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1. Resumen

Introduccion: Los trastornos orales potencialmente malignos (TOPM) se
definen como presentaciones clinicas que conllevan un riesgo de desarrollo
de cancer en la cavidad oral. Curiosamente, no todos los TOPM se convierten
en cancer oral, y algunos canceres orales se desarrollan de novo. Objetivo:
Determinar cuales son los genes mas relevantes del proceso de
transformacioén maligna oral a través de un estudio
bioinformatico. Metodologia: El perfil de expresion génico fue obtenido de la
hoja de datos GSE46802 para analisis de displasias, carcinomas in situ (CIS)
y carcinomas de células escamosas orales (COCE). Su analisis fue por
GEOZ2R enriqueciendo los genes 1>FC por medio del software DAVID para
GO y KEGG. La interaccién proteina-proteina fue determinada por medio de
String, Cytoscape y la aplicacion MCODE. Determinando su relacion con
supervivencia con analisis Kaplan-Meier y GEPIA seleccionado los genes
p<0.05, confirmando su relacion con procesos oncogénicos por Metascape.
Resultados y discusiéon: En el proceso de transformaciéon a displasia los
candidatos observados tuvieron una fuerte relacion con proceso de motilidad
celular (MYH11, MYL2 y TCAP). Los genes relacionados (n=17) con el proceso
de transformacion a CIS se relacionaron con funciones de adhesién celular y
activacion del ciclo celular. En el COCE, el numero de genes
metodoldgicamente significativos disminuyo (n=5) coincidiendo unicamente
AURKA con Ilo observado en CIS. Conclusiones: Los métodos
bioinformaticos empleados para determinar el proceso de transformacion
maligna puede ser una herramienta util. La transformaciéon maligna es un
recambio funcional, donde se observan cambios en la actividad proliferativa,

motilidad celular e inestabilidad gendmica.

Palabras clave: Bioinformatica, Displasias, CIS, COCE, AURKA
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2. Introduccion

Los trastornos orales potencialmente malignos (TOPM) se definen como
presentaciones clinicas que conllevan un riesgo de desarrollo de cancer en la
cavidad oral. Ya sea una lesion precursora clinicamente definible o en una
mucosa clinicamente normal, que puede preceder al diagndstico de COCE.
El cancer oral, es una enfermedad neoplasica de origen epitelial, al cual se le
asocia una etiologia multifactorial como factores genéticos, epigenéticos,
habituales como el consumo de tabaco, nuez de areca, cigarro, alcohol,
microbianos y virales, los cuales suelen variar en regiones geograficas o
grupos étnicos.

El cancer mas comun en boca es el carcinoma oral de células escamosas
(COCE) que representa el 90% de todos los canceres de la cavidad oral.

La progresion de un TOPM a COCE es un tema de interés e importante
investigacion por el posible impacto que podria tener en el pronéstico de los
pacientes con estas condiciones. Algunas alteraciones morfoldégicas son
altamente susceptibles a malignidad de transformacion. Sin embargo, no
todas las lesiones orales se convierten en cancer oral, y algunos canceres
orales se desarrollan a partir de lesiones no displasicas o pueden o no
desarrollarse a partir de TOPM. Por lo cual el comprender su proceso
patogénico se ha convertido en un tema de investigacion sumamente
importante, el cual puede ser abordado con métodos asistidos
computacionalmente. Los estudios de gendmica y proteémica en TOPM y
COCE generan una gran cantidad de informacidén sobre los biomarcadores
relacionados, por lo cual los estudios de bioinformatica proporcionan métodos
y herramientas para el analisis de estos datos.

La relacion entre la bioinformatica y la oncologia ha llevado al desarrollo de
nuevas herramientas para analizar la epidemiologia, gendémica, poblaciones e

incluso asociacion con supervivencia.
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3. Marco teodrico

3.1 Definicion de carcinoma oral de células escamosas

El carcinoma oral de células escamosas (COCE) Representa el 4% de todos
los canceres del organismo y aproximadamente el 90% de todos los canceres
de la cavidad oral. Es una neoformacion maligna con diferenciacion escamosa
que se origina del epitelio de la mucosa oral. Es mas frecuente entre la quinta
y sexta década de la vida y se asocia frecuentemente a factores de riesgo tales
como el tabaquismo, consumo de alcohol y la masticacion de betel-quid en

regiones del continente asiatico."?

3.2 Epidemiologia del carcinoma oral de células escamosas

El COCE constituye del 92-95 % de todos los canceres orales, es uno de los
canceres humanos mas comunes en boca.? Debido a sus altas tasas de
recurrencia y metastasis, el COCE tiene una alta tasa de mortalidad y un mal
pronostico. En las ultimas décadas, a pesar de los enormes avances en el
diagndstico y tratamientos como la radioterapia y la quimioterapia, la tasa de
supervivencia a los 5 afios no supera el 50%.4 En todo el mundo, la incidencia
de cancer oral es mayor entre los hombres (5,5 casos por 100 000 habitantes

por afo) que entre las mujeres (2,5 casos por 100 000)."

El proyecto GLOBOCAN estim6 377 713 casos nuevos en 2020, con una tasa
de incidencia global estandarizada por edad de 4.8 casos por 100 000
habitantes por afio, una tasa de mortalidad global de 2.3 muertes por 100 000
habitantes por afio, y una prevalencia a 5 afos de 12.3. En México el numero

estimado de casos nuevos en 2020 fue de 1500, con una tasa de incidencia
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bruta y estandarizada por edad por 100.000 de 1.2, una tasa de mortalidad de
0.45 y prevalencia a 5 afos de 3.1 (Fig.1).°

Estimated age-standardized incidence rates (World) in 2020, lip, oral cavity, both sexes, all ages
-—

ASR (World) per 100 000
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Figura 1. indice mundial estandarizada por edad (ASR) de (A) Incidencia y (B)
Mortalidad por 100,000 habitantes por afio, ambos sexos, cancer de labio y

cavidad oral. Formulario reimpreso GLOBOCAN 2020.°
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3.3 Etiologia del carcinoma oral de células escamosas

EL COCE tiene una etiologia multifactorial como factores genéticos,
epigenéticos (idiopaticas o hereditarias), autéctonos y/o exdgenos los cuales
incluyen el consumo de tabaco, ya que el aumento del riesgo es dependiente
de la dosis y el riesgo disminuye después de dejar de fumar.” El consumo de
alcohol interactua sinérgicamente con el tabaquismo, lo que resulta en un
riesgo aditivo. El tabaco sin humo que se usa por via oral ya sea mascando
(tabaco de mascar) o sumergiéndose (rapé) también se considera una causa
del COCE." La nuez de areca y/o el tabaco se pueden mezclar con otras
sustancias (por ejemplo, cal apagada, inflorescencia de betel, condimentos,
agentes edulcorantes y especias) para crear betel quid. La masticacion de

betel-quid aumenta el riesgo de COCE ya sea que se agregue o no tabaco.

El VPH, en particular el tipo 16, es un factor etiolégico reconocido en el cancer
de orofaringe, pero solo se observa en una pequefia minoria (3 %) de los
COCE. La exposicién a la luz solar también se puede considerar como factor
de riesgo para el cancer de labio. La mala o deficiente salud oral ha sido
considerada como un riesgo asociado al cancer oral, pero aun no se ha
demostrado que sea un factor independiente.”? Sin embargo, el 15 % restante
de los canceres orales ocurren sin la presencia de ninguno de estos factores

de riesgo.38

3.4 Localizacion anatomica del carcinoma oral de células

escamosas

El COCE puede afectar cualquier area de la mucosa oral. Los sitios mas
comunes para este tipo de cancer son la lengua, principalmente en la zona
ventral y posterolateral, el piso de la boca y las encias, lo que representa mas

de la mitad de todos los canceres orales (Fig. 2)."7
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Analisis Bioinformatico del Carcinoma Oral de Células Escamosas

La distribucion del sitio varia segun los factores de riesgo predominantes.
Entre muchas poblaciones asiaticas, el COCE afecta mas comunmente a la
mucosa bucal debido a la masticacion de tabaco y betel-quid.” En los paises
desarrollados, casi el 30 % de todos los canceres bucales afectan al labio

inferior y tiene un prondstico mucho mejor que los localizados en otras zonas.'

Figura 2. COCE, en borde lateral de la lengua, lesién nodular,
eritematosa, circunscrita.’

3.5 Caracteristicas clinicas del carcinoma oral de células

escamosas

La presencia de una ulcera indurada con bordes evertidos y en ocasiones
dolorosa es el hallazgo clinico mas frecuente para este padecimiento, y muy
frecuentemente se puede acompanar de adenopatias o afeccién de linfonodos
cervicales. En estadios mas avanzados, el COCE puede presentar tres formas

o apariencias clinicas comunes:?
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e Endofitica: Cuando se forma por una Uulcera irregular con bordes

evertidos.

e Exofitica: Cuando se observa un crecimiento tumoral vegetante,

irregular e indurado a la palpacion.

e Tipo mixto: cuando de observan las dos formas anteriores.?

Cualquier lesion de la cavidad oral que no se resuelva en 2-3 semanas debe

despertar la sospecha del médico tratante.’

Otras variaciones en la presentacion clinica son los cambios en el color del
tejido presentandose como lesiones blancas, eritematosas o mixtas.! Las
lesiones blancas que parecen "benignas" pueden ser displasicas o incluso
malignas en la biopsia y analisis histopatoldgico.? La incidencia de un COCE
o carcinoma in situ en las biopsias de eritroplasia se aproxima al 50%.8 Las
lesiones exofiticas, nodulares, proliferativas o papilomatosas también pueden
ser presentaciones de cancer oral, por lo cual el protocolo de biopsia y analisis
histopatoldgico es necesario (Fig. 3).8 Estas entidades clinicas de leucoplasia,
eritroplasia, asi como fibrosis submucosa y liquen plano, son consideradas
como Trastornos Orales Potencialmente Malignos (TOPM), las cuales
constituyen un problema para la estimacién pronostica de cual de ellas

realmente es un COCE con invasion al tejido conjuntivo.

Con menos frecuencia, el COCE pueden presentarse como una lesion quistica
alrededor de un diente, es decir que imite a un quiste odontogénico.® En estas
ocasiones el alvéolo de extraccidn que no cicatriza (> 6 semanas) por lo cual

se debe sospechar un posible carcinoma.?
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Figura 3. COCE en borde lateral de la lengua, neoformacion,
circunscrito, color similar al tejido adyacente con areas blancas
y eritematosas, bien definido.”

Las neoformaciones pequenas pueden ser asintomaticas, mientras que los
avanzados dan lugar a diversos sintomas y signos como: Dolor o
hipersensibilidad, hemorragia, cambio en la mordida / movimiento mandibular,
movilidad dentaria, mal ajuste de la dentadura, restriccion de la lengua, cambio

de voz, disfagia, disgeusia, paresia o paralisis, diplopia.’?

La mayoria de los tumores intraorales primarios a la palpaciéon revelan
induracion y la posibilidad de sintomas y signos de metastasis cervicales o
distantes, aunque estos deben ser determinados a través de estudios
adicionales.” Se pueden observar segundas neoplasias en el tracto
aerodigestivo en pacientes con COCE durante 3 afios hasta en un 25 % y

hasta en un 40 % de quienes contintan fumando (Fig.4).”
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Figura 4. COCE en la zona posterior de la mucosa
yugal, neoformacion, de aspecto vegetativo, bien
delimitado, color eritematoso similar al tejido
adyacente.”

3.6 Histopatologia y clasificacion del carcinoma oral de células

escamosas

El COCE es una neoplasia epitelial maligna que exhibe diferenciaciéon
escamosa caracterizada por la formacion de queratina y/o la presencia de
puentes intercelulares.’ Los tumores intraorales generalmente se evallan
mediante biopsia quirurgica. El carcinoma se diagnostica cuando se observa
displasia que se extiende por todo el espesor del epitelio, extensién e invasion
del epitelio en la lamina propia subyacente, es decir, invasion a través de la
membrana basal.’

La clasificacion que se presenta a continuacion se basa en el método descrito
originalmente por Broders, que tiene en cuenta una evaluacion subjetiva del
grado de queratinizacion, el pleomorfismo celular y nuclear y la actividad

mitotica.® (Tabla 1) Los grados son:

V.
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Tabla 1. Clasificacion histolégica del COCE.®

Grado 1:
Bien

diferenciado.

Grado 2:
Moderadamente

diferenciado.

Grado 3:
Pobremente
diferenciado.

Las caracteristicas histologicas y citoldgicas se parecen
mucho a las del revestimiento epitelial escamoso de la
mucosa oral. Hay proporciones variables de células
basales y escamosas con puentes intercelulares: la
queratinizacion es una caracteristica destacada: se
observan pocas figuras mitéticas y las mitosis atipicas
o las células epiteliales multinucleadas son
extremadamente raras: el pleomorfismo nuclear y
celular es minimo (Fig.5).°

Esta es una neoplasia con caracteristicas intermedias
entre bien diferenciado y pobremente diferenciado. En
comparacion con los carcinomas de células escamosas
bien diferenciados, estos tienen menos queratinizaciéon
y mas pleomorfismo nuclear y celular; hay figuras
mitéticas y algunas tienen forma anormal; las novias
intercelulares son menos llamativas (Fig.6).°
Histolégica y citologicamente soélo hay un ligero
parecido con el epitelio escamoso estratificado normal
de la mucosa oral. La queratinizacion esta raramente
presente 'y los puentes intercelulares son
extremadamente escasos: la actividad mitética es
frecuente y las mitosis atipicas pueden encontrarse
facilmente: el pleomorfismo celular y nuclear es
evidente y las células multinucleadas pueden ser

frecuentes (Fig.7).°

Ciertas caracteristicas se ven aumentadas segun el grado de tumor: El

pleomorfismo nuclear y celular, las figuras mitéticas (normales y atipicas) y la

hipercromasia. En el caso particular de COCE pobremente diferenciado, las

10

Ak

Paa,,
W I FACULTAD

F

1904

)

()n()\ll)g;ux;i‘\ W |
UNAM



o' o

Analisis Bioinformatico del Carcinoma Oral de Células Escamosas

=¥

FACULTAD o
DE
ODONTOLOGIA
UNAM w
1904

caracteristicas de diferenciacion escamosa son minimas o estan ausentes, lo
que puede requerir confirmacion inmunohistoquimica para marcadores
AE1/AE3, CK5/6, p63 y p40."

Figura 5. COCE grado 1 bien diferenciado obtenido de la clinica de
patologia del posgrado de odontologia UNAM (A) Grado 1 de COCE

bien diferenciado a 100x. (B) Grado 1 de COCE bien diferenciado a
400X_Fuente directa
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Figura 6. COCE grado 2 moderadamente diferenciado obtenido de la
clinica de patologia del posgrado de odontologia UNAM (A) Grado 2
de COCE moderadamente diferenciado a 100x. (B) Grado 2 de COCE

moderadamente diferenciado a 400x. Fuente directa
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Figura 7. COCE grado 3 pobremente diferenciado obtenido de la
clinica de patologia del posgrado de odontologia UNAM (A) Grado 3
de COCE pobremente diferenciado a 100x. (B) Grado 3 de COCE

pobremente diferenciado a 400x. Fuente directa
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3.7 Perfil genético del carcinoma oral de células escamosas

Las multiples alteraciones moleculares que ocurren en nuestro ADN y en
dénde participan los oncogenes (que por medio de variaciones en su
secuencia de nucleétidos obtienen la capacidad de generar tumores)
desencadenan en la génesis y crecimiento tumoral. Los oncogenes son el
resultado de la variacion en la secuencia génica por reordenamiento
cromosomico, amplificacion o mutacién del protoncogén. Los protooncogenes
son secuencias génicas que controlan la diferenciacion celular y el

crecimiento.?

Los genes que al activarse participan en diferentes puntos de control del ciclo
celular, y protegen a la célula de adquirir caracteristicas malignas son los
genes supresores tumorales. En la historia natural del cancer uno de los genes
supresores tumorales mas importantes en el ser humano es TP53, se ha
observado que en una gran gamma de neoformaciones humanas las funciones
de este gen y su sistema molecular asociado estan suprimidos. Otro gen
supresor tumoral de gran importancia en el cancer oral son los genes que
codifican las proteinas inhibidoras de las quinasas dependientes de ciclinas,
promueven un adecuado control del ciclo celular por medio del correcto
funcionamiento de la proteina de retinoblastoma (pRb) y su sistema molecular
asociado, ya que se ha encontrado en el cancer oral alteraciones de este

conjunto.?
Las alteraciones de la expresién génica, del ciclo celular, de la sintesis y
degradacion de proteinas son el resultado de la ganancia y/o la pérdida de

genes supresores tumorales u oncogenes en una célula.™

En displasia y carcinogénesis hay varios procesos que se manifiestan como

los son la inestabilidad genémica (cambios en la secuencia de ADN), y la
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inestabilidad cromosémica (duplicaciéon y/o eliminacion de cromosomas o
partes de estos). Ambos procesos se vinculan por causas comunes y resultan
en la aneuploidia. Los dos actuan de manera autoamplificadora y producen
un dafno genético donde existe la perdida cromosdémica en 3p, 8p, 9p, 17p y

ganancias en 3q y 11q."°

El COCE también puede surgir como parte de otros padecimientos, este es el
caso de pacientes con el sindrome de Li-Fraumeni o anemia de Fanconi.! Las
personas con anemia de Fanconi, enfermedad genética hereditaria
caracterizada por una reparacion deficiente del ADN (debido a mutaciones en
cualquiera de los 22 genes FANC), tienen un riesgo 500 a 700 veces mayor
de desarrollar COCE.™

3.8 Pronéstico y factores predictivos del carcinoma oral de células

escamosas

Para facilitar el seguimiento clinico y terapéutico de los pacientes se emplea
la clasificacion TNM, como un mecanismo de homogenizacion de criterios
entre los médicos tratantes donde: T (Tamano del tumor primario); N
(Presencia de ganglios linfaticos); M (Metastasis a distancia). De una forma

mas desglosada las subdivisiones correspondientes son (Tabla 2):

Tabla 2. Clasificaciéon TNM.'2
T = TAMANO DEL TUMOR PRIMARIO

TX No se puede evaluar el tumor primario.

TO Sin evidencia de tumor primario.

Tis Carcinoma In Situ.

T Tumor de 2 cm 0 menos en su mayor dimension.

T2 Tumor de mas de 2 cm y de no mas de 4 cm en su mayor
dimension.
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T3 Tumor de mas de 4 cm en su mayor dimension
T4 Labio El tumor invade a través del hueso cortical, el nervio alveolar

inferior, el piso de la boca o la piel de la cara (es decir, barbilla

0 nariz)
T4a El tumor invade estructuras adyacentes (p. €j., hueso cortical
Cavidad completo, musculos profundos (extrinsecos) de la lengua
bucal (geniogloso, hiogloso, palatogloso y estilogloso), seno maxilar,

piel de la cara).

T4b El tumor invade el espacio masticador, las placas pterigoides o
la base del craneo y/o recubre la carétida interna.

N = GANGLIOS LINFATICOS REGIONALES

NX No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales.
NO Sin metastasis en ganglios linfaticos regionales.
N1 Metastasis en un solo ganglio linfatico ipsilateral, de 3 cm o

menos en su mayor dimensién.

N2 Metastasis en un solo ganglio linfatico ipsilateral, de mas de 3
cm pero no mas de 6 cm en su mayor dimension: o en multiples
ganglios linfaticos ipsilaterales, ninguno de mas de 6 cm en su
mayor dimension: o en ganglios linfaticos bilaterales o
contralaterales, ninguno mas de 6 cm en su mayor dimension.

N2a Metastasis en un solo ganglio linfatico ipsilateral, de mas de 3
cm pero no mas de 6 cm en su dimensién mayor.

N2b Metastasis en multiples ganglios linfaticos ipsilaterales,
ninguno mayor de 6 cm en su mayor dimension.

N2c Metastasis en ganglios linfaticos bilaterales o contralaterales,
ninguno mayor de 6 cm en su mayor dimensién.

N3 Metastasis en un ganglio linfatico de mas de 6 cm en su mayor
dimension.

M = METASTASIS A DISTANCIA

16
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MX No se puede evaluar la metastasis a distancia.
Mo Sin metastasis a distancia.
M1 Metastasis a distancia.

Derivado de esta clasificacion se establecen los estadios clinicos (Tabla 3).
Los estadios | y Il engloban el periodo inicial, donde la tasa de supervivencia
suele ser elevada, mientras que los estadios Il y IV representan las fases

avanzadas de la enfermedad, donde el prondstico empeora drasticamente.?’

Tabla 3. ESTADIFICACION DE LOS CANCERES ORALES. 2
Estadio 0 TisNOMO

Estadio | T1NOMO
Estadio Il T2NOMO
Estadio lll  T3NOMO
T1N1MO
T2N1MO
T3N1MO
Estadio IVA T4aNOMO
T4aN1MO
T1N2MO
T2N2MO
T3N2MO
T4aN2MO
Estadio IVB Any T, N3, MO
T4B, Any N. MO
Estadio IVC Any T, Any N, M1

17

Ak

Paa,,
[I FACULTAD

UNAM
1904

)

\{W opoNTOLOGIA W



Analisis Bioinformatico del Carcinoma Oral de Células Escamosas

3.9 Definicion de bioinformatica

El término "Bioinformatica" fue utilizado por primera vez a mediados de la
década de 1980 para describir la aplicacion la tecnologia de la informacion en
las ciencias de la vida. Mas tarde, la bioinformatica se definié como “La ciencia
de como se genera, transmite, recibe, almacena, procesa e interpreta la
informacién en los sistemas bioldgicos” o, de forma mas sencilla, “La

aplicacion de la ciencia de la informacion a la biologia”."®

La bioinformatica ayuda al analisis y la interpretacion de una gran gamma de
datos biolégicos empleando herramientas de softwares especializados,
combinando diferentes principios de disciplinas como biologia, informatica,

matematicas, estadistica, fisica e ingenieria (Fig. 8).'

Biology

Statistics Mathematics

Bioinformatics

Computer

Physics Science

Chemistry

Figura 8. La bioinformatica combina los principios de

diferentes disciplinas.'*
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En las ultimas décadas, la bioinformatica se ha explorado ampliamente en
muchas areas de las ciencias bioldgicas. Utiliza la computacion, algoritmo y
software para obtener conocimiento de datos biolégicos con fines de analisis,

prediccion, aplicacidn, obtencion de imagenes y visualizacion.

3.10 Importancia de la bioinformatica

La investigacion biolégica se ha apoyado de la bioinformatica utilizando sus
algoritmos y programacién informatica. También la bioinformatica ha
contribuido en la comprension de los principios de la secuencia de proteinas y
organizacion de acidos nucleicos llevando a otro nivel los estudios de la
proteémica.’

En el campo de la biologia molecular experimental, la metodologia
bioinformatica como el procesamiento de imagenes y sefales han ayudado a
obtener resultados significativos de grandes cantidades de datos sin procesar.
En la genética ayuda a secuenciar y anotar genomas y sus mutaciones
visualizadas.™

El desarrollo de herramientas bioinformaticas ha hecho posible la expresion y
regulacion de genes y proteinas. Ademas, contribuye en el analisis, la
comparacién, y la interpretacion de datos genéticos y gendmicos
(especialmente estudiando las caracteristicas evolutivas de la biologia
molecular), apoya el analisis y la clasificacién de rutas y redes bioldgicas que
tienen importancia en la biologia de sistemas. En el campo de la biologia
estructural ha ayudado en la simulacion y el modelado de ADN, ARN,

proteinas e interacciones biomoleculares.’

3.11 Aplicaciones de la bioinformatica

En la ultima década, la bioinformatica y sus aplicaciones han contribuido en

varias areas y han ayudado a acelerar las investigaciones, entre las cuales: la
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inmunoinformatica, la protedmica, la expresion génica, la biologia evolutiva, la

secuenciacion de ADN y el analisis de genes y genomas (Fig. 9).™

DNA
Sequences
Proteomics Genom.e
Analysis
Applications
of
Bioinformatics
Gene Evolutionary
Expression Biology

Immunoinfo-
rmatics

Figura 9. Aplicaciones de la bioinformatica en diversas disciplinas.*

3.12 Aplicacion de la bioinformatica en enfermedades orales

La bioinformatica y las herramientas dmicas han proporcionado un camino
sistematico para conocer el funcionamiento de los procesos biolégicos de los

microorganismos.’

El utilizar las herramientas bioinformaticas para la microbiologia periodontal ha
permitido el descubrimiento de mas de 600 especies de bacterias a través de
la metodologia de «checkerboard» (tablero de ajedrez), la cual se basa en
hibridaciones DNA-DNA, y permite identificar bacterias a través de su

genoma.’®
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En un solo ensayo por medio de esta técnica se pueden hacer 1 120
identificaciones de bacterias y cuantificarlas. Esto es importante, por la
diferencia entre las bacterias que viven en una boca sana y en una enferma.
Utilizando esta técnica Almaguer Flores et al. en la Facultad de Odontologia,
han podido describir la composicion de la microbiota subgingival de pacientes
mexicanos sanos y con enfermedad periodontal, y analizar las diferencias
microbioldgicas tanto de habitantes de la zona urbana, como de indigenas con

diferente origen étnico.'®

En el afo 2010, Klein et al. Publicaron un estudio llamado “Dinamica del
transcriptoma de Streptococcus mutans en respuesta al almidon y la sacarosa
durante el desarrollo de biopeliculas”, utilizando perfiles genémicos completos
con una nueva herramienta computacional (MDV) para la extraccién de datos.
Descubrieron que la sintesis de proteinas y la expresion génica aumentaban
cuando S. mutans crecia en biopeliculas de especies mixtas, los genes
especificos regulados al alza, se asociaron con la sintesis y remodelacién de

glucano (gtfBC, dexA) y la unién de glucano (gbpB)."1”

Con la evolucién de la bioinformatica se han desarrollado diversas técnicas de
biologia molecular como: la mutacién, delecién, amplificacién, translocacion y
las modificaciones en la expresion génica o en el nivel de metilacion, las cuales
nos ayudan a detectar alteraciones que inducen el crecimiento celular

anormal.®

En transtornos orales potencialmente malignos, como la leucoplasia oral, se
ha utilizado la tecnologia microarray para identificar genes que puedan servir
de biomarcadores para las lesiones displasicas con potencial para progresar
a COCE, y de esta manera establecer |la tecnologia microarray como el método
de eleccién para analizar los marcadores potenciales de progresion de la

displasia epitelial.’®
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Por medio de la tecnologia microarray se han podido identificar una variedad
de genes la mayoria involucrados en procesos de respuesta inflamatoria,
adhesién células y en sefiales de transduccién, reguladores del ciclo celular,
reparadores del ADN, genes con funcién antioxidante o marcadores de
diferenciacién. Segun su funcién celular se puede resaltar a EGFR, C-myc,
las ciclinas A 'y D1, Ki67, Bcl-2, H-RAS para proliferacion y ciclo celular; p53,
Bax, Rb, p16, p21, p27 y maspina para supresion tumoral; EGFR, VEGF para
angiogénesis; y caderinas, cateninas, MMPs, integrinas y proteina S100 para

invasion y metastasis.'®

En el afno 2021 Pillai et al. realizaron una revision sistematica de los
biomarcadores o indicadores medibles del estado biolégico protedmicos en el
COCE. Esta se centro en técnicas de protedémica del cancer y descubrimiento
de biomarcadores con el uso de dichas técnicas, las cuales se utilizan en la
identificacion de proteinas que se alteran en el proceso de la enfermedad o en
respuesta al tratamiento o al estadio y curso de la enfermedad.'® Con este tipo
de estudios se demostré que solo a través de enfoques bioinformaticos se

puede manejar cantidades elevadas de informacion.'®
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4. Planteamiento del problema

Aunque el tratamiento y el diagnéstico del cancer oral ha evolucionado en los
ultimos 30 anos, uno de los principales inconvenientes es que el tiempo entre
la sospecha de un TOPM, el diagndstico y la transformacion maligna es muy
corto lo cual aumenta las cifras de morbilidad y mortalidad de esta enfermedad
aunado a eso el carcinoma oral en la mayoria de los casos es asintomatico

por lo cual se diagnostica en estadios muy avanzados.

Ademas de todos los factores de riesgo para el desarrollo del cancer oral, el
genoma del COCE tiene una carga mutacional y grandes cambios
cromosomicos. Se ha propuesto que el carcinoma oral se desarrolla a través
de la acumulacion progresiva de cambios moleculares en genes supresores
de tumores y oncogenes, hasta que el ultimo de los cambios requeridos
complete el genotipo de cancer oral y la invasion desencadenante. Esto se ve
respaldado por un aumento gradual de mutaciones y alteraciones
cromosomicas en lesiones displasicas y se han propuesto firmas genéticas

especificas para predecir la transformacion.

Los biomarcadores podrian ser una excelente alternativa como herramienta
para lograr la deteccidn del proceso de transformacion maligna oral de manera
temprana, tener mas posibilidades de un buen prondstico al momento de
establecer un diagnéstico y un plan de tratamiento, o poder abrir una brecha
para estudios de nuevos enfoques de tratamientos en genes sobreexpresados

y los biomarcadores relacionados.

Por lo que necesitamos de la bioinformatica en conjunto con la genémica y la
oncologia para discernir el tratamiento mas eficiente de cada paciente,
macrodatos de andlisis y procesamientos para analizar los datos que

converjan y nos encaminen a posibles blancos de estudio para terapias y
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diagndsticos, con la ayuda de estos pilares poder predecir la transformacion

maligna oral, aunque exista o no presencia de TOPM y factores de riesgo.

Complementar los gold standard de la evaluacion clinica para la recopilacion
de datos y poder predecir el riesgo de transformacién maligna en presencia de
TOPM o cuando existen factores de riesgo en pacientes y la susceptibilidad a
un progreso de CIS y/o COCE vy tal vez encontrar algun biomarcador

patognomaonico molecular.

24

[‘i-...

. :
“ ODON [r)gw(;i.\ W

\

Ak

FACULTAD

UNAM
1904

)



Analisis Bioinformatico del Carcinoma Oral de Células Escamosas

5. Justificacion

El COCE representa aproximadamente el 4 % de las neoplasias malignas, es
el cancer mas comun en boca representando el 90 % de todos los canceres
de la cavidad oral. El tiempo que transcurre entre la sospecha de un TOPM o
por alguna otra afectacion de la mucosa oral y la evolucion a COCE es muy
corto, y el hecho que no todos los TOPM progresan a COCE si no que surgen
de una mucosa clinicamente sana, ocasiona que el diagnéstico y el plan de
tratamiento sean tardios y tengan un prondstico desfavorable para estos

pacientes.

El COCE al ser diagnosticado en etapas avanzadas sugiere un tratamiento
muy invasivo por lo que, si el paciente logra sobrevivir, no tener metastasis ni
recidiva, su calidad de vida se ve perjudicada por los efectos secundarios de
los tratamientos; quimioterapia, radioterapia, enucleacion, reseccion en bloque
entre otros. Ademas, que no existe un manejo generalizado para todos los

pacientes, cada caso es particular.

Y dado que la progresion del cancer es heterogénea es de suma importancia
poder aprender del comportamiento de esta enfermedad, sabemos que el
genoma del COCE tiene una carga mutacional y grandes cambios
cromosomicos. Se ha propuesto que este se desarrolla a través de la
acumulacién de cambios moleculares claves en genes supresores de tumores
y oncogenes, hasta que el ultimo de los cambios requeridos complete el

genotipo de cancer oral y la invasion desencadenante.

La transformacién maligna no es un proceso aditivo constante, sino un
recambio funcional el cual preserva la actividad proliferativa central,
adicionando procesos que conllevan a la inestabilidad gendémica. Es una
condicion con cambios genéticos, tisulares y moleculares. Por lo que

comprender su proceso patogénico se ha convertido en un tema de
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investigacion, ademas de la busqueda de biomarcadores para obtener un
diagndstico oportuno y tratamientos que reduzcan la transformacion maligna
oral, los cuales pueden ser abordados con métodos asistidos

computacionalmente.

Los estudios de gendmica y protedmica en TOPM y COCE generan una gran
cantidad de informacién sobre los biomarcadores relacionados por los cual los
estudios de bioinformatica proporcionan métodos y herramientas para el
analizar estos datos, poblaciones de patégenos, epidemiologia gendmica y

discernir con respecto a la supervivencia.

Implementar las herramientas bioinformaticas para el estudio del COCE nos
ayuda a poder manejar de forma eficaz los datos recopilados dia con dia y
entender el comportamiento de esta patologia, detectar niveles de expresion
genética, analizar e interpretar datos, cuantificar y describir las proteinas,
identificar cambios a nivel genético y proteico, evaluar la interaccion celular a
nivel proteina - proteina, comprender la funcién e interaccién entre los genes,
detectar y comprender el funcionamiento de nuevos genes supresores

tumorales, protooncogenes y alteraciones genéticas implicadas en el COCE.

Los estudios bioinformaticos y su verificacion mediante ensayos moleculares
como PCR, Western Blot, inmunohistoquimica, tecnologia microarrays y otras
bases de datos bioinformaticos son un requisito obligado para estimar la
utilidad de genes candidatos. Ademas de resultar reproducibles y accesibles.
Complementaria a los métodos convencionales de diagndstico y examinando
a nivel gendmica y protedmica poder establecer biomarcadores que puedan
aplicarse en el diagnéstico (comprobar de manera éptima los falsos negativos

o positivos) y tratamiento en presencia COCE.
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6. Hipotesis

A través del analisis bioinformatico se observara un grupo de genes comunes
que presentaran sobreexpresion durante el proceso de transformacion de
displasia a COCE.

7. Objetivos

Objetivo Principal: Determinar cuales son los genes mas relevantes en el

proceso de transformacion maligna oral a través de un estudio bioinformatico.
8. Métodos

8.1 Universo y muestra

Para la obtencién de los genes diferencialmente expresados se utilizé la base
de datos publica y gratuita de micromatrices / perfiles genéticos NCBI-GEO

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/ y se obtuvo el perfil de expresiéon génica de

GSE 46802 para la progresion de la tumorogénesis oral para analisis de
displasias, Carcinoma In Situ (CIS) y Carcinoma Oral de Células Escamosas
(COCE).

8.2 Descripcion y operacionalizaciéon de todas las variables

Nombre Definicién conceptual Definiciéon
Operacional
GED (Genes Aquellos genesquetras Genes que tras su
expresados ser sometidos a la analisis estadistico de
diferencialmente) evaluacion de un la tasa de
software tienen descubrimiento falso de

Benjamini & Hochberg
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Gen significativo en GO

(Gene Ontology)

Gen
KEGG

Enciclopedy of Genes

significativo en

(Kyoto

and Genoma)

Gen MCODE agrupado
>2

Gen significativamente
relacionado con

supervivencia (P y HR)

importancia en el

proceso que se evalle.

Aquellos genes que
tuvieron  significancia
post analisis de
enriquecimiento en

conjuntos.

Los genes que tuvieron
una vinculacién en el
analisis de
enriquecimiento

funcional.

Genes que indiquen
agrupacion

significativa.

Aquel gen que muestre
una relacion

significativa con la

28

conuna P <0.05y FC
> 1 seran considerados
para integran la lista de
displasia, CIS y COCE.
Seran los genes
obtenidos de criterios
GO que posterior a su
analisis resulten
significativos con un p<
0.05.
Seran los genes
obtenidos de criterios
KEGG que posterior a
su analisis resulten
significativos con un p<

0.05.

Seran aquellos genes
que posterior a su
MCODE

presente un corte de

analisis
agrupacion mayor a 2.
listado de

Dentro del

genes que fueron

seleccionados se

considerara

Paa,,
W FACULTAD

F

Ak

‘ODON l(;li)(ii A W
UNAM
1904

=

Y

7



Analisis Bioinformatico del Carcinoma Oral de Células Escamosas

supervivencia de significativo  aquellos
pacientes con COCE. que cumplan con una
HR mayor a 1, y P

menor a 0.5.

8.3 Diseio general de la investigaciéon
8.3.1 Genes Diferencialmente Expresados
Para la obtencién de los genes diferencialmente expresados se utilizé la base

de datos publica y gratuita de microarreglos / perfiles genéticos NCBI-GEO

(https://www.ncbi.nim.nih.gov/geo/geo2r/) y se obtuvo el perfil de expresion

génica de GSE 46802 para la progresion de la tumorogénesis oral.

Todos los datos de microarrays se obtuvieron del Agilent-014850 Whole
Human Genome Microarrays 4x44k que incluia 10 mucosas normales, 10

displasias, 3 carcinomas in situ y 7 carcinomas orales de células escamosas.

Se realizo el andlisis comparativo para determinar la expresion de genes
sobreregulados en displasia (comparando la base de mucosa normal contra
displasia), CIS (comparando displasia contra CIS) y COCE (comparando CIS
contra COCE).Para obtener los GDE se empled el andlisis de Tasa de
descubrimiento falsos de Benjamini & Hochberg, considerando para la

seleccién de genes aquellos que tuvieran una p<0.05 y un log FC >1.
8.3.2 Analisis de enriquecimiento funcional

La lista de genes > 1 FC se sometié al software DAVID (Database for
Annotation, Visualization and Integrated Discovery) version 6.8

https://david.ncifcrf.gov/ para analizar las funciones de Ilos genes

diferencialmente expresados por las bases de datos Gene Ontology (GO)

(http://geneontology.org/) para Proceso Bioldgico (BP), Analisis Molecular de
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Funcién (MF), y Componente Celular (CC); asi como para su enriquecimiento
de la ruta a través de la base Kyoto Enciclopedy of Genes and Genoma

(KEGG) (https://www.genome.jp/kegg/). Se consideraron solo criterios con

significancia estadistica (p < 0.05).

Se realizé un diagrama de Venn para GO y KEGG de ambas neoplasias y se
determindé que funciones eran similares para ambas. Base de datos mas
usados, listado de genes enriquecidos bioinformaticamente se vinculan para

saber si trabajan solos 0 de manera conjunta.
8.3.3 Interaccion Proteina - Proteina (IPP) y analisis MCODE

Los genes significativos obtenidos de los criterios de GO y KEGG fueron
sometidos al analisis de interaccion proteina-proteina en la base de datos
Search Tool the Retrieval of Interacting Genes (STRING; version 11.0)

(https://string-db.org/ ) para reconocer secuencia y redes de interaccién. La red

de interaccion obtenida fue sometida al Software Cytoscape (

https://cytoscape.org/ ) para determinar la Deteccién del Complejo Molecular

del Complemento por la aplicacion MCODE. Se considerd como criterios de
seleccién corte de grado = 2, corte de puntuacion de nodo = 0.2, k= core 2
profundidad maxima =100. Se selecciond a los genes agrupados con un
MCODE score >2. De los listados de genes resultantes se realizdé un diagrama
comparativo de Venn para observar que genes convergen entre displasia, CIS
y COCE.

8.3.4 Analisis de Kaplan- Meier

Los genes resultantes de la seleccion MCODE fueron analizados para
determinar su relacion con supervivencia. A través del analisis in silico Kaplan-

Meier online https://kmplot.com/analysis/ ajustando el umbral de seguimiento

a 60 meses en supervivencia total en carcinoma de células escamosas de
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cabeza y cuello. Se seleccionaron unicamente aquellos genes con un HR > 1

(Hazard ratio o cociente de riesgo) y una p < 0.05.

8.3.5 Analisis GEPIA

Para validar los genes cuya sobreexpresion significamente se relaciona con
supervivencia se recurrio al analisis interactivo de perfiles de expresion génica

(GEPIA Online: http://gepia.cancer-pku.cn/index.html) empleando datos del

Genotype - Tissue Expression (GTEx) y The Cancer Genome Atlas (TCGA)
para el carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (HNSCC)
seleccionando unicamente aquellos con una p<0.05. De los listados de genes
resultantes se realizé un diagrama comparativo de Venn para observar que

genes convergen entre displasia, CIS y COCE.
8.3.6 Metascape

Para confirmar su relacion con procesos oncogénicos, cada lista de genes

resultante se verifico en la base Metascape hiips:/metascape.org/,

considerando la hoja de resultados Disgenet para determinar esta asociacion.
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9. Resultados
Variables clinicas

Los resultados obtenidos respecto a las variables clinicas obtenidas segun la
localizacion fueron 9 especimenes localizados en lengua y 1 en la parte frontal
de boca. Y la distribucién por género fue de 5 pacientes mujeres y 5 pacientes
hombres (Fig.10). De la hoja de datos GSE 46802 para el analisis de displasia,
CIS y COCE se obtuvieron 10 pacientes; 10 mucosas normales, 10 displasias,
3CISy 7 COCE.

Genero Zona anatomica

Zona anterior

Figura 10. (A) Distribucion por género. (B) Localizacién de las variables
clinicas.

Genes Expresados Diferencialmente

Los resultados correspondientes a genes expresados diferencialmente con un
FC > 1 en displasia es de 47 genes, CIS 2156 genes, y COCE 1524 genes
(Fig. 11).
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Genes diferencialmente expresados

Displasia

CIS

COCE

0 500 1000 1500 2000 2500

Figura 11. Grafica de genes diferencialmente expresados para displasia,
CISy COCE.

Gene Ontology y Kyoto Enciclopedy of Genes and Genoma

El resultado de enriquecimiento génico en los analisis de Gene Ontology y
Kyoto Enciclopedy of Genes and Genoma con vinculacion en relacion a:
Procesos biolégicos (BP) para displasia se observé 13 criterios significativos,
en CIS fueron 150 criterios, y en COCE 93 criterios. Para funciones
moleculares (MF) en displasia se obtuvieron 4 criterios, CIS 53 criterios, y
COCE 46 criterios. En el caso de componente celulares (CC) para displasia
son 7 criterios, CIS 102 criterios y para COCE 66 criterios. Para los criterios
de sefializacion (KEGG) corresponden para displasia 4 criterios, CIS 36
criterios y COCE 22 criterios (Fig.12).
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Procesos biologicos GO Funciones moleculares

Displasia Displasia
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Figura 12. Grafica de resultados; (A) Procesos biolégicos GO, (B) Funciones
Moleculares, (C ) Componentes Celulares, (D) Vias de SefAalizacion.

Interaccion Proteina — Proteina

Obtuvimos que los genes correspondientes a los criterios enriquecidos para
generar una red de interaccién proteina - proteina. En displasia se gener6 una
red de 26 genes, en CIS se emplearon 252 genes para su interaccion y en

COCE se emplearon 199 genes para la IPP (Fig. 13).
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Figura 13. (A) IPP displasia, (B) IPP CIS, (C) IPP COCE.
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Con el software Cytoscape y su aplicacion MCODE para determinar cuales
fueron los genes agrupadores de cada red de interaccion en displasia, CIS y
COCE indico que de los 26 genes de displasia 4 fueron considerados
agrupadores, en CIS de los 252 genes se obtuvieron 71 genes agrupadores y

de COCE de los 199 genes resultaron en este analisis 45 genes (Tabla 5).

Tabla 5. Resultados MCODE genes agrupadores.

Displasia
ACTC1
MYH11
MYL2
TCAP

ACTG1
AlIFM1
AIM2
ARF4
ATG5S
AURKA
C120rf5
CALM2
CASP4
CASPS5
CAV1
CCK
CCND2
CCNE1
CDC25B
CDK1
CDK6
CEBPA
CHEK1
CKS1B
CKS2
CYCS

CIS
EREG
FADD
GAL
H3F3B
H3F3C
HIF1A
HIST2H3D
HK2
HSPA1A
IGFBP3
ING2
IRS1
ITGA3
ITGAG
ITGAV
ITGB1
KDMG6A
KRAS
KRT18
LAMAS3
LAMC2
LDHA

MCM2
MET
MYCN
NMB
PARKY
PDGFRB
PFKL
PHB
PPIF
PPP2CB
PSMD10
PTGS2
RAD21
RB1
SLC2A1
SLC25A5
SNAI2
SOD2
SPHK1
SuUz12
TGFB2
XBP1

36

COCE
ACTL6A MCM5
AURKA MEAF6
BRCA1 MORF4L1
CDSN MRGBP
CKS1B NCAPD2
CKS2 OIP5
CSTA PARD3
ESCO2 PARDGG
EPC1 PCNA
FANCI RFC3
GMNN RRM1
GPSM2 RUVBL1
HIST1H3J RUVBL2
HIST1H4F S100A7
KATS SMARCA4
KRT4 SPAG5
KRT13 SPRR1A
KRT14 SPRR3
KRT16 SPRR1B
KRT17 SPRR2G
KRT33A SUPT16H
LLGL2 TGM1
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DDX3X LOX YWHAZ LOR
ECT2 MAD2L1

Los genes resultantes fueron integrados en un diagrama de Venn, para estimar
coincidencias. No se encontré coincidencia entre los 3 estados (displasia, CIS
y COCE), sin embargo, entre CIS y COCE se observo coincidencia de tres
genes que se conservaban en estos dos procesos, los cuales eran CK1B,
AURKA y CKS2 (Fig. 14).

Dysplasia CIS

OSCC

Figura 14. Primer diagrama de Venn, relacion entre displasia, CIS y COCE.
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Al realizar el analisis Kaplan-Meier on line para estimar relacion son

supervivencia total a 60 meses ante estados de sobreexpresion de los genes

observamos que en displasia los 4 genes MCODE significativos mostraron

significancia en el analisis; en CIS solo 38 genes presentaron relacion

significativa y en COCE solo 12 presentaron significancia (Tabla 6).

Tabla 6. Resultados Analisis Kaplan - Meier (p < 0.05).

DISPLASIA CIS
ACTC1 ACTG1
MYH11 AlIFM1
MYL2 ARF4
TCAP ATG5
AURKA
CALM2
CASP5
CAV1
CCK

CCND2

CDK6

CKS1B

CYCS

ECT2

EREG

FADD

GAL

IGFBP3

ITGA3

ITGAG

ITGB1

IRS1

KRT18

LAMAS3

LAMC2

LDHA

38

LOX

MAD2L1

MET

PARKY

PHB

PPIF

PSMD10

SLC2A1

SLC25A5

SNAI2

XBP1

YWHAZ

COCE

ACTL6A

AURKA

CKS1B

HIST1H3J

HIST1H4F

KATS

MORF4L1

MRGBP

RFC3

RUVBL1

RUVBL2

SUPT16H
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Analisis GEPIA de validacion de supervivencia

En la validacién de relacién de la sobreexpresién de genes candidatos con la

supervivencia, en displasia solo 3 genes conservaron significancia, en CIS solo

17 permanecieron con relacion significativa y en COCE fueron 5 genes

significativamente relacionados con la supervivencia (Tabla 7).

Tabla 7. Resultados del analisis GEPIA supervivencia (p < 0.05).

DISPLASIA CIS

MYH11 AURKA

MYL2 CAV1

TCAP CCK

CDK6

ECT2

FADD

IGFBP3

ITGA3

ITGAG

ITGB1

LAMA3

LAMC2

LOX

MAD2L1

MET

SLC2A1

SNAI2

39

COCE

ACTL6A

AURKA

CKS1B

MRGBP

RUVBL1
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Al integrar un segundo diagrama de Venn observamos que solo entre CIS y

COCE se observo coincidencia para el gen AURKA (Fig.15).

Displasia CIS

16
(66.7%)

AURKA

(6. 7%)

COCE

Figura 15. Segundo diagrama de Venn , relacién entre displasia, CIS y
COCE.

Metascape

Para confirmar la pertinencia u asociacioén de los genes candidatos con algun
proceso patolégico empleamos la plataforma Metascape. En displasia, los

genes asociados significativamente con supervivencia no pueden ser
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considerados como determinantes en algun proceso oncogénico. Sin

embargo, para CIS y COCE si se presente pertinencia para procesos

oncolégicos (Fig.16).

En el proceso de CIS si existe una fuerte asociacion. (Entre los cuales;

Adenocarcimonas, cancer de cabeza y cuello, etc.)

En el proceso de COCE; no tuvo una vinculacién directa con alguna

enfermedad, pero con una fuerte asociacidon con procesos neoplasicos y

regulacion del ciclo celular.

-log10(P)

-log10(P)

Adenocarcinoma Of Esophagus
Pancreatic Neoplasm

Malignant Head and Neck Neoplasm
Head and Neck Carcinoma
Inherited epidermolysis bullosa
Malignant Glioma

Recurrent tumor

Junctional split

Herlitz Disease

Basal-Like Breast Carcinoma
Squamous cell carcinoma of tongue
Adenocarcinoma of lung, stage |
Pyloric Atresia

Ewings sarcoma

Diabetes Mellitus, Experimental
Bronchioloalveolar Adenocarcinoma
Epidermolysis Bullosa

Carcinoma breast stage IV
Meningioma

Oral mucosal blisters

CORUM:528: NuA4/Tip60-HAT complex
WP2361: Gastric cancer network 1
G0:0051301: cell division

G0:0007346: regulation of mitotic cell cycle

Figura 16. (A) Grafico resultado post enriquecimiento en Metascape para CIS

(B) Grafico resultado post enriqguecimiento en Metascape para COCE.
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10. Discusion

EI COCE es un problema de salud publica, cuya investigacion desde diferentes
enfoques metodoldgicos es necesaria.® Segun lo reportado, la zona anatémica
de mayor frecuencia para la deteccién del COCE es la parte lateral de
lengua.”” Esto coincide con los resultados obtenidos de la base de datos
analizada. Estos datos nos refuerzan el hecho de que durante la inspeccion
intraoral si observamos lesiones ulceradas o nodulares en esa zona en
pacientes con antecedentes de factores de riesgo como tabaco o alcohol, es
necesario realizar protocolos clinicos que nos ayuden a descartar o confirmar
el diagndstico de cancer oral. Respecto al género, es comun observar que
exista una mayor predileccion de pacientes masculinos, sin embargo, nuestros
datos no indican esa tendencia. Wolfer S et al. han reportado que el género
puede ser una variable importante no solo para la frecuencia, sino también
para indicar la severidad o grado de afeccién, no obstante, la recomendacién
general es que sin importar el género si existen datos de factores de riesgo es

necesario aplicar un protocolo de diagnostico.?

En el andlisis bioinformatico los genes expresados diferencialmente y de
enriquecimiento por Gene Ontology y Kyoto Enciclopedy of Genes and
Genoma pudimos observar como el numero de genes en el proceso de
transformacion de displasia a CIS aumentd de manera exponencial; de 47
genes en displasia crecié a 2156 genes en CIS y en COCE se redujo a 1524.
Esto sugiere que el aumento del numero de genes de displasia a CIS puede
ser el responsable de los cambios celulares y arquitectdnicos, sin embargo,
seran otros los mecanismos que conlleven a este proceso a tener propiedades

francamente neoplasicas e invasivas como las observadas en el COCE.

Ante esta gran cantidad de datos la bioinformatica tiene valor al podernos
presentar una alternativa metodoldgica que resalte hallazgos significativos. La

red de IPP, andlisis de supervivencia por Kaplan-Meier y GEPIA trata de
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obtener eso biomarcadores significativos. Los resultados sobre quiénes serian
los posibles candidatos responsables de los procesos patogénicos en displasia
(MYH11, MYL2 y TCAP), nos indican que estos genes se asocian con
procesos de motilidad celular?®, sin embargo, también se ha demostrado que
la alteracion de su expresion puede ser participe del desarrollo de neoplasias
tales como cancer de pulmoén?', leucemia mieloide aguda®??3, cancer
gastrico?*, cancer colorrectal®>?%, y del rabdomiosarcoma?’. Su aproximacion
como biomarcadores del proceso displasico en el COCE?82930 g través de un
analisis bioinformatico nos abre el panorama para estimar si estos pueden

servir como blancos terapéuticos o de diagndstico temprano.

En el proceso de transformacion del CIS, de los 17 genes significativos
observamos vinculacion con regulacion del ciclo y divisién celular (AURKA,
CAV1, CDKe6, ECT2, FADD, IGFBP3, LOX, MAD2L1, MET, SNAI2?%0),
apoptosis (FADD, SNAI2?%), adhesion celular e interaccion con matriz
extracelular (ITGA3, ITGAG, ITGB1, LAMA3, LAMC2)?°. Su participacion en
procesos neoplasicos ha sido reportada para cancer de pulmon3'3233
mama34:3536.37.38.39.40 = gastrointestinal*’ 4243, melanoma**45, leucemia*-4’,
colorrectal®®4%%0  pancreas®52%, prostata®*®®, papilar de tiroides®®,

Ovari057’58’5g, VejigaGO,y también para COCE.61,62,63,64,65,66,67,68,69

Un carcinoma in situ por considera una displasia severa, donde
histolégicamente se observan caracteristicas citologicas propias del COCE sin
transgredir o invadir la membrana basal.” El observar funciones celulares
importantes como la proliferaciéon celular u apoptosis puede alterarse por
cambios en estos genes no solo convierte a estos en blancos diagnésticos o
terapéuticos, sino también no muestra que los cambios en el proceso de

transformacién maligna tienen una grado de complejidad importante.

En el COCE los genes significativamente relacionados se vincularon con

regulacion de la cromatina?, proceso de transcripcion génica?®, recombinacion
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y reparacion del ADN?°, asi como con el ciclo y division celular®. Su relacion
con neoplasias como cancer de colon’®, ovario”!, pancreas’?73, colorrectal’,
mama’®, pulmén’® y COCE®"77-78 Estos genes en su mayoria se relacionan
con procesos de estabilidad gendmica, lo que nos sugiere que cuando se
observan cambios citogenéticos en las células neoplasicas pueden deberse a
ellos, y que aunado a los efectos sobre el potencial proliferativo pueden ser los
responsables de las caracteristicas del carcinoma. Un gen importante que se
observo tanto en CIS y COCE fue AURKA, la cual tiene participacion en la
regulacion del centrosoma y los microtubulos del huso en la mitosis, el que
esté presente en dos partes del proceso de transformacién lo convierte en un

tema de investigacion importante.
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11. Conclusiones

De todas las funciones que tiene la bioinformatica una de las mas importantes
en el area de la oncologia es poder emplear esta herramienta para determinar
el proceso de transformacién maligna oral. La transformacién maligna tiene
una progresion heterogénea, no es un proceso aditivo constante, es un
recambio funcional, con procesos tales como la actividad proliferativa aunada
con procesos que conllevan a la inestabilidad genética. Todo esto da como
resultado la busqueda de posibles biomarcadores, nuevos blancos de estudio
que ayuden a verificar la importancia de estos genes resultantes para verificar
su relacion con los procesos de displasia, CIS y COCE. Con nuestro enfoque
bioinformatico podemos concluir que las displasias sus principales genes
alterados son los vinculados con motilidad y arquitectura celular, los genes
relacionados a CIS reguladores del ciclo y division celular, apoptosis, adhesién
celular e interaccion con matriz extracelular; mientras que los relacionados con
el COCE son participes de regulacion de la cromatina, transcripcion génica,
recombinacién y reparacion del ADN, y del ciclo y division celular. Por medio
de estas herramientas bioinformaticas es posible generar ensayos que nos
ayuden a verificar su relacion con variables clinicas, y posiblemente blancos

terapéuticos para abordajes tempranos.
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