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RESUMEN

Dentro de las neoplasias malignas de cabeza y cuello, la cavidad bucal es la regiéon mas
frecuentemente afectada y mas del 90% de esas neoplasias corresponde a carcinomas de células
escamosas. Los principales factores de riesgo son el consumo de tabaco y la ingesta de alcohol. En
México, cerca del 70% de estas neoplasias son detectadas en etapas localmente avanzadas;
Unicamente el 25%, se detecta en etapas tempranas; y metastasicos en el 4% de los casos. La
reseccion quirdrgica es el tratamiento de eleccidon y, en muchas ocasiones, el manejo requiere
quimioterapia y radioterapia. En cuanto a factores pronésticos, el mas importante es la presencia de
metéstasis en los ganglios linfaticos, seguido de la etapa clinica.

A nivel molecular se han reportado las siguientes mutaciones a través del proceso de
carcinogénesis bucal en los siguientes genes: P53 (76-80%), FAT1 (30-40%), NOTCH1 (20-22%),
CASP8 (4-34%) y PIK3CA (6-20%). En poblaciones asiaticas (Japon, Taiwan, Malasia y China) se
encuentran tasas mas bajas de mutacion en P53 (35% —62%) y mas elevadas de FAT1. En las
poblaciones de India, Arabia y Taiwan se han encontrado diferencias con respecto a los genes
clasicos descritos en poblacion caucéasica, estos resultados sugieren que las diferentes poblaciones
presentan diferentes tipos de mutaciones. Por lo que es importante estudiar alteraciones genéticas
en poblaciones con diferente origen étnico, para lograr encontrar firmas mutacionales asociadas al
desarrollo de cancer bucal

Las firmas mutacionales relacionadas con cancer de cabeza y cuello, principalmente en
sustituciones simples (SBS), son las siguientes: SBS 1, relacionada con la desaminacion de 5-
metilcitosina y que tiene que ver con la edad del paciente; SBS 2 y 13, con actividad en la via
APOBEC asociada con inflamacion; y SBS 5, relacionada con la edad y el tabaquismo. En cavidad
oral Unicamente estan reportadas las firmas SBS 4 relacionada a consumo tabaco y la firma 5.

Debido a la alta incidencia de cancer de cavidad bucal, se realizé un estudio prospectivo
para Identificar mutaciones en carcinoma bucal de células escamosas mediante secuenciacion
masiva en pacientes mexicanos y asociarlas a pronéstico, se incluyeron 20 pacientes con cancer
bucal de células escamosas, de los cuales se realizé la recoleccién de datos demograficos,
estadificacion, tratamiento y pronostico. Se hizo la toma de muestra del tumor y de tejido adyacente,
de los cuales se extrajo DNAy se realizé secuenciacion del exoma para la identificacion de variantes
asi como las vias de sefializacién afectadas. Ademas se determiné la presencia de VPH y VEB
mediante PCR y se correlaciond la carga tumoral con la supervivencia global y libre de enfermedad.

Se encontro el gen P53 se encuentra mutado en un 47% de las muestras, porcentaje similar
al de las poblaciones asiaticas (35-62%), comparado con poblaciones caucasicas (76-80%). Los
genes NOTCH1 (26%), RASAl (11%) y CAPS8 (5%) se encontraron mutados en intervalos
reportados en estudios caucdsicos, asiaticos, arabes e indios. El gen FAT1 se encontré6 mutado en
porcentaje menor (21%) que en las poblaciones caucasicas y asiaticas, el cual codifica para

proteinas de adhesion en epitelios. Los genes KMT2D y FBXW?7, reportados mutados
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frecuentemente en estudios caucasicos y que en nuestra muestra representaron el 5% de las
mutaciones, tienen funciones en los receptores de beta-globina y estrégenos (KMT2D) y degradacion
de la ciclina E por ubiquitinacion (FBXW?7). El gen EPHA2, reportado mutado frecuente en Taiwan,
represento el 11%. No se encontré mutacion en el gen PIK3CA, el cual se encuentra frecuentemente
mutado en los estudios reportados. Dentro de los genes que se hallaron frecuentemente mutados
(>11%) y que no estan reportados en la literatura, se encuentran los siguientes: PTPRK, BIRCSG,
DDX3X, KMT2C, NIN, NXF1y SMARCA4.

Por otro lado encontramos que las vias que mas se encuentran afectadas en la mayoria de
los pacientes es la via de sefializacién de Wnt/Bcatenina y la via de P53, que correlacionan con las
funciones de los genes FAT1 y P53, los cuales se encuentran mutados en este estudio. Las firmas
mutacionales encontradas son, principalmente, las vias asociadas al envejecimiento (SBS1), la via
de inflamacién via APOBEC (SBS 13y 2), el tabaquismo (SBS 5, 4y 29) y la via de reparacion de
desajustes o mismatch repair (SBS 6, 15, 20 y 21). La mayoria de los pacientes que tienen la firma
afectada de inflamacion y APOBEC, tiene una fuerte correlacion con la infeccion por VEB y/o VPH.
Sin embargo, en este trabajo se encontrd que la presencia de estos virus no tiene impacto aparente
en el pronéstico. Con base en el andlisis estadistico de regresion de Cox encontramos que la
presencia de mutacion en el gen FAT1 se asocia a una menor supervivencia global y una carga
tumoral baja, podria asociarse a una menor supervivencia global y mayor recurrencia.

Conclusiones: con base a nuestros resultados podemos concluir que el perfil mutacional de
nuestra poblacion es diferente a lo reportado en otras poblaciones, que las vias que estan afectadas
en la mayoria son la via de sefializacion Wnt/Bcatenina y la via P53, la mayoria de los pacientes que
presentan las firmas relacionadas a APOBEC presentan infeccion por VEB. que existe una
asociacion entre la mutacion de FAT1 y una menor sobrevida global y una tendencia a mejor

supervivencia global y libre de enfermedad en pacientes con carga tumoral alta.

ABSTRACT

Within the head and neck malignant neoplasms, the oral cavity is the most frequently affected
region and more than 90% of these neoplasms correspond to squamous cell carcinomas. The main
risk factors are tobacco consumption and alcohol intake. In Mexico, about 70% are in locally
advanced stages, only 25% are in early stages, and 4% are metastatic. Surgical resection is the
treatment of choice and in many cases the management requires chemotherapy and radiotherapy.
Regarding prognostic factors, the most important is the presence of metastases in the lymph nodes,
followed by the clinical stage.

The oral carcinogenesis process is characterized by mutations in the following genes: P53
(76-80%), FAT1 (30-40%), NOTCH1 (20-22%), CASP8 (4-34%) and PIK3CA (6- 20%). In Asian

populations (Japan, Taiwan, Malaysia and China) there are lower mutation rates in P53 (35% -62%)



and higher in FAT1. In the populations of India, Arab and Taiwan differences have been found with
respect to genes classics described in the Caucasian population.

Mutational signatures related to head and neck cancer mainly in simple substitutions are:
SBS 1 related to deamination of 5-methylcytosine and which has to do with the patient's age, SBS 2
and 13: with activity in the APOBEC pathway associated with inflammation, SBS 5: related to age
and smoking. In the oral cavity, only the signature SBS 4 and 5 are reported. Regarding insertions
and deletions, they are: ID 1 and ID 2 defective DNA repair (mismatch repair) and ID 8 repair of
double-stranded breaks by joining non-homologous ends.

A prospective study was carried out in which 20 patients with squamous cell oral cancer were
included, from which demographic data, staging, treatment and prognosis were collected, a tumor
sample was taken as well as adjacent tissue, from the which DNA was extracted and sent to exome
sequencing for the identification of variants as well as affected signaling pathways, the presence of
HPV and EBV was determined by PCR and the tumor burden was correlated with global and disease-

free survival.

It was found that the P53 gene mutated in 47% this percentage is similar to the Asian
populations (35-62%) compared to caucasian populations (76-80%), the NOTCH1 gene (26%),
RASAL (11%) and CAPS8 (5%) were found in ranges reported in caucasian, asian, arab and indian
studies. The FAT1 gene was found in a lower percentage (21%) than caucasian and asian
populations, this gene encodes adhesion proteins in epithelia. The KMT2D and FBXW?7 gene,
reported as frequent in caucasian studies and which in our sample represented 5%, these genes
have functions in beta-globin and estrogen receptors (KMT2D) and degradation of cyclin E by
ubiquitination (FBXW?7). The EPHA2 gene reported as frequent in Taiwan represented 11% in our
study. No mutation was found in the PIK3CA gene, which is frequently mutated in the reported
studies. Among the genes that were frequently mutated in our sample (> 11%) and that are not
reported in the literature are: PTPRK, BIRC6, DDX3X, KMT2C, NIN, NXF1 and SMARCAA4.

The pathways that are affected in most patients are the Wnt /Bcadherin signaling pathway
and the P53 pathway, which coincide with the functions of the mutated FAT1 and P53 genes. The
mutational signatures found are mainly the pathways associated with aging (SBS1), inflammation
pathway via APOBEC (SBS 13 and 2), smoking (SBS 5, 4 and 29) and mismatch repair (SBS 6, 15,
20 and 21). Most of the patients who have the signature affected by inflammation and APOBEC have
EBV and / or HPV infection. However, the presence of these viruses has no apparent impact on
prognosis. We found that the presence of FAT1 mutations is associated with lower overall survival

and low tumor burden could be associated with lower overall survival and higher recurrence.
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1. INTRODUCCION

1.1 Epidemiologia

De acuerdo con los datos de la Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer (IARC
por sus siglas en inglés) de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) del 2020, se estima que a
nivel mundial, el cancer bucal representa el lugar 16 en incidencia y mortalidad con 377,713 casos y
177,757 muertes al afio. Las mayores tasas de incidencia se encuentran en Sri Lanka, India,
Pakistan, Bangladesh, Hungria y Francia (figura 1). En México, se reportaron 1,500 casos y 586
muertes al afio, con lo que ocupa el lugar 21 en incidencia y el 24 en mortalidad, y representa el 2%
del total de las neoplasias. Es importante mencionar que la estadistica, en general, del cancer y, en
particular, del cdncer bucal, esta subestimada (figura 2) (1, 2). Dentro de las neoplasias malignas de
cabezay cuello, la cavidad bucal es la regidn mas frecuentemente afectada, y mas del 90% de esas
neoplasias corresponde a carcinomas de células escamosas (3).

El cancer bucal es mas comun en los hombres y generalmente ocurre después de la quinta
década de la vida. Debido a la cancerizacion de campo, se estima que el 1,5% tendra otro primario
sincrénico en la cavidad bucal o en el tracto aero-digestivo (laringe, eséfago o pulmén). Los tumores
metacronicos se desarrollan de un 10% a un 40% en la primera década después del tratamiento del

tumor inicial (1).

Estimated age-standardized incidence and mortality rates (World) in 2020, worldwide, both sexes, all ages
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Figura 1. Incidencia y mortalidad por cancer en ambos sexos a nivel mundial en 2020
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Estimated age-standardized incidence and mortality rates (World) in 2020, Mexico, both sexes, all ages
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Figura 2. Incidencia y mortalidad por cancer en ambos sexos en México en 2020

1.2 Factores de riesgo

Los principales factores de riesgo relacionados con el desarrollo del cancer bucal de células
escamosas son el consumo de tabaco y la ingesta de alcohol (4-9). Los efectos del tabaco y del
alcohol estan determinados por la intensidad del habito, y la exposicién simultanea a estos factores
tiene un efecto sinérgico. El tabaco representa el principal factor de riesgo y el 65% de los canceres
esta relacionado directamente a este hébito. En todas sus presentaciones, los efectos
carcinogénicos son atribuidos a nitrosaminas y a los hidrocarburos aromaticos policiclicos que
forman aductos con el DNA y pueden conducir a mutaciones. En cuanto al alcohol, el 43% se
relaciona directamente al consumo, y su efecto genotoéxico es atribuido al acetaldehido, su principal
metabolito. Adicionalmente, el consumo de alcohol juega un papel importante como solvente de los
carcinogénicos que se encuentran en el tabaco, favoreciendo, entre otros eventos, la produccion de
especies reactivas de oxigeno. Otras condiciones que se relacionan con aumento del riesgo son las
siguientes: pacientes con VIH, postransplantados, con enfermedades inflamatorias intestinales, con
infecciones periodontales, condiciones de pobreza, exposicion a productos de la industria como
solventes, residuos de madera, metal y cemento, y muy importante en Asia, el consumo de nuez de
areca y betel que generan inflamacion cronica la cual pude generar mutaciones (1, 10-15).

El virus del papiloma humano (VPH) es un virus epiteliotrépico que infecta las células de las
capas basales de las membranas de piel y mucosas. Su transmision es por sexo oral y su
carcinogénesis es debido a sus proteinas E6 que degradan P53 y E7; actla inhibiendo la accién de

RB favoreciendo la proliferacion celular. La prevalencia de VPH en personas sanas en cavidad oral
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es de 4-6.9%; en los pacientes con cancer bucal también es baja en lo reportado a nivel mundial. En
México es del 5%, en su gran mayoria por el serotipo 16. Sin embargo, esto no parece tener un papel
en la estadificacion, tratamiento y prondstico como ocurre en orofaringe (16-18).

El virus del Epstein Barr (VEB) tiene un tropismo hacia células B y a las células del epitelio.
Esta presente en el 90% de la poblacion mundial, se transmite por la saliva y la gran mayoria de las
personas se infecta en la infancia. VEB se ha relacionado con el cancer de nasofaringe, el linfoma
NK, el linfoma de Hodgkin y las enfermedades linfoproliferativas. Este virus es detectado en,
aproximadamente, el 45% de los casos de cancer bucal y su presencia se asocia a un aumento del
RR (riesgo relativo) de 2.5 a 5. Se ha sugerido la interaccién de VEB con infecciones periodontales
y coinfecciones con VPH como mecanismos para desarrollar la carcinogénesis. No obstante, su rol
especifico hasta el momento se desconoce (18, 19).

1.3 Carcinogénesis

El proceso de carcinogénesis bucal se caracteriza por la presencia de multiples eventos,
tanto genéticos como epigenéticos, que modifican las funciones de oncogenes y de genes
supresores tumorales, dando como resultado alteraciones en diversas vias de sefializacion, lo cual
conduce a un fenotipo capaz de originar una proliferacién incrementada, pérdida de la adhesién
celular y capacidad para infiltrar tejidos adyacentes, destruyéndolos y diseminandose a sitios
distantes (20-22). La acumulaciéon y combinacién de dichas alteraciones moleculares, que en gran
parte son atribuidas a los principales factores de riesgo, juegan un papel importante en la
carcinogénesis bucal. Actualmente, la secuenciacién masiva ha permitido identificar alteraciones
moleculares en distintos tumores, tales como cancer de mama y el cancer de pulmoén (23, 24).

Respecto al cancer bucal, de acuerdo con el Atlas del Genoma del Cancer (TCGA, por sus
siglas en inglés) se han estudiado, hasta al momento, 528 muestras de carcinoma epidermoide en
el area de cabeza y cuello, de las cuales el 60.6% corresponde a cancer bucal y el resto a otras
localizaciones (figura 3). Los principales genes que se encontraron mutados son los siguientes: P53
(76-80%), FAT1 (30-40%), NOTCHL1 (20-22%), CASPS8 (4-34%) y PIK3CA (6-20%). Cabe mencionar
que la gran mayoria de la poblacién estudiada en la base de datos del TCGA corresponde a
poblacién caucasica. Se han realizado otros estudios con secuenciacién del genoma en poblaciones
distintas; si bien las mutaciones previamente mencionadas se mantienen, se ha detectado
diferencias importantes en porcentajes y la presencia de otros genes afectados (25-33).

En poblaciones asiaticas (Japén, Taiwan, Malasia y China) se encuentran tasas mas bajas
de mutacién en P53: 35% —62% y mas elevadas de FATL. En las poblaciones de India se encontraron
mutaciones en USP9X, KMT2B, ARID2, UNC13C y TRPM3 (las cuales representan menos del 6%
en la base del TCGA). En el estudio de poblacidon arabe se encontraron mutaciones en los genes
CLTCL1 (15%), TRPM2 (10%) y OSMR (10%), amplificaciones de FOSL1 (15%), RELA (10%), GDF5
(10%), MDM2 (5%) y BAG1 (5%), todas estas mutaciones representando menos del 5% en el TCGA.
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En este estudio destaca el hecho de que el 70% de las muestras tenia presente el VEB. En un
estudio de Taiwan se encontré que el gen P53 presentaba tasas mas bajas de mutaciones; por el

contrario, CASP8 y FAT1 presentaron las tasas mas altas comparadas con el estudio de la TCGA

(tabla 1) (25-33).
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Figura 3. Porcentaje de afeccién por localizacion anatémica
de las muestras de cancer de cabeza y cuello del TCGA

Tabla 1. Resumen de los principales estudios de secuenciacién en cancer bucal

PACIENTES . FACTOR DE
AUTOR . POBLACION SUBSITIOS GENES MUTADOS
(Namero) RIESGO
TP53, NOTCH1, CDKN2A,
PIK3CA, HRAS, FBXW?7,
Agrawal el tal. . No
25* Caucésica Tabaco 76% . PIK3AP1, RIMBP2, SI,
(2011) especificados
NRXN2, NRXN3, RASAL,
RXFP3
TP53, NOTCH1, CDKN2A,
Stransky et al. . Tabaco 95% y No FAT1, CASP8, HRAS,
38* Caucasica »
(2011) VPH 5% especificados PIK3CA, SYNE1, MLL2,
CSMD3, SI, PRDM
Solo se informan los genes
en las vias PI3K, MAPK y
) . No No JAK / STAT, pero no hay
Lui et al. (2013) 24 Caucésica B B ) y
especificado especificados = informacion detallada sobre

si las mutaciones se

encuentran en cancer bucal
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u otras localizaciones en

cabezay cuello.

Lengua
) . 71.4%, piso TP53, FAT1, PIK3CA,
Pickering et al. .
(2013) 40 Caucésica Tabaco 77% de boca CASP8, NOTCH1, HRAS,
19%, otros TP63, NOTCH2, BRAF
9.5%
TP53, FAT1, CASPS,
Tabaco 96%,
NOTCH1, HRAS, MLL2,
alcohol 48%, o
ICGC (2013) ) Gingivo- USP9X, MLL4, UNC13C,
50 Indio nuez de areca
bucal 100% ARID2, TRPM3, PCLO,
36%, VPH
FAT3, SMG1, SYNE2,
26%
EP300
Lengua 44%,
TP53, FAT1, CDKN2A,
153 blancos, mucosa 28%,
. NOTCH1, PIK3CA, CASPS,
11 negros, 2 Tabaco 73% y Piso 15%,
TCGA (2015) 172* . . MLL2 (KMT2D), HRAS,
asiaticos y 6 VPH 7% encia 4%,
. NSD1, FBXW7, AJUBA,
desconocidos paladar 3%y
. HLAA, NFE2L2
labio 1%
Shammah Lengua 45%, CDKN2A, TP53, CASPS8,
. 75%, encia 20%, CSMD3, PIK3CA, TP63,
Al-Hebshi et al. . ) .
(2016) 20 Arabe tabaquismo piso 15%, FAT1, HRAS, CRB1,
30% y VEB labio 10% y NOTCH3, CLTCL1, OSMR,
70% otros 10% TRPM2
Mucosa oral
Alcohol 89%, 40%, Lengua TP53, FAT1, NOTCH]1,
L nuez de betel 26.7%, labio CASPS8, PIK3CA, CDKN2A,
Su et al. (2017) 120 Taiwan §
79% y Tabaco 10%, encia HRAS, EPHA2, ELAVL1,
50% 9.2% y otros CHUK, RPTN, ASXL1
14.1%

*Estudios que incluyeron otras localizaciones anatémicas en cabezay cuello

VPH Virus del Papiloma Humano

VEB Virus del Epstein Bar

ICGA: Consorcio Internacional del Genoma del Cancer

TCGA: Atlas del genoma del cancer

Los genes resaltados en negrillas no estan reportados en los estudios caucasicos

1.3.1 Funciones de los genes mas comunmente reportados

En la siguiente tabla se resumen las funciones de los diferentes genes que se han reportado

como alterados en el cancer bucal.
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GEN

P53

FAT1

NOTCH1y 2

CASP8

PIK3CA

CDKN2A

FBXW7

HRAS

PIK3AP1

RIMBP2

Tabla 2. Funciones en genes mutados en cancer bucal

RESUMEN

ENCONTRADOS EN VARIAS POBLACIONES

La proteina codificada responde a diversos estimulos celulares para regular la expresion de genes,
induciendo paro del ciclo celular, apoptosis, senescencia, reparacion del ADN o cambios en el

metabolismo.

El producto génico es un miembro de la superfamilia de caderinas, un grupo de proteinas integrales de
membrana. Se expresa en niveles elevados en varios epitelios fetales. Su producto probablemente
funciona como molécula de adhesion y/o receptor de sefializacion, por lo que participa en los procesos

de desarrollo y la comunicacién celular.

Los miembros de esta familia de proteinas transmembrana de tipo | constan de mdltiples repeticiones
del factor de crecimiento epidérmico (EGF). La sefializacién de Notch es una via de sefializacion
intercelular que regula las interacciones entre células fisicamente adyacentes mediante la unién de los

receptores de la familia Notch a sus ligandos afines.

Caspasa, que juega un papel central en la fase de ejecucion de la apoptosis celular mediante Fas.

La proteina codificada por este gen representa la subunidad catalitica, que usa ATP para fosforilar

PtdIns, PtdIins4P y PtdIns. Se ha involucrado en el cancer cervicouterino.

Cadifica una proteina que funciona como un estabilizador de la proteina supresora de tumores P53, ya
que puede interactuar y secuestrar la ubiquitina-proteina ligasa MDM2 E3, una proteina responsable

de la degradacion de P53, controlando G1 del ciclo celular.

Este gen codifica proteinas que funcionan en la ubiquitinacién dependiente de la fosforilacion. Esta
proteina se une directamente a la ciclina E y probablemente se dirige a la ciclina E para la degradacion
mediada por ubiquitina. Las mutaciones en este gen se detectan en lineas celulares de cancer de

mamay de ovario.

Los productos codificados por estos genes funcionan en vias de transduccion de sefiales. Estas
proteinas pueden unirse a GTP y GDP y tienen actividad GTPasa intrinseca. Los defectos en este gen
estan implicados en una variedad de canceres, incluido el cancer de vejiga, el cancer de tiroides

folicular y el carcinoma bucal de células escamosas.

Funcién desconocida. Se expresa en bazo y ganglios linfaticos, principalmente.

Funcién desconocida. Se expresa en cerebro y glandulas adrenales.
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NRXN2'Y 3

RASA1

RXFP3

SYNE1

KMT2D (MLL2,
MLL4)

CSMD3

SI

PRDM

TP63

BRAF

Este gen codifica un miembro de la familia de genes de la neurexina. Los productos de estos genes

funcionan como moléculas de adhesion celular y receptores en el sistema nervioso de los vertebrados.

La proteina codificada por este gen se encuentra en el citoplasma y es parte de la familia GAP1 de
proteinas activadoras de GTPasa. El producto génico estimula la actividad GTPasa de RAS p21 normal
pero no su contraparte oncogénica. Actuando como un supresor de la funcién RAS, la proteina mejora
la actividad GTPasa intrinseca débil de las proteinas RAS, dando como resultado la forma inactiva de
RAS unida a GDP, lo que permite el control de la proliferacion y diferenciacién celular. Se asocia con

carcinomas de células basales.

Funcién desconocida.

Este gen codifica una repeticion de espectrina que contiene una proteina expresada en el masculo
esquelético y liso, asi como en los linfocitos de sangre periférica que se localiza en la membrana

nuclear.

La proteina codificada por este gen es una histona metiltransferasa que metila la posicion Lys-4 de la
histona H3. Es parte de un gran complejo de proteinas llamado ASCOM, que se ha demostrado que es

un regulador transcripcional de los genes receptores de beta-globina y estrogeno.

Funcién desconocida. Se expresa en testiculo y cerebro.

Este gen codifica una enzima sacarasa-isomaltasa que se expresa en el borde en cepillo intestinal.
Este complejo es esencial para la digestion de los carbohidratos de la dieta, incluidos el almidén, la

sacarosa y la isomaltosa.

La proteina codificada por este gen es un factor de transcripcion que contiene dedos de zinc de tipo
C2H2. También contiene un dominio regulador positivo, que se ha encontrado en varios otros factores
de transcripcion con dedos de zinc, incluidos los implicados en la diferenciacion de células B y la

supresion de tumores.

Este gen codifica un miembro de la familia de factores de transcripcion P53. Los dominios funcionales
de las proteinas de la familia P53 incluyen un dominio de transactivacion N-terminal, un dominio de
unién al ADN central y un dominio de oligomerizacién. El corte y empalme alternativo de este geny el
uso de promotores alternativos dan como resultado multiples variantes de transcripcion que codifican
diferentes isoformas que varian en sus propiedades funcionales. Estas isoformas funcionan durante el
desarrollo y mantenimiento de la piel, la regulacién de las células stem, progenitoras adultas, el

desarrollo del corazén y el envejecimiento prematuro.

Este gen codifica una proteina que pertenece a la familia RAF de proteinas quinasas de serina/treonina.

Esta proteina juega un papel en la regulacion de la via de sefializacion MAP quinasa/ERK, que afecta
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NSD1

AJUBA

HLAA

NFE2L2

USP9X

KMT2B

ARID2

la division, diferenciacion y secrecién celular. Las mutaciones en este gen son causantes de cancer
identificadas con mayor frecuencia en el melanoma, linfoma no Hodgkin, cancer colorrectal, carcinoma

de tiroides, cancer pulmonar de células no pequefias y leucemia de células pilosas.

Este gen codifica una proteina que contiene un dominio SET, 2 motivos LXXLL, 3 sefiales de
translocacién nuclear (NLS), 4 regiones de dedos de homeodominio vegetal (PHD) y una regién rica

en prolina. La proteina codificada potencia la transactivacion del receptor de andrégenos (AR).

Funcién no conocida. Expresado en piel.

HLA-A pertenece a los parélogos de cadena pesada HLA clase |. Esta molécula de clase | es un
heterodimero que consta de una cadena pesada y una cadena ligera (microglobulina beta-2). La
cadena pesada esta anclada en la membrana. Las moléculas de clase | juegan un papel central en el
sistema inmunoldgico al presentar péptidos derivados del lumen del reticulo endoplasmico para que

puedan ser reconocidos por las células T citotéxicas. Se expresan en casi todas las células.

Este gen codifica un factor de transcripcion que es miembro de una pequefia familia de proteinas de
cremallera de leucina basica (bZIP). El factor de transcripcion codificado regula genes que contienen
elementos de respuesta antioxidante (ARE) en sus promotores; muchos de estos genes codifican
proteinas implicadas en respuesta a lesiones e inflamacién que incluyen la producciéon de radicales

libres.

POBLACION INDIA

Este gen es miembro de la familia de la peptidasa C19 y codifica una proteina que es similar a las
proteasas especificas de ubiquitina. Aunque este gen se encuentra en el cromosoma X, escapa a la

inactivacion de X. Las mutaciones en este gen se han asociado con el sindrome de Turner.

Este gen codifica una proteina que contiene multiples dominios que incluyen un dedo de zinc CXXC,
tres dedos de zinc PHD, dos dominios ricos en FY y un dominio SET. El dominio SET es un dominio C-
terminal conservado que caracteriza a las proteinas de la familia MLL (leucemia de linaje mixto). Este

gen se expresa de forma ubicua en tejidos adultos.

Este gen codifica un miembro de la familia de proteinas de unién al DNA que contiene el dominio
interactivo rico en AT (ARID). Tienen funciones en el patrén embrionario, la regulacién de genes del
linaje celular, el control del ciclo celular, la regulacion transcripcional y la modificacion de la estructura
de la cromatina. Esta proteina funciona como una subunidad del factor asociado a poliboromo y BRG1
o complejo de remodelacion de cromatina PBAF (SWI/SNF-B) que facilita la activacion transcripcional
dependiente de ligando por receptores nucleares. Las mutaciones en este gen estan asociadas con

carcinomas hepatocelulares.
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UNC13C

TRPM3

PCLO

FAT3

SMG1

SYNE2

EP300

CRB1

NOTCH3

CLTCL1

Funcién no conocida. Se ha encontrado expresado en cerebro y tiroides principalmente.

El producto de este gen pertenece a la familia de canales de potencial receptor transitorio (TRP). Los
canales TRP son canales selectivos de cationes importantes para la sefializaciéon y homeostasis del

calcio celular.

La proteina codificada por este gen es parte de la matriz citoesquelética presinaptica, que participa en

el establecimiento de zonas sinapticas activas y en el trafico de vesiculas sinapticas.

Funcién no descrita. Expresado en cerebro y préstata.

Este gen codifica una proteina involucrada en la desintegraciéon del RNAm (NMD) mediada sin sentido
como parte del complejo de vigilancia del RNAm. La proteina tiene actividad quinasa y se cree que

funciona en la NMD fosforilando el regulador de la proteina 1 transcripta sin sentido.

La proteina codificada por este gen es una proteina de la membrana externa nuclear que se une a la
F-actina citoplasmatica. Esta unién une el ndcleo al citoesqueleto y ayuda a mantener la integridad

estructural del nucleo.

Este gen codifica la proteina coactivadora transcripcional celular p300 asociada a adenovirus E1A.
Funciona como histona acetiltransferasa que regula la transcripcion a través de la remodelacién de la
cromatina y es importante en los procesos de proliferacion y diferenciacion celular. Interviene en la
regulacion del gen cAMP al unirse especificamente a la proteina CREB fosforilada. Este gen también
se ha identificado como coactivador de HIF1A (factor alfa inducible por hipoxia 1) y, por tanto,
desempefia un papel en la estimulacion de genes inducidos por hipoxia como el VEGF. Los defectos

en este gen pueden desempefiar un papel en el cancer epitelial.

POBLACION ARABE

Este gen codifica una proteina que es similar a la proteina de las migas de Drosophila y se localiza en

el segmento interno de los fotorreceptores de mamiferos.

Este gen codifica el tercer homélogo humano descubierto de la muesca de la proteina de membrana
de Drosophiliamelanogaster tipo |, pero quedan por determinar interacciones precisas entre estos

ligandos y los homoélogos de muesca humanos.

Este gen es miembro de la familia de las cadenas pesadas de la clatrina y codifica una proteina principal

de la capa poliédrica de las fosas y vesiculas recubiertas.
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TRPM2

OSMR

FOSL1

RELA

GDF5

MDM2

BAG1

EPHA2

La proteina codificada por este gen forma un canal catiénico tetramérico que es permeable al calcio,
sodio y potasio y esta regulado por ADP-ribosa intracelular libre. La proteina codificada se activa por

estrés oxidativo y confiere susceptibilidad a la muerte celular.

Este gen codifica un miembro de la familia de receptores de citocinas de tipo I. La proteina codificada
se heterodimeriza con el transductor de sefial de interleucina 6 para formar el receptor de oncostatina
M de tipo Il y con el receptor de interleucina 31 A para formar el receptor de interleucina 31, y asi
transduce los eventos de sefializacion inducidos por oncostatina M e interleucina 31. Las mutaciones

en este gen se han asociado con amiloidosis cutanea localizada primaria familiar.

La familia de genes Fos consta de 4 miembros: FOS, FOSB, FOSL1 y FOSL2. Estos genes codifican
proteinas de cremallera de leucina que pueden dimerizarse con proteinas de la familia JUN, formando
asi el complejo de factor de transcripcion AP-1. Como tal, las proteinas FOS han sido implicadas como

reguladoras de la proliferacién, diferenciacién y transformacion celular.

NF-kappa-B es un factor de transcripcién ubicuo involucrado en varios procesos bioldgicos. Se
mantiene en el citoplasma en un estado inactivo por inhibidores especificos. Tras la degradacion del
inhibidor, NF-kappa-B se mueve hacia el nicleo y activa la transcripcién de genes especificos. NF-
kappa-B se compone de NFKB1 o NFKB2 unido a REL, RELA o RELB.

Este gen codifica un ligando secretado de la superfamilia de proteinas TGF-beta (factor de crecimiento
transformante beta). Los ligandos de esta familia se unen a varios receptores de TGF-beta que
conducen al reclutamiento y activacion de los factores de transcripcion de la familia SMAD que regulan
la expresién génica. Esta proteina regula el desarrollo de numerosos tipos de tejidos y células, incluidos

cartilagos, articulaciones, grasa parda, dientes y el crecimiento de axones y dendritas neuronales.

Este gen codifica una ubiquitina ligasa E3 localizada en el nicleo. La proteina codificada puede
promover la formacion de tumores dirigiéndose a proteinas supresoras de tumores, como p53, para la

degradacion proteasémica. Este gen en si mismo esta regulado transcripcionalmente por p53.

El oncogén BCL2 es una proteina de membrana que bloquea un paso en una via que conduce a la
apoptosis o muerte celular programada. La proteina codificada por este gen se une a BCL2 y se conoce
como atanogén asociado a BCL2. Mejora los efectos antiapoptéticos de BCL2 y representa un vinculo

entre los receptores del factor de crecimiento y los mecanismos antiapoptoticos.

POBLACION DE TAIWAN

Este gen pertenece a la subfamilia del receptor de efrina de la familia de las proteinas tirosina quinasas.

Se han implicado en la mediacion de eventos del desarrollo, particularmente en el sistema nervioso.
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La proteina codificada por este gen es un miembro de la familia ELAVL de proteinas que se unen
ELAVLL selectivamente a elementos ricos en AU (ARE). Al unirse, desempefian un papel en la estabilizacion
de los RNAm que contienen ARE. Se expresa, en gran medida, en muchos canceres y podria ser

potencialmente util en el diagnostico, prondstico y terapia del cancer.

Este gen codifica un miembro de la familia de las proteinas quinasas de serina/treonina. La proteina
CHUK codificada, un componente de un complejo de proteinas activadas por citocinas que es un inhibidor del
factor de transcripcion esencial complejo NF-kappa-B, fosforila los sitios que desencadenan la

degradacion del inhibidor a través de la via de ubiquitinacion, activando asi el factor de transcripcion.

RPTN Funcién no descrita. Expresado en la piel.

Este gen codifica una proteina de unién a cromatina necesaria para la determinacion normal de la
identidad del segmento en el embrién en desarrollo. La proteina es un miembro del grupo de proteinas
Polycomb, que son necesarias para el mantenimiento de la represion estable de los loci homedéticos y
ASXL1 otros. Se cree que la proteina interrumpe la cromatina en areas localizadas, mejorando la transcripcién
de ciertos genes mientras reprime la transcripcion de otros genes. La proteina codificada por este gen
funciona como un coactivador dependiente de ligando para el receptor de &cido retinoico en

cooperacion con el coactivador del receptor nuclear 1.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene (34)

1.3.2 Firmas mutacionales asociadas

Todo proceso mutacional genera componentes de dafio y modificaciones al DNA, DNA de
reparacion y de replicacién. Esto, a su vez, produce una firma mutacional caracteristica que incluye
sustituciones simples de bases, sustituciones dobles o inserciones y deleciones. Se han desarrollado
modelos matematicos para generar los diferentes tipos de firmas, y se han estudiado 84, 729,690
mutaciones sométicas a través de 4,645 lecturas del genoma completo y de 19,184 lecturas del
exoma de los tipos més comunes de cancer (35).

De las firmas que produjo el modelo matemético, se encontraron 49 de sustitucion simple
(SBS), 11 de doble sustitucién (DBS) y 17 de insercion—delecion (Indel) en los diferentes tipos de
cancer. Este proyecto de investigacion se enfocé en la descripcion de las firmas de sustituciones
simples, ya que han sido las firmas mas estudiadas y reportadas y las que cuentan con mayor
evidencia cientifica sobre sus implicaciones (35). En el area de cabeza y cuello, las sustituciones
simples que se han reportado (de mayor a menor asociacion) son las siguientes: SBS 1, relacionada
con desaminacién de 5-metilcitosina y con el envejecimiento; SBS 2, con actividad en la via APOBEC

asociada con inflamacion; SBS 5, relacionada con el envejecimiento y el tabaquismo; y SBS 13, con
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actividad APOBEC e inflamacion. Otras formas encontradas, pero de menor relevancia en el cancer
bucal son las siguientes: SBS 3, con alteraciones en la reparacion de DNA, BRCA 1y 2; SBS 4,
relacionada a consumo tabaco; SBS 7, relacionada a exposicion a luz UV; SBS 18, que esta
relacionada con dafio por especies reactivas de oxigeno; y SBS 16, 17, 33 y 40, cuyas funciones no
han sido identificadas. Especificamente en cavidad oral, Gnicamente estan reportadas la firma SBS
4y 5 (35) (figura 4).
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Figura 4. Firmas mutacionales de sustituciones simpes descritas en diferentes tipos de cancer.
En el cuadro rojo se sefialan las firmas encontradas en cancer de cabeza y cuello

1.4 Presentacion clinica del cancer bucal

La cavidad bucal se divide en subsitios anatomicos para su estudio oncoldgico, los cuales,

de acuerdo con la AJCC (American Joint Committee on Cancer), son los siguientes: lengua mévil
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(30 a 40%), piso de la boca (20%), labio (20 a 30%), encia (10%), mucosa oral (<10%), trigono
retromolar (5%) y paladar duro (<5%) (36, 37).

La forma en que se presenta este cancer es con Ulceras, que progresan a tumores en los
distintos subtipos anatémicos, las cuales se acompafian de dolor y sangrado. En los tumores
avanzados se agrega trismus, inmovilidad de la musculatura lingual, afecciéon de nervios, piel y
adenopatias en cuello. Para su estudio es elemental la exploracion fisica del area de cabeza y cuello.
Se requiere de biopsia y estudios de imagen como tomografia axial computada y/o resonancia
magnética, para la valoracion del cuello se puede utilizar el ultrasonido (1).

Una vez que se efectlla la exploracion y los estudios complementarios, se requiere
estadificar al paciente, para lo cual se toma en cuenta el tamafio tumoral con la profundidad de
invasion, la presencia de afeccidon metastasica en ganglios y de metastasis a distancia. Los tumores
tempranos son todos aquellos que estan limitados al sitio anatémico con un tamafio menor de 4cm
y con una profundidad de invasién menor a 10mm en ausencia de ganglios linfaticos afectados. La
etapa localmente avanzada se caracteriza por tumores mayores de 4cm o con profundidad mayor
de 10mm, por los que afectan tejidos anatdémicos adyacentes o por la presencia metastasica de
ganglios linfaticos. La etapa mas avanzada se diagnostica cuando hay evidencia de enfermedad en
organos distantes; el méas afectado es el pulmon (36, 37).

En Estados Unidos de América, el 29% de los pacientes se diagnostica en etapas tempranas;
el 48%, en etapas localmente avanzadas; y el 19%, en etapa metastasica. Los datos en México
sefialan que cerca del 70% se encuentra en etapas localmente avanzadas al momento del

diagndstico; Unicamente el 25%, en etapas tempranas; y el 4%, en etapa metastasica (36-38).

1.5 Tratamiento

Para el tratamiento del cancer es esencial la estadificacion del paciente y la valoracion de
un equipo multidisciplinario de especialistas en oncologia para asegurar el mejor resultado posible
(cirujano oncdlogo, oncdélogo médico, radiooncélogo, odontdlogo, rehabilitador del habla y deglucién,
nutricion, patologia, radiologia, etc.). Para el inicio del tratamiento se deben tomar en cuenta
mdltiples factores como las caracteristicas del tumor y condiciones propias del paciente como
comorbilidades y edad (1).

La reseccion quirdrgica es el tratamiento de eleccion para el cancer bucal. Permite una
estadificacion patologica y proporciona informacion sobre el estado de los margenes, la diseminacion
del tumor y las caracteristicas histopatolégicas. Esto dara la pauta para determinar si el paciente
requiere un manejo posterior con radioterapia o quimio-radioterapia concomitante (1).

De modo general, se puede decir que las etapas tempranas se pueden tratar con cirugia
Unicamente; en algunas ocasiones, se agrega radioterapia. En las etapas localmente avanzadas, el
manejo es trimodal (cirugia, quimioterapia y radioterapia); y en la etapa metéastasica, el tratamiento

es con manejo sistémico como quimioterapia, terapia blanca (cetuximab) o inmunoterapia (1).
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1.6 Pronéstico

El factor mas importante para el prondéstico es la presencia de metastasis en los ganglios
linfaticos, seguido de la etapa clinica. Otros factores importantes son la profundidad de invasion del
tumor primario, los margenes positivos de reseccién quirdrgica, la invasiéon perineural y la extension
extracapsular nodal (1). En cuanto la presencia de mutaciones, el Unico estudio que reporta
supervivencia global, es la base de datos de TCGA en donde se encontraron los siguientes genes
con impacto: FAT1 (p = 0.00764), NOTCH1 (p= 0.0380) y CASP8 (p= 0.0378) (30).

La supervivencia de manera general es 66.2% a 5 afios, en la etapa temprana es de 85.1%;
en la etapa localmente avanzada, de 66.8%; y en la metastasica, de 40.1%. En la serie del Memorial
Sloan-Kettering Cancer Center (1960-2005), que representa la serie con mejor prondstico publicado
al momento, la supervivencia global a 5 afios es para la etapa 1, de 78.5%; para la etapa Il, de
68.4%; para la etapa lll, de 64.5%; y para la etapa IV, de 34.5% (1, 38).

2. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Las mutaciones encontradas en el cancer bucal de células escamosas en una muestra de
pacientes de poblacibn mexicana seran diferentes a las muestras de pacientes reportadas en

distintas poblaciones y se podran asociar con el pronéstico de los pacientes?
3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer bucal de células escamosas en México representa el 2% de las neoplasias
malignas. Es de gran importancia clinica debido a que el 70% de los pacientes se diagnostica en
etapas localmente avanzadas, lo cual dificulta el tratamiento y reduce la supervivencia a 5 afios hasta
en un 50%. Por ello es necesario caracterizar e identificar nuevos marcadores moleculares que

optimicen el diagndstico temprano, pronéstico y tratamiento de esta enfermedad.
4. JUSTIFICACION

La carcinogénesis bucal se caracteriza por la presencia de diversos eventos a nivel genético.
Sin embargo, las alteraciones moleculares del cancer bucal de células escamosas no han sido
totalmente identificadas en pacientes de la poblacién mexicana y la informacién que existe hasta el
momento es limitada y escasa, por lo que sera de gran utilidad realizar estudios de secuenciacion
masiva en las diferentes etapas clinicas del cancer bucal, que permitan definir marcas moleculares
especificas y que, al conjuntarse con el andlisis de variables clinicas, puedan ser utilizadas para el

diagnéstico, tratamiento y/o pronéstico de este tipo de cancer. Ademas, este estudio hara posible
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identificar nuevas alteraciones en genes que participan en el carcinoma bucal, contribuyendo al

conocimiento de esta enfermedad en pacientes de la poblacién mexicana.

5. HIPOTESIS

Se identificaran mutaciones especificas para la poblacién mexicana en el carcinoma bucal

de células escamosas, las cuales se relacionan con el prondstico de los pacientes.

6. OBJETIVOS

General: Caracterizar a nivel molecular el carcinoma bucal de células escamosas mediante
secuenciacion masiva en una muestra pacientes mexicanos y asociarlas a pronéstico.

Particulares:

a) Recolectar muestras de pacientes con carcinoma bucal de células escamosas (tejido
tumoral, tejido sano adyacente y sangre) y realizar la extraccion del DNA.

b) Elaborar base de datos clinico-patolégicos de los pacientes con cancer bucal.

¢) Realizar la secuenciacion de exoma, identificar cambios moleculares de un nucledtido,
inserciones y deleciones, y determinar las firmas mutacionales.

d) Identificar las vias de sefalizacion afectadas en relacion con los cambios moleculares
encontrados.

e) Determinar la infeccién por VPH y VEB.

f) Asociar las “huellas moleculares” e infeccién por patégenos con las caracteristicas

clinico-patoldgicas.

7. METODOLOGIA
7.1 Disefo del estudio

El presente proyecto de maestria se realizé como un estudio piloto de dos afios, el cual forma
parte del estudio aprobado por el comité de ética e investigacion del Instituto Nacional de
Cancerologia con el folio 018/086/I1BI CEI/1316/18, que se desarrolla en el Servicio de Cabeza y
Cuello del Instituto Nacional de Cancerologia, planificado para un periodo de cuatro afos.

Tipo de estudio: Estudio prospectivo, longitudinal, observacional, descriptivo y analitico.

Tipo de poblacion: Se incluyeron, de forma consecutiva, pacientes con diagnéstico de

cancer bucal de células escamosas.

7.2 Criterios de inclusién

a) Individuos mayores de 18 afios con cancer bucal

b) Diagnostico histoldgico de cancer bucal de células escamosas
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c) Pacientes que no hayan recibido tratamiento oncologico previo de cualquier tipo (cirugia,
quimioterapia y/o radioterapia)

d) Que acepten participar en el estudio mediante la firma de carta consentimiento.

7.3 Criterios de exclusion

a) Pacientes con muestra insuficiente del tumor o del tejido sano (menor 0.5cm)

b) Pacientes que hayan perdido seguimiento

7.4 Criterio de eliminacién
a) Pacientes con muestra de DNA con un DIN menor a 6

A cada paciente se le realizé una ficha de recoleccion de datos (caracteristicas
demograficas, clinicas y antecedentes de consumo de tabaco y alcohol). Posteriormente, se obtuvo
mediante una biopsia de tejido proveniente del tumor y de tejido sano y se correlacioné con
indicadores del comportamiento biolégico de la enfermedad posteriores al inicio del tratamiento:

supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global.

7.5 Tamafno de la muestra

Para el estudio piloto se contemplaron 20 pacientes por factibilidad econémica y

conveniencia, por lo que no se calculé el tamafio de muestra con métodos estadisticos.

7.6 Variables analizadas

a) Dependientes: supervivencia global y supervivencia libre de enfermedad.

b) Independientes: edad, género, nivel socioeconémico, subsitio, estadificacion del
paciente (AJCC clinica y/o patoldgica), profundidad de invasién, permeacion linfovascular, infiltracion
perineural, margenes quirdrgicos, tratamiento, grado, dispersién tumoral, desnutricion, escala
ECOG, metéstasis regionales o a distancia, consumo de tabaco y alcohol, mutaciones identificadas,

firmas mutacionales, carga tumoral y presencia de VPH y VEB.

7.7 Criterios operacionales

a) Supervivencia global: porcentaje de pacientes que estan vivos en un periodo
determinado de tiempo a partir del diagndstico.
b) Supervivencialibre de enfermedad: porcentaje de pacientes que estan libres de cancer

en un periodo determinado de tiempo a partir del término del tratamiento.
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¢) Recurrencia: cuando hay evidencia clinica, radiologica o patolégica de cancer, una vez
que transcurrié un tiempo sin enfermedad.

d) Persistencia: presencia de tumor por clinica, imagen o patologia después de un
tratamiento oncoldgico con intento curativo.

e) Progresidn: la enfermedad crece mas de un 20% de las lesiones que se miden o hay
presencia de nuevas lesiones que no estaban en estudios de imagen previos.

f) Consumo de tabaco: para el andlisis del consumo de tabaco, los pacientes se
clasificaron en tres categorias: 1) No fumadores (aquellos que nunca han fumado regularmente), 2)
Fumadores (individuos que han fumado por lo menos 1 cigarrillo por dia durante el Gltimo afio) y 3)
Exfumadores (individuos que, por lo menos, hayan fumado un cigarrillo al dia durante un afio y que
no han fumado en el dltimo afio).

Para los pacientes fumadores y exfumadores, se registré la edad de inicio del habito y se
calculé el tiempo durante el cual han mantenido el habito (meses). En los exfumadores se registré el
numero de afios que fumaron y el nimero de afos que han estado libres del habito.

Posteriormente, se calculé el nimero de paquetes (20 cigarrillos por paquete) consumidos
por afio (nUmero de cigarrillos por dia x 365/20 x afios de consumo).

g) Consumo de alcohol: la cantidad de alcohol que se ingiere por semana se cuantific6 en
unidades de bebida (UB), de acuerdo con el tipo de bebida que es consumida y tomando en cuenta
el contenido de etanol de cada una de ellas (tabla 3).

Tabla 3. Mililitros considerados como unidad de bebida
de acuerdo con el tipo de bebida

Tipo de bebida Mililitros Tipo de bebida Mililitros
vino 125 ml tequila 30 ml
ron 30 ml mezcal 30 ml
licor 30 ml cerveza 330 ml
brandy 30 ml pulque 330 ml

Se clasificé a los pacientes en tres categorias: 1) No bebedores (aquellos que no toman
alcohol o que toman menos de una copa por semana), 2) Bebedores (individuos que han ingerido
mas de una UB a la semana) y 3) Exbebedores (individuos que no han ingerido mas de una UB por
semana durante el afio previo al examen bucal). El grupo de exbebedores que refieran mas de 10
afios sin el habito, se reclasificé como no bebedores.

La Unidad de Bebida estandar (UB) en México se considera de 13 gramos y se calcula
multiplicando los ml de bebida por el porcentaje de alcohol/100. Para transformar los mililitros en
gramos, se multiplica por 0.79 (1 UB = 13 gramos). Se clasificard como moderado en mujer y hombre
menores de 65 afios, menos de 3 UB al dia; en mayores de 65 afios, menos de 2 UB al dia. El

consumo excesivo en hombre, mas de 14 UB a la semana o 4 UB de una ocasion; y en mujeres,
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mas de 7 UB a la semana o méas de 3 UB de una ocasiéon. Todos los deméas consumos se clasificaron
como consumo leve.
h) ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group. Esta escala sirve para valorar el estado

funcional del paciente que guarda relacion con el prondstico (tabla 4).

Tabla 4. ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group

ECOG 0 El paciente se encuentra totalmente asintomatico y es capaz de realizar un trabajo y actividades normales

de la vida diaria.

ECOG 1 El paciente presenta sintomas que le impiden realizar trabajos arduos, aunque se desempefia
normalmente en sus actividades cotidianas y en trabajos ligeros. Solo permanece en la cama durante las

horas de suefio nocturno.

ECOG 2 El paciente no es capaz de desempefiar ningln trabajo. Se encuentra con sintomas que le obligan a
permanecer en la cama durante varias horas al dia, ademas de las de la noche, pero que no superan el

50% del dia. El individuo satisface la mayoria de sus necesidades personales solo.

ECOG 3 El paciente necesita estar encamado mas de la mitad del dia por la presencia de sintomas. Necesita

ayuda para la mayoria de las actividades de la vida diaria como, por ejemplo, el vestirse.

ECOG 4 El paciente permanece encamado el 100% del dia y necesita ayuda para todas las actividades de la vida

diaria como, por ejemplo, la higiene corporal, la movilizacién en la cama e incluso la alimentacion.

ECOG 5 Fallecido.

i) Dispersién tumoral WPOI-5: Cuando en la pieza de patologia se detectan islas tumorales

dispersas en forma de hebras, a mas de 1mm de distancia del tumor primario.

7.8 Procedimientos clinicos

A los pacientes con cancer bucal de células escamosas que acudieron por primera vez a la
consulta externa de Servicio de Cabeza y Cuello del INCan, se les realizé un examen bucal y un
interrogatorio para obtener una ficha de identificacibn con los datos socioecondmicos y las
caracteristicas clinicas de la lesion. Se solicitaron estudios de imagen y se realizé una toma de
biopsia de la lesién, datos con los que se estadificé de acuerdo con criterios establecidos por la AJCC
y se registré la historia de consumo de tabaco y/o alcohol, asi como las demas variables
independientes.

En el presente proyecto se obtuvieron las siguientes muestras: tejido proveniente del tumor
y tejido sano adyacente (0.5 cm aproximadamente), asi como una muestra de sangre periférica de
los pacientes (4 ml aproximadamente por paciente la cual se almaceno). Las muestras obtenidas se

trasportaron al laboratorio de carcinogénesis y medio ambiente del INCan, en donde se realizé la
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extraccion de DNA y preparacién para secuenciacion, ademas de la determinacion de patégenos. El
procesamiento y diagndstico histoldgico de las muestras obtenidas se realizé en el laboratorio de
histopatologia del INCan.

7.9 Procedimientos en laboratorio

7.9.1 Extraccién de DNA

La extraccion de DNA se llevd a cabo utilizando el kit Promega wizard genomic DNA
purification kit.
Procesamiento de muestras: En una balanza analitica se pesaron 20 mg de cada uno de los
tejidos, con una hoja de bisturi cortando el tejido en pequefios fragmentos, los cuales se
suspendieron en 300 pl de solucién litica celular y se sometieron a disgregacién en un
homogenizador de tejidos en un tubo para microcentrifuga de 1.5 ml. Se agregaron 20 pl de
proteinasa k (20 mg/ml) y se incubaron a 65° C en un termoblock durante 1 hora. Se dejo reposar la
muestra a temperatura ambiente y se agregaron 2 pl de solucion RNAsa. Se incub6 a 37° C durante
30 minutos. Se dej6 enfriar a temperatura ambiente y se agregaron 200 pl de solucion precipitadora
de proteinas. Se agitd en el vértex y se coloco en hielo durante 5 minutos. Se centrifugd 5 minutos a
13 000 rpm. Se removié el sobrenadante, se transfirié a un tubo para microcentrifuga de 1.5 ml con
300 pl de isopropanol y se mezcld suavemente. Se centrifugd por 5 minutos a 13 000 rpm y se retir
el sobrenadante. Se agregaron 300 pl de etanol al 70% y se agitd varias veces el tubo para lavar el
DNA. Se centrifugd por 5 minutos y se aspir6 el etanol usando una pipeta de secuencia. Se colocaron
los tubos destapados sobre papel absorbente limpio durante 15 minutos. Se agregaron 100 pl de
agua libre de DNAsas y RNAsas y se incub6 a 65° C por una hora. Finalmente, se llevé a cabo la
cuantificacion (ng/pl) del DNA utilizando el nanodrop, se obtuvo la concentracion de 50 ng/microL y
se realizo la medicion del DIN (DNA Integrity number) por medio de electroforesis capilar (figura 5).
Solo las muestras con un DIN superior a 6 fueron utilizadas para secuenciacion. El DNA obtenido se
almacen6 a -20° C para realizar los estudios moleculares posteriores.
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Tumar Tejide adyacents Tumaor Tejido adyacents |
Muestrs | DIN | Muestra | DIN | Muestra | DIN | Muestra | DIM
CSTE_1 7.9 CSTE_1 7.6 | C5TE_11 | 7.4 | CSTE_11 7.9
CSTE_2 ] CSTE_2 B.5 | CSTE_12 | 7.5 | CSTE_12 5.8
CSTE_2 9 CSTE_3 7.4 | CSTE_12 ] CSTE_132 7.2
CSTE_4 7.4 CSTE_4 B3 | CETE_14 | 7.8 | C3TE_14 7.3
CSTE_S 7 CSTE_S 6.7 | CSTE_15 | 8.5 | CSTE_15 6.5
CSTE_6 7.1 CSTE_6 6.1 | C5TE_16 | 7.3 | CSTE_18 ]
CSTE_7 7 CSTE_7 7.2 | CSTE_17 | 6.8 | CSTE_17 6.3
CSTE_8 7.2 CSTE_8 B.1 | CSTE_18 | 7.3 | CSTE_18 7.2
CSTE_9 7.5 CSTE_9 7.2 | C5TE_19 | 6.8 | CSTE_19 6.2
CSTE_10 | 6.2 | CSTE_10 7.1 | CSTE_20 | 6.3 | CSTE_20 5.9

Figura 5. A) Figura representativa del electroferograma de DNA obtenido de las muestras de cancer bucal.
B) Se muestra el DIN obtenido de las muestras tanto de tejido tumoral como adyacente.

Preparacion de bibliotecas y secuenciacion del exoma

El DNA gendémico se fragmenté mecénicamente y se prepararon las bibliotecas mediante la
adicioén de cédigo de barras de secuenciacion indexados con Sure-Select XT Target Enrichment
System para lllumina Paired-End Multiplexed Sequencing Library (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, EE. UU.). Las librerias precapturadas se enriquecieron con el kit Sure-Select Human All Exon
V6 (Agilent Technologies) para regiones codificantes y sitios de unién de 20,000 genes humanos,
siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente, se capturaron las bibliotecas y
secuenciaron en el instrumento NovaSeq 6000 (Illumina).

7.9.2 Andlisis bioinforméatico de los datos de secuenciacién

El analisis bioinformatico se realizé en dos partes: 1) el preprocesamiento y 2) la
identificacién y andlisis de variantes (anotacién y filtrado). Para implementar el flujo de trabajo, se
consider6 que el enriquecimiento de la region codificante se realizé mediante el método de captura
de hibridos con el kit SureSelect All Exon V6 (Agilent Technologies, Santa Clara C.A., USA). También
la plataforma de secuenciacion, lllumina NovaSeq 6000.

7.9.2.1 Preprocesamiento

Se obtuvo la calidad de las secuencias crudas de los archivos fastq con el programa FastQc.
Posteriormente, con MultiQc se generd un reporte Unico de todas las muestras. Las secuencias
fueron alineadas con bwa-mem, utilizando como referencia el genoma hg 19. Las siguientes
herramientas de GATK fueron utilizadas para el resto del preprocesamiento: ‘SortSam’ para ordenar

las secuencias alineadas del primer cromosoma hasta los cromosomas sexuales; ‘Sam Fortmat
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Converter’ para convertir las secuencias en archivos binarios; ‘Mark Dupliucates’ identificd los
duplicados de PCR que actuan como artefactos en la identificacién de variantes; ‘Base Recalibrator’
y ‘Apply BQSR’ para recalibrar el score de la calidad de las bases secuenciadas; y, por Gltimo,

‘Mutect2’ para el llamado de variantes (39-42).

7.8.2.2 Identificacion y analisis de variantes

a. ldentificacion de variantes
Los archivos derivados del llamado de variantes fueron anotados utilizando wAnnovar

(http://wannovar.wglab.org/). Con los archivos resultantes se consolidé un documento Gnico del que

se extrajeron las variantes patogénicas y las variantes de significado clinico incierto (VUS). Para la
identificacién de dichas variantes se considera una frecuencia alélica (AF) >0.05 y que la lectura
mutada estuviera presente por lo menos dos veces en cada sentido de las lecturas. Finalmente, se
filtraron los genes conductores utilizando la lista propuesta por Intogen (43, 44) (tabla 5).

Tabla 5. Criterios utilizados para el filtrado de variantes

Variantes patogénicas VUs

Localizadas en la region exénica, 5’UTR, 3’'UTR, ncRNA o de splicing

Clasificadas patogénicas por = Frecuencia <0.001 gnomAD (https://gnomad.broadinstitute.org/) (46) y ESP6500
ClinVar (45) https://evs.gs.washington.edu/EVS/ (47).
Prediccién de alelo deletéreo en por los menos dos de los tres predictores: SIFT,
PolyPhen-1 y Mutational Taster (48-50).

b. Andlisis de variantes

Carga mutacional tumoral

La carga mutacional tumoral (TMB) se defini6 como el nimero de mutaciones sométicas,
codificantes, de sustitucion de bases y deleciones presentes por megabase en el genoma
examinado. Las variantes germinales conocidas reportadas en dbSNP (151) fueron descartadas.
Para calcular la TMB por megabase, el nimero total de mutaciones contada se dividié entre el
tamafio de la regién de codificacion del territorio objetivo. A su vez, se dividieron las muestras en dos
grupos: carga tumoral alta y baja, tomando un punto de corte de 10.3%, respecto al puntaje mas alto;

esto, basado en la metodologia del Memorial Sloan Kettering Cancer Center (51).

Firmas mutacionales

Se realiz6 el andlisis de las firmas mutacionales V2 y V3. Para ambas versiones las variantes
germinales conocidas y reportadas en dbSNP (151) fueron descartadas. Para las firmas V2 se utilizé
R (versién 3.5.1 Feather spray) con el paquete deconstructSigs desarrollado por Rosenthal. El
andlisis de firmas mutacionales V3 se realizé con “SigProfiler Bioinformatic Tool” de Cosmic (52, 53)

y se agruparon de acuerdo con la similitud de firmas mutacionales (agrupamiento no supervisado).
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Identificacion de mutaciones conductoras
Se identificaron las mutaciones conductoras utilizando el programa en linea Cancer genoma

interpreter.

Analisis de enriquecimiento

Para el andlisis de enriquecimiento de las diversas vias de sefializacién, se utilizaron los
genes conductores filtrados, obtenidos del paso de identificacion de variantes con la herramienta de
anotacién PANTHER (Protein Analysis Through Evolutionary Relationships) Version 16.0 (54). A la

par, se obtuvieron las funciones moleculares y los procesos biolégicos alterados.

7.9 Determinacién de VPH y VEB através de PCR

La presencia de VPH o de VEB se determin6é mediante reaccion en cadena de la polimerasa
en tiempo real (QRT-PCR), utilizando el DNA de las muestras a una concentracién de 100ng. Las
reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 20 pl utilizando el kit RealQ Plus 2x
Master Mix Green, High ROX (Ampligon). En primer lugar, se utilizaron los oligonuclettidos
universales Gp5 y Gp6 para determinar positividad a VPH, debido a que detecta diferentes tipos de
VPH (6, 11, 16, 18, 31, 33 y 325. Las muestras que resultaron positivas se sometieron a
determinacion de VPH16 y VPH18. La determinacion de VEB se realizé con un solo juego de oligos.
Como control positivo para VPH se utilizaron 20 ng de DNA de las lineas celulares SIHA (VPH 16) y
HELA (VPH 18) y para VEB una muestra de cancer gastrico proveniente del archivo de patologia
previamente determinada como positiva para este virus. Para verificar la integridad del DNA
obtenido, se llevd a cabo la amplificacion de un fragmento del gen 3-globina, caracterizado por ser
un gen altamente conservado en las células humanas. Los oligonucleéticos utilizados se encuentran

en la tabla 6.

Tabla 6. Secuencias utilizadas para la determinacion de VPH y VEB en las muestras de cancer bucal

Gen Secuencia Temperatura
Gp5-Forward 5 -TTTGTTACTGTGGTAGATACTA-3’ 50°C
Gp6-Reverse 5-GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC-3’

VPH-16-Forward 5"-CCGGACAGAGCCCATTACAAT-3 .
VPH-16-Reverse 5-ACGTGTGTGCTTTGTACGCAC-3’ 00°C
VPH-18-Forward 5"-GACTCAGAGGAAGAAAACGATGAAA-3 60°C
VPH-18-Reverse 5-GTGACGTTGTGGTTCGGCT-3"
EBV-Forward 5"-CGGAAGCCCTCTGGACTTC-3" e
EBV-Reverse 5-CCCTGTTTATCCGATGGAATG-3"
B-Globina-Forward 5-GACAGGTACGGCTGTCATCA-3’ 60°C
B-Globina-Reverse 5"-TAGATGGCTCTGCCCTGACT-3’

7.10 Andlisis estadistico
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Para describir las caracteristicas de los casos incluidos, se analizaron las variables mediante
medidas de tendencia central y de dispersion. Las mutaciones identificadas, las firmas mutacionales,
los factores de riesgo y la carga tumoral se asociaron con la supervivencia mediante andlisis de
Kapplan Meier y regresion de Cox. Las pruebas estadisticas se realizaron para un nivel de error alfa

de 0.05. El andlisis estadistico se realizd con el paquete SPSS v27 2021.

8. RESULTADOS

8.1 Analisis descriptivo

8.1.1 Datos demograficos

Se incluyeron en este estudio 20 pacientes con el diagnéstico de cancer bucal de células
escamosas en un periodo de enero del 2019 a febrero del 2021 con una media de 13.4 meses (1.6—
25.5 meses), de los cuales 12 son masculinos (60%) y 8 femeninos (40%), con una media de edad
de 54 afios (21-86 afos). En relacion con el grado escolar, 9 tienen primaria concluida (45%); 5,
licenciatura (25%); 3, bachillerato y/o carrera técnica (15%); 2 pacientes son analfabetas (10%) y un
paciente tiene la secundaria concluida (5%). En cuanto al estado nutricional, 7 estan en desnutricion
(IMC menor de 18) (35%) y 13 en adecuado indice de masa corporal (65%). El estado funcional, de
acuerdo con el ECOG, fue en su gran mayoria ECOG 1 en 19 pacientes (95%) y un paciente con
ECOG de 3 (5%). Todas las caracteristicas demogréaficas y clinico-patol6gicas de los pacientes se

resumen en la tabla 7.

8.1.2 Datos de estadificacion

La afectacion por subsitio de acuerdo con la AJCC fue el siguiente: lengua movil, 9 (45%);
encia superior, 5 (25%); encia inferior, 4 (20%); piso de la boca, uno (5%); y trigono retromolar, uno
(5%). No se incluyeron pacientes con afeccién en mucosa oral y paladar duro. Referente a la etapa
clinica, un paciente fue diagnosticado con cancer in situ (5%); uno, en etapa | (5%); uno, en etapa
(5%), 3 en etapa lll (15%), 9, en etapa IVa (45%); y 5, en etapa IVb (25%). No se presentaron
pacientes en etapa metastasica (etapa clinica 1Vc). De acuerdo con la etapa clinica categorizada, se
encontré que solo 3 pacientes fueron diagnosticados en etapa temprana 3 (15%) y la mayoria de los
casos (85%) fueron diagnosticados en etapa avanzada. En cuanto a la afeccion metastasica

ganglionar 11, (55%) fueron clasificados como NO y 9 (45%) con N (+).

8.1.3 Datos histopatolégicos

Se encontré una media de profundidad de invasion (DOI) de 7.3 mm (3 — 130mm). En 4
pacientes el DOI no fue valorable (20%), en 7 pacientes se encontr6 permeacién linfovascular

presente (35%), estuvo ausente en 10 (50%) y en 3 pacientes no fue valorable (15%), en 5 pacientes
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se presento infiltracion perineural (25%), en 12 pacientes, ausente (60%) y no valorable en 3
pacientes (15%). En cuanto al grado histolégico, 15 pacientes presentaron un grado moderado
(75%); 3, bien diferenciado (15%); y 2, pobremente diferenciado (10%). Los margenes quirdrgicos
en los pacientes que se llevaron a cirugia fueron negativos en 5 pacientes (41.6%), positivos en 4
(33.3%) y cercanos en 3 (25%). El tipo de dispersion tumoral WPOI-5 en los pacientes que se trataron

con cirugia esta presente en 10 (83.3%) y ausente en 2 (16.6%).

8.1.4 Datos de tratamiento

En cuanto al tipo de tratamiento, 5 pacientes tuvieron tinicamente cirugia (25%); 6 pacientes,
cirugia seguido de radioterapia (30%); 4 fueron tratados mediante quimioterapia con radioterapia
concomitante (20%); un paciente, con cirugia seguido de QT/RT concomitante (5%); uno con QT/RT
concomitante seguido de cirugia (5%); uno con tratamiento con fines paliativos (5%) y 2 pacientes

no iniciaron tratamiento alguno (10%).

8.1.5 Datos prondésticos

Se encontré recurrencia de la enfermedad en 3 pacientes (15%) con una media de 5.2 meses
(2.5 — 10.3 meses); persistencia de la enfermedad pese a tratamiento con intento curativo, en 3
pacientes (17.6%); y progresion de la enfermedad durante el tratamiento, en 4 pacientes (23.5%).
Todos los pacientes con persistencia y/o progresion de la enfermedad han fallecido. Para el término
del seguimiento, 12 permanecen vivos (60%) y 8 fallecieron (40%). La supervivencia global a 2 afios
se calculé en 57%. En cuanto a etapa clinica categorizada, en etapa temprana, todos los pacientes
contindan vivos; en etapa avanzada, fue de 8.2 meses (IC N/A), el 49% en este grupo esta vivo a un
afo, con una p=0.193 (figura 6). La supervivencia libre de enfermedad a un afio fue de 67%: en
etapa temprana, de 10.3 meses (IC N/A) y en etapa avanzada, de 2.5 meses (IC N/A) con p=0.225
(figura 7).
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Figura 6. Supervivencia global (se separan las curvas, mostrando una clara
tendencia a la peor supervivencia global en el cancer avanzado)
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Figura 7. Supervivencia libre de enfermedad (debido a los pocos casos
de recurrencia no se observa en el gréfico la separacion de las curvas de forma adecuada)

Tabla 7. Caracteristicas clinico-patoldgicas de los pacientes

Edad
Sexo
Masculino

Femenino

Seguimiento

N = 20 Pacientes
54 afios (21 — 86)
12
8

13.4 meses (1.6 —
25.5)

35

NA Subsitio AJCC

Lengua mavil 45
60 Encia inferior 20
40 Encia superior 5 25
NA Piso de boca 1 5



Escolaridad

Analfabeta
Primaria
Secundaria
Bachillerato y/o carrera técnica
Licenciatura
Posgrado
Desnutricién
Si
No
ECOG

Tabaquismo
Si
No
Actual fumador
indice tabaquico
Tiempo de Fumar
<10
11-20
21-30
31-40
>40
Alcoholismo
Si
No

Bebedor actual

Unidades de Bebida Estandar ala semana

<1

1-3

4-5

>5

Grado de consumo
Ninguno
Leve

Moderado

Excesivo

Virus del Epstein Barr

o g w P

13

19

15
5
1

6.06 (+/- 6.08)

N O N W N

a N BN

[¢]

36

10
45

15
25

35
65

95

75
25
6.6
NA

50
21.4
14.2

14.2

65
35

23

15.3
30.7
15.3
38.4

30
10
30

25

Trigono

retromolar !
Mucosa oral 0
Paladar duro 0
Tamarfio Tumoral
Tis 1
T1 1
T2 1
T3 3
T4a 11
T4b 3
Ganglios linfaticos
NO 11
N1 3
N2a 0
N2b 2
N2c 1
N3a 0
N3b 3
Etapa Clinica
0 1
| 1
0 0
1l 3
IVa 9
Vb 5
Ve 0
Profundidad de 736~
Invasion DOI 130mm)
4
Permeacion linfovascular
Si 7
No 10
No valorable 3
Infiltracion perineural
Si 5]
No 12
No valorable 3

Grado histolégico

Bien
diferenciado
Moderadamente
diferenciado

3

15
55

55
15

10

15

15
45
25

20

35
50

25
60

15

75



) Pobremente
Negativo 11 55 ) ) 2 10
diferenciado

Positivo 6 30 Margenes quirdrgicos
No determinado 8 15 Negativo 5 41.6
Virus del Papiloma Humano Positivo 4 33.3
Negativo 17 85 Cercanos 3 25
Positivo 1 5 No aplica 8 40
No determinado 2 10 Dispersién tumoral WPOI-5
Tratamiento Si 10 83.3
Cirugia 5 25 No 2 16.6
Cirugia + RT 6 30 No valorable 8 40
3
5.2
QT/RT 4 20 Recurrencia meses 15
(2.5-
10.3)

Persistencia de la enfermedad

Sin inicio de Tx 2 10

Paliativo (Cx, QT, RT, QT/RT) 1 5 No 14 82.3
Cirugia + QT/RT 1 5 Si 3 17.6
QT/RT + Cirugia 1 B Progresién de la enfermedad

Supervivencia global a 1 afio No 13 76.4
Etapa temprana Todos vivos 100 Si 4 23.5
Etapa avanzada 8.2 meses (IC N/A) NA No aplica 3 15
Supervivencia libre de enfermedad a 1 afio Estado del paciente

Etapa temprana 10.3 meses (IC N/A) NA Vivo 12 60
Etapa avanzada 2.73 meses (IC N/A) NA Muerto 8 40

NA: No aplica

N/A: No alcanzado

8.2 Analisis descriptivo molecular

8.2.1 Identificacidn de variantes patogénicas

Las variantes patogénicas detectadas en, al menos, 11% de los pacientes con cancer bucal,
abarcaron 12 genes alterados. Se destaca que P53 se encontré6 mutado en el 47% los pacientes,
seguido de NOTCH1, en el 26% de los pacientes; FATL1, en el 21%; y PTPRK, en el 16%. Los
siguientes genes se encontraron mutados en el 11% de los pacientes: BIRC6, DDX3X, EPHAZ2,
FBXW7, KMT2C, KMT2D, NIN, NXF, RASA1 y SMARCA4 (figura 8). En la tabla 8 se encuentran los
genes mutados en, al menos, 11% de los pacientes y se sefialan las funciones conocidas. Ademas,

se indica si el gen ha sido reportado en estudios previos de cancer bucal.
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En el 5% de los pacientes se encontraron variantes patogénicas en los genes que se enlistan a
continuacion: ABCB1, ADGRB1, AJUBA, ALK, APC, ARHGAP35, ARHGEF10L, ARID1A, ARID2,
ASXL1, ATRX, BMPR2, CASP8, CDKN2A, CEBPA, CHEK2, CUP1, CREBBP, DCC, DOTLIL,
EFTUD2, EML4, EP300, EPHA3, FANCA, FAS, FAT3, FAT4, FLT3, GRIN2A, HGF, HNF1A,
HSP90AAL, KEAP1, KMT2A, KMT2B, LATS1, LPAR4, MAML2, MAPK1, MYH11, NCOR1, NCOR2,
NIPBL1, NSD1, NTRK1, NTRK3, PBRM1, PEG3, PML, PPM1D, PPP3CA, PPP6C, PREX2, PRF1,
RASA2, RBM15, RGPD3, RNF213, RPS6KA3, SETBP1, SETD2, SMARCA1, SPEN, STATS3,
STK11, TBX3, TET1, TGFBR2, TNC, TRIM33, U2AF2, USP8, WNK2, ZFX y ZNF521 (figura 8).

Tabla 8. Principales funciones de las variantes patogénicas encontradas
en el andlisis de secuenciacién de carcinoma bucal

e Frecuencia Pacientes afectados Funcisn Riesgo para cancer bucal de
% células escamosas (tabla 1)
Descrito en los siguientes
La proteina codificada responde a estudios:
diversos estimulos celulares para Agrawal et al. (25)
CSTE_2 CSTE_3 CSTE_6 regular la expresion de genes, Stransky et al. (26)
TP53 47 CSTE_10 CSTE_11CSTE_17 | induciendo paro del ciclo celular, Pickering et al.(28)
CSTE_18 CSTE_19 CSTE_20 apoptosis, senescencia, reparacion ICGC (29)
del DNA o cambios en el TCGA (30)
metabolismo. Al-Hebshi et al. (31)
Su et al. (32)
Los miembros de esta familia de
proteinas transmembrana de tipo |
gue consta de miltiples repeticiones Descrito en los siguientes
del factor de crecimiento epidérmico estudios:
(EGF) y un dominio intracelular que Agrawal et al. (25)
consta de mdltiples tipos de Stransky et al. (26)
NOTCH1 26 CSTE_4 CSTE_6 CSTE_15 dominios diferentes. La sefalizacion Pickering et al. (28)
CSTE_17 CSTE_18 de Notch es una via de sefalizacion ICGC (29)
intercelular que regula las TCGA (30)
interacciones entre células Su et al. (32)
fisicamente adyacentes mediante la
union de los receptores de la familia
Notch a sus ligandos afines.
El producto génico es un miembro
de la superfamilia de cadherinas, un Descrito en los siguientes
grupo de proteinas integrales de estudios:
CSTE_1 membrana. Se expresa en niveles Stransky et al. (26)
FAT1 21 CSTE_6 CSTE_11 elevados en varios epitelios fetales. ICGC (29)
CSTE_14 Su producto probablemente TCGA (30)
funciona como molécula de Al-Hebshi et al. (31)
adhesion y / o receptor de Su etal. (32)
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PTPRK

BIRC6

DDX3X

EPHA2

FBXW7

CSTE_1
16 CSTE_19

CSTE_20

CSTE_1
11

CSTE_19

CSTE_1
11

CSTE_9

CSTE_1
11

CSTE_9

CSTE_6
11

CSTE_7
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importante en los procesos de

desarrollo y la comunicacion celular.

La proteina codificada por este gen
es un miembro de la familia de la
proteina tirosina fosfatasa (PTP). Se
sabe que las PTP son moléculas de
sefializacién que regulan una
variedad de procesos celulares que
incluyen el crecimiento celular, la
diferenciacion, el ciclo mitético y la
transformacion oncogénica. Se
descubrié que la expresion de este
gen esta estimulada por TGF-beta 1,
gue puede ser importante para la
inhibicion de la proliferacion de
gueratinocitos.

Cadifica una proteina inhibe la
apoptosis al facilitar la degradacion
de proteinas apoptéticas por
ubiquitinacion.

La proteina codificada por este gen
es un miembro de la gran familia de
proteinas DEAD-box, tiene actividad
RNAhelicasa dependiente de ATP.
Las funciones nucleares incluyen la
regulacion transcripcional, el
ensamblaje de mRNP, el empalme
de pre-mRNA y la exportacion de
mRNA. En el citoplasma, se cree
gue esta proteina esté involucrada
en la traduccion, la sefializacion
celular y la replicacién viral.

Este gen pertenece a la subfamilia
del receptor de efrina de la familia
de las proteinas tirosina quinasas.
Se han implicado en la mediacién de
eventos del desarrollo,
particularmente en el sistema
nervioso.

Este gen codifica proteinas que
funcionan en la ubiquitinacion
dependiente de la fosforilacion. Esta
proteina se une directamente a la
ciclina E y probablemente se dirige a
la ciclina E para la degradacion

mediada por ubiquitina. Las

No descrito en los estudios

previos

No descrito en los estudios

previos

No descrito en los estudios

previos

Descrito en los siguientes
estudios:
Su et al. (32)

Descrito en los siguientes
estudios:
Agrawal et al. (25)
TCGA (30)



KMT2C

KMT2D
(MLL2,
MLL4)

NIN

NXF1

RASA1

CSTE_1
11 -

CSTE_16

CSTE_1
11

CSTE_6

CSTE_1
11

CSTE_ 4

CSTE_1
11

CSTE_6

CSTE_14
11

CSTE_16
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mutaciones en este gen se detectan
en lineas celulares de cancer de
mama y de ovario.

Este gen es miembro de la familia
de la leucemia mieloide / linfoide o
de linaje mixto (MLL) y codifica una
proteina nuclear, la cual es miembro
del complejo ASC-2 / NCOA6
(ASCOM), que posee actividad de
metilacion de histonas y participa en
la coactivacién transcripcional.

La proteina codificada por este gen
es una histona metiltransferasa que
metila la posicion Lys-4 de la histona
H3. La proteina codificada es parte
de un gran complejo de proteinas
llamado ASCOM, que se ha
demostrado que es un regulador
transcripcional de los genes
receptores de beta-globina y
estrégeno.

Este gen codifica una de las
proteinas importantes para la
funcion del centrosoma. Esta
proteina es importante para colocar
y anclar los extremos negativos de
los microtbulos en las células
epiteliales.

Este gen es un miembro de una
familia de genes de factores de
exportacion de RNA nuclear. Los
dominios LRR y similares a NTF2
son necesarios para la actividad de
exportacion.

La proteina codificada por este gen
se encuentra en el citoplasmay es
parte de la familia GAP1 de
proteinas activadoras de GTPasa.
Actla como un supresor de la
funcién RAS, la proteina mejora la
actividad GTPasa intrinseca débil de
las proteinas RAS dando como
resultado la forma inactiva de RAS
unida a GDP, lo que permite el
control de la proliferacion y

diferenciacién celular. Las

No descrito en ningln

estudio previo

Descrito en los siguientes
estudios:
Stransky et al. (26)
TCGA (30)

No descrito en ningln

estudio previo

No descrito en ningun

estudio previo

Descrito en los siguientes
estudios:

Agrawal et al. (25)



SMARCA4

11

CSTE_1
CSTE_16
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mutaciones que conducen a
cambios en los sitios de unién de
cualquiera de las proteinas se
asocian con carcinomas de células
basales.

La proteina codificada por este gen
es miembro de la familia de
proteinas SWI / SNF. Los miembros
de esta familia tienen actividades de
helicasay ATPasa y se cree que
regulan la transcripcién de ciertos
genes al alterar la estructura de la
cromatina alrededor de esos genes.
La proteina codificada es parte del
gran complejo de remodelacion de
cromatina dependiente de ATP SNF
/ SWI, que se requiere para la
activacion transcripcional de genes
normalmente reprimidos por la
cromatina. Ademas, esta proteina
puede unirse a BRCAL, asi como
regular la expresion de la proteina
tumorigénica CD44. Las mutaciones
en este gen causan el sindrome de
predisposicion al tumor rabdoide tipo
2.

No descrito en ningln

estudio previo
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Figura 8. Variantes patogénicas. En amarillo, variantes de delecion de nucleétidos con cambio de marco de
lectura, azul marino se muestran variantes no sinénimas, en azul claro variantes con insercién de nucleétidos
con cambio de marco de lectura, en rosa variantes con generacion de un coddn de paro y en rojo variantes de

sustitucién sin cambio de marco de lectura.
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8.2.2. Identificacion de mutaciones conductoras

De acuerdo con el analisis diferencial entre el tejido adyacente y tumoral, se encontraron un
total de 9398 genes mutados en las 20 muestras de los pacientes. Entre los genes mutados, se
identificaron 181 mutaciones conductoras. En todos los pacientes se encontraron, al menos, 2
mutaciones conductoras, mientras que el nimero maximo de mutaciones conductoras en un

paciente fue de 44 (tabla 9).

Tabla 9. Mutaciones conductoras

Numero de
Paciente genes Paciente
conductores Namero de genes conductores

CSTE_1 44 CSTE_11 5
CSTE_2 4 CSTE_12 5
CSTE_3 12 CSTE_13 4
CSTE 4 18 CSTE_14 6
CSTE_5 14 CSTE_15 8
CSTE_6 4 CSTE_16 13
CSTE_7 2 CSTE_17 6
CSTE_8 3 CSTE_18 5
CSTE_9 7 CSTE_19 7
CSTE_10 8 CSTE_20 6

8.2.3 Identificaciéon de vias moleculares

De acuerdo con el andlisis de enriquecimiento, se identificaron 44 vias de sefializacion molecular
afectadas, siendo las mas frecuentes la via de sefalizaciéon Wnt/Bcatenina, seguido de la via P53 y
vias de angiogénesis, incluyendo la via del factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF).
Adicionalmente, se encontré alteracion de la via del receptor del factor de crecimiento epitelial (EFG),
apoptosis, del factor de crecimiento transformador beta, de la via de la e-caderina, la via de las
citocinas, la via del factor de crecimiento fibroblastico y la via de retroalimentacion en asa de P53. El
resto de las vias, asi como el nimero de genes alterados en cada una, se describen en la tabla 10
(figura 9).
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Tabla 10. Vias de sefializacion alteradas en pacientes con cancer bucal

Via

Guia de axones mediada por netrin

Guia de axones mediada por Slit / Robo

Via de sefializacion de la apoptosis
Via de sefializacion JAK / STAT
Angiogénesis

Via de la enfermedad de Alzheimer-presenilina
Via de sefializacion de interleucina

Via de la secretasa amiloidea de la enfermedad
de Alzheimer
Via de sefializacion de interfer6n-gamma
Via de sefializacion de integrina
Cascada de sefializacion de la proteina cinasa
B de laviadelainsulina/IGF
Ruta de la insulina/ IGF-proteina cinasa
activada por mitégenos / cascada de la
cinasaMAP
Inflamacion mediada por la via de sefializacion
de quimiocinas y citocinas
Respuesta de hipoxia a través de la activacion
de HIF
Via farmacodindmica de la nicotina
Enfermedad de Huntington
Via p53

Bucles de retroalimentacion de la via p53 2

Via p53 por privacion de glucosa
Via de sefializacion de proteina G
heterotrimérica - Via mediada por Gi alfay Gs
alfa

Via de sefalizacion de WNT

Via de sefializacion de Hedgehog

Namero de
genes
afectados
3

w oo N O

13
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Via

Via de sefializacién de VEGF

Regulacion de la transcripcion por el
factor de transcripcién bZIP
Via de sefalizacion del receptor Toll
Via de sefializacion Ras
Activacion de células T

Via de sefializacion FGF

Bucles de retroalimentacién de la via p53

1

Via de sefializacion de TGF-beta

Via de sefializaciéon de FAS

Via de sefializacion Endothelin

Via de sefializacion del receptor EGF

Enfermedad de Parkinson

Via de sefializacién cinasa PI3

Sistema de reloj circadiano

Via de sefializacion PDGF
Via de sefializacion Notch
Via de sefializacion e-caderina
Via de sefalizacion del receptor de
dopamina
Activacion de células B

Sefializacién estimulada por

angiotensina Il a través de proteinas Gy

beta-arrestina

Mapa de sefializacion CCKR

Via del receptor de la hormona liberadora

de gonadotropina

Nimero de
genes

afectados

a A NN
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12 mVia de sefializacién de integrina

® Inflamacion mediada por la via de
sefializacion de quimiocinas y
citocinas

10 u Enfermedad de Huntington

mVia p53

8 m Bucles de retroalimentacion de la via
p53 2

Via de sefializacién de Wnt

6 _— | m Activacion de células T
= Via de sefializacion FGF

Via de sefalizacion de TGF-beta

Via de sefializacion del receptor EGF

Via de sefializacion PDGF

Via de sefializacién e-caderina

Via del receptor de la hormona
0 liberadora de gonadotropina

Figura 9. Anélisis de enriquecimiento de las vias alteradas en cancer bucal
de acuerdo con el nimero de mutaciones conductoras encontradas

Dentro de las funciones moleculares alteradas en los pacientes con cancer bucal, se
encontraron mutaciones conductoras que participan en uniones celulares (binding), actividad
catalitica, transduccién molecular, actividad de transportadores, actividad de adaptadores

moleculares y en regulacion de la traduccion (figura 10).
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traduccion
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molecular
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m Actividad del adaptador
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m Binding
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m Actividad catalitica
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I Actividad del transportador
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Figura 10. Analisis de enriguecimiento de las funciones moleculares alteradas en cancer bucal
de acuerdo con el nimero de mutaciones conductoras encontradas

En cuanto a los procesos bioldgicos alterados, se encontraron que los genes conductores
participan en procesos celulares, metabdlicos, regulacién biologica, respuesta a estimulos,
sefializacion, desarrollo, localizacion, locomocion, adhesién biolégica, sistema inmune y fase

bioldgica (figura 11).

46



90

80

70

60

50

40

30

20

10

Procesos biolégicos alterados

m Proceso reproductivo

m Fase biolégica

m Proceso celular 2

® Proceso multi-organismo

m Localizacion

m Reproduccion

m Regulacién bioldgica

m Respuesta a estimulo
Senfalizacion

m Proceso de desarrollo

m Proceso ritmico
Proceso de organismo
multicelular
Adhesién bioldgica
Locomocion

Proceso metabdlico

Proceso del sistema
inmune

8.2.4 Carga mutacional tumoral (TMB)

Figura 11. Analisis de enriquecimiento de los procesos bioldgicos alterados en cancer bucal
de acuerdo con el nimero de mutaciones conductoras encontradas

En cuanto al nimero total de mutaciones somaticas que se encuentra en el DNA de los

pacientes con cancer bucal, se determiné que la mediana es de 3.29 mutaciones/Mb, mientras que

se encontrdé un maximo de 18.78 mutaciones/Mb de DNA en el paciente 1. Por el contrario, el indice

minimo de mutacion fue de 0.8 mutaciones/Mb en el paciente 4 (tabla 11).
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Tabla 11. Namero total de mutaciones somaticas encontradas
en el genoma de los pacientes con cancer bucal

Muestra Frecuencia = TMB Mb Muestra Frecuencia TMB Mb
CSTE_1 1127 18.78 CSTE_11 171 2.85
CSTE_2 89 1.48 CSTE_12 124 2.06
CSTE_3 246 4.1 CSTE_13 105 1.75
CSTE_4 211 3.51 CSTE_14 95 1.58
CSTE_5 292 4.86 CSTE_15 223 3.71
CSTE_6 101 1.68 CSTE_16 259 431
CSTE_7 48 0.8 CSTE_17 172 2.86
CSTE_8 61 1.01 CSTE_18 82 1.36
CSTE_9 243 4.05 CSTE_19 57 0.95
CSTE_10 166 2.76 CSTE_20 7 1.28

TMB: Tumor Mutational Burden

Para su estudio y correlacion con la sobrevida, la carga tumoral se dividi6 en carga
mutacional alta y baja con base al estudio del Memorial Sloan Kettering Cancer Center (47) (tabla
12 y figura 12).

Tabla 12. Division de pacientes de acuerdo con la carga mutacional en altay baja

Carga tumoral Pacientes afectados

CSTE_01, CSTE_03, CSTE_04, CSTE_05, CSTE_09, CSTE_10, CSTE_11, CSTE_12,
CSTE_15, CSTE_16y CSTE_17
CSTE_02, CSTE_06 CSTE_07, CSTE_08, CSTE_13, CSTE_14, CSTE_18, CSTE_19y
CSTE_20

Carga tumoral alta

Carga tumoral baja

8.2.5 Firmas mutacionales

Se analizaron Unicamente firmas mutacionales de sustituciones simples. La firma mas
representada fue la SBS 1 en 18 pacientes (90%), seguida de la firma SBS 13 en 12 pacientes (60%)
y la firma SBS 3 en 11 pacientes (55%). Adicionalmente, se encontraron las firmas SBS 5,6y 7 en
6 pacientes (30%), asi como la firma SBS 2, hallada en 5 pacientes (25%).

Otras firmas menos frecuentes fueron las siguientes: SBS 15 y 24, en 4 pacientes (20%);
SBS 29y 30, en 3 pacientes (15%); y las firmas SBS 4, 20, 21y 27, en 2 pacientes (10%). Las firmas
menos frecuentes que se encontraron en un solo paciente (5%) fueron SBS 9, 10, 12, 16, 17,19y
22. No se encontraron las siguientes firmas: SBS 8, 11, 14, 18, 23, 25, 26 y 28.

Posteriormente, se distribuyeron todos los pacientes para definir grupos basado en la
composicién de las firmas mutacionales en 3 grupos: el grupo 1, formado por 2 pacientes (10%); el
grupo 2, por 11 (55%); y el grupo 3, por 7 (35%) (figura 13).
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Figura 12. Mapa de calor de la distribucion genémica del tumor
segun el perfil de firmas mutacionales encontradas. SB-firmas de sustitucion simple

8.3 Factores de riesgo

8.3.1 Datos de tabaquismo y alcohol

En cuanto al tabaquismo, 15 pacientes (75%) se consideraron como fumadores, de los
cuales, 1 (6.6%) continuaba fumando, a pesar del diagnéstico de cancer bucal. El indice tabaquico
fue de 6.06 (+/- 6.08): 7 pacientes (50%) tienen menos de 10 afios fumando; 3 (21.4%), 11 a 20
afos; 2 (14.2%), 21 a 30 afios; y 2 (14.2%), mas de 40 afios de habito tabaquico. El consumo de
alcohol se document6 en 13 pacientes (65%), 7 no tienen antecedentes de su ingesta (35%) y 3
pacientes son bebedores actuales, pese al diagnéstico (23%). El consumo por unidades estandar de
bebida fue méas de 5 UB a la semana en 5 pacientes (38.4%); 1 a 3 UB a la semana, en 4 (30.7%);
4 a5 UB ala semana, en 2 (15.3%); y menos de 1 UB a la semana, en 2 (15.3%). Por grado de

consumo se catalogdé como leve, 2 (10%); moderado, 6 (30%); y excesivo, 5 (25%).
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8.3.2 Resultados de PCR VPH

Del total de las muestras, solo 18 contaban con DNA suficiente para realizar la determinacion
por qRT-PCR de VPH. La presencia de VPH fue observada Gnicamente en un paciente CSTE_9, lo
cual representé el 5.5% de la muestra y se determiné que correspondio al tipo 16.

8.3.3 Resultados de PCR VEB

De las 20 muestras secuenciadas, solo 17 fueron correspondientes al tumor y 18 de tejido
adyacente tenian suficiente DNA para analizar la presencia de VEB, la cual fue observada en el
tejido tumoral de 6 pacientes (35.3%). De estos, solo 2 presentaron positividad para VEB en el tejido
adyacente correspondiente (muestra 3y 9) y 2 presentaron positividad para VEB Unicamente en el
tejido adyacente (11.1%) (muestras 4 y 18) (tabla 13).

Tabla 13. Resultados de determinacion de VEB en pacientes con cancer bucal

Tejido
Muestra Tumor Tejido adyacente Muestra Tumor :
adyacente
CSTE_1 Negativo Negativo CSTE_11 Positivo Negativo
CSTE_2 Negativo Negativo CSTE_12 Positivo Negativo
CSTE_3 Positivo Positivo CSTE_13 Negativo Negativo
CSTE_4 Negativo Positivo CSTE_14 Negativo Negativo
CSTE_5 Positivo Negativo CSTE_15 Positivo Negativo
CSTE_6 Negativo Negativo CSTE_16 Negativo Negativo
CSTE_7 Negativo Negativo CSTE_17 Negativo Negativo
. . Sin material -
CSTE_8 Negativo Negativo CSTE_18 o Positivo
suficiente
Sin material Sin material
CSTE_9 Positivo Positivo CSTE_19 o o
suficiente suficiente
. . Sin material Sin material
CSTE_10 Negativo Negativo CSTE_20 . .
suficiente suficiente

8.4 Analisis de supervivencia

8.4.1 Variables patogénicas

Se analizo la supervivencia con todas las variables patogénicas encontradas en el analisis.
Se encontré que Unicamente la mutacién de FAT1 tiene impacto en la supervivencia global en el
andlisis multivariado RR 73.2 (1.4 — 3,602) p=0.031, mientras que para el andlisis de Kapplan Meier,

se encontré solo una tendencia (p=0.290). La presencia de esta variante patogénica se asoci6 a 8.3

50



meses (IC 95% 0 — 17.1) vs. 18.3 meses (IC 95% 14 — 22.7) (figura 13). Para supervivencia libre de
enfermedad, la Unica mutacion que mostré una tendencia fue FBXW7 RR 30.7 (0 — 90.2) (p=0.574).

Para el resto de las variantes, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)

o tendencias claras (tabla 14).

Funciones de supervivencia

0.8

Supervivencia acumulada

FAT1
_IND
L 8§
=NO-censurado
+—Si-censurado
+ T,
B 4
p=0.290
T T T T T
a0 100 150 200 250 300
Meses

Figura 13. Supervivencia global (Kapplan Meier) en relacion con la variante patogénica FAT1.
Se observan curvas separadas; sin embargo, la p resulté no significativa.

GEN

TP53

NOTCH1

FAT1

Tabla 14. Anédlisis de supervivencia (Kapplan Meier y regresion de Cox)
para supervivencia global y libre de enfermedad de variantes patogénicas

SUPERVIVENCIA GLOBAL (SG)

MEDIANA
MESES
(IC 95%)

Ausente 18.5
(13-24)
Presente 16.8
(10.6-22.9)
Ausente 17.8
(12.9-22.7)
Presente 12.1
(10.6-15.7)
Ausente 18.3
(14-22.7)
Presente 8.3
(0-17.1)

0.630

0.924

0.290

++

REGRESION
DE COX
(IC 95%)

RR 0.05 (0.05—

6.4) p=0.656

RR 0.006 (NA)
p=0.698

RR 73.2 (1.4
3,602) p=0.031

*k
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SUPERVIVENCIA LIBRE DE ENFERMEDAD (SLE)

GEN

TP53

NOTCH1

FAT1

MEDIANA
MESES
(IC 95%)

NA

Ausente 2.5
(NA)
Presente 6.6
(0-13.8)

NA

REGRESION
P DE COX
(IC 95%)

NA

RR 0 (NA)
p=0.438

0.157

NA



PTPRK

BIRC6

DDX3X

EPHA2

FBXW7

KMT2C

KMT2D

(MLL2,
MLL4)

NIN

NXF1

RASA1

SMARCA4

Ausente 17.4
(12.9-21.8)
Presente 18.4
(0-29.7)
Ausente 17.7
(13.4-22)
Presente 14.9
(0.2-29.5)

NA

NA
Ausente 17.6
(13-22.2)
Presente 14.6
(9 -20.3)
NA
Ausente 17.4
(12.9-21.8)
Presente 18
(7.7-28.3)
Ausente 17.7
(13.4-22)
Presente 15
(0.6-29.4)
Ausente 17.4
(12.9-21.8)
Presente 18
(7.7-28.3)
Ausente 17.9
(13.4-22.3)
Presente 8.3
(7.1-15.8)
NA

NA (No Alcanzado)
RR (Riesgo relativo)

++ las p mas cercana a <0.05

** P <0.05

8.4.2 Firmas mutacionales

RR 0.001 (NA)

0.727
p=0.905
0.727 NA
RR 0 (NA)
p=0.988
NA
RR 0.004 (NA)
0.981
p=0.759
NA
0.981 NA
0.790 NA
0.981 NA
RR 0.04
0.774 (0.001-3.9)
p=0.176
NA

PTPRK

BIRC6

DDX3X

EPHA2

FBXW7

KMT2C

KMT2D

(MLL2,
MLL4)

NIN

NXF1

RASA1

SMARCA4

NA

NA

NA

NA
Ausente 6.4
(0-14)
Presente
2.9 (2.9-10)
NA
Ausente 6.4
(0-14)
Presente 2.9
(NA)

NA

Ausente 6.4
(0-14)
Presente 2.9
(NA)

NA

NA

0.808

++

0.808

0.808

NA

NA

NA

NA
RR 30.78 (0-
90.20)
p=0.547

++

NA

NA

NA

NA

NA

NA

Enrelacién con el analisis de sobrevida, de acuerdo con las firmas mutacionales encontradas

a partir del analisis de secuenciacion, se observé que la presencia de la firma SBS 10 se asocio a

una menor supervivencia global de 2.9 meses (IC NA) comparada con su ausencia, que resulta en

18.5 meses (14.3-22.6) p=0.004. En el mismo sentido, la firma SBS 19 se asocié a una menor

supervivencia global de 1.5 meses (IC NA) comparada con su ausencia, que alcanza los 18.6 meses
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(14.5-22.6) p=<0.001. En ambas firmas no se encontraron diferencias en el andlisis multivariado. En

el resto de firmas y sus agrupaciones por grupos no se encontraron diferencias estadisticas

significativas y tampoco tendencias (tabla 15).

FIRMA

SBS1

SBS2

SBS3

SBS4

SBS5

SBS6

SBS7

SBS9

SBS10

SBS12

SBS13

Tabla 15. Andlisis de supervivencia (Kapplan Meier y regresién de Cox)
para supervivencia global y libre de enfermedad de firmas mutacionales

SUPERVIVENCIA GLOBAL (SG)

MEDIANA MESES
(IC 95%)

NA
Ausente 17.4
(12.6-22.1)
Presente 17.8
(9.5-26.1)
Ausente 17 (10.7-
23.3)
Presente 15.2
(11.2-19.2)

NA

Ausente 19 (14.3-
23.6)
Presente 11.7 (5.9
-17.5)
Ausente 17.5
(12.7-22.2)
Presente 14.1 (7.4
-20.9)
Ausente 16.8
(11.8-21.9)
Presente 16.3 (0-
33.1)

NA

Ausente 18.5
(14.3 - 22.6)
Presente 2.9 (NA)
NA
Ausente 13 (7.7 —
18.2)
Presente 19.1
(14.1-24.2)

0.972

0.793

0.385

0.842

0.655

0.004

++

0.405

REGRESION
DE COX
(IC 95%)

NA

RR 0.08 (0.004-
1.8) p=0.119

RR 0.1 (0.008-
1.4) p=0.097

RR 0.3 (0.001-
169.7) p=0.734

RR 2.4 (0.3—

18.6) p=0.374

RR 0.6 (0.06-
5.8) p=0.683

RR 0.09 (0.003

- 2.5) p=0.160

RR 0.1 (0 -
2,161) p=0.663

NA

NA

RR 1.5 (0.19 —
12.1) p=0.694
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SUPERVIVENCIA LIBRE DE ENFERMEDAD (SLE)

FIRMA

SBS1

SBS2

SBS3

SBS4

SBS5

SBS6

SBS7

SBS9

SBS10

SBS12

SBS13

MEDIANA
MESES
(IC 95%)

NA

NA

NA

NA

NA

NA

Ausente 2.7 (2.2 —
3.1)
Presente 10.3
(NA)

NA

NA

Ausente 6.6 (0 —
13.8)
Presente 2.5 (NA)

REGRESION
P DE COX
(IC 95%)
NA

0.157 NA

RR 66.6 (NA)
P=0.607

NA

NA

NA

RR 0.03 (0 —
2,243)
p=0.547

0.225

NA

NA

NA

RR 66.6 (NA)
p=0.607

0.157



SBS15

SBS16

SBS17

SBS19

SBS20

SBS21

SBS22

SBS24

SBS27

SBS29

SBS30

GRUPO

GRUPO

GRUPO

Ausente 17.9 (13.1
—22.7))
Presente 13.5 (8.4
—18.6)

NA

NA

Ausente 18.6
(14.5 - 22.6)
Presente 1.5 (NA)
Ausente 18.1 (13.8
—22.4)
Presente 13.3 (0 —
28.6)

NA

NA
Ausente 17 (12.3 —
21.7)
Presente 19.8 (11
- 28.6)

NA
Ausente 17.3 (12.6
-22)
Presente 16.3
(NA)
Ausente 17.4 (12.8
-22)
Presente 18.1 (7 —
29.1)

0.725

<0.001

++

0.602

0.546

0.712

0.786

RR 2.5 (0.24-
SBS15
27.11) p=0.433
RR 0.2 (0.002 —
SBS16
45.3) p=0.638
RR 0 (NA)
SBS17
p=0.366
NA SBS19
RR 0.8 (0 —
SBS20
7,649) p=0.975
RR 3 (.001 —
SBS21
169.7) p=0.734
NA SBS22
RR1(0-
SBS24
4,500) p=1
NA SBS27
RR 0.6 (0.4-9.9)
SBS29
p=0.757
NA SBS30

Ausente 6.6 (0 —
13.8)
Presente 2.5 (NA)

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA
Ausente 2.7 (2.2 —
3.1)
Presente 10.3
(NA)

NA

Supervivencia global y libre de enfermedad de acuerdo con

NA

Ausente 18.2 (11.9
—24.6)
Presente 16.3 (5.7
—-27)
Ausente 18.4
(13.5-23.3)
Presente 16.3 (8.7
-23.8)

NA (No Alcanzado)
RR (Riesgo relativo)

++p <0.05

0.652

0.709

RR 0 (NA) GRUPO
p=0.990 1
RR0.9(0.2-4) GRUPO
p=0.956 2

GRUPO
NA 5
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el agrupamiento de los pacientes por firmas mutacionales

NA

NA

NA

0.157

0.225

RR 66.6 (NA)
p=0.607

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

RR 0.03 (NA)
p=0.547

NA

NA

NA

NA



8.4.3 Carga tumoral

De acuerdo con el analisis de supervivencia y carga tumoral, se encontré una tendencia a
mayor supervivencia global de 18.3 meses (IC 95% 12.7 — 23.8) en los pacientes con carga tumoral
alta, comparado con los pacientes con carga tumoral baja de 16.6 meses (IC 95% 10.3 - 22.9)
(p=0.715) (figura 14A). En cuanto a la supervivencia libre de enfermedad, en el grupo de carga
tumoral alta se determinaron 6.4 meses (IC 95% 0 - 14) y para el grupo de carga tumoral baja, de
2.9 meses (IC 95% NA) (p=0.808) (figura 14B). En el analisis multivariado se encontr6 una tendencia
de menor supervivencia global en el grupo de baja carga RR 1.29 (IC 95% 0.3 — 5.1) (p=0.716) asi
como mayor recurrencia RR 1.41 (IC 95% 0.08 — 23.5) (p=0.808) (tabla 16).
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Figura 14. Andlisis de supervivencia global y libre de enfermedad de acuerdo con la carga tumoral. A)
Supervivencia global por carga tumoral (no significativo las curvas no se separan de forma evidente). B)
Supervivencia libre de enfermedad por carga tumoral (debido a los pocos casos de recurrencia no se observa
en el gréafico la separacion de las curvas de forma adecuada)

Tabla 16. Andlisis multivariado de Cox, para supervivencia global
y libre de enfermedad en los grupos de carga tumoral

SUPERVIVENCIA LIBRE DE ENFERMEDAD (SLE)
SUPERVIVENCIA GLOBAL (SG)

) GRUPO
GRUPODE = REGRESION DE .
DE REGRESION DE COX
CARGA cox P P
CARGA (IC 95%)
TUMORAL (IC 95%)
TUMORAL
BAJA RR 1.29 (0.3 -5.1) 0.716 BAJA RR 1.41 (0.08 — 23.5) 0.809
ALTA NA NA ALTA NA NA

NA (No Alcanzado)
RR (Riesgo Relativo)
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8.4.4 Factores de riesgo

En cuanto a la determinacion de la supervivencia asociada a los diferentes factores de riesgo

para cancer bucal, no se encontraron diferencias significativas (p>0.05) entre los pacientes con

habito tabaquico, alcoholismo, ni en la presencia de VPH o de VEB (tabla 17).

Tabla 17. Andlisis de supervivencia (Kapplan Meier y regresién de Cox)
para supervivencia global y libre de enfermedad de factores de riesgo

SUPERVIVENCIA GLOBAL (SG)

SUPERVIVENCIA LIBRE DE ENFERMEDAD (SLE)

MEDIAN REGRESION MEDIANA REGRESION
FACTOR DE FACTOR DE
A MESES P DE COX MESES P DE COX
RIESGO RIESGO
(IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
Ausente
17.5 (8.8- Ausente 2.5
26.1) RR 0.8 (0.15- (2.5-2.5)
TABAQUISMO 0.959 TABAQUISMO 0.157 NA
Presente 4.8) P=0.866 Presente 6.6
16.3 (0-13.8)
(11.2-18)
Ausente
Ausente
194
10.3 (10.3-
(12.9-26) = 0.542 RR 1.6 (0.28- RR 30.7 (0-
ALCOHOLISMO ALCOHOLISMO 10.3) 0.225
Presente ++ 9.4) P=0.580++ 21.2) P=0.547
Presente 2.5
16.3
(2.2-3.1)
(11.6-22)
Ausente
18.5 Ausente 6.6
(12.9-24) RR 1.1 (0.31- (0-13.8) RR 0.1 (0-
VEB 0.868 VEB 0.157
Presente 3.8) P=0.879 Presente 2.5 13.7) P=0.607
16.3 (4.1- (2.5-2.5)
28.6)
RR 0.9 (0.22-
VPH NA 0.638 VPH NA NA NA
4.1) P=0.954
NA (No Alcanzado)
RR (Riesgo Relativo)
++ las p mas cercana a <0.05
9. DISCUSION

El cancer bucal de células escamosas en México representa el 2% de las neoplasias
malignas. Sin embargo, el 70% de los pacientes se diagnostica en etapas localmente avanzadas, lo
cual dificulta el tratamiento y reduce la supervivencia a 5 afios hasta en un 50%. Por ello es necesario
caracterizar e identificar nuevos marcadores moleculares que optimicen el diagnéstico temprano,
prondstico y tratamiento de esta enfermedad. Por esta razén, en este trabajo se analizaron muestras

de carcinoma bucal proveniente de tejido tumoral fresco, a las cuales se les realizé secuenciacién
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del exoma para determinar las variables patogénicas, las firmas mutacionales y la carga tumoral de
los pacientes, a fin de analizar si dichas alteraciones podrian estar asociadas con la supervivencia.

Los datos demogréficos de la muestra que se estudiaron coinciden con los resultados
publicados en la literatura (1). Una de las caracteristicas que se destaca en este estudio, es el
porcentaje de desnutricion (IMC menor de 18), el cual alcanza un 35%. Todos los casos se
presentaron en etapas avanzadas; la AJCC, en su Ultima edicién, lo considera como un factor
prondstico con evidencia nivel 3, por lo que se sugiere investigar mas esta asociacidn en estudios
futuros. La desnutricion en los pacientes podria deberse a los sintomas que provoca el tumor,
especificamente, en las etapas clinicas avanzadas (trismus, dolor, etc.), lo que dificulta la deglucion
e induce la presencia de mediadores de inflamacién que generan anorexia.

En cuanto a la estadificacion, de acuerdo con la AJCC, comparando con diversos estudios
previos (25-33), se reportaron mas subsitios afectados, debido a que se tiene un caso de piso de
boca y otro mas de trigono retromandibular. Por otra parte, la lengua movil fue el substio mas
comunmente afectado (45% de los casos), tal como se ha reportado previamente (25-33). Los
principales factores prondsticos en este cancer son la etapa clinica y la afectaciéon ganglionar, a
diferencia de los estudios de secuenciacion consultados (25-33), en los que no se especifica la etapa
clinica. En este trabajo se reporta desde céncer in situ (etapa clinica 0) hasta la etapa localmente
avanzada irresecable 1Vb.

En México, el cancer bucal se diagnostica de forma tardia (17), lo cual también se observé
en este estudio, en el que la gran mayoria (85%) se encontraron en etapa avanzada (lll, IVay IVb),
lo cual repercute en el prondstico y en la calidad de vida. Es relevante mencionar que no se tuvo
ninguna muestra de etapa IVc (metastasis a distancia). Por otro lado, el 45% de los pacientes
presenté afeccion ganglionar, lo que explica, en parte, las diferencias encontradas en el prondstico,
especificamente, la baja supervivencia global (10.6 meses) y la corta supervivencia libre de
enfermedad (2.7 meses) en los casos avanzados.

De los criterios histopatoldgicos, destaca la media de profundidad de invasién encontrada,
que es de 7.3mm. Esto es importante, ya que se sabe que una profundidad de invasién de més de
4mm se asocia a mayor riesgo de metastasis ganglionares (1), y este resultado concuerda con el
alto porcentaje de afeccién ganglionar observado (45%).

Por otro lado, respecto a los desenlaces oncolégicos, la recurrencia, la persistencia y la
progresion coinciden con la literatura (15, 18 y 24% respectivamente) e indican un comportamiento
agresivo de la enfermedad (1). La supervivencia global en las etapas tempranas es del 100% con un
solo caso de recurrencia a los 10.3 meses, presentado en una paciente que tenia un DOl de 9mm y
un patréon de dispersién agresivo, y que no recibié adyuvancia con radioterapia (se encuentra viva y
libre de enfermedad al momento).

Si bien el seguimiento de la mayoria de los pacientes alcanza mas de un afio, también se
encuentran dos pacientes en los que el seguimiento no superé los dos meses, lo cual puede

atribuirse al estado avanzado de la enfermedad, que no les permitié iniciar un tratamiento oncolégico.
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Incluso, uno de estos dos pacientes tuvo un ECOG de 3, que representa un pobre estado funcional,
lo cual pone en contexto la importancia del diagnéstico temprano de esta enfermedad.

En el presente trabajo no se observo asociacion entre la supervivencia y los principales
factores de riesgo, especificamente, en relacion con el consumo de tabaco, a pesar de que un
porcentaje elevado (75%) de pacientes tiene antecedentes de tabaquismo; de los cuales, en la mitad,
el consumo ha sido durante mas de 10 afios, lo que representa una exposicién prolongada a diversos
carcinogénicos. Los estudios en diferentes poblaciones han reportado desde un 30% de tabaquismo
hasta un 96% en el caso de los caucasicos, los cuales no se asociaron a supervivencia (25-33).
Adicionalmente, la poblacion estudiada no consume nuez de areca o de betel, las cuales han sido
consideradas como uno de los principales factores de riesgo para este tipo de neoplasia en Oriente
(1, 33). Por otra parte, méas de la mitad de los pacientes presentaron antecedentes de ingesta de
alcohol (65%), de los cuales la mayoria fueron catalogados con un consumo moderado con mas de
5 UB a la semana; solamente un estudio reporté un porcentaje mayor (89%) (32). A pesar de tener
un efecto carcinogénico directo y también sinérgico con el tabaco (1, 8-15), no se encontré asociado
al pronéstico en este estudio.

La prevalencia del VPH (5%) y la falta de asociacion con la supervivencia en cavidad bucal
coinciden con la literatura (7, 10, 16-18). El caso corresponde a una femenina de 54 afios con cancer
localizado en la lengua y etapa clinica I, la cual se encuentra viva al momento. En cuanto a la
prevalencia de VEB, es inferior a la reportada (35 Vs 45%) (18-19); asi mismo, no se encontré que
esté asociado a supervivencia.

En la blsqueda de describir las variantes patogénicas presentes en el cancer bucal, se
identific6 a P53 como el principal gen mutado en la mitad de los pacientes, lo cual coincide con la
segunda via de sefializacion mas afectada que se encontré en este analisis. Este porcentaje es
similar a lo descrito en poblaciones asiaticas (35-62%), pero menor comparado con poblaciones
caucésicas, en las cuales es de hasta 80% (25-33). Si bien se sabe que P53 es un gen que controla
diversos procesos celulares relacionados a la carcinogénesis (20-22), de acuerdo con el andlisis de
supervivencia, su alteracion no tiene impacto ni en la supervivencia global ni en la libre de
enfermedad, por lo que probablemente el impacto de P53 en el cancer bucal esté mas asociado a la
iniciacion y promocioén de la neoplasia.

En este estudio, los genes NOTCH1, RASA1 y CAPS8, que codifican proteinas de tipo factor
de crecimiento epitelial, intervienen en el control del crecimiento y diferenciacion celular mediada por
RAS vy la apoptosis, respectivamente (34). Se encontraron mutados en frecuencias similares a lo
reportado en estudios caucasicos, asiaticos, arabes e indios (25-33); sin embargo, no se encontré
correlacién con la supervivencia. En contraste, genes como EPHA2, KMT2D, FBXW7 y CDKN2A se
reportaron como frecuentemente mutados (25-33), en el presente estudio representaron solo 11%
para EPHA2 y el 5% para los genes restantes; ninguno de estos mostré tener impacto en la
supervivencia. Es importante destacar que no se encontré6 mutacion en el gen PIK3CA, el cual se

encuentra frecuentemente reportado en cancer bucal en diferentes estudios (25-33).
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Por otra parte, dentro de los genes que se encontraron frecuentemente mutados en la
muestra (>11%), y que no han sido reportados en estudios previos de cancer bucal, se encuentran
PTPRK (inhibicion de la proliferacion de queratinocitos), BIRC6 (inhibicion de apoptosis), DDX3X
(regulacion de la transcripcion), KMT2C (familia leucemia mieloide/linfoide, metilacion de histonas y
coactivacion transcripcional), NIN (funcion en microtibulos de las células epiteliales), NXF1
(exportaciéon del RNA nuclear) y SMARCA4 (regulacién de la transcripcion por medio de
remodelacion de la cromatina asociado a BRC1 y el sindrome de tumor rabdoide 2). La mayoria de
estos genes, a excepcion de KMT2C y SMARCA4, no han sido reportados en otros tipos de cancer
(34).

Contrariamente, genes que se sabe que participan directamente en el proceso carcinogénico
a través de vias de proliferacion celular, inhibicion de apoptosis, etc., como son APC, CHEK2,
CREBBP, PPM1D, MAPK1 PPM1D, STAT3, TGFBR2, se encontraron mutados solamente en 5%
de los pacientes. Esto podria deberse a la participacién de dichos genes en las etapas tempranas
del desarrollo de cancer, y a que la mayoria de los pacientes de este trabajo se encuentran en etapas
avanzadas de la enfermedad, por lo que el perfil genético podria ser distinto al estudiado al inicio de
dicha patologia.

Los resultados obtenidos sugieren que existen importantes diferencias moleculares en los
tumores de pacientes mexicanos comparado con series de pacientes estudiadas en distintas
poblaciones, los cuales deberan estudiarse mas a fondo. No obstante, las diferencias encontradas
también podrian atribuirse al disefio de estudio, asi como al nimero de muestras incluidas, por lo
que sera importante llevar a cabo este tipo de analisis a partir de un nimero mayor de pacientes.

Un hallazgo importante fue la asociacion entre la variante patogénica FAT1 y el acortamiento
en la supervivencia global de los pacientes, a pesar de que este gen se encontrd en tasas menores
(21%), en comparacion con los diferentes estudios caucasicos y asiaticos que lo han reportado (25-
33%). Especificamente, de los 4 pacientes que presentaron esta mutacion, 3 fallecieron y todos
presentaron una etapa clinica avanzada, lo que sugiere que este gen, el cual es un supresor tumoral
(34), podria estar involucrado en la progresién de la enfermedad. De hecho, coincide con la via de
sefializacion més frecuentemente alterada en este analisis, que es la via Wnt/Bcatenina, en la que
FAT1 puede participar y mediar procesos de proliferacion, asi como la pérdida de adhesién celular
por su interaccion con beta-catenina (34); y a su vez, correlaciona con el proceso molecular mas
alterado en este analisis, que es el de unién celular (binding). En cuanto a tratamientos novedosos
que actien en la via Wnt al momento no hay ninguno aprobado, sin embargo, hay tratamientos
experimentales, 18 estudios clinicos fase 1 y 3 fase dos, en los que se tratan tumores diversos, solo
uno incluye tumores de cabeza y cuello. (56) En relacion con la supervivencia libre de enfermedad,
solamente se encontr6 una tendencia a mayor recurrencia en presencia de FBXW?7, que esta

involucrado en la ubiquitinacion dependiente de la fosforilacién actuando en la ciclina E; se ha visto
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afectado en cancer de mama y ovario (34). Sin embargo, seria importante incrementar el tamafio de
la muestra para observar si la tendencia logra significancia estadistica.

Otras de las vias de sefializaciobn que se encontraron alteradas en este trabajo son la
angiogénesis, el receptor del EGF, la apoptosis, asi como el factor de crecimiento beta y el factor de
crecimiento derivado de las plaquetas, que pueden relacionarse con los estados mas avanzados de
la enfermedad determinados en esta muestra de estudio.

Diversos trabajos que estudian tumores de cabeza y cuello han reportado la presencia de
firmas mutacionales especificas SBS1, 2, 3, 4, 5, 7, 13 y 18. En relacion con los tumores de cavidad
bucal, se conocen las firmas SBS 4 y 5 (35). En este andlisis se encontraron representadas todas
las firmas descritas previamente para el cancer de cabeza y cuello, asi como las firmas SBS 12, 16,
17, 19y 27 que no estan descritas para esta neoplasia. A pesar de esto, ninguna firma correlacioné
con el pronéstico de la enfermedad.

En este contexto, se determind que el 90% de las muestras presentd la firma SBS1
relacionada con envejecimiento, como era esperado, debido a que esta firma se encuentra presente
en practicamente todos los tumores de la edad adulta (35). En el 60% de la muestra se encontré la
firma SBS 13, que junto con SBS 2 —Ila cual también esta representada en un 25%—, se relacionan
con la actividad de APOBEC debido a inflamacion; pero que también destacan por ser firmas
relacionadas con la presencia de VEB, especificamente en cancer géstrico (18, 19 y 56). La mayoria
de los pacientes con firma APOBEC tienen infeccion por VEB (4 pacientes), lo que sugiere que VEB
podria estar involucrado en la carcinogénesis de estos tumores, a pesar de que su presencia no
mostré diferencias en cuanto al prondéstico. (57)

El tabaquismo es otro de los factores de riesgo presentes en esta poblacion, ya que el 75%
de los pacientes fueron o son fumadores recurrentes. En relacién con las firmas de tabaquismo, se
encontré que el 30% de los pacientes tiene la firma SBS 5; el 15%, la firma SBS 29; y un 10%, la
firma SBS 4, la cual se esperaba encontrar mas representada, por ser una firma altamente reportada
en el cancer bucal (35), y esto pudiera atribuirse a la presencia de otros factores de riesgo (VEB).

Por otra parte, se encontraron distintas firmas relacionadas con los defectos de la reparacion
del DNA. Especificamente, la firma SBS 3 se presenté en la mitad de la muestra (55%) y esta
asociada con la reparacion defectuosa del DNA mediado por los genes BRCA1y 2 (35). De manera
mas representada, se encontraron las firmas con afectacion en la via mismatch repair (MMR), que
son SBS 6 (30%), SBS 15 (20%), SBS 20 (10%) y SBS 21 (10%); adicionalmente, la firma SBS 30
(15%), relacionada a la reparacion deficiente por escisién de bases y mutacion en NTHL1. Cabe
mencionar que no se encontraron mutaciones en los genes conductores de estas vias de reparacion,
las cuales podrian estudiarse en el cancer bucal.

Otras firmas que se encontraron, pero que no tienen relaciéon con los factores de riesgo
estudiados son las siguientes: SBS 7 (30%), relacionada con exposicion a luz ultravioleta; SBS 24
(20%), con las aflatoxinas; SBS 9 (5%), asociada con actividad de polimerasa; SBS 10 (5%),
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mutacién POLE, la cual no se encontrd; y SBS 22 (5%), por exposicion a acido aristoloquico de
plantas.

Finalmente, otro de los aspectos a resaltar en este estudio es el andlisis de la carga
mutacional, en el que, si bien no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas, se observd
una tendencia a una mejor supervivencia y menor recurrencia en el grupo de carga tumoral alta. En
una revision reciente de 1,662 muestras de multiples tipos de cancer, incluyendo cabezay cuello del
Memorial Sloan Kettering Cancer Center, demostraron que la carga mutacional alta tiene afectacion
de la via MMR (como se demostré en las firmas mutacionales encontradas en las muestras) y este
grupo produce mayor numero de neoantigenos tumorales que son expuestos a las células
presentadoras de antigenos, que facilitan el reconocimiento inmunolégico como extrafios y, con esto,
el desarrollo de una respuesta inmunitaria antitumoral; lo que explicaria el mejor prondstico de estos
pacientes. (47) En cuento a la via MMR actualmente est4 aprobado el tratamiento con
Pembrolizumab en pacientes con cancer colorectal que presenten mutaciones en esta via ya que ha
demostrado mejorar el prondstico en tumores recurrentes y metastasicos; por lo que una via de
investigacién en los canceres de cavidad bucal podria incluir este farmaco (58).

Cada muestra estudiada de diferentes poblaciones tiene un perfil molecular diferente y el
perfil de pacientes mexicanos no es la excepcion. Es importante sefalar que, como limitantes de
este estudio, para poder tener resultados contundentes en cuanto a las asociaciones con la
supervivencia, se encuentran, en primer lugar, el tamafio de muestra, el cual debe incrementarse,
pese a que se alcanzé significancia estadistica en algunos analisis y se observaron tendencias.

Otro de los aspectos a considerar es la obtencion de mas muestras de etapas tempranas. Si
bien se trabajé con 3 pacientes de etapas iniciales, incrementar el nimero de muestras de cancer in
situ en etapas | y Il, permitiria distinguir los procesos moleculares a lo largo de la carcinogénesis. Sin
embargo, es un aspecto dificil a nivel clinico, ya que la mayoria de los pacientes en México llegan
en etapas avanzadas, principalmente en el INCan. Finalmente, el seguimiento de la poblacién de
estudio es otro de los aportes que deben ser considerados con la finalidad de tener precisién en
cuanto a los indices de recurrencia, la supervivencia libre de enfermedad, la calidad de vida, etc.

Los datos obtenidos en este trabajo aportan evidencia de las diferencias que pueden existir
en el perfil molecular de los pacientes de una poblacién especifica. Por lo tanto, es necesario realizar
mas estudios que permitan consolidar los hallazgos de este estudio, con la finalidad de encontrar
marcadores moleculares que tengan una utilidad clinica en el diagndstico, tratamiento o prondstico.
Ademads, apoyan fuertemente la importancia de continuar con la linea de investigacion en diferentes
areas como son el andlisis de factores de riesgo con atencién especial en VEB y factores que
producen inflamacion en la cavidad oral, nuevos tratamientos dirigidos a las vias afectadas (via Wnt,

P53, MMR y APOBEC) y biomarcadores para el prondstico (carga tumoral).
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10. CONCLUSIONES

1. Este estudio representa la primera secuenciacion de una muestra de pacientes
mexicanos Yy latina. Es el primero que incorpora otros subsitios anatémicos y reporta las etapas
clinicas (excepto metastasica).

2. Los factores de riesgo conocidos para cancer bucal, especificamente tabaco y alcohol,
no son un mecanismo asociado a la supervivencia de los pacientes con cancer bucal.

3. Se detecto la presencia de VPH en 5% de la poblacién y de un 35% de infeccién por VEB.
Sin embargo, ninguno de los dos patdégenos se asocio con el prondstico.

4. Se encontraron diferencias en cuanto a los genes mutados previamente, reportados en
estudios de otras poblaciones. Las mas importantes fueron el porcentaje menor de afeccion de los
genes como P53 (47%), CDKN2A y CASP8 y la ausencia de mutaciones en PIK3CA.

5. Se determinaron variantes patogénicas como PTPRK, BIRC6, DDX3X, KMT2C, NIN,
NXF1, SMARCA4, ABCB1, ADGRB1, APC, ARHGAP35, ARHGEF10L, ARID1A, ATRX, BMPR2,
CASP8, CDKN2A, CEBPA, CHEK2, CUP1, CREBBP, DCC, DOT1L, EFTUD2, EML4, EPHAS,
FANCA, FAS, FAT4, FLT3, GRIN2A, HGF, HNF1A, KEAP1, KMT2A, KMT2B, LATS1, LPAR4,
MAML2, MAPK1, MYH11, NCOR1, NCOR2, NIPBL1, NTRK1, NTRK3, PBRM1, PML, PPP3CA,
PPP6C, PREX2, PRF1l, RASA2, RBM15, RGPD3, RNF213, RPS6KA3, SETBP1, SETD2,
SMARCA1, SPEN, STAT3, STK11, TBX3, TET1, TNC, TRIM33, U2AF2, USP8, WNK2, ZFX y
ZNF521, que no han sido reportadas en otras poblaciones.

6. Las vias que estan afectadas en la mayoria de los pacientes son la via de sefializacion
Whnt/Bcatenina y la via P53, que coinciden con las funciones de los genes FAT1 y P53
respectivamente y que se encuentran mutados.

7. Existe una asociacion entre la mutacion de FAT1 y una menor sobrevida global.

8. Las firmas mutacionales encontradas son principalmente las vias asociadas a
envejecimiento (SBS1), via de inflamacion via APOBEC (SBS 13y 2), tabaquismo (SBS 5,4y 29) y
MMR (SBS 6, 15, 20 y 21).

9. La mayoria de los pacientes que presentan las firmas relacionadas a APOBEC presentan
infeccién por VEB.

10. Se encontré una tendencia a mejor supervivencia global y libre de enfermedad en
pacientes con carga tumoral alta.
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11. APORTACIONES

¢ Se evidencia que una muestra de pacientes con carcinoma de cavidad bucal en poblacion
mexicana, tiene un perfil mutacional diferente al reportado para otros grupos de pacientes en el
mundo.

e Permite continuar la linea de investigacion en las siguientes areas: factores de riesgo,

diagnostico, tratamiento dirigido y factores prondsticos.

12. PERSPECTIVAS

Con los resultados descritos, surgen nuevas incognitas. A continuaciéon, se enumeran

algunos puntos que seria conveniente tomar en cuenta para la realizacion de futuros estudios:

a) Aumentar el tamafio de muestra a un minimo de 30 (por teorema de limite central), asi
mismo se requiere aumentar el seguimiento para realizar la validacion de los resultados obtenidos.

b) Incluir mas subsitios afectados (mucosa oral y paladar duro).

¢) Incluir pacientes en etapa clinica IVc (metastasis a distancia) y aumentar los casos en
etapas tempranas.

d) Analizar en las firmas mutacionales las inserciones—deleciones y sustituciones dobles.

e) Investigacién sobre factores de riesgo no descritos como infeccion por VEB, infecciones
periodontales, uso de protesis dentales y factores que provoquen inflamacion.

f) Investigacion de nuevos tratamientos sistémicos que actien sobre las vias afectadas por
los genes mutados encontrados (via Wnt, P53, MMR y APOBEC). Como se describié en la seccion
de discusion la Unica via que tiene un medicamento aprobado con impacto en la supervivencia es
para la via MMR y el uso de Pembrolizumab (en pacientes con cancer colorectal con tumores
recurrentes y metastasicos). (55, 57)

0) Investigaciéon y validacion de biomarcadores que ayuden al prondstico y a elegir un

tratamiento adyuvante (carga mutacional, mutaciones en FAT1, firmas mutacionales)
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