que miR-195 causa la inhibicidon de la expresion
de los genes de la Ciclina D1 (CCND1) y BCL-2 en el CECC [197,209,212], del
gen Defective In Cullin Neddylation 1 Domain Containing 1 (DCUN1D1) en el
CEL [216], y de la proteina TRIM14 en el CECO [210].
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Figura 13. llustracion relativa a las diversas dianas del miR-195, con sus
multiples funciones en el proceso del desarrollo tumoral: TEM,
invasion/migracion, proliferaciéon, angiogénesis y apoptosis, extraido del articulo

“MicroRNA-195: a review of its role in cancers” [214].

Escasos estudios han tenido como objetivo examinar la desregulacion de los
mMiARNs en CECC secundaria a habitos poco saludables, como masticar nuez
de betel [217] o tabaco, fumar [218] y consumir alcohol [219]. Sin embargo,

Zhang et al. si que consiguieron establecer una correlacion entre los patrones de
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expresion de los miARNSs y el tabaquismo en CECC [220]. Vageli et al. también
observaron niveles notablemente mas altos de miR-21 en el suero de pacientes
con CECO y antecedentes de tabaquismo en comparacion con los que nunca
fumaron y los controles sanos con antecedentes de tabaquismo [221]. Ademas,
varios estudios concluyeron que fumar tabaco regulaba positivamente miR-294
y regulaba negativamente miR-26a, miR-122a [222] y miR-375 [218]. Como
hallazgo en nuestra investigacion, identificamos diferencias estadisticamente
significativas con respecto a los fumadores y la sobreexpresion de miR-574-3p
en el plasma de pacientes con CECC, lo que contrasta con los datos obtenidos
por Shi et al. en los que el miR-574-3p se encuentra infraexpresado [223].
Aunque las dianas moleculares de miR-574-3p en el CECC todavia no estan
claras, se ha descrito que la via de sefializacién de WNT desempefia un papel
importante en la progresion, la metastasis y la invasion en el cancer epidermoide
esofagico [224], observandose también en este tipo de pacientes oncoldgicos
una sobreexpresion de EGFR asociada a comportamientos biolégicos agresivos
[225]. En cuanto al consumo de alcohol, Avissar et al. identificaron que el miR-
375 estaba sobreexpresado en pacientes que ingerian alcohol, observandose
una mayor expresion en el cancer faringeo y CEL en comparacién con los CECO
[219]. Sin embargo, en nuestro estudio no hemos logrado identificar una
asociacion significativa entre el consumo de alcohol y una expresion alterada de
mMiARNSs, probablemente como consecuencia a un tamafio muestral pequefo.

Ademas de los habitos nocivos relacionados con el estilo de vida, se conoce
ampliamente que la infeccién por VPH, en particular los serotipos 16 y 18,
representa un factor de riesgo para desarrollar el CECC [20]. Las principales
proteinas oncogénicas del VPH, E6 y E7, desempenan funciones criticas en la
modulacion de los procesos celulares [226]. E6 se dirige a la proteina supresora
de tumores p53 y la degrada, mientras que E7 interactua con la proteina
supresora de tumores Rb y la inactiva [227]. Tal y como lo sugerian Sritippho et
al. en su publicacion [228], en nuestro caso, la inmunohistoquimica de p16 fue la
técnica que utilizamos como biomarcador subrogado del estado del VPH, ya que
no existia la posibilidad de realizar de rutina la PCR del VPH.

Varios investigadores demostraron que el estado del VPH también puede

influir en los patrones de expresién de los miARNs en el CECC. Lajer et al,
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abordaron el estado del VPH y la desregulacion de diferentes miARNs en dos
tipos de tumores positivos para el VPH: el cervical y el CECC [229,230]. En
concreto, Nunvar et al. reportaron una infraexpresion de miR-451a en los
canceres de vulva VPH positivos [231]. Este miR-451 participa en la regulacién
de diversos procesos fisiologicos y patologicos humanos. No solo afecta
directamente a las funciones biolégicas de las células tumorales, sino también
indirectamente a su invasion y metastasis, favoreciendo asimismo la resistencia
a farmacos [232]. En el caso de CECC, Liu et al. descubrieron que miR-451
presentaba una expresion significativamente negativa en lineas celulares del
CNF vy tejidos. Aquellos pacientes con una baja expresion de miR-451
presentaron tanto una menor supervivencia general como una menor
supervivencia libre de enfermedad que los pacientes con alta expresion, lo que
podria indicar que miR-451 es un miARN supresor tumoral [233]. Esto coincide
con lo previamente descrito en 2010 por Hui et al., quienes identificaron este
miR-451 como el unico miRNA significativamente sobreexpresado en pacientes
con CECC localmente avanzado sin recaida, indicando el buen prondstico que
implicaria su sobreexpresion [130]. En nuestro estudio, este miR-451a también
se mostré significativamente elevado al mes de finalizar el tratamiento en
pacientes que finalizaron el periodo VLE frente a aquellos con enfermedad
persistente, o que concordaria con estos hallazgos. Desafortunadamente,
aunque en 4 de los 6 pacientes con CEOF VPH positivo los valores de miR-451a
estaban infraexpresados respecto a los demas pacientes con CECC como
ocurria en el trabajo de Nunvar et al. con los canceres de vulva VPH positivos
[231], probablemente debido al pequefio tamano muestral de este subgrupo,
esta asociaciéon no pudo ser confirmada estadisticamente.

Sin embargo, aunque la desregulacion si que esta descrita, esta cascada
reguladora VPH-mIiARN no esta bien caracterizada. Wald et al. publicaron uno
de los primeros estudios que describen el efecto de la sobreexpresion de E6 y
su impacto en los niveles de varios miARNs, como miR-363, miR-181a, mR-218
y miR-29a [234]. Sais et al. también identificaron una via reguladora especifica
que involucra a E6, miR-496 y E2F2 [235]. Ademas, las oncoproteinas E6 y E7
del VPH pueden activar la via PI3K/AKT con la consecuente activacion factores
de transcripcién como la proteina activadora 1 (AP-1) y el NF-kB, aumentando

asi la transcripcion, expresion y tumorigénesis de miR-21, lo que contribuye a
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una mayor proliferacion y supervivencia celular [198,236—240] (figura 14). Por
otra parte, el VPH promueve indirectamente la regulacion positiva de miR-21 al
inhibir los supresores de tumores como el PDCD4 (proteina de muerte celular
programada 4), lo que conduce a una mayor proliferacion celular, una reduccion
de la apoptosis y la progresién del cancer [241]. EI VPH también puede alterar la
expresion y actividad de proteinas implicadas en la biogénesis de miARNs, como
Dicer y Drosha [242].
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Figura 14. Representacion de como la via de sefalizacion PISBK/AKT/mTOR es
activada en los pacientes con CECC positivo para VPH, tomada del articulo
“PIBK/AKT/mTOR Signaling Pathway in HPV-Driven Head and Neck

Carcinogenesis: Therapeutic Implications” [236].

A pesar de los avances en el tratamiento del CECO, como la QT, la RT y las
terapias dirigidas, la tasa de supervivencia general a 5 afios para los pacientes
con CECO sigue siendo notablemente baja (<50%) [243]. En términos de
seguimiento de los pacientes oncolégicos una vez finalizado el tratamiento, los
miARNs podrian servir como una herramienta valiosa en el seguimiento y
evaluacion del pronéstico de los pacientes con CECC.

En nuestro estudio, hemos visto que, ademas del miR-451a descrito
previamente, los miR-122 y miR-374b-5p también mostraron diferencias

significativas en pacientes VLE en comparacién con aquellos con CECC
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persistente, durante el aino entero de seguimiento postratamiento y 1 mes
después tras la finalizacion del mismo, respectivamente, por lo que podrian ser
de utilidad para detectar pacientes con buen pronéstico. Summerer et al. en su
trabajo también identificaron los miR-195-5p y miR-374b-5p como marcadores
pronosticos prometedores para monitorizar la respuesta a la RT/QT en muestras
de plasma de pacientes con CECC antes y después de la terapia [141]. Sin
embargo, existen hallazgos contradictorios con respecto a miR-195-5p, tanto en
nuestro estudio, como en la bibliografia revisada. Huang et al. informaron que la
regulacion negativa de miR-195 se asocié con un peor prondstico, y su alta
expresion indicd una mejor supervivencia general [244]. Mientras, Lubov et al.
revelaron que expresiones significativamente elevadas de miR-195 se asociaban
con un mal pronéstico en CECC [245].

Ademas, Summerer et al. evaluaron los miARN en plasma sanguineo en una
cohorte de validacion de 11 pacientes con CECC tratados con RT y descubrieron
que los niveles plasmaticos altos de miR-374b-5p antes del tratamiento se
asociaban con una supervivencia general o libre de progresidn mas corta,
mientras que los niveles plasmaticos altos de miR-195-5p después del
tratamiento se relacionaron con un peor prondstico [141]. Estos hallazgos fueron
corroborados por Patil y Warnakulasuriya et al., quienes desarrollaron una
revision sistematica que encontré que la regulacion positiva de miR-374b-5p se
asociaba con una supervivencia muy pobre en CECC [246]. Estos resultados
coinciden parcialmente con los nuestros en cuanto a que los pacientes con
estadio IV presentaban valores de miR-374b-5p mas altos que los del estadio IlI,
pero difieren de los obtenidos una vez finalizado el tratamiento. Debido a la
elevacion de miR-374-5p tras el tratamiento en pacientes VLE al mes de la
finalizacién del tratamiento, podriamos concluir que su sobreexpresion
presentaba a priori un mejor prondstico. Por este motivo, planteariamos este
miARN como un supresor tumoral, lo cual ya habia sido descrito por otros
autores en otras neoplasias, como el cancer de pulmdn no microcitico [247]. El
conocer la causa de esta funcidn dual es dificil, ya que los estudios sobre la
funcién de miR-374 en el cancer han sido relativamente escasos fuera del
aparato digestivo. Solo en el osteosarcoma humano y el carcinoma epidermoide
cutaneo se han publicado informes detallados sobre la activacion de miR-374,

su papel en diversas vias de sefalizacion y sus dianas posteriores. El resto de
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la investigacidon se ha centrado principalmente en analizar la dependencia de la
expresion de miR-374 y diferentes caracteristicas clinico-patoldgicas, y no
concretamente en el CECC [248].

De manera similar, algunos investigadores han evaluado los niveles de
expresion plasmatica de estos miARNs como respuesta a la cirugia de pacientes
con CECC y observaron una disminucién significativa en los niveles plasmaticos
en muestras postoperatorias [249]. Esta informacion la corroboramos en nuestro
estudio al analizar los datos de los 6 pacientes que realizaron el seguimiento
integro y fueron intervenidos quirurgicamente, puesto que hemos encontrado
cambios significativos en los niveles de expresion de varios miARNs pre y post-
cirugia, entre los que se incluyen el descenso de miR-21-5p, miR-146, miR-223
y miR-375, asi como el aumento de miR-26b y miR-3591-3p. Esto concuerda con
los hallazgos de Hsu et al., quienes publicaron la modificaciéon de los niveles
plasmaticos en pacientes con CECC con pronéstico favorable, y niveles
persistentemente alterados en pacientes que murieron dentro de un afio después
de la cirugia [193]. El hecho de que en nuestros pacientes estos 6 miARNs varien
significativamente de la misma forma independientemente de la situacion de
enfermedad, podria justificarse por la disminucién del volumen tumoral.

El miR-26b desempefa un papel importante en la carcinogénesis y la
progresion tumoral, actuando como gen supresor tumoral en multiples canceres
[250-252]. El miR-26b esta estrechamente relacionado con la apoptosis y la
metastasis de las células tumorales y diversos estudios han mostrado una
expresion disminuida en el CECO con dianas dependientes de la ciclooxigenasa-
2 (COX-2), gen maternalmente expresado 3 (MEG3) y quinasa 1 activada por
P21 (PAK-1) [253—255]. Estos datos se confirman con nuestros hallazgos, puesto
que aumentan los niveles de expresion tras la cirugia.

El miR-223 también desempeina un papel en la progresion del cancer y la
inflamaciéon, actuando de forma dual, tanto como promotor como supresor
tumoral. Por un lado, el miR-223 mostrdé una asociacion significativa entre altos
niveles de expresion y una baja supervivencia general en pacientes con CECC
[256], pero por otro lado, Ruiman et al., demostraron que la inhibicién de miR-
223-3p promovié la TEM y la movilidad celular en el CECO [257], lo que

concuerda con estudios previos [258]. Nuestros pacientes presentaron una
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disminucién de los niveles tras la cirugia, por lo que los datos concuerdan mas
con una actividad oncogénica.

En el caso de miR-375, se ha visto que su sobreexpresion inhibe el
crecimiento e induce la detencion del ciclo celular en la fase G0/G1 [259],
considerandose un supresor tumoral. Los niveles reducidos de miR-375 se
asocian con un comportamiento tumoral agresivo y una evolucion clinica
desfavorable [260—262]. En cambio, nuestras conclusiones son opuestas en este
sentido, ya que los pacientes con CECO del grupo VE/FE presentaban unos
mayores niveles de expresidon que los VLE, y también los pacientes intervenidos
presentaban una disminucién de los niveles plasmaticos. Esto no resulta
excepcional, ya que la actividad dual de miR-375 ya ha sido descrita previamente
en otros tumores, como el prostatico, sugiriendo que su sobreexpresion puede
contribuir a la carcinogénesis y progresion tumoral [263].

Este miR-375 actua sobre numerosas vias de sefalizacion. En un alto
porcentaje de casos, miR-375 tenia vinculos reguladores con la cascada
PTEN/PI3K en el CECO [264], pero también actua sobre la cistatina C (CST1)
en el CEL promoviendo la apoptosis [265]. Igualmente, se ha demostrado que el
miR-375 reduce la invasividad tumoral al regular proteinas como la vimentina y
la L-plastina, cruciales para la migracion celular [266] y que, en el CECC, el miR-
375 actua sinérgicamente con el miR-205 para regular la invasion y la migracion
a través de la via de la TEM mediada por AKT [267]. Ademas, se ha informado
que el miR-375 se dirige directamente a la metadherina (MTDH) en el CECC,
donde su regulacion negativa contribuye a la actividad oncogénica [268].
Asimismo, el miR-375 modula la senalizacion de PD-1/PD-L1, lo que sugiere su
potencial como modulador de la respuesta inmunitaria del CECC [269].

Desde el punto de vista prondstico, ademas de los miR-122, miR-374b-5p y
miR-451a que habiamos detectado elevados significativamente en los pacientes
VLE al estudiar nuestra muestra de pacientes oncolégicos completa, también
encontramos que, al centrarnos en los 22 pacientes con seguimiento integro,
habia una expresién diferencial al alza de miR-146, miR-223, miR-206 y a la baja
de miR-3591-3p en pacientes con enfermedad persistente respecto a los VLE.

Los niveles de expresion del miR-146 circulante ya habian sido considerados
de utilidad en otros tipos de cancer, como el cancer diferenciado de tiroides,

asociandose con peores resultados de la enfermedad, y con un valor prondstico
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en el tratamiento y seguimiento [270]. Los investigadores indican que niveles
bajos de miR-146a se asocian con una mayor agresividad en el CECO [271],
siendo, por tanto, un miARN supresor de tumores. Ademas, experimentos in vivo
demostraron que la restauracién de miR-146a suprimié el crecimiento tumoral,
lo que indica su potencial como diana terapéutica. También se ha reportado de
que miR-146a puede regular las vias implicadas en la progresion e invasividad
tumoral a través de su interaccion con Sox2 (gen relacionado con la region
determinante del sexo del cromosoma Y, caja 2) [271]. En nuestro estudio, sin
embargo, al comparar sus valores pre-post cirugia, observamos que disminuia
tras la intervencion, lo que iria mas a favor de una actividad oncogénica que de
la actividad supresora tumoral previamente descrita. A pesar de esta
discordancia, también hay otros trabajos en los que se ha observado que este
miR-146a tiene un papel oncogénico en ciertos contextos, lo que sugiere que su
funcién podria depender del tipo especifico de cancer y del entorno celular, como
ocurre, por ejemplo, en el CECO [272].

En concreto, en nuestra investigacion, este miR-146 es el que nos brinda
una mayor utilidad para el seguimiento de los pacientes oncologicos en los
diferentes puntos del seguimiento. El hecho de que miR-146 se mantenga en
nuestros pacientes diferencialmente sobreexpresado desde el diagnoéstico hasta
el control anual en los pacientes con enfermedad, podria hacernos pensar en él
como un buen biomarcador prondéstico y para la deteccion de recidivas.

Igualmente, el hallazgo de otros miIARNs también significativamente
expresados a los 6 meses, como miR-223 y miR-3591-3p, nos haria plantear su
utilidad para su confirmacion, ademas del resto de las pruebas diagndsticas que
ya se realizan de rutina. Esta virtud de los miARNs habia sido descrita por Towle
et al., ya que identificaron una firma de miARNSs circulantes en suero capaz de
detectar el CECO recurrente un promedio de 15 meses antes de la presentacion
clinica [273]. En el caso del CECC, la deteccién precoz de recidivas resultaria
determinante para mejorar la supervivencia, ya que la mayoria de los pacientes
con CECC fallece dentro del primer ano tras el diagnédstico, en gran parte debido
a recurrencias y metastasis [243].

Langevin et al. estudiaron las lineas celulares del CECO y descubrieron que

8 miRNAs, entre los que se encontraba miR-3591-3p, causaban fluctuaciones
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de expresion en comparacion con las cepas de control [274]. Aunque los
mecanismos de accion y las dianas de este miR-3591 a nivel de cabeza y cuello
todavia no han sido descritos, en nuestro trabajo si que hemos detectado un
aumento diferencial en los niveles de expresion en las muestras post-cirugia.
Los niveles de expresion de miR-425 se mostraron elevados en biopsia
tisular en el CECO [275] y CEL [276], siendo asi considerado un onco-miARN,
con la funcién de promocionar la proliferacion, invasion y migracion de células
tumorales [275]. Investigaciones recientes han demostrado que el miR-425
controla las vias de sefalizacion de MAPK, WNT, PI3K/AKT vy el factor de
crecimiento transformante beta (TGF-B) [277] (figura 15); sin embargo, el valor
pronostico del miR-425-5p con los hallazgos de nuestro estudio tiene un

significado incierto.
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Figura 15. Esquema de las vias de sefalizacién activadas por miR-425 obtenida

del articulo “Diverse Functions of MiR-425 in Human Cancer’ [277].

El cruce de datos de los pacientes con peor prondstico y de las correlaciones
positivas, nos permitié elegir unos miARNs en los que profundizar en el estudio

de los pacientes con recidiva, en los que observamos lo siguiente:
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- MiR-146 esta elevado en el momento de la recidiva en 4 de los 5 casos,
lo que iria a favor de que fuera un onco-miARN, como también habia descrito
previamente Gomez-Pérez et al. [270], y nosotros en los pacientes que
finalizaron el periodo VE/FE frente a los VLE.

- MiR-206 se aumenta de manera progresiva en los 5 pacientes que
presentaron recidiva, lo que también orientaria que pudiera considerarse un
onco-miARN, tal y como sospechabamos por su elevacién en los pacientes
con carcinoma glético y de cavidad oral persistente respecto a pacientes
VLE. Los estudios revisados describen mas bien que es la regulacidon
negativa de miR-206 la que contribuye a la proliferacion e invasion del CEL
mediante la regulacion de la expresion de VEGF [278,279]. Sin embargo, el
valor prondstico de este miR-206 no esta claro, ya que Du et al. describieron
que, en el cancer de esofago, una alta expresion de miR-206 se asociaba
con un pronostico desfavorable de la enfermedad, actuando sobre las vias
de senalizacion del TGF-B, de WNT, las MAPK o de la diana mecanicista de
la rapamicina (mTOR) [280].

- MiR-223 ha tenido una respuesta variable sin grandes cambios en el
momento de la deteccion de la recidiva. Sin embargo, el hecho de que
encontraramos que el miR-223 aumentaba con el seguimiento en pacientes
VE/FE frente a VLE, concordaria con la asociacién significativa entre altos
niveles de expresion y una baja supervivencia general en pacientes con
CECC reportada por Falco et al. [256].

- MiR-425-5p tiene una tendencia a aumentar unicamente en 2 de los 5
pacientes en el momento de la recidiva. Los valores de miR-425-5p
aumentados coinciden con las publicaciones previas, donde se muestra
como un onco-miARN [275,276]. En cambio, en nuestro caso, no podemos
sacar conclusiones, ya que las diferencias entre VLE y VE/FE resultan
confusas y también disminuye en 3 de los 5 pacientes en el momento de la
recidiva.

- MiR-3591-3p aumenta en 3 y disminuye en 2 de los 5 pacientes
recidivados, lo que no permite obtener conclusiones respecto a su funcion.
Como habiamos reportado previamente, en nuestro caso el hecho de que

aumente tras la cirugia y que se mantenga significativamente disminuido en
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pacientes VLE frente a VE/FE a los 2 y 6 meses del seguimiento, sugiere
que pueda ser un supresor tumoral, si bien en el momento de las recidivas

no obtenemos resultados significativos.

5.2. Correlaciéon de los microARNs con las pruebas disponibles para el

seguimiento del carcinoma epidermoide de cabeza y cuello.

Con el objetivo de comprender mejor si la biopsia liquida es una herramienta
complementaria fiable en el CECC, se intentaron correlacionar los niveles de
expresion de los miIARNs obtenidos en la extraccion sanguinea con los
examenes ORL y las pruebas de imagen realizadas de manera habitual en los
distintos puntos del seguimiento, obteniendo una asociacion positiva con miR-
21-5p, miR-28-3p, miR-99a, miR-143-3p, miR-146, miR-206, miR-223, miR-425-
5p, miR-512-5p y miR-3591-3p.

En el caso de miR-28-3p, el estudio de Lv et al. ya encontré que los niveles
de expresion de miR-28-3p disminuyeron significativamente en los tejidos del
CNF en comparacion con los tejidos normales adyacentes, concluyendo su
importancia en la promocion de la migracion e invasividad celular, acelerando el
proceso de TEM [281].

Asimismo, la desregulacion de los miembros de la familia miR-99 ya habia
sido reportada consistentemente en el CECC por varios autores [130,229]. Los
resultados de Chen et al., junto con observaciones previas en otras neoplasias
[282], sugieren que los miembros de la familia miR-99 son importantes
supresores tumorales que regulan la proliferacién, la apoptosis y la migracién
[283]. Varios estudios funcionales sugieren que los miembros de la familia miR-
99 regulan las vias de sefalizacion de AKT/mTOR al actuar sobre el receptor del
factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF1R), mTOR vy la proteina reguladora
asociada a mTOR [283-285]. Un estudio de Mueller et al. también sugiere que
los miembros de la familia miR-99 regulan la respuesta al dafio del ADN a través
de su gen diana, la proteina ATPasa reguladora de la cromatina dependiente de
actina asociada a matriz componente del complejo SWI/SNF, miembro 5
(SMARCA5) [286]. Asimismo, también ha sido descrita la regulacion
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postranscripcional de miR-99a en la proteina relacionada con la miotubularina 3
(MTMR3) [287].

En el CEL, Zhang y Cao confirmaron que la baja expresion de miR-143-3p
se asociaba con un prondstico desfavorable y que la sobreexpresion de
miR-143-3p inhibia el crecimiento tumoral in vivo, suprimia la migracién e
invasion celular mediante la inhibicion de la cascada de TEM. Ademas,
verificaron que el oncogén K-Ras (Homodlogo de oncogén viral del sarcoma de
rata Kirsten) es una diana de miR-143-3p en células de CEL, y que los efectos
supresores de miR-143-3p en estas células fueron anulados por la
sobreexpresion de K-Ras. También revelaron que miR-143-3p podia inhibir el
crecimiento celular y la metastasis al actuar sobre la via de sefalizacion
K-Ras/Raf/proteina quinasa activada por mitégeno (MEK)/quinasa regulada por
sefales extracelulares (ERK) [288]. Por otro lado, el antigeno 9 asociado a
Melanoma (MAGE-A9) también fue descrito como un objetivo de miR-143-3p,
contribuyendo asi la regulacién negativa de miR-143-3p a la progresion del CEL
al regular positivamente MAGE-A9 [289].

A partir del analisis conjunto de las tablas 7 y 8, identificamos los miARNs
que presentaron una correlacion positiva con las pruebas de rutina y los que
fueron significativos en el mismo momento del seguimiento al comparar VE/FE
con VLE. De aqui concluimos que miR-146 a los 6 meses, miR-206 a los 12
meses, miR-223 a los 6 meses y miR-425-5p a los 6-12 meses, eran los que
coincidian. Todos presentaban valores elevados en estos periodos y, ademas,
en el caso del miR-146, la deteccidn de esta sobreexpresion era también a los 2
meses, es decir, previa a la deteccién por las pruebas ORL y de imagen. Esto
nos permite pensar que, el estudio mediante biopsia liquida de la alteracién de
los niveles de expresion del miR-146 plasmatico, podria incluso anticiparse a la
aparicion clinica de la enfermedad no detectable por estas pruebas.

En nuestro trabajo, sin embargo, no hemos logrado sacar conclusiones
relacionadas con miR-28-3p, miR-99a ni miR-143-3p que nos orienten a que
sean onco-miARNs o miARNs supresores de tumores, unicamente podemos
afirmar que hemos encontrado estas correlaciones positivas con las pruebas

ORL y de imagen realizadas, con un significado incierto.
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5.3. Carcinoma epidermoide de cabeza y cuello y ARNm de la hTERT.

El mantenimiento de los teldomeros mediante la reactivacion de la telomerasa
es una caracteristica casi universal de las células tumorales [290-292]. La gran
mayoria de los canceres superan la senescencia replicativa mediante la
regulacion positiva de la expresion de la hTERT y la actividad de la telomerasa
[290], presente en el 80-90% de las neoplasias malignas [151,293,294]. Hay
varias formas de regular positivamente la actividad de la telomerasa y activar el
gen hTERT, normalmente silenciado. Estos mecanismos de activaciéon de la
hTERT incluyen reordenamientos cromosomicos, mutaciones somaticas del
promotor de TERT, modificaciones epigenéticas, activadores o represores
transcripcionales, polimorfismo del gen TERT y empalmes alternativos [295—
298].

La deteccion de la actividad de la telomerasa en la sangre periférica puede
desempefiar un papel importante en el diagndstico temprano de los pacientes
con CECC [299], con posibles implicaciones para la practica clinica y las
estrategias de tratamiento [300]. Numerosos estudios han analizado también la
capacidad de la telomerasa para predecir el prondstico de la enfermedad, y la
mayoria ha descrito una correlacion entre la sobreexpresidon y un
comportamiento tumoral agresivo y una evolucién desfavorable en los pacientes
[172], una alta tasa de metastasis regionales y a distancia [164,301], recurrencias
[294] o mayor probabilidad de desarrollar segundos tumores [164].

Mas recientemente, otros autores han publicado la presencia de niveles
plasmaticos incrementados del ARNm de la hTERT en pacientes con CECC. En
el estudio de Ganesh et al., todos los pacientes mostraron niveles elevados de
telomerasa en plasma al inicio del estudio en comparacion con los controles
[302], hallazgos similares a los de Fu et al. [299] y Hong et al. [303], que también
encontraron que el contenido del ARNm de la hTERT periférico en el CNF y de
la actividad de la telomerasa, en pacientes con CECC respectivamente eran
mayores, en comparacion con sujetos sanos. Pudimos corroborar estos
hallazgos en nuestro estudio, donde hubo un aumento significativo en los niveles
basales de expresion del ARNm de la hTERT plasmatico en pacientes con CECC

en comparacion con los controles.
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En cuanto a su correlacion con hallazgos histopatologicos, cabe destacar
que son varios los autores que demostraron que la presencia y cantidad relativa
del ARNm de la hTERT aumentaba progresivamente con el grado de anomalias
del epitelio laringeo [304] y otros CECC [305]. El grupo de Luzar et al. también
describié que la reactivacién de la telomerasa es un evento temprano en la
carcinogeénesis laringea, detectable también en los cambios epiteliales de los
estadios premalignos laringeos [306].

Sin embargo, esta correlacion con las caracteristicas clinico-patologicas es
controvertida, debido a las opiniones de diversos autores. Se ha encontrado
correlacion entre niveles mas altos del ARNm de la hTERT circulante y
caracteristicas clinico-patolégicas mas graves y resultados de enfermedades en
el cancer colorrectal, de prostata y gastrico [307-309], particularmente en el
carcinoma de células escamosas poco diferenciado [164,168,305], estadio
tumoral avanzado [164], metastasis ganglionares [164,168] o su extension
extraganglionar [301]. En el caso del CNF, Fu et al. observaron que el ARNm de
la hTERT periférico tenia una correlacién significativa con el estadio clinico, el
estadio T y el estadio N de los pacientes [299]. En el CECO, Rai A. et al.,
mostraron una correlacion significativa entre los niveles de telomerasa y la edad
del paciente y grados histopatolégicos de malignidad [310]. Por el contrario,
encontramos estudios como los desarrollados por Lee et al., Rai A. et al,,
Boscolo-Rizzo et al., quienes no pudieron encontrar una asociacion entre los
niveles plasmaticos del ARNm de la hTERT y variables de resultado como sexo,
habitos adversos, tamaro o sitio de la lesion, afectacion de los ganglios linfaticos
o estadio general del paciente [310-312]. Ganesh et al. tampoco encontraron
correlacion entre los niveles de telomerasa y el estadio T, el estadio N y el
consumo de tabaco. [302]. En nuestra investigacion, respecto a estas
caracteristicas epidemiolégicas, solo encontramos correlacion significativa del
aumento del ARNm de la hTERT en consumidores de tabaco y alcohol,
independientemente de si son pacientes sanos o con cancer, y en pacientes en
estadio IV frente al lll. No obtuvimos diferencias significativas relacionadas con
el sexo, la edad, la deteccion inmunohistoquimica de p16, la localizacion del
tumor o el grado histoldgico.
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Diversas investigaciones han demostrado que los CECC asociados al VPH
expresan niveles mas altos de TERT [164,313]. La oncoproteina E6 del VPH
potencia la actividad de la telomerasa mediante diversos mecanismos
reguladores, lo que contribuye a la inmortalizacion celular y al desarrollo y
progresion del cancer [314]. Ademas del mantenimiento de los telédmeros, la
hTERT influye en las vias de sefalizacion, el metabolismo celular y el
microambiente inmunitario tumoral [315], contribuyendo a la progresion tumoral,
la metastasis y un pronostico desfavorable [164,311]. Asimismo, se ha
demostrado que el serotipo 16 del VPH desinhibe el promotor TERT y reactiva la
expresion del gen TERT en las células epiteliales, contribuyendo asi igualmente
a la inmortalizacién celular [316,317], importante en el CEOF, donde las
amigdalas son el subsitio con la tasa mas alta de VPH positivo [318,319]. Sin
embargo, en nuestro estudio no encontramos diferencias significativas
relacionadas con los niveles de expresion del ARNm de la hTERT y la expresion
de p16, probablemente debido al pequefo tamaino de la muestra.

Ademas de la utilidad diagnostica del ARNm de la hTERT, también sus
niveles de expresion han sido estudiados como factor prondstico de respuesta a
tratamiento. EI aumento de la expresion de TERT y de la actividad de la
telomerasa contribuyen a una menor respuesta al tratamiento y, en ultima
instancia, una supervivencia global deficiente [1]. Cabe destacar que la actividad
de la telomerasa se ha convertido en un predictor independiente de una
supervivencia reducida en pacientes con CECC, incluso considerando otros
factores clinicos y patolégicos [311]. Los resultados sobre la reduccion de los
niveles del ARNm de la hTERT después de la QT-RT son consistentes en
diferentes canceres [307,320-323], pero en el CECC todavia existe cierta
controversia. Fu et al. mostraron en estadios avanzados de pacientes con CNF
que, después de los diferentes tratamientos con RT o QT-RT, los niveles
plasmaticos del ARNm de la hTERT disminuian significativamente [299]. Pero, a
diferencia de este grupo, Ganesh et al. concluyeron que no hubo cambios
significativos en los niveles de telomerasa después del dia 5 de radioterapia en
comparacion con el valor inicial, y que el aumento en el nivel de telomerasa a los
3 meses que tenian sus pacientes en comparacion con el valor inicial no se
correlacionaba con la respuesta del tratamiento [302], lo que es mas acorde a lo

que nuestros pacientes les ocurre, ya que no encontramos diferencias
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significativas en el ARNm de la hTERT en los distintos momentos clave de
seguimiento tras el tratamiento, entre los pacientes que respondieron y los
pacientes que persistieron con la enfermedad.

A pesar de que la reactivacion de la telomerasa en el CECC se ha observado
en muchos trabajos, su relevancia clinica y pronostica en estos estudios es
variada [301,324-326], y hay autores que no encontraron asociacion entre la
actividad de la telomerasa en sangre periférica antes y después de la cirugia o
en relacion a las tasas de supervivencia libre de enfermedad [312]. Sin embargo,
Li et al. sugirieron que el tratamiento quirdrgico del CEL tiene una influencia
directa sobre los niveles plasmaticos del ARNm de la hTERT, disminuyendo
significativamente 2 dias después de la cirugia [174]. Ademas, en el estudio de
Garcia-Olmo et al. en el que se incluyeron pacientes con CEL y cancer de
hipofaringe, la deteccion temprana y tardia del ARNm de la hTERT plasmatico
en el postoperatorio, fue mas frecuente en pacientes que presentaron
recurrencias y/o metastasis y, la deteccion del ARNm de la hTERT en plasma
después de la operacién se relacionaba con una disminucion de la supervivencia
global [327]. En nuestro grupo de pacientes, a pesar de no mostrar diferencias
concluyentes debido a la pequefa cantidad de pacientes en los que se realizo
cirugia, percibimos que los 5 pacientes VLE que fueron intervenidos
quirurgicamente como parte de su tratamiento tuvieron una disminucién de los
niveles de expresion del ARNm de la hTERT, lo que hace sospechar que se
podrian lograr conclusiones significativas en caso de un tamafo de muestra

mayor.

5.4. Limitaciones del estudio.

El numero de pacientes ha sido menor del esperado, aunque si que se ha
cumplido el numero necesario previsto inicialmente. EI hecho de que muchos
pacientes sean fumadores y bebedores condiciona la presencia de otros
antecedentes oncoldgicos o la existencia de tumores sincronicos al diagnaostico,

motivos que han impedido la inclusion de algunos de ellos en el estudio.
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Asimismo, la muestra de pacientes es bastante heterogénea en cuanto a
localizaciones tumorales, lo que hace que sea dificil sacar conclusiones
significativas relacionadas con los diferentes subgrupos de pacientes.

La situacion de emergencia sanitaria por la COVID-19 impidi6 realizar un
correcto seguimiento clinico-radiolégico de los pacientes y la adecuacion de sus
citas para realizar las extracciones previstas, problema que hemos solventado
parcialmente adaptando la asistencia al hospital con citas no diferibles de nuestra
u otras especialidades. A esto se le suma que algunos pacientes presentaban un
mal estado general por culpa de la enfermedad o los tratamientos, y la mala
adherencia de algunos pacientes a acudir a las citas.

No todos los pacientes en las extracciones programadas cuentan con prueba
de imagen o con exploracién ORL, por lo que en algun paciente no ha sido
posible hacer la correlacion clinica-exploratoria-analitica y para este apartado del
estudio nos hemos visto obligados a reducir el numero de pacientes incluidos.

El retraso en el envio de muestras y obtencion de los analisis de las mismas
por la empresa externa debido a la pandemia por COVID-19 condiciond la
demora en la redaccion de los articulos previstos, lo que, asociado a que el
numero de pacientes fue menor del esperado inicialmente y que se incluyeron
pacientes para aumentar el tamafio muestral hasta noviembre 2021, obligé a
retrasar las extracciones anuales de los ultimos pacientes incluidos en el estudio
hasta febrero de 2023. Por este motivo, se solicitd una prérroga y la defensa de
la tesis se ha demorado hasta este afo 2025.

A pesar de que la biopsia liquida podria mejorar la eficacia diagndstica de
las otras herramientas existentes, evaluar la respuesta terapéutica o predecir la
recurrencia tumoral permitiendo una intervencion mas temprana, todavia el
potencial de los miIARNs y del ARNm de la hTERT como biomarcadores
universales de CECC esta influenciado por la variabilidad de la técnica y las
funciones multifacéticas de los miARNs en la regulacién de la expresidon génica.
Por este motivo, a dia de hoy, todavia se precisan mas estudios con mayor
tamafio muestral y a largo plazo para investigar y validar mas a fondo estos

biomarcadores.
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6. CONCLUSIONES

1. El grupo con CECC tiene mayor porcentaje de fumadores y bebedores
activos que el grupo control. Los pacientes fumadores y bebedores tienen
un riesgo mayor de desarrollar CECC.

2. Al diagndstico, miR-21-5p y miR-122 plasmaticos estan sobreexpresados
de manera significativa en pacientes con CECC frente a individuos sanos,
mientras que miR-195-5p esta regulado negativamente en plasma.

3. Los niveles de expresion basales del ARNm de la hTERT plasmatico en
pacientes con CECC estdan aumentados en comparacion con los
controles.

4. Losfumadoresy bebedores de alcohol sobreexpresan ARNm de la hTERT
plasmatica, independientemente de si son pacientes oncologicos o
controles.

5. EI CECC presenta un desafio importante con un pronéstico generalmente
sombrio. En nuestro grupo de 35 pacientes con CECC, sélo 18 terminan
el seguimiento vivos y sin enfermedad, mientras que 17 presentan una
enfermedad persistente, falleciendo 11 de ellos.

6. Desde el punto de vista prondstico, en plasma, el miR-122 se encuentra
elevado en pacientes VLE, y miR-146 elevado en pacientes VE/FE,
durante todo el afio de seguimiento postratamiento. A estos se les suman,
en la muestra global, también en plasma, los miR-374-5p y miR-451a que,
al mes de la finalizacion del tratamiento, se muestran significativamente
elevados en pacientes VLE. En el estudio de los 22 pacientes con
seguimiento y revisiones completas, miR-3591-3p esta infraexpresado a
los 2 y 6 meses, mientras que miR-223 y miR-206 estan sobreexpresados
a los 6 y 12 meses respectivamente.

7. Los niveles de expresion del ARNm de la hTERT en plasma, a diferencia
de los de diferentes miARNs, no cambiaron significativamente en los
diferentes momentos clave después del tratamiento, por lo que no
podemos recomendar la prueba del ARNm de la hTERT en sangre como
marcador de respuesta por si solo en CECC.

8. Aunque encontramos varias correlaciones positivas de diferentes miARNs

con las exploraciones otorrinolaringoldgicas y las pruebas de imagen en
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distintos puntos del seguimiento, es dificil sacar conclusiones de cual
seria el mMIARN mas apropiado. El miR-206 es el que mejor correlacion
presenta con ambas tanto a los 6 como a los 12 meses de seguimiento.

La expresion del ARNm de la hTERT plasmatico no se correlaciona de
manera significativa con las exploraciones otorrinolaringologicas y las
pruebas de imagen en ninguno de los momentos del periodo de

seguimiento.

10.En plasma, el miR-146 podria considerarse un buen marcador para

11.

identificar recidivas tempranas, ya que presenta diferencias
estadisticamente significativas desde el diagndstico hasta el afo de
seguimiento, incluyendo todos los puntos intermedios. Los 6 meses es el
momento en el que mas miARNs plasmaticos presentan diferencias
significativas, ya que, asociados a este miR-146, encontramos una
expresion significativa de tanto de miR-223, como de miR-3591-3p. Estos
ultimos podrian elegirse para confirmar la recidiva sospechada de manera
temprana por miR-146.

Los valores de 6 miARNs plasmaticos han mostrado diferencias
significativas pre- y postoperatorias al estudiar las muestras de los 6
pacientes sometidos a cirugia que realizaron un seguimiento de 1 afo:
disminuyen miR-21-5p, miR-146, miR-223 y miR-375, mientras que
aumentan miR-26b y miR-3591-3p.

12.Los niveles de expresion del ARNm de la hTERT disminuyeron en plasma

en los 5 pacientes VLE que se sometieron a cirugia. Sin embargo, si
estudiamos unicamente a los 6 pacientes sometidos a cirugia que
finalizaron el periodo de seguimiento de 12 meses, no obtuvimos

resultados estadisticamente significativos.
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8. ANEXOS

ANEXOS

Anexo 1 — Clasificacion T siguiendo la 82 version de la Clasificacion TNM
de la AJCC actualizada en 2017.

1a.

CAVIDAD ORAL OROFARINGE P16 + OROFARINGE P16-

TO Tumor primario no identificable.

TX  [Tumor primario no evaluable. Tumor primario no evaluable.

Tis  |Carcinoma in situ . Carcinoma in situ .

T Tumor que mide <2 cm con T1 = tumor que mide <2 cmen |T1 = tumor que mide <2 cm en
DOl <5 mm. su mayor dimension. su mayor dimension.

Tla

T1b

T2  |Tumor que mide <2 cm con T2 = tumor que mide >2 cm, T2 = tumor que mide >2 cm,
DOI. >5 mm o tumor que mide |pero <4 cm en su mayor pero <4 cm en su mayor
entre >2 cmy <4 cm con dimension. dimension.

DOl <10 mm.

T3 |Tumor >2 cmy <4 cm con T3 = tumor que mide >4 cmen |T3 = tumor que mide >4 cm en
DOl >10 mm o tumor que mide |su mayor dimension o se su mayor dimension o se
>4 ¢cm con DOl <10 mm. disemind a la superficie lingual |diseminé a la superficie lingual

de la epiglotis. de la epiglotis.

T4 Enfermedad local Enfermedad local Enfermedad local
moderadamente avanzada o moderadamente avanzada. moderadamente avanzada o
muy avanzada. Tumor con invasion de la muy avanzada.

laringe, el misculo extrinseco de
la lengua, el musculo
pterigoideo medio, el paladar
duro, el maxilar inferior o de
otras partes.,

T4a |Enfermedad local Enfermedad local
moderadamente avanzada. moderadamente avanzada.
Tumor que mide >4 cm con Tumor con invasion de la
DOl >10 mm o tumor con laringe, el musculo extrinseco dg
invasion solo de estructuras la lengua, el masculo
adyacentes (por ejemplo, a pterigoideo medio, el paladar
través del hueso cortical de la duro o el maxilar inferior..
mandibula o el maxilar superior
o compromete el seno maxilar o
la piel de la cara).

T4b |Enfermedad local muy avanzada. -T4b = enfermedad local muy

Tumor con invasion del espacio
masticatorio, las placas
pterigoideas, la base del craneo,
o atrapamiento de la arteria
carétida interna.

avanzada. Tumor con invasion
del musculo pterigoideo lateral,
las placas pterigoideas, la
nasofaringe lateral, la base del
craneo; o atrapamiento de la
arteria cardtida.
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1b.

HIPOFARINGE SUPRAGLOTIS GLOTIS

TO

TX  |[Tumor primario no evaluable. Tumor primario no evaluable.  [Tumor primario no evaluable.

Tis |Carcinoma in situ. Carcinoma in situ . Carcinoma in situ .

T1 Tumor que se limita a un Tumor limitado a un subsitiode [Tumor limitado a una o ambas
subsitio de la hipofaringe o mide|la supraglotis, con movilidad cuerdas vocales (a veces con
<2 cmen su mayor dimension.  |normal de las cuerdas vocales.  |compromiso de la comisura

anterior o posterior) con
movilidad normal.

T1a T1a: Tumor limitado a una

cuerda vocal.

T1b T1b: Tumor con compromiso de

ambas cuerdas vocales.

T2 Tumor con invasion de mas de  |Tumar con invasién de la Tumor con diseminacién a la
un subsitio de la hipofaringe 0 |mucosa en mas de un subsitio  |supraglotis o la subglotis, o con
de unsitio adyacente, o mide adyacente de la supraglotis o la |deterioro de la movilidad de las
>2 cmpero <4 cm en su mayor |glotis, o invasién de una regién |cuerdas vocales.
dimensién sin fijacion de la fuera de la supraglotis (por
hemilaringe. ejemplo, la mucosa de la base

de lalengua, la valécula, la pared
media del seno piriforme) sin
fijacién de la laringe.

T3 Tumor que mide >4 cmensu  |Tumor limitado a la laringe, con |Tumor limitado a la laringe, con
mayor dimension, con fijacion  |fijacion de una cuerdavocal o (fijacion de una cuerda vocal o
de la hemilaringe o invasion de cualquiera de los invasion del espacio paraglotico
diseminacion a la mucosa del siguientes sitios: area o de la corteza interna del
esofago. poscricoidea, espacio cartilago tiroides.

preepiglatico, espacio
paraglotico o corteza interna del
cartilago tiroides.

T4 Enfermedad local Enfermedad moderadamente Enfermedad moderadamente
moderadamente avanzada o avanzada o muy avanzada. avanzada o muy avanzada.
muy avanzada.

T4a |Enfermedad local Enfermedad local Enfermedad local
moderadamente avanzada. moderadamente avanzada. moderadamente avanzada.
Tumor con invasion del cartilago |Tumaor con invasion de la Tumor con invasion de la
tiroides o cricroides, el hueso corteza externa del cartilago corteza externa del cartilago
hioides, la glandula tiroidea, el  |tiroides o invasion de tejidos tiroides o invasion de tejidos
musculo esofdgico o el tejido fuera de la laringe (por ejemplo, |fuera de la laringe (por ejemplo,
blando del compartimiento la trdquea, los tejidos blandos  |la trédquea, el cartilago cricoides,
central., del cuello como el musculo los tejidos blandos del cuello

extrinseco prafundo de la como el musculo extrinseco
lengua, los musculos profundo de la lengua, los
infrahioideos, la tiroides o el musculos infrahioideos, la
eséfago). tiroides o el eséfaga).

T4b | Enfermedad local muy avanzada.|Enfermedad local muy avanzada. |Enfermedad local muy avanzada.

Tumor con invasion de la fascia
prevertebral, atrapamiento de la
arteria carétida o compromiso

de las estructuras mediastinicas.

Tumor con invasién del espacio
prevertebral, atrapamiento de la
arteria carétida o invasién de
estructuras mediastinicas.

Tumor con invasion del espacio
prevertebral, atrapamiento de la
arteria carétida o invasion de
estructuras mediastinicas.
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Anexo 2 — Clasificacion N siguiendo

de la AJCC actualizada en 2017.

2a.

ANEXOS

la 82 version de la Clasificacion TNM

CAVIDAD ORAL PATOLOGICO OROFARINGE P16 + CLINICO OROFARINGE P16- CLINICO HIPOFARINGE CLINICO HIPOFARINGE PATOLOGICO

NX Ganglios linfaticos regionales no Ganglios linfaticos regionales no Ganglios linfaticos regionales no Ganglios linfaticos regionales no | Ganglios linfaticos regionales no
evaluables. evaluables. evaluables. evaluables. evaluables.

NO Sin metastasis en ganglios linfaticos Sin metastasis en ganglios linfaticos Sin metastasis en ganglios linfaticos |Sin metastasis en ganglios Sin metastasis en ganglios linfaticos
regionales. regionales. regionales. linfaticos regionales. regionales.

N1 Metéstasis en un solo ganglio linfatico  |Uno o mas ganglios linfaticos Metastasis en un solo ganglio Metéstasis en un solo ganglio Metéstasis en un solo ganglio linfatico
ipsilateral, que mide <3 cm en su mayor |ipsilaterales, ninguno mide >6 cm linfatico ipsilateral, que mide <3 cm |linfatico ipsilateral que mide <3 |ipsilateral que mide <3 cm en su mayor|
dimension y ENE-. en su mayor dimension y ENE-. cm en su mayor dimension y ENE-. |dimension y ENE-.

N2 Metastasis en un solo ganglio linfatico  |Ganglios linfaticos contralaterales o Metastasis en un solo ganglio Metastasis en un solo ganglio Metastasis en un solo ganglio linfatico
ipsilateral que mide <3 cm en su mayor |bilaterales, ninguno mide >6 cm. linfatico ipsilateral que mide >3 cm  |linfético ipsilateral que mide >3 ipsilateral que mide <3 cm en su mayor
dimension y ENE+; o mide >3 cm pero pero <6 cm en su mayor dimension y [cm pero <6 cm en su mayor dimension y ENE+; o mide >3 cm pero
<6 cm en su mayor dimension y ENE- ENE-; 0 metastasis en multiples dimension y ENE-; o metastasis en | <6 cm en su mayor dimension y ENE-
; 0 metastasis en multiples ganglios ganglios linfaticos ipsilaterales, multiples ganglios linfaticos ; 0 metastasis en multiples ganglios
linfaticos ipsilaterales, ninguno mide >6 ninguno mide >6 cm en su mayor ipsilaterales, ninguno mide >6 cm |linfaticos ipsilaterales, ninguno mide
cm en su mayor dimension y ENE- dimension y ENE-; o metastasis en  |en su mayor dimension y ENE- >6 cm en su mayor dimension y ENE-
; 0 metastasis en uno o mas ganglios ganglios linfaticos bilaterales o ; 0 metastasis en ganglios ; 0 metastasis en uno o mas ganglios
linfaticos bilaterales o contralaterales contralaterales, ninguno mide >6 cm |linfaticos bilaterales o linfaticos bilaterales o contralaterales
ninguno mide >6 cm en su mayor en su mayor dimension y ENE-. contralaterales, ninguno mide >6 |ninguno mide >6 cm en su mayor
dimension, y ENE-. cm en su mayor dimension y ENE-. |dimension, y ENE-.

N2a Metéstasis en un solo ganglio linfatico Metastasis en un solo ganglio Metastasis en un solo ganglio Metéstasis en un solo ganglio linfatico
ipsilateral que mide <3 cm en su mayor linfatico ipsilateral que mide >3 cm, |linfatico ipsilateral que mide >3 ipsilateral que mide <3 cm en su mayor
dimension y ENE- metastasis en un pero <6 cm en su mayor dimension y|cm pero <6 cm en su mayor dimension y ENE+; o metastasis en un
solo ganglio linfatico ipsilateral que mide ENE-. dimension y ENE-. solo ganglio linfatico ipsilateral que
>3 cm pero <6 cm en su mayor mide >3 cm pero <6 cm en su mayor
dimension y ENE-. dimension y ENE-.

N2b Metéstasis en multiples ganglios Metastasis en multiples ganglios Metastasis en multiples ganglios  |Metastasis en multiples ganglios
linfaticos ipsilaterales, ninguno mide >6 linfaticos ipsilaterales, ninguno mide |linfaticos ipsilaterales, ninguno linféticos ipsilaterales, ninguno mide
cm en su mayor dimension y ENE-. >6 cm en su mayor dimension y ENE-{mide >6 cm en su mayor >6 cm en su mayor dimension y ENE-.

. dimension y ENE-.

N2c Metéastasis en ganglios linfaticos Metastasis en ganglios linfaticos Metéastasis en ganglios linfaticos  |Metastasis en ganglios linfaticos
bilaterales o contralaterales, ninguno o contr ninguno o ales, o ales, ninguno
mide >6 cm en su mayor dimension y mide >6 cm en su mayor dimension |ninguno mide >6 cm en su mayor |mide >6 cm en su mayor dimension y
ENE-. y ENE-. dimension y ENE-. ENE-.

N3 Metastasis en un ganglio linfatico que  [Uno o mas ganglios linfaticos que Metastasis en un ganglio linfatico Metastasis en un ganglio linfatico |Metastasis en un ganglio linfatico que
mide >6 cm en su mayor dimension y miden >6 cm. que mide >6 cm en su mayor que mide >6 cm en su mayor mide >6 cm en su mayor dimension y
ENE-; 0 metastasis en un solo ganglio dimension y ENE-; 0 metastasis en  |dimension y ENE-; o metastasis en |ENE-; o metastasis en un solo ganglio
linfatico ipsilateral que mide >3 cm en su uno o mas ganglios linfaticos y ENE+ |uno o mas ganglios linfaticos y linfatico ipsilateral que mide >3 cm en
mayor dimension y ENE+; o metastasis manifiesta desde el punto de vista ENE+ manifiesta desde el punto  |su mayor dimension y
en multiples ganglios linfaticos clinico. de vista clinico. ENE+; o metastasis en mltiples
i cor o ganglios linfaticos ipsilaterales,

y cualquiera con ENE+; o metastasis en contralaterales o bilaterales, cualquiera

un solo ganglio linfatico contralateral de con ENE+; o metéstasis en un solo

cualquier tamafio y ENE+. ganglio linfatico contralateral de
cualquier tamafio y ENE+.

N3a Metastasis en un ganglio linfatico que Metastasis en un ganglio linfatico Metastasis en un ganglio linfatico |Metastasis en un ganglio linfatico que
mide >6 cm en su mayor dimension y que mide >6 cm en su mayor que mide >6 cm en su mayor mide >6 cm en su mayor dimension y
ENE-. dimension y ENE(-). dimension y ENE-. ENE-.

N3b Metéstasis en un solo ganglio linfatico is en uno o mas ganglios Metastasis en uno o mas ganglios is en un solo ganglio linfatico
ipsilateral que mide >3 cm en su mayor linféticos con ENE+ manifiesta desde [linfaticos con ENE+ manifiesta ipsilateral gue mide >3 cm en su mayor
dimension y ENE+; o metastasis en el punto clinico. desde el punto de vista clinico. dirf'e,ns‘dn v EN,EP’ ° r,"EtéSt,as‘:s en

i o N miiltiples ganglios linfaticos ipsilaterales,
miltiples ganglios linfaticos ipsilaterales, contralaterales o bilaterales, cualquiera
contralaterales o bilaterales y cualquiera con ENE+; 0 metastasis en un solo ganglio
con ENE+; o metéstasis en un solo linfatico contralateral de cualquier
ganglio linfatico contralateral de tamafio y ENE+.
cualquier tamafio y ENE+.
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2b.

SUPRAGLOTIS CLINICO SUPRAGLOTIS PATOLOGICO GLOTIS CLINICO GLOTIS PATOLOGICO

NX Ganglios linfaticos regionales no Ganglios linfaticos regionales no Ganglios linfaticos regionales no Ganglios linfaticos regionales no
evaluables. evaluables. evaluables. evaluables.

NO Sin metastasis en ganglios linfaticos Sin metéstasis en ganglios linfaticos Sin metastasis en ganglios linfaticos |Sin metéstasis en ganglios
regionales. regionales. regionales. linfaticos regionales.

N1 Metéstasis en un solo ganglio linfatico  |Metastasis en un solo ganglio linfatico |Metastasis en un solo ganglio Metastasis en un solo ganglio
ipsilateral que mide <3 cm en su mayor |ipsilateral que mide <3 cm en su mayor |linfatico ipsilateral que mide <3 cm |linfatico ipsilateral que mide
dimension y ENE-. dimensién y ENE-. en su mayor dimension y ENE-. <3 cm en su mayor dimensién y

ENE-.

N2 Metastasis en un solo ganglio linfatico  |Metastasis en un solo ganglio linfatico |Metastasis en un solo ganglio Metéstasis en un solo ganglio
ipsilateral que mide >3 cm, pero no ipsilateral que mide <3 cm en su mayor |linfatico ipsilateral que mide >3 cm, [linfatico ipsilateral que mide
>6 c¢m en su mayor dimension y ENE- dimensién y ENE+; o metéstasis en un |pero no >6 cm en su mayor <3 cm en su mayor dimensién y
; 0 metastasis en multiples ganglios solo ganglio linfético ipsilateral que dimension y ENE-; o metastasis en  |[ENE+; o metéastasis en un solo
linfaticos ipsilaterales, ninguno mide mide >3 cm, pero no >6 cm en su multiples ganglios linfaticos ganglio linfatico ipsilateral que
>6 c¢m en su mayor dimension y ENE- mayor dimension y ENE-; o metastasis |ipsilaterales, ninguno mide >6 cm en |mide >3 cm, pero no >6 cm en su
; 0 metastasis en ganglios linfaticos en multiples ganglios linfaticos su mayor dimension y ENE- mayor dimensién y ENE-
bilaterales o contralaterales, ninguno ipsilaterales, ninguno mide >6 cm en su|; o metastasis en ganglios linfaticos |; o metastasis en multiples
mide >6 cm en su mayor dimension y mayor dimension y ENE-; o metastasis |bilaterales o contralaterales, ninguno |ganglios linfaticos ipsilaterales,
ENE-. en ganglios linfaticos bilaterales o mide >6 cm en su mayor dimensién  [ninguno mide >6 cm en su mayor

contralaterales, ninguno mide >6 cm |y ENE-. dimension y ENE-; o metastasis en
en su mayor dimension y ENE-. ganglios linfaticos bilaterales o
contralaterales, ninguno mide
>6 cm en su mayor dimension y
ENE-.

N2a Metéstasis en un solo ganglio linfatico  |Metastasis en un solo ganglio linfatico |Metastasis en un solo ganglio Metastasis en un solo ganglio
ipsilateral que mide >3 cm, pero no ipsilateral que mide <3 cm en su mayor |linfatico ipsilateral que mide >3 cm, |linfatico ipsilateral que mide
>6 cm en su mayor dimension y ENE-.  |dimension y ENE+; 0 metastasis en un |pero no >6 cm en su mayor <3 cm en su mayor dimension y

solo ganglio linfético ipsilateral que dimension y ENE-. ENE+; 0 metastasis en un solo

mide >3 c¢m, pero no >6 cm en su ganglio linfatico ipsilateral que

mayor dimension y ENE+. mide >3 cm, pero no >6 cm en su
mayor dimension y ENE+.

N2b Metastasis en multiples ganglios Metéstasis en multiples ganglios Metastasis en multiples ganglios Metéstasis en multiples ganglios
linfaticos ipsilaterales, ninguno mide linfaticos ipsilaterales, ninguno mide linfaticos ipsilaterales, ninguno mide |linfaticos ipsilaterales, ninguno
>6 c¢m en su mayor dimension y ENE-.  |>6 cm en su mayor dimension y ENE-.  [>6 cm en su mayor dimension y ENE-|mide >6 cm en su mayor

. dimension y ENE-.

N2c Metastasis en ganglios linfaticos Metastasis en ganglios linfaticos Metastasis en ganglios linfaticos Metastasis en ganglios linfaticos
bilaterales o contralaterales, ninguno bilaterales o contralaterales, ninguno  |bilaterales o contralaterales, ninguno |bilaterales o contralaterales,
mide >6 cm en su mayor dimensién y mide >6 cm en su mayor dimensiény |mide >6 cm en su mayor dimensién |ninguno mide >6 cm en su mayor
ENE-. ENE-. y ENE-. dimension y ENE-.

N3 Metastasis en un ganglio linfatico que  |Metastasis en un ganglio linfatico que |Metastasis en un ganglio linfatico Metastasis en un ganglio linfatico
mide >6 cm en su mayor dimension y mide >6 cm en su mayor dimensiény |que mide >6 cm en su mayor que mide >6 cm en su mayor
ENE-; 0 metéstasis en uno o mas ENE-; 0 metastasis en un solo ganglio |dimension y ENE-; o metastasis en  |dimension y ENE-; o metastasis en)
ganglios linfaticos y ENE+ manifiesta linfatico ipsilateral mide >3 cmensu  |uno o mas ganglios linfaticos y ENE+ |un solo ganglio linfatico ipsilateral
desde el punto de vista clinico. mayor dimension y ENE+; o metastasis |manifiesta desde el punto de vista mide >3 cm en su mayor

en multiples ganglios linfaticos clinico. dimension y ENE+; o metastasis
ipsilaterales, contralaterales o en multiples ganglios linfaticos
bilaterales y cualquiera con ipsilaterales, contralaterales o
ENE+; 0 metastasis en un solo ganglio bilaterales y cualquiera con
linfético contralateral de cualquier ENE+; 0 metastasis en un solo
tamano y ENE+. ganglio linfatico contralateral de
cualquier tamafo y ENE+.

N3a Metastasis en un ganglio linfatico que Metastasis en un ganglio linfatico que |Metastasis en un ganglio linfatico Metastasis en un ganglio linfatico
mide >6 cm en su mayor dimensién y mide >6 cm en su mayor dimensiény |que mide >6 cm en su mayor que mide >6 cm en su mayor
ENE-. ENE-. dimension y ENE-. dimension y ENE-.

N3b Metastasis en uno o mas ganglios linfaticos |Metastasis en un solo ganglio linfatico |Metastasis en uno o mas ganglios Metéstasis en un solo ganglio
con ENE+ manifiesta desde el punto de vista ipsilateral que mide >3 cm en su mayor linféticos con ENE+ manifiesta desde el |infatico ipsilateral que mide
clinico. dimensién y ENE+; o metéstasis en punto de vista clinico. >3 c¢m en su mayor dimension y

multiples ganglios linfaticos ENE+; 0 metastasis en multiples

ipsilaterales, contralaterales o ganglios linfaticos ipsilaterales,

bilaterales y cualquiera con ENE+; o contralaterales o bilaterales y

metéstasis en un solo ganglio linfatico cualquiera con ENE+; o metastasis

contralateral de cualquier tamafio y en un solo ganglio linfatico

ENE+. contralateral de cualquier tamafo
y ENE+.

134



ANEXOS

Anexo 3 —MiARNSs incluidos en la revisidén para diagnéstico, prondstico y respuesta al tratamiento en pacientes con

CECC.
Autor, afio Tipo cancer microARN Sobref/infrarregulado  Pacientes incluidos Tipo muestra  Objetivo estudio
Lu, 2019 (5) CECC miR-548k, miR-3619, miR-137, miR-3170 SOBRE 525 CECC Tejido Pronéstico
44 Tejido adyacente

miR-654, miR-99a, miR-499a INFRA normal

Schneider, 2018 (26) CEO miR-31-3p, miR-424-5p, miR-196b-5p, miR-877-5p, miR-7-5p, miR- SOBRE 5 CEO Tejido Identificar microARNs en
135b-5p, miR-31-5p, miR-142-3p, miR-187-3p, miR-19a-3p, miR- Serum muestras tisulares de
708-3p, miR-223-3p, miR-32-5p, miR-18a-5p, miR-301a-3p, miR-21- CEO comparandolos con
5p, miR-455-5p, miR-92b-3p, miR-21-3p, miR-142-5p, miR-944, miR- un tejido adyacente sano
20a-5p y verificar la presencia
miR-204-5p, miR-375, miR-4497, miR-1291, miR-4492, miR-3196, INFRA de los mismos
miR-6087, miR-4508, miR-4485-3p, miR-3195, miR-3687, miR-3648, microARNSs en suero
miR-6510-3p, miR-4516, miR-7704, miR-3656, miR-4532, miR-4488,
miR-99a-3p, miR-125b-5p, miR-139-5p, miR-3651, miR-125b-2-3p,
miR-99a-5p

Martinez, 2015 (27) CECC miR-205-5p, miR-145-5p, miR-27b-5p, miR-103a-3p, miR-107, miR- SOBRE 7 CECC Serum Caracterizacién de ARN
320a, miR-320b, miR-486-5p, miR-100-5p, miR-32-5p, miR-215-5p, 7 Controles pequefios circulantes.
miR-148a-5p, miR-99a-5p
miR-191-5p, miR-26a-5p, miR-181a-5p, miR-150-5p, miR-93-5p, INFRA
miR-30c-5p, miR-28-5p, miR-26b-5p, miR-30b-5p, miR-122-5p, miR-
98-5p, miR-183-5p, miR-224-5p

Wang, 2016 (28) CEL miR-155 SOBRE 280 CEL Tejido Predecir caracteristicas

560 Controles Plasma clinicas
Diagnostico

Avissar, 2009 (30) CECC miR-21, miR-18a, miR-221 SOBRE 99 CECC Tejido Diagnostico
miR-375 INFRA 14 Controles

Zahran, 2015 (33) CEO miR-21, miR-184 SOBRE 20 CEO Saliva Diagnostico
miR-145 INFRA 40 lesiones

potencialmente
malignas

20 Controles sanos
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Autor, afio Tipo cancer microARN Sobre/infrarregulado  Pacientes incluidos Tipo muestra  Objetivo estudio
20 Estomatitis aftosa
recurrente
Barker, 2009 (34) Primario miR-155, miR-103, miR-191 SOBRE 12 CECC de origen Tejido Descubrir tumor primario
desconocido desconocido
CECC Other microARNSs related to subsite
Hui, 2010 (35) CECC miR-21, miR-155, miR-142-3p SOBRE 51 CECC Tejido Diagnostico
miR-125b, miR-375 INFRA Respuesta a tratamiento
Avissar, 2009 (43) CECC miR-375, miR-21 SOBRE 169 CECC Tejido Expresion
Factores de riesgo
Chen, 2019 (52) CELi miR-611 SOBRE 60 CELingual Tejido Mecanismos
60 Tejido normal oncogénicos
adyacente
Lajer, 2012 (57) CEOF miR-10, miR-15a, miR-20b, miR-16 SOBRE 20 CEOF Tejido Comparar expression de
Céncer de 10 Amigdalas sanas microARN expression en
cérvix miR-139-3p, miR-143, miR-145, miR-381, miR-574-3p INFRA 16 Céancer cérvix VPH +/-
16 Controles cérvix
Vojtechova, 2016 CEOF HPV + miR-141-3p, miR-15b-5p, miR-200a-3p, miR-302c-3p, SOBRE 87 Pacientes Tejido Comparar perfiles
(59) miR-9-5p, miR-335-5p, miR-579-3p 5 Controls VPH +/-
miR-126-5p INFRA
HPV — miR-34c-3p SOBRE
miR-328-3p, miR-885-5p INFRA
Ren, 2014 (62) CEO miR-21 SOBRE 58 CEO Sangre Diagnéstico
32 Controles
Wang, 2014 (63) CEL miR-21 SOBRE 52 CEL Suero Diagnéstico
49 Controles exososmas Pronéstico
Pedersen, 2018 (64) CEO TEJIDO miR-193b-5p, miR-193-3p, MiR-370-3p, MiR-1307-5p, INFRA TEJIDO Tejido Diagnéstico
miR-671-5p, miR-769-5p - 80 CEO Respuesta a tratamiento
- 8 mucosa oral sana
miR-204, miR-144-5p, miR-30a-5p SOBRE
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Autor, afio Tipo cancer microARN Sobre/infrarregulado  Pacientes incluidos Tipo muestra  Objetivo estudio
PLASMA miR-30a-5p, miR-769-5p, miR-370-3p, miR-144-5p INFRA PLASMA Plasma
-55 CEO
- 18 Controles
Prasad, 2017 (65) CEO miR-21 SOBRE 20 CEO Tejido Diagnostico
20 Controles
10 Displasia leve
miR-24, miR-26b, miR-155 INFRA 10 Displasia
moderada/severa
10 Liquen plano oral
Popov, 2022 (66) CEL miR-93-5p, miR-210-3p, miR-1260b, miR-130b-3p, miR-181b-5p, SOBRE 60 CEL Tejido Pronéstico
miR-21-3p, miR-31-3p, miR-31-5p, miR-4687-3p, miR-6786-5p
miR-144-3p, miR-145-5p INFRA
Wang, 2022 (67) CECC miR-1229-3p, miR-1267, miR-1268b, miR-1286 SOBRE NO especificado Tejido Pronéstico
miR-135b-3p, miR-148a-3p, miR-148b-3p, miR-150-5p, MiR-16-1-3p, INFRA
miR-181c-5p
Lapa, 2019 (68) CEL miR-92a-3p SOBRE 36 Pacientes Tejido Pronéstico
miR-199b-5p, miR-29c-3p, miR-204-5p, miR-125b-5p INFRA 5 Controles
Liu, 2010 (69) CEO mi-31 SOBRE PLASMA Plasma Diagnéstico
-43 CEO Saliva Respuesta a cirugia
- 21 Controles
SALIVA
-9CEO
- 8 Controles
De Cecco, 2017 (70) CECC miR-760, miR-4259, miR-4733-5p, miR-371-5p, miR-2392 SOBRE 40 Tejido Respuesta a tratamiento
miR-21, miR-199b-5p, miR-199a-3p, miR-34a, miR-16, miR-140-5p, INFRA con Cetuximab
miR-15b, miR-28-5p, miR-152, miR-15a, miR-199a-5p, miR-29a,
miR-126, miR-214, miR-130b, miR-140-3p, miR-10b
Summerer, 2015 CECC miR-142-3p, miR-186-5p, miR-195-5p, miR-374b-5p, miR-574-3p SOBRE 18 Plasma Prondstico
(71)
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Anexo 4. Protocolo de extraccion de ARN mediante el kit miRNeasy
Serum/Plasma (Qiagen N.V., Hilden, Alemania).

Quick-Start Protocol April 2022

miRNeasy Serum/Plasma Kit

The miRNeasy Serum/Plasma Kit (cat. no. 217184 is shipped at ambient temperature. Store
the RNeasy® MinElute® spin columns immediately at 2-8°C. QlAzol® Llysis Reagent can be
stored at room temperature (15-25°C) or at 2-8°C. Store the remaining components dry at
room temperature. All kit components are stable for at least 9 months under these conditions

if not otherwise stated on label.

Further information

o miRNeasy Serum/Plasma Handbook. www .qiagen.com/HB-1002
e Safety Data Sheets: www.qiagen.com/safety

e Technical assistance: support.qiagen.com

Notes before starting

o This protocol is for purifying total RNA, including small RNAs, from small volumes (up to
200 pl) of serum, plasma, or other body fluids.

o If necessary, redissolve any precipitate in Buffer RWT by warming.

® Except for phase separation (step 6), all steps should be performed at room temperature
(15-25°C). Work quickly.

e Add ethanol (96-100%) to Buffer RWT and Buffer RPE concentrates before use (see botile
label for volume).

e Before starting with step 1 for the first time, read the recommendations for preparing

serum or plasma in the mikNeasy Serum,/Plasma Handbook.
1. Prepare serum or plasma, or thaw frozen samples.

2. Add 5 volumes QlAzol Lysis Reagent fo the sample (e.g., for 200 pl sample, add 1 ml
QlAzol Lysis Reagent). Mix by vortexing or pipetting up and down.

3. Incubate the homogenate at room temperature (15-25°C) for 5 min.

— Sample fo Insight QIAGEN —
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. Add chloroform of an equal volume to the starting sample and cap tube securely (e.g.,

for 200 pl sample, add 200 pl chloroform). Shake vigorously for 15 s.

5. Incubate at room temperature for 2-3 min.

. Centrifuge for 15 min at 12,000 x g at 4°C.

7. Transfer the upper aqueous phase fo a new collection tube (not supplied). Avoid

transferring any interphase. Add 1.5 volumes of 100% ethanol (e.g., for 600 pl aqueous
phase, add 900 pl ethanol). Mix thoroughly by pipefting.

. Pipet up to 700 pl sample, including any precipitate, into an RNeasy MinElufe spin

column in a 2 ml collection tube. Close the lid and centrifuge at 28000 x g for 15 s at

room temperature. Discard the flow-through.

. Repeat step 8 using the remainder of the sample.

0. Add 700 pl Buffer RWT to the RNeasy MinElute spin column. Close the lid, and

centrifuge for 15 s at 28000 x g. Discard the flow-through.

. Pipet 500 pl Buffer RPE onto the RNeasy MinElute spin column. Close the lid, and

cenirifuge for 15 s at 28000 x g. Discard the flow-through.

. Add 500 pl of 80% ethanol to the RNeasy MinElute spin column. Close the lid, and

cenirifuge for 2 min at 28000 x g. Discard the flow-through and the collection tube.

. Place the RNeasy MinElute spin column in a new 2 ml collection tube (supplied). Open

the lid of the spin column and centrifuge at full speed for 5 min to dry the membrane.

Discard the flow-through and the collection tube.

. Place the RNeasy MinElute spin column in a new 1.5 ml collection tube (supplied). Add

14 pl RNasefree water directly to the center of the spin column membrane. Close the lid

gently, and centrifuge for 1 min at full speed to elute the RNA.

Scan QR code for handbook.

For upo-date licensing information and productspecific disdlaimers, see the respective GIAGEN kit handbook or wser manual. Trodemarks: QIAGEN®, Sample to
Insight®, GllAzal®, MinEluie®, RMeasy® [QAGEMN Group). Registered names, trademarks, etc. used in this document, even when not specifically marked as such, are not
fo be considerad unpruleded lerw-

1127637 04/2022 HB-0982003 © 2022 GIAGEN, all rights reserved.

Ordering www.qiagen.com/shop | Technical Support support.qiagen.com | Website www.qiagen.com
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Anexo 5. Protocolo de retrotranscripcion inversa utilizando el kit de
sintesis de ADNc Transcriptor High Fidelity (Roche Molecular Systems,
Pleasanton, CA).

2. How to Use this Product

2.2. Protocols

Standard Procedure for Qualitative RT-PCR

The following conditions describe a first-strand cDNA synthesis for a two-step RT-PCR.
Fig. 1a shows a flow-diagram of the standard procedure for cONA synthesis with anchored-oligo (dT),, primer or
random hexamer primer for qualitative RT-PCR.

anchored-oligo (dT) , priming O

:(‘) ¢
Add iy RNA, Primer, Water
{\ )
Incubate L j 10 min at +65°C, chill on Ice
0N ¢
Add Lt Buffer, Protector, dNTPs, DTT,
: Reverse Transcriptase
e
\/

Prepare mastermix for multiple reactions

T
= 10 min to 30 min at +45°C to
Incubate | I +55°C
\/
Incubate u: 5 min at +85°C
[ PCR |

Fig. 1a: Overview of cDNA synthesis procedures in single and multiple reactions
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2. How to Use this Product

Reverse transcription using either anchored-oligo (dT)  priming OR random hexamer priming.
O In the major cases, cDNA is generated with only one sort of primers.

@ Thaw the components listed below and place them on ice.

o Briefly centrifuge all reagents before setting up the reactions.

o Set up the reaction components in a nuclease free microcentrifuge tube placed on ice

total RNA variable 1 ng up to 4 pg"
Primer -choose either

Anchored-oligo(dT)18 Primer, 50 pmol/mi (vial 5) 1pl 2,5 pM

OR Random Hexamer Primer, 600 pmol/ml (vial &) 2pl 60 pM

Water, PCR Grade (vial 8) variable

Total 11,4 pl

1) When working with low concentrated RNA samples (< 10 pg/ml), add 10 pg/ml MS2 RNA® to stabilize the
template RMNA.

@ Mix the reagents and centrifuge briefly to collect the sample at the bottom of the tube.

Denature the template-primer mixture by heating the tube for 10 minutes at +65°C in a block cycler with a heated
=l g cyc
lid (to minimize evaparation). This step ensures denaturation of RMA secondary structures.

) Immediately cool the tube on ice.

€ To the tube containing the template-primer mix, add the remaining components of the RT mix in the order listed
below.
O There is also the passibility to prepare master mix for multiple reactions.

Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase Reaction 4 pl 1x 8 mM MgCi,
Buffer, 5x conc. (vial 2)

Protector RMase Inhibitor, 40 U/mil (vial 3) 0.5 pl 20U
Deoxynucleotide Mix, 10 mM each (vial 4) 2pl 1 mM each

DTT (vial 7) 1pl 5 m
Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase (vial 1) 1,1 pl 22U

Total 20 pl

@ Mix the reagents in the tube carefully and centrifuge briefly to collect the sample at the bottom of the tube.

D) Place the tube in a block cycler with heated lid (to minimize evaporation)

Transcriptor High Fidelity cDMA Synthesis Kit [Tl Version: 13
sigma-aldrich.com 9
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2. How to Use this Product

@ Incubate the reaction for 10 to 30 minutes at +45°C to +55°C. Depending on the RNA target chosen, optimal
reaction temperature and time may vary. Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase can be used for
temperatures between +45°C and +55°C, also for GC-rich targets. The recommended incubation time is
30 minutes. For many reactions however 10 minutes are sufficient.

A\ Preheat the block cycler to the temperature of the RT reaction

‘ Inactivate Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase by heating to +85°C for 5 minutes. Stop the reaction by
placing the tube on ice.

At this point the reaction tube may be stored at +2 to +8°C for 1 to 2 hours or at -15 to -25°C for longer periods. The
cDNA can be used for amplification without further purification or manipulation such as RNase H-treatment. For PCR
use 1to 5 pl of the reaction product in 20 pl or 50 pl final reaction volume.

([il Version: 13 Transcriptor High Fidelity cONA Synthesis Kit
10 sigma-aldnch.com
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Anexo 6. Comunicacion poster (2021).

ANEXOS

Estudio preliminar sobre la utilidad del microRNA en el diagndstico del carcinoma epidermoide de cabeza y cuello en estadios

avanzados

| Galindo Torres BP, Garcia Girén C, Adiego Leza MI, Alvarez Blanco I, Navazo Eguia Al, Grijalba Uche MV. |
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@ ® Universitario de Burgos

Fundacion
Burgos por la Investigacion de la Salud
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El carcinoma epidermoide de cabeza y cuello (CECC) es el 7° mas
frecuente en el mundo. Los microRNA (miRNA) son una clase de moléculas
cortas de RNA endoégenas no codificantes que participan en la regulacién
postranscripcional de la expresién génica del mRNA (Fig. 1). Este trabajo
plantea la complementacion del diagnéstico del CECC introduciendo la
biopsia liquida.

T — Fig. 1
Dinact Proten
astemoty ;_.-233 Fig. 1. Representacion
-— (‘{p ?"{) esquematica del material
T &
Messenger RNA | genético, y la unién del
N miRNA al mRNA.

Se incluyeron 10 pacientes diagnosticados de CECC y 10 sanos, se extrajo
una muestra de sangre periférica y se obtuvo el plasma. Mediante el kit
comercial de Qiagen RNA easy se extrajo el RNA libre y posteriormente
este se retrotranscribié con el kit comercial transcriptor High fidelity cDNA de
Roche, obteniéndose asi la cadena complementaria (cDNA) necesaria para
la amplificaciéon del material. La concentracion y calidad del RNA y cDNA se
determinaron con ayuda de un Nanodrop y se analizd el nivel de expresién
de miR-21-5p, miR-26b, miR-28-3p, miR-99a, miR-122, miR-143-3p, miR-
146, miR-195-5p, miR-206, miR-223, miR-374b-5p, miR-375, miR-425-5p,
miR-451a, miR-512-5p, miR-574-3p, miR-3591-3p mediante PCR
cuantitativa.

El perfil de miRNA presentado por los pacientes oncoldgicos
difirié del grupo control. Los miRNA-21-5p, -122, -375 presentaron
una expresion entre 2,5 y 5 veces mayor que en el grupo control.
Sin embargo, la expresion de los miRNA-206 y -195-5p disminuyd
respecto a este a grupo (Fig. 2).
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Fig. 2

Expresion relativa

®mControl m CECC

Fig. 2. Representacion grafica de la expresion relativa de los miRNAs
estudiados

Los miRNAs regulan los procesos fisiopatolégicos fundamentales
para el desarrollo del CECC, tales como la diferenciacion, la
proliferacién, la apoptosis y el metabolismo tumoral.
Publicaciones recientes han demosirado que la expresion
aberrante de miRNAs es un potencial biomarcador como
herramienta diagndstica. Aun esta por determinar si reemplazara
a la biopsia tradicional en el futuro, pero, en cualquier caso, la
posibilidad de realizar la biopsia liquida supone un cambio en el
paradigma de la enfermedad tumoral.
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Las diferencias encontradas en los perfiles
de miRNA entre controles y pacientes
podrian ser una herramienta atil en el
diagnostico del CECC avanzado.
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Anexo 7. Articulo 1 (2022).

Galindo Torres BP, Garcia Giron C, Alcaraz Ortega R, Saiz Lépez P, Adiego Leza
MI, Grijalba Uche MV. Knowledge and expectations about miRNAs as biomarkers
in head and neck squamous cell cancers. Am J Otolaryngol. 2023 Mar-
Apr;44(2):103771.

DOI: 10.1016/j.amjoto.2022.103771.

PMID: 36603378.
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Anexo 8. Articulo 2 (2025).

Galindo Torres BP, Alcaraz Ortega R, Saiz Lopez P, Adiego Leza MI, Moradillo
Renuncio MDM, Garcia Giron C, Grijalba Uche MV. New evidence for miRNA
testing in head and neck squamous cell cancer patients. Clin Transl Oncol. 2025
Feb 6.

DOI: 10.1007/s12094-025-03854-9.
PMID: 39913046.

DISPONIBLE EN: https://rdcu.be/d8VXS

Correction: New evidence for miRNA testing in head and neck squamous cell cancer
patients.

Galindo Torres BP, Alcaraz Ortega R, Saiz Lopez P, Adiego Leza MI, Moradillo Renuncio MDM,
Garcia Giron C, Grijalba Uche MV.

Clin Transl Oncol. 2025 Feb 6.
DOI: 10.1007/s12094-025-03854-9

- In table 3, “CONTROL” column, the miR-451a expression level should be corrected from
0,522 +- 0,010 to 0,052 +- 0,010 (the deletion of a number “0” passed accidentally
unnoticed). Figure 1 should also be corrected.

- In the subsection “MiRNA and Sociodemographic and clinicopathological features”, at the
end of the third paragraph, instead of “and found that patients in stages III or IV

overexpressed 374b-5p (p = 0.005) comparing with the rest of stages” should be “and found
that patients in stages IV overexpressed 374b-5p (p = 0.005) comparing with stage 111"

The authors regret the errors.
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