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1. RESUMEN

1.- Titulo de la Tesis

Espariol: Inglés:

Transicién epitelio-mesenquimal en el | Epithelial-mesenchymal transition in oral
carcinoma oral de células escamosas: |squamous cell carcinoma: clinic and
significado clinico y prondstico. prognosis significance.

2.- Autor

Nombre: Carmen Vallina Fernandez-Kelly | DNI/Pasaporte/NIE: 71668628-F

Programa de Doctorado: Ciencias de la Salud

Organo responsable: Centro Internacional de Posgrado

1.1. RESUMEN

Introduccién: La transicion epitelio-mesenquimal (TEM) es un proceso dinamico
presente en cancer. En él las células cancerosas adquieren un fenotipo invasivo y
potencial metastasico. En este proceso juegan un papel importante diferentes

biomarcadores como genes, proteinas y factores de transcripcion (FTs).

Justificacion: No existe una evidencia clara del papel del proceso TEM en la metdstasis
del cancer in vivo. Adema3s, existen discrepancias sobre la funcién que juegan los

biomarcadores asociados a TEM en el cancer oral de células escamosas (COCE).

Hipdtesis: Nuestra hipotesis general fue: éLa expresion de marcadores del proceso

TEM se asocia a las variables clinico-patolégicas del COCE?
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Objetivo: Nuestro objetivo fue valorar los genes, proteinas y FTs implicados en el

proceso TEM en el COCE.
Material y método:

Primer Estudio: Se realizd una revisidn sistemdtica. Nuestra pregunta enfocada fue:
¢Existe algn cambio en la expresidn de los genes implicados en el proceso TEM en
pacientes que sufren COCE?. Se realizé una busqueda en 4 bases de datos siguiendo
criterios de elegibilidad determinados. De los estudios incluidos se extrajeron los
siguientes datos: (a) caracteristicas generales de los estudios; (b) genes estudiados y
pruebas empleadas; y (c) datos sobre proteinas asociadas a TEM expresadas por los
genes en relacién con las caracteristicas de los pacientes y a las variables clinico-
patoldgicas del COCE. La calidad metodoldgica se evalué mediante la herramienta

Newcastle-Ottawa.

Segundo estudio: Estudio de cohortes retrospectivo. Se recogieron muestras de tejido
de 165 pacientes con COCE confirmado histoldgicamente. Todos los pacientes habian
sido diagnosticados de COCE y habian recibido reseccién radical del tumor con
diseccidon simultanea de ganglios linfaticos del cuello. Se analizé la expresion de E-
Cadherina, N-Cadherina, Vimentina, Snail, Slug, ZEB1, Smad7, Twist y E47 mediante
inmunohistoquimica. El analisis estadistico se realizd con el programa SPSS. Se

consideraron valores estadisticamente significativos si p<0,05.
Resultados:

Primer estudio: Se incluyeron 8 estudios de cohortes retrospectivos. La alta expresion
de los genes HNRNPC, ITGA5, HMGA?2 y SRSF3, y la baja expresién de ALDH3A1 y

ARID2 promovieron el proceso TEM en COCE.

Segundo estudio: Los biomarcadores mas expresados fueron la E-Cadherina y el FT
Twist. Hubo asociacion estadisticamente significativa entre la ausencia de expresion
de E-Cadherina y la expresién de Vimentina, entre Snail y Slug, ZEB1 y E47, Slug y
Twist, y entre ZEB1 y E47. La expresiéon negativa de N-Cadherina y positiva de
Vimentina se asocié con mayor tamafio del tumor, estadios clinicos mds avanzados y

peor grado de diferenciacidn histoldgica. La expresion positiva de Vimentina se asocio
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con metdstasis ganglionar local y un estado clinico mdas desfavorable al final del

seguimiento. La expresidon negativa de Slug se asocié con mayor tamafio tumoral y

estadio clinico mas avanzado. Y la expresidn negativa de E47 se asocid con la presencia

de invasidn perineural. La tasa de supervivencia a 5 afios fue del 61% y a 10 afios del

53%. La TEM completa se asocid con una supervivencia mas pobre comparado con la

ausencia de TEM.

Conclusiones:

La alta expresion de HNRNPC, ITGA5, HMGA?2 y SRSF3, y la baja expresién de
ALDH3A1 y ARID2 promueven el proceso TEM en el COCE, lo que puede dar lugar
a un peor prondstico de los pacientes.

La E-Cadherina y Twist fueron la proteina y FT mas expresados, respectivamente.
Existe asociacion estadisticamente significativa entre la ausencia de expresién de
E-Cadherina y la expresién de Vimentina, entre Snail y Slug, ZEB1 y E47, Slug y
Twist, y entre ZEB1 y E47

La expresiéon negativa de N-Cadherina, Slug y E47, y la expresién positiva de
Vimentina se asociaron significativamente con variables clinico-patoldgicas
desfavorables.

La TEM completa se asocid con una supervivencia mas pobre de los pacientes en

comparacion con la ausencia de TEM.
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1.2. ABSTRACT

Introduction: Epithelial-mesenchymal transition (EMT) is a dynamic process present
in cancer, in which cancer cells acquire an invasive phenotype and a metastatic
potential. Different biomarkers such as genes, proteins, and transcription factors (TFs)

play an important role in this process.

Justification: There is no clear evidence of the role of TEM process in cancer
metastasis in vivo. In addition, there are discrepancies about the function that TEM-

associated biomarkers play in oral squamous cell cancer (OSCC).

Hypothesis: Our general hypothesis was: Is the expression of EMT biomarkers
associated with clinicopathological variables, with a worse prognosis and lower

survival of OSCC?

Aim: Our aim was to assess the genes, proteins, and TFs involved in the EMT process

in OSCC.

Materials and methods:

First study: A systematic review was performed. The focused question was: Is there
any change in the expression of the genes involved in the TEM process in patients
suffering from OSCC? A literature search was carried out in 4 databases following
eligibility criteria. Data were extracted from included studies on: (a) general
characteristics of the studies; (b) genes studied and tests used; and (c) data on the
EMT-associated proteins expressed by the genes in relation to the characteristics of
the patients and the clinicopathological variables of the OSCC. The methodological

quality of the studies was evaluated using the Newcastle-Ottawa tool.

Second study: Retrospective cohort study. Tissue samples were collected from 165

patients with histologically confirmed OSCC. All patients had been diagnosed with
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OSCC and had received radical resection of the tumor with simultaneous dissection of
neck lymph nodes. Expression of E-Cadherin, N-Cadherin, Vimentin, Snail, Slug, ZEB1,
Smad7, Twist and E47 was analyzed by immunohistochemistry. Statistical analysis was
performed using the SPSS and values of p<0.05 were considered statistically

significant.

Results:

First study: A total of 8 retrospective cohort studies were included. The
overexpression of the HNRNPC, ITGA5, HMGA2 and SRSF3 genes, and the low
expression of ALDH3A1 and ARID2 promoted the EMT process in OSCC.

Second study: The most expressed protein was E-Cadherin and the TF was Twist. There
was a statistically significant association between the absence of E-Cadherin
expression and the expression of Vimentin, between Snail and Slug, ZEB1 and E47,
Slug and Twist, and between ZEB1 and E47. Negative expression of N-Cadherin and
positive expression of Vimentin was associated with bigger size of the tumor, more
advanced clinical stages, and a worse degree of histological differentiation. Positive
Vimentin expression was associated with local lymph node metastases and worse
clinical status at the end of follow-up. Slug negative expression was significantly
associated with bigger tumor size and more advanced clinical stages. And the negative
expression of E47 was associated with the presence of perineural invasion. The 5-year
survival rate was 61% and 53% at 10 years. Complete EMT was associated with poorer

survival compared to no EMT.
Conclusions:

— High expression of HNRNPC, ITGAS5, HMGA2, and SRSF3, and low expression of
ALDH3A1 and ARID2 promote the EMT process in OSCC, which may lead to a worse
prognosis for patients.

— E-Cadherin and Twist were the most expressed protein and TF, respectively.

— There is a statistically significant association between the negative expression of

E-Cadherin and the expression of Vimentin, between the expression of Snail and
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Slug, ZEB1 and E47, between the expression of Slug and Twist; and between the
expression of ZEB1 and E47.

Negative expression of N-Cadherin, Slug and E47, and positive expression of
Vimentin were significantly associated with unfavorable clinicopathological
variables.

Complete EMT was associated with poorer patient survival compared with no

EMT.

21




2. INTRODUCCION



2. INTRODUCCION

2.1. CANCER ORAL

2.1.1. Definicion y caracteristicas clinicas del cancer oral

El cancer oral (CO) es una neoplasia maligna caracterizada por inestabilidad,
heterogeneidad celular y una alta agresividad (Aliy cols., 2017). EI CO incluye neoplasias
gue aparecen en el interior de la cavidad oral y también en el bermellédn (OMS, 2021).
Este tipo de cancer afecta frecuentemente al labio, la lengua, suelo de la boca, mucosa

yugal y paladar (Chi y cols., 2015; Ellington y cols., 2020; Han y cols., 2016).

El CO en sus primeros estadios puede pasar desapercibido. Ello se debe a que en etapas
iniciales este tumor es indoloro. Sin embargo, en sus fases mas avanzadas puede dar
lugar a dolor, limitacién de movimientos o sensacién de ardor, entre otras alteraciones
(Markopoulos, 2012). Habitualmente, el carcinoma oral de células escamosas (COCE)
que es el tipo mas frecuente de CO, se presenta como una ulcera con margenes
exofiticos, fisurados o elevados (Pires y cols., 2013). También puede presentarse como
un tumor, como una eritroplasia, como una leucoplasia no homogénea (por ejemplo,
como una lesidon mixta blanca y roja también denominada eritroleucoplasia) o como un
alveolo postextraccién que no cura. El CO frecuentemente da lugar a linfoadenopatias
en los ganglios linfaticos cervicales. Por tanto, es fundamental prestar gran atencién a
las alteraciones orales anteriormente descritas cuando persisten mas de dos semanas

(Markopoulos, 2012).

El desarrollo del COCE es progresivo y puede surgir de mucosa oral sana o bien estar
precedido de trastornos orales potencialmente malignos (Warnakulasuriya, 2021).
Existen diferentes trastornos orales potencialmente malignos que pueden progresar a
COCE como la eritroplasia, la leucoplasia, la leucoplasia verrucosa proliferativa, la
queilitis actinica, el liquen plano (principalmente el tipo erosivo y atréfico), la fibrosis
oral submucosa y el lupus eritematoso (van der Waal, 2009; Warnakulasuriya y cols.,

2021). Ademds, recientemente se ha propuesto la inclusion de las reacciones
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liguenoides orales y la enfermedad injerto contra huésped como trastornos orales
potencialmente malignos ya que se ha observado evidencia cientifica que muestra como

estas lesiones pueden progresar a CO (Warnakulasuriya y cols., 2021).

2.1.2. Epidemiologia del cancer oral

En el afio 2020, el CO fue el decimosexto cancer mas frecuente en todo el mundo (Global
Cancer Observatory, 2020). A nivel mundial, en el afio 2020 se diagnosticaron 377.713
nuevos casos de CO, incluyendo pacientes de ambos sexos de todas las edades. De ellos,
un 17,3% aparecieron en Europa y un 65,8% en Asia. Ademas, cabe destacar que este
tipo de cancer tiene altas tasas de mortalidad. En el afio 2020, 177.757 pacientes
fallecieron en el mundo por este motivo. Un 74% de los fallecidos procedian de paises

asidticos y un 13,8% de paises europeos (Global Cancer Observatory, 2020).

Cabe sefialar que el 90% de los casos de CO son COCE (Chi y cols., 2015). El COCE se
considera, por tanto, la forma histopatolégica mas comin de CO y es uno de los canceres

mas prevalentes en todo el mundo (Graillon y cols., 2022).

2.1.3. Factores de riesgo

Entre los principales factores de riesgo del CO se encuentran el tabaco y el alcohol. El
consumo de cigarrillos es el factor de riesgo mas frecuentemente estudiado y se ha
asociado con el 75% de todos los casos de CO (Ogden, 2005). La probabilidad de
desarrollar CO es 5 veces mayor en pacientes que fuman en comparacién con pacientes
no fumadores (Chaturvedi y cols., 2019). El consumo de tabaco expone al epitelio oral
a los radicales libres de oxigeno y al nitrdgeno que pueden afectar los mecanismos de
defensa. Los niveles elevados de estos radicales libres se encuentran alterados tanto en

trastornos orales potencialmente malignos como en CO (Choudhariy cols., 2014).

Sin embargo, también se ha relacionado el CO con otras formas de consumo de tabaco.
Un ejemplo de ello es el consumo de shammah, una combinacién de tabaco en polvo

sin humo con otros ingredientes como la lima, la pimienta, la ceniza y otros agentes
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aromatizantes (Quadriy cols., 2015). Otro ejemplo es el uso de la pipa de agua, también
denominada cachimba o shisha, que ha ganado popularidad en todo el mundo,
especialmente entre los jovenes. El humo de la shisha contiene agentes quimicos
potencialmente dafinos, incluyendo carcindgenos y productos téxicos. Y se ha visto que
puede ser un factor de riesgo para varios tipos de cancer, entre los que se encuentra el
CO. Una sesidon de fumar shisha durante 40 minutos equivale a fumar 100 o mas

cigarrillos (Patil y cols., 2022).

También, hoy en dia es popular el uso de los “vapeadores” y cigarrillos electrénicos
(Coheny cols., 2018). El término “vapeo” indica el uso de cigarrillos electrénicos u otros
dispositivos utilizados para inhalar nicotina calentada en forma de aerosol.
Recientemente, se ha observado un aumento de su uso, especialmente entre los
adolescentes. Estos dispositivos se han presentado como una ayuda a corto plazo para
dejar de fumar y como una alternativa a largo plazo del uso de tabaco. Actualmente, se
tiene una visién equivocada de que son inocuos para la salud (Petrella, 2021). Dado que
los cigarrillos electrénicos son relativamente nuevos en el mercado, no existen estudios
gue evaltuen a largo plazo las consecuencias de su uso (Sultan y cols., 2021). Los
resultados de un cuestionario realizado a 19.414 usuarios de cigarrillos electrénicos
mostraron como la xerostomia fue el efecto secundario mas comuin que presentaron
estos pacientes (Farsalinos y cols., 2014). Sin embargo, los datos sobre el riesgo de
desarrollar lesiones displasicas orales o COCE son limitados (Sultan y cols., 2021). Existen
estudios in vitro que demuestran que los vapeadores son capaces de inducir roturas de
la doble cadena del ADN, las cuales son la forma mas letal de dafo en el ADN. Si no se
reparan estas roturas pueden aparecer alteraciones cromosdmicas desarrollando el
proceso de carcinogénesis. Sin embargo, actualmente, no hay pruebas sélidas que
sugieran un papel directo de los cigarrillos electronicos en la patogenia de los trastornos

orales potencialmente malignos o el CO (Sultan y cols., 2021).

El alcohol es otro de los factores de riesgo asociado al CO. Este factor de riesgo puede
actuar de forma local y sistémica. El alcohol produce un aumento de la permeabilidad
de la mucosa oral, disolviendo los componentes lipidicos del epitelio, provocando atrofia
epitelial y alterando la sintesis y reparacién del ADN. Su uso crénico se asocia con un

deterioro de la inmunidad innata y adquirida, lo que puede dar lugar a una mayor
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susceptibilidad a infecciones y neoplasias (Reidy y cols., 2011). El alcohol funciona
sinérgicamente con el tabaco en el desarrollo del CO, ya que el alcohol aumenta la
permeabilidad de la mucosa oral, lo que da lugar a atrofia epitelial (Rock y cols., 2018).
En una revisidn sistematica reciente, se observé como el consumo sinérgico de alcohol
y tabaco (tanto fumado como sin humo) aumentaba significativamente la probabilidad

de aparicion de COCE (Mello y cols., 2019).

Si bien el consumo de tabaco y alcohol son tradicionalmente los factores de riesgo mas
frecuentes, es importante tener en cuenta que en paises asiaticos otro factor de riesgo
muy importante es la masticacion de nuez de betel, siendo el principal factor etioldgico
de CO en paises como la India y la zona del sudeste asidtico (Arakeri y Brennan, 2013;

Travasso, 2013).

Ademas, existen otros factores de riesgo microbiolégicos que aumentan el riesgo de CO,
entre ellos se encuentra el virus del papiloma humano (VPH). Este virus se ha asociado
a la aparicién de CO en la regién orofaringea. Se sugiere que en ciertos casos la capa
basal del epitelio oral podria estar infectada por el VPH, como sucede con el epitelio del
cuello de utero, y que una mala higiene oral y la presencia de inflamacion gingival podria
ayudar a la entrada del VPH en el epitelio oral (Dalla y cols., 2019). La infeccién por el
VPH es una causa bien conocida de cancer orofaringeo. Entre los diferentes tipos de VPH
el que mas se ha asociado a CO es el VPH-16. Yadav y cols. realizaron un estudio
observacional prospectivo en el que analizaron 180 pacientes con COCE y cancer
orofaringeo de células escamosas, y observaron una incidencia de positividad para el
VPH-16 del 9,4% (17/180) mostrando que su prevalencia era mayor en pacientes no
fumadores, pacientes con enfermedades de transmisidn sexual, pacientes con tumores
en estadio temprano (T1-T2) y carcinomas escamosos pobremente diferenciados con

metastasis ganglionar (Yadav y cols., 2022).

La predisposicién genética también juega un papel critico en el desarrollo de COCE,
especialmente de aquellos localizados en lengua y mucosa yugal (Ali y cols., 2017).
También, una respuesta inmunoldgica inadecuada puede predisponer al desarrollo de
CO. Por ejemplo, se ha observado mayor riesgo de desarrollar COCE en pacientes

infectados por el VIH, en pacientes inmunodeprimidos sometidos a trasplantes de
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organos y en otros pacientes que reciben tratamientos inmunosupresores (Van Leeuwen
y cols., 2009). En un estudio reciente que investigé la relacién entre carcinoma escamoso
de cabezay cuello y pacientes con VIH, se observo que los pacientes con VIH/SIDA tienen
1,71 veces mas probabilidad de padecer cancer orofaringeo. Por tanto, se sugiere que el
VIH puede desempeiiar un papel en la génesis del carcinoma escamoso de cabeza y
cuello (Mazul y cols., 2022). También existen trabajos que han mostrado como los
pacientes sometidos a trasplante hepatico por cirrosis hepatica alcohdlica tienen mayor
riesgo de sufrir cdncer de cabeza y cuello que los pacientes trasplantados de higado por

otra causa (Bellamy y cols., 2001; Vallejo y cols., 2005).

En el caso del COCE de labio, el principal factor etioldgico es la radiacidn ultravioleta,
aunque otros autores también lo han asociado con el tabaco, el VPH, las infecciones por
Candida, déficits nutricionales y la predisposicion genética (Pires y cols., 2013). También,
existen estudios que han observado como el cancer de labio es mas frecuente en
trasplantados de érgano sélido (Lépez-Pintor y cols., 2011; Ohman y cols., 2015; Laprise

y cols., 2019).

Por otro lado, la dieta juega un papel importante en el CO. Se ha observado como
consumir verduras ricas en betacarotenos (como las zanahorias, calabaza o maiz),
verduras cruciferas (como el repollo y la coliflor) y citricos (como naranja y limdén) mas
de una vez a la semana tiene un efecto protector frente al CO. Por el contrario, la ingesta
de carnes rojas mas de una vez a la semana aumenta el riesgo de CO, al igual que las
comidas muy picantes o calientes (Gupta y cols., 2017). Existen estudios que muestran
como la ingesta mas alta de citricos reduce un 50% el riesgo de desarrollar CO y faringeo,

en comparacién con los pacientes con una baja ingesta de citricos (Cirmi y cols., 2018).

2.1.4. Carcinogénesis

Se sabe que el desarrollo de CO tiene lugar a lo largo de un periodo de tiempo en el que
ocurren una serie de cambios genéticos y moleculares (Tanaka y Ishigamori, 2011). La
carginogénesis oral es un complejo proceso multifactorial en el que las células epiteliales

se ven afectadas por alteraciones genéticas (Fukuda y cols., 2012). Los queratinocitos de
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la mucosa oral estan expuestos de forma crdénica a factores de riesgo ambientales como
el tabaco y el alcohol, carcinégenos quimicos, radiacién y microorganismos que pueden
romper la homeostasis y generar inestabilidad genética a nivel celular (Figura 1)

(Markopoulous, 2012; Rivera, 2015; Bugshan y Farooq, 2020).

Homeostasis Hiperplasia. Displasia leve, moderada, severa Carcinoma invasivo
Queratinocitos normales  Inestabilidad genética. Ventajas adaptativas Invasion
Epitelio oral COCE

Alteraciones:
TP53, NOTCH1,
EGFR, STAT3,
Ciclina D1, LOH

Factores
secretados:
MMP2, MMP9,
MMP13, VEGF,
TNF-q, IL-1, FGF-2,

TGF-
TEM:
N-Cadherina
Vimentina
C \" (3
Frente de e

Macréfagos
asociados al
tumor

4 Pérdida
E-Cadherina

Membrana basal

- - -

Matriz extracelular Fibroblasto
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Figura 1. Carcinogénesis. Modificado de Rivera, 2015.

Los queratinocitos normales sufren alteraciones genéticas que modifican su ciclo celular
y alteran el mecanismo de reparacion del ADN, la diferenciacidon celular y aumentan la
resistencia a la apoptosis. La exposicién crénica a carcindgenos puede dafiar ciertos
genes o porciones mas grandes de material genético como cromosomas. Este dafo
genético puede activar mutaciones o amplificar oncogenes que promueven la
supervivencia y proliferacion celular (Diez-Pérez y cols., 2011). Como hemos comentado,
estos cambios pueden deberse a factores bioldgicos, a la exposicidn a carcindgenos o a
errores en la reparacion del ADN. Todas estas alteraciones conducen a la presencia de
queratinocitos inestables y a cambios neoplasicos (Feller y cols., 2013). Y en este
microambiente, se ha visto como se promueve la pérdida de adhesién celular y se facilita
el proceso de transicion epitelio-mesenquimal (TEM) (Rivera, 2015), que

posteriormente definiremos.
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Se considera que el principal factor para la malignizacién de un trastorno oral
potencialmente maligno es la presencia de displasia (Warnakulasuriya y cols., 2009). La
displasia oral es un diagndstico histoldgico caracterizado por una alteracidn del epitelio
en el que se producen cambios en la arquitectura y atipias celulares (locca y cols., 2020).

Generalmente, los patélogos clasifican la displasia en tres grados (Figura 2):

1. Ladisplasialeve se define como la alteracion arquitectdnica limitada al tercio inferior
del epitelio con atipias celulares.

2. Ladisplasia moderada se caracteriza por la alteracidn arquitectdnica que se extiende
hasta el tercio medio del epitelio con atipias celulares.

3. La displasia severa se caracteriza por alteraciones arquitectdénicas mas alld de dos

tercios inferiores del epitelio y por atipias celulares.

La displasia se observa en casi todos los casos de eritroplasia y entre el 1-30% de los
casos de leucoplasia oral en el momento del diagndstico (Reibel y cols., 2003). La
mayoria de los profesionales consideran el grado de displasia como un factor predictor
de progresion de los trastornos orales potencialmente malignos a COCE. Se cree que las
lesiones con el grado mas alto de displasia tienen mayor probabilidad de transformacién

maligna (Warnakulasuriya y cols., 2011).

Normal Hiperplasia Displasia Carcinoma Carcinoma invasivo
Leve- Moderada- Severa in situ

Intravasacion © 8 R
/‘\“ — ’/ = —N

" Extravasacion

Figura 2. Alteraciones que se observan en las diferentes etapas de la carcinogénesis

oral (Modificado de Dionne y cols., 2014).
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Sin embargo, existe cierta subjetividad a la hora de establecer la clasificacion histoldgica
de la displasia (Fleskens y cols., 2009). Es dificil poder diferenciar entre los diversos
grados de displasia, y entre la displasia severa y el carcinoma in situ. Por este motivo, se
ha intentado categorizar Unicamente en dos grupos: alto y bajo riesgo de displasia (locca
y cols., 2020). Sin embargo, a pesar de ello es dificil diferenciar los trastornos orales
potencialmente malignos que progresan a CO, y por tanto el manejo clinico de los

pacientes no debe basarse Unicamente en este criterio (Kujan y cols., 2006).

El microbioma juega un papel importante en la carcinogénesis. Las alteraciones en el
microbioma se han asociado con diferentes enfermedades, entre las que se encuentra
el CO (Pushalkar y cols., 2012). La alteracién del microambiente es crucial para inducir
la carcinogénesis (Orlandi y cols., 2019). Esto se ha observado en otros tipos de
carcinomas. Ejemplos de ello son la relacién entre el virus de la hepatitis B (VHB) y el
cancer hepatocelular, el virus de Epstein-Barr (VEB) y el linfoma no Hodgkin y el virus del
papiloma humano (VPH) y el cancer de cuello de Utero. Actualmente, existe evidencia
de mayores concentraciones de ciertas especies como Streptococcus oralis, Ralstonia
insidiosa, Gemella haemolysans y Sphingomonas, en la superficie de lesiones de CO
respecto a tejidos sanos (Pushalkar y cols., 2012). En lo relativo al Fusobacterium
nucleatum, considerado un patdégeno periodontal, se ha visto que promueve el
desarrollo de COCE al provocar la rotura de la doble cadena del ADN, promoviendo el
crecimiento celular y favoreciendo el mecanismo de desarrollo del COCE. Ademas, se ha
observado como las células infectadas por Fusobacterium nucleatum tienen una
capacidad proliferativa aumentada (Geng y cols., 2020). Por tanto, el Fusobacterium
nucleatum es una bacteria que promueve el desarrollo de CO (Peter y cols., 2022). De
hecho, esta bacteria también se ha asociado con inflamacién crénica, la promocién del
proceso TEM en las células epiteliales y la alteracién de la respuesta inmunitaria en la
cavidad oral, observandose en concentraciones mayores en diferentes enfermedades
orales entre las que se encuentra el CO (Shao y cols., 2021). Fusobacterium nucleatum
también se ha asociado con otros tipos de carcinomas como el cancer de pancreas, el
cancer hepatico y el cancer de mama (Irfan y cols., 2020) y se considera por tanto un

carcinégeno (Su Mun y cols., 2021; Alon-Maimon y cols., 2022; Peter y cols., 2022).
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También en el CO, existen estudios que han relacionado el proceso de carcinogénesis

con otros microorganismos de los géneros Streptococcus y Prevotella.

2.1.5. Diagnéstico

El diagndstico precoz del CO es fundamental para salvar la vida del paciente y minimizar
el impacto negativo en la calidad de vida derivado de una cirugia mas agresiva (Abati y
cols., 2020). En la practica clinica, es importante identificar a los pacientes con
trastornos orales potencialmente malignos, ya que estos procesos pueden evolucionar
a CO (Dionney cols., 2014). El diagndstico histolégico del CO mediante la realizacién de
una biopsia sigue siendo el “gold estandar” (Abatiy cols., 2020). Esta prueba también es
util para valorar el riesgo de malignizacidon de los trastornos orales potencialmente

malignos, ya que permite detectar la presencia de displasia (Barnes y cols., 2005).

Como hemos mencionado anteriormente, el 90% de los CO son COCE. En cuanto al grado
histoldgico, la mayoria de los tumores son bien diferenciados o moderadamente
diferenciados, y se presentan formando nidos y cordones de células poligonales
eosinofilas, unidas entre si por puentes intercelulares y con tendencia a la disqueratosis
o0 queratinizacién individual o a la formacién de perlas cérneas. Los nucleos son
redondos y grandes, con nucléolo prominente. En los tumores que presentan un alto
grado de diferenciacion histologico desaparecen los puentes intercelulares y la
gueratinizacién y aumentan el hipercromatismo y el pleomorfismo nuclear, asi como las
figuras mitdticas. Los tumores pobremente diferenciados presentan alta tasa de

proliferaciéon celular (EI-Naggar y cols., 2017).

En lo relativo al patrén de invasidn, en la Ultima actualizacidn de la clasificacién tumoral
para el COCE, se incluyo la profundidad de invasidon tumoral (DOI, por sus siglas en inglés,
“depth of invasion”) y la extensidn extracapsular de la afectacién de ganglios linfaticos
cervicales. La profundidad de invasion tumoral (DOI) es la distancia desde una linea
superficial de la mucosa hasta el punto mas profundo del crecimiento tumoral. Estimar
esta profundidad de invasién solamente desde un punto de vista clinico es dificil. Por

ese motivo, una alternativa que se propone es el empleo de imagenes preoperatorias
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como una resonancia magnética, de tal forma que podamos evaluar la profundidad de
invasién y el grosor del tumor. El grado del patrén de invasidon se correlaciona con la
supervivencia, por lo que determinar esta variable es importante de cara al prondstico

de los pacientes con COCE (Almangush y cols., 2020).

Actualmente, se estan empleando diferentes biomarcadores salivales para intentar
reconocer el riesgo de transformacion maligna de una lesion oral (Abati y cols., 2020).
De hecho, se han identificado hasta 100 biomarcadores salivales alterados en trastornos
orales potencialmente malignos y CO como ciertas citoquinas (IL-6, IL-8, IL-1b, TNF- a),
la fosfatasa, la espermidina, la profilina, la transferrina o la lactatodeshidrogenasa, entre
otros (Khurshid y cols., 2018; Iglesias-Velazquez y cols., 2022; ElImahgoub, 2022). Esta
linea de investigacion prometedora estad siendo muy estudiada ya que la recogida de
saliva es una técnica sencilla y no invasiva (Khurshid y cols., 2018). De todos modos,
diferentes autores consideran que, si bien existen ciertos biomarcadores salivales
asociados a COCE, hoy en dia el uso de biomarcadores por si solo no es adecuado para

el diagndstico de CO (Panneerselvam y cols., 2022).

2.1.6. Clasificacion TNM

La clasificacion TNM es un sistema aceptado a nivel mundial desde la década de 1990
para describir la extensién anatdmica de un tumor (Carinci y cols., 1998), y desde
entonces han ido surgiendo nuevas actualizaciones a la clasificacion inicial. La
clasificacién actual del cancer se basa en la evaluacion de la extension del tumor (T),
afectaciéon de los ganglios linfaticos (N) y presencia de metdastasis a distancia (M). Este
sistema que auna las tres categorias anteriores fue propuesto por la American Joint
Committee on Cancer (AJCC) y es aceptado internacionalmente como sistema universal
e influye en la planificaciéon del tratamiento del cancer (Amin y cols., 2017). La
clasificacion TNM es un sistema de estadificacién estandar mundial que se utiliza para
definir la extensidn del cancer y es un factor prondstico importante para predecir el

resultado de los pacientes (Denaro y cols., 2018).
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En el afio 2017, la American Joint Committee on Cancer (AJCC) propuso una actualizacion
de la clasificacion TNM para el cancer de cabeza y cuello, siendo esta la octava edicion

de la estadificacién (Tabla 1) (Amin y cols., 2017).

Las principales modificaciones en la octava edicidon fueron cambios en la categoria T para
el cancer de la cavidad oral al incorporar la profundidad de invasidn del tumor primario
(DOI) (Almangush y cols., 2020). En esta nueva propuesta, se diferencia entre TX cuando
no puede evaluarse el tumor primario, Tis para casos de carcinoma in situ, y T1-T4 a

medida que va creciendo de tamafio y su profundidad de invasién (Amin y cols., 2017).

El apartado N, relacionado con la presencia de afectacién de ganglios linfaticos
cervicales, diferencia entre NX cuando no puede evaluarse la afectacién ganglionar, NO
cuando no hay ganglios linfaticos afectados, y N1-N3 en funcién de si la afectaciéon
ganglionar es Unica o multiple, ipsilateral, bilateral o contralateral y en funcién del
tamafio. Esto es comun a las ediciones anteriores de esta clasificacion (Amin y cols.,
2017). Sin embargo, la categoria N también fue modificada en la 82 edicion, donde se
incluyd la extensidn extraganglionar (ENE) (Almangushy cols.,, 2020). Se ha
demostrado que la ENE tiene un profundo efecto en el prondstico de la mayoria de los
canceres de cabeza y cuello, excepto los tumores asociados con el VPH vy, por lo tanto,
se incorpord a la categoria N (Wreesmann y cols., 2016). Cuando microscépicamente se
diagnostica ENE ya se considera estadio patoldgico (Kato y cols., 2020). Para clasificar
clinicamente la enfermedad como ENE+, debe haber evidencia inequivoca de ENE en el
examen clinico respaldada por evidencia radiolégica fuerte de ENE. Debe tenerse en
cuenta que una vez que se detecta la ENE clinica, la enfermedad es cN3b. En caso de

duda, se debe asignar la categoria inferior (ENE-) (Amin y cols., 2017).

Finalmente, el apartado M, relativo a la presencia de metdstasis, diferencia entre

ausencia (MO0) o presencia (M+) de metastasis a distancia.

En base a todas estas combinaciones posibles, se establece un algoritmo para clasificar

el tumor en el estadio |, Il, 11l o IV de esta clasificacion TNM (Kato y cols., 2020).
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Esta clasificacion TNM proporciona una buena estratificacion del tratamiento de COCE,
aunque tiene sus limitaciones y conviene individualizar el tratamiento en funcién de

cada caso (Almangush y cols., 2020).

34



Tabla 1. 82 edicién de la clasificacion TNM segun la American Joint Committee on

Cancer (AJCC).

Tamaiio (T)
X El tumor primario no se puede evaluar
Tis Carcinoma in situ
T1 Tumor <2 cmyDOI <5 mm
T2 Tumor<2cm,DOI>5mmy<10mmotumor>2cmy<4cmyDOI<10 mm
T3 Tumor >4 cm o cualquier tumor con DOI > 10 mm
T4

T4a Tumor invade solo las estructuras adyacentes (p. €j., a través del hueso cortical de la

mandibula o el maxilar, o afecta el seno maxilar, o la piel de la cara)
Tab Tumor invade el espacio masticador, la zona pterigoidea o la base del crdneo y/o rodea la

arteria carétida interna

Evaluacion clinica de los ganglios linfaticos regionales (cN)

NX No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales
NO Sin metastasis en ganglios linfaticos regionales
N1 Metastasis en un solo ganglio ipsilateral, <3 cm y ENE-
N2
N2a Metastasis en un solo ganglio ipsilateral, 3-6 cm y ENE-
N2b Metastasis en multiples ganglios ipsilaterales, < 6 cm y ENE-
N2c Metastasis en ganglios linfaticos bilaterales o contralaterales, < 6 cm y ENE-
N3
N3a Metastasis en cualquier ganglio, > 6 cm y ENE-
N3b Metdastasis en cualquier ganglio, >6cm y ENE+

Evaluacidn patoldgica de los ganglios linfaticos regionales (pN)

Nx No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales
NO Sin metastasis en ganglios linfaticos regionales
N1 Metastasis en un solo ganglio ipsilateral, <3 cm y ENE-
N2
N2a Metdastasis en un solo ganglio ipsilateral, <3 cmy ENE+
Metastasis en un solo ganglio ipsilateral, 3-6 cm y ENE -
N2b Metdastasis en multiples ganglios ipsilaterales, <6 cm y ENE-
N2c Metastasis en ganglios linfaticos bilaterales o contralaterales, < 6 cm y ENE-
N3
N3a Metastasis en cualquier ganglio, >6 cm y ENE-
N3b Metastasis en cualquier ganglio, >6cm y ENE+

Metastasis en multiples ganglios ipslitaterales/bilaterales/contralaterales con ENE+

Metastasis a distancia (M)

MO Ausencia de metastasis a distancia
M+ Presencia de metdstasis a distancia

T, tamafio; N, afectacidn de ganglios linfaticos regionales; M, metastasis a distancia; DOI, por sus siglas en inglés,
depth of invasion, en espafiol profundidad de invasion; ENE, extensidn extraganglionar; cm, centimetros.
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2.1.7. Tratamiento

En funciéon del estadio clinico en el que se encuentre el CO, existen diferentes enfoques
terapéuticos (Markopoulos, 2012). Generalmente, el COCE en estadios iniciales se trata
mediante la realizaciéon de cirugia resectiva del tumor. En muchos casos se realiza
diseccidon cervical cuando hay evidencia de afectacion ganglionar o alto riesgo de
metastasis ganglionar (Pagedar y Gilbert, 2009). En los casos con peor prondstico, suele
realizarse también un tratamiento coadyuvante mediante radio y/o quimioterapia

(Almangush y cols., 2020).

La radioterapia es una modalidad de tratamiento oncoldgico que se puede utilizar para
tratar aproximadamente el 50% de todos los pacientes con COCE, ya sea sola o en
combinaciéon con otras modalidades de tratamiento, como cirugia, quimioterapia o
inmunoterapia. Actualmente, los avances tecnolédgicos en radioterapia permiten una
administraciéon de radiaciéon mas precisa y minimizan progresivamente el impacto en los
tejidos sanos (Olivares-Urbano y cols., 2020). La radioterapia es uno de los tratamientos
mas comunes para el CO. Sin embargo, se han observado altas tasas de recurrencia y
metastasis del CO tras la radioterapia. El mecanismo no esta del todo claro, pero se cree
que las células madre cancerosas presentan una radio-resistencia innata que les ayuda
a sobrevivir mas facilmente cuando se exponen al tratamiento de radioterapia (Liu y

cols, 2020).

Otro tipo de tratamiento que a menudo se emplea en el CO es la quimioterapia. La
quimioterapia es la administracion de medicamentos contra el cancer o
citotdxicos. Estos medicamentos actian atacando las células cancerosas que se dividen
rapidamente, interrumpiendo el crecimiento de las células cancerosas vy
destruyéndolas. Los diferentes tipos de agentes quimioterapéuticos interrumpen el
ciclo de vida de las células cancerosas en diferentes etapas, por lo tanto, la combinacién
de diferentes agentes puede ser mas eficaz para inducir la muerte celular que la

quimioterapia con un solo agente (Parmar vy cols., 2021).

Los diferentes tipos de agentes quimioterdpicos se clasifican de la siguiente manera

(Parmar vy cols., 2021):
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- Agentes alquilantes (platinos): funcionan dafiando directamente el ADN vy
evitando la division de las células cancerosas. Dentro de este tipo estan los
siguientes: cisplatino, carboplatino, 5-fluoracilo, 1-fluoracilo, etc.

- Antimetabolitos: interfieren con el crecimiento de ADN y ARN. Matan las células
cancerosas en una fase de divisidn celular. A este tipo pertenece el uftoral.

- Antibidticos antitumorales: interfieren con las enzimas necesarias para la
replicacion del ADN. Dentro de este grupo se encuentran la bleomicina y la
mitomicina.

- Alcaloides de la vinca: inhiben la mitosis o impiden que las enzimas produzcan
las proteinas necesarias para la reproduccién celular, por ejemplo, la vinblastina
y la vincristina.

- Taxanos: inhiben la mitosis al interrumpir la funcién de los microtubulos. Un

ejemplo es el docetaxel.

Aunque el tratamiento del CO se suele limitar a la cirugia resectiva con o sin radioterapia,
en los ultimos anos se han ido desarrollando terapias dirigidas que emplean anticuerpos
monoclonales. Actualmente, sdélo el cetuximab, el pembrolizumab y el nivolumab estan
aprobados por la FDA como terapias moleculares para el cancer de cabeza y cuello
(Kordbacheh y Farah, 2021). El cetuximab es una versién artificial de un anticuerpo que
inhibe el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). Este medicamento se
utiliza tanto para tratar el cdncer de cabeza y cuello como el cancer colorrectal (Instituto
Nacional de Cancer, 2022). El pembrolizumab es un tipo de anticuerpo monoclonal
inhibidor de puntos de control inmunitario. Es un medicamento que se une a la proteina
PD-1 para ayudar a las células inmunitarias a destruir células cancerosas y que se usa
para el tratamiento de muchos tipos de cancer, entre los que destacan el cancer de
mama, cancer de piel, cancer colorrectal, cdncer de endometrio, carcinoma de células
renales, cancer de eséfago, cancer de unidn gastroesofagica y cancer de cabeza y cuello
(Instituto Nacional de Cancer, 2022). Y el Nivolumab es un anticuerpo monoclonal
inhibidor de puntos de control inmunitario, que se une también une a la proteina PD-1
para ayudar a las células inmunitarias a destruir células cancerosas, y que se usa para el
tratamiento de muchos tipos diferentes de cancer (cancer de eséfago, de estémago,

colorrectal, de pulmén, de rifién, COCE, linfoma de Hodgkin) (Instituto Nacional de
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Cancer, 2022). Estos tratamientos se suelen aplicar en pacientes en estadios avanzados,
con enfermedad recurrente o metastasica, normalmente en combinacién con
radioterapia y/o quimioterapia. Sin embargo, aunque estas terapias moleculares son
prometedoras, la cirugia sigue siendo la primera linea de tratamiento del COCE

(Kordbacheh y Farah, 2021).

2.1.8. Prondstico

El prondstico de COCE varia en funcion de una serie de factores relacionados con las
caracteristicas del tumor como la localizacién, extensidn y afectacién ganglionar, asi
como, con las caracteristicas del tratamiento y del propio paciente (Omar, 2013). El
pronéstico del COCE empeora en funcién del avance del tumor. Ademas, se sugiere que
el prondstico también es peor a medida que la localizacidon tumoral es menos accesible.
En base a esto, el cancer de labio tiene mejores tasas de supervivencia que el cancer de
orofaringe, por ejemplo. Hoy en dia, la evidencia muestra que el estadio clinico y
patoldgico en el momento del diagndstico de la enfermedad es el factor mas importante

y que mas influye en el prondstico (Chow, 2020).

El prondstico es mejor en los COCE diagnosticados en estadios tempranos de la
enfermedad, especialmente aquellos que estan bien diferenciados y no han dado lugar
a metdstasis. Sin embargo, la mayoria de los COCE se diagnostican en una etapa
tardia. Hoy en dia, a pesar de los avances terapéuticos, el CO tiene un mal prondstico
(Taghaviy Yazdi, 2015). Si bien la deteccién y el tratamiento de la mayoria de los tumores
ha mejorado en las Ultimas décadas, el pronéstico asociado con el COCE se ha mantenido
sin cambios importantes (Haddad y Shin, 2008). Cabe destacar que el CO tiene una tasa
de supervivencia a los 5 afios que varia del 15% al 60 %, segun el estadio de la
enfermedad. Ello se debe a que muchos de los casos presentan en el momento del
diagndstico invasion local y metastasis, que es la consecuencia mas letal de la progresién
tumoral (Zanoni y cols., 2019; Wangmo y cols., 2020). Por ello, la tasa de supervivencia
general a 5 afios para COCE sigue siendo baja, y durante las ultimas tres décadas se ha
situado en torno al 50% (Taghavi y Yazdi, 2015). Ademas, se ha visto que cuando la

demora del diagndstico se excede del mes, el riesgo de tener un estadio tumoral de CO
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avanzado es significativamente mayor (Gdmez y cols., 2009). Las tasas de supervivencia
a cinco afos en estadios avanzados no superan el 12% y la mayoria de los pacientes con
COCE avanzado suelen fallecer pasados menos de 30 meses del diagndéstico de su
enfermedad (Zini y cols., 2009). Se ha observado también como el tamafio tumoral es
importante. Los pacientes con tumores T1 y T2 tienen una tasa de supervivencia mayor

que los pacientes con estadios mds avanzados (T3, T4) (De Graaff y cols., 2019).

La demora hasta el tratamiento definitivo puede tener un impacto negativo en la
recurrencia de la enfermedad (Murphy y cols., 2016). Sin embargo, aunque hay que
evitar demoras innecesarias, debe emplearse el tiempo suficiente para planificar de
forma optima el tratamiento y para reeducar a los pacientes en términos de nutricion,

higiene oral y abandono de habitos nocivos como el tabaco (De Graaff y cols., 2019).

En resumen, la deteccidén temprana del CO da como resultado un mejor prondstico y
tasas mas favorables tanto de supervivencia como de morbilidad por el tratamiento
(Ford y cols., 2013). Un buen enfoque seria tratar de concienciar a la poblacion y a los
profesionales sanitarios de las medidas preventivas y realizar cribados para detectar CO
en etapas tempranas. De esta forma se reduciria la demora en el diagndstico y esto
podria salvar la vida de los pacientes (Abati y cols., 2020). Ademas, es necesario realizar
un seguimiento a largo plazo de los pacientes que han sufrido CO, tanto clinica como
con pruebas de imagen, ya que hay altas tasas de recurrencia (Wong y Wiesenfeld,

2018).
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2.2. TRANSICION EPITELIO-MESENQUIMAL (TEM)

El proceso de TEM es una cascada de eventos que se observan en las células epiteliales.
Estas células son normalmente inmodviles y cuando sucede el proceso TEM cambian
morfolégicamente a células méviles de tipo mesenquimal (Kang y Massagué, 2004). En
este proceso dindmico, la capacidad migratoria e invasividad de las células epiteliales se
ve reforzada por la pérdida de adhesion intercelular y cambios en la polaridad celular.
Las células adquieren un fenotipo mesenquimal a medida que pierden sus
caracteristicas epiteliales. Ademads, las células implicadas en TEM tienen mayor
capacidad para autorrenovarse, y pueden diferenciarse en diversos tipos de células

tumorales (Yang y cols., 2020).

El proceso TEM juega un papel crucial en la morfogénesis durante el desarrollo
embrionario y puede ser silenciada en organismos adultos. Sin embargo, el proceso TEM
puede reactivarse en varias condiciones patoldgicas, incluyendo la aparicién de
carcinomas. De hecho, se ha planteado la hipdtesis de que el proceso TEM confiere a las
células cancerosas un fenotipo invasivo que es crucial para invadir el tejido circundante
y, finalmente, para colonizar lugares a distancia a través de vasos sanguineos o linfaticos
generando metdastasis (Zidar y cols., 2018). Como es bien conocido, la metastasis es un
proceso durante el cual las células cancerosas se diseminan desde el tumor primario y
establecen tumores secundarios en érganos distantes. El proceso TEM se considera el
paso inicial en la cascada invasidon-metastasis. En este proceso las células cancerosas

adquieren un fenotipo invasivo y un potencial metastasico (Yang vy cols., 2020).

En los afios 90, se comenzaron a realizar estudios de investigacién para identificar los
mecanismos reguladores moleculares de TEM (Yang y cols., 2020). Y en las ultimas tres
décadas se han identificado diferentes biomarcadores asociados a este proceso TEM

gue serdn desarrollados a continuacién.
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2.2.1. Proteinas alteradas en el proceso TEM

2.2.1.1. Cadherinas

Las cadherinas son una familia de proteinas transmembrana que participan en la
adhesion celular (Loh y cols., 2019). Las cadherinas fueron identificadas por primera vez
en hamsteres por Takeichi, quien las defini6 como moléculas de superficie celular
involucradas en el mecanismo de adhesién dependiente de calcio en vertebrados
(Takeichi, 1990; Loh y cols., 2019). Por tanto, las cadherinas son fundamentales para
establecer y mantener las estructuras multicelulares (Takeichi, 1990). Las cadherinas
participan en la regulacién de la adhesién célula-célula, y ademds modulan los procesos
morfogenéticos y de diferenciacién celular, los cuales son cruciales durante el desarrollo
embrionario (Vestweber, 2015). Entre sus funciones se incluyen el establecimiento y el
mantenimiento de la polaridad celular, asi como la diferenciacion, migracién vy

sefializacion en las vias de proliferacion celular (Chen y cols., 2014).

Takeichi fue el primero en diferenciar entre E-Cadherina y N-Cadherina (Takeichi, 1990;
Vestweber, 2015). La E-Cadherina y N-Cadherina son cadherinas clasicas y comparten
estructuras similares. La diferencia estructural entre E-Cadherina y N-Cadherina es que
la primera se une con la isoforma mads corta de la Catenina-p120, mientras que la N-
Cadherina se une a la isoforma mas larga de la Catenina-p120 (Figura 3) (Loh y cols.,

2019).
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Figura 3. Estructura N-Cadherina y E-Cadherina (Loh y cols., 2019).

2.2.1.1.1. E-Cadherina

La E-Cadherina es una molécula de adhesién celular transmembrana que depende del
calcio, y juega un papel importante en la conservacion de la estructura epitelial
participando en la unidén célula-célula y en la sefalizacién intracelular (Ginther y
Pedernera-Astegiano, 2011). Se ha observado que la disminucién de E-Cadherina reduce
la adhesion de la célula al sustrato y provoca una alteracion significativa de la
organizacién normal de los microtubulos y el citoesqueleto de actina (Chen y cols.,

2014).

La E-Cadherina es una de las proteinas mas estudiadas dentro de la familia de las
cadherinas. Esta proteina es considerada un importante supresor tumoral, ya que la
disminucion de E-Cadherina se encuentra asociada a la aparicién de cancer de tipo
epitelial (Schneider y Kolligs, 2015). La pérdida de expresion de E-Cadherina se asocia
con células malignas mas agresivas y menos diferenciadas, y ademas puede provocar la
activacion de varios factores de transcripcion del proceso TEM (FT-TEM) (Onder y cols.,
2008). La pérdida de E- Cadherina se ha asociado con la aparicion de diferentes canceres

invasivos y metastdsicos como el cdncer de ovario, el cancer de préstata y el

42



glioblastoma, lo cual sugiere que la pérdida de E-Cadherina puede promover la actividad

metastdsica de ciertos tumores (Loh y cols., 2019).

Por el contrario, otros investigadores sostienen que la baja expresion de E-Cadherina no
necesariamente desencadena el proceso TEM, y que la restauracion de los niveles de E-
Cadherina no revierte este proceso (Hollestelle y cols., 2013). De hecho, Cheny cols. en
su trabajo de investigacion defendieron que la pérdida de E-Cadherina por si sola es
insuficiente para inducir el proceso TEM. Pero observaron que esta pérdida de expresion
se asociaba a cambios de remodelacion tisular (Chen y cols., 2014). También Schneider
y Kolligs sostienen que la pérdida de E-Cadherina no genera cdncer por si misma, pero
si que promueve el crecimiento tumoral cuando se combina con un segundo factor

cancerigeno (Schneider y Kolligs, 2015).

La E-Cadherina es importante para mantener el fenotipo epitelial y, dado que es una
molécula imprescindible en la adhesidn con otras células, tiene funciones que regulan
el comportamiento de las células epiteliales, la formacion de tejidos y la supresion del
cancer (Van Roy, 2008). Onder y cols. investigaron la funciéon de la E-Cadherina, y
observaron como la interrupcién de la adhesién célula-célula por si misma no
desencadenaba metastasis, sin embargo, la pérdida de la proteina E-Cadherina si lo
hacia e inducia el proceso TEM. También, se han realizado estudios de analisis de
expresion génica que han comprobado que la pérdida de E-Cadherina provoca la
induccion de multiples FT (Onder y cols., 2008). Estos hallazgos apoyan que la pérdida
de E-Cadherina en tumores contribuye a la diseminacién metastasica al inducir cambios

transcripcionales y funcionales (Onder y cols., 2008).

Adema3s, la baja expresion de E-Cadherina se ha asociado con un mal prondstico de los
pacientes con diferentes tipos de cédnceres, como el cancer gastrico, el cancer de
préstata, el cancer de pancreas o el cancer de higado. Por otro lado, en algunos casos
de cancer de mama, estdmago, Utero e higado se ha observado este fendmeno
caracteristico del proceso de TEM, con una pérdida combinada de E-Cadherina y p53
(Schneider y Kollings, 2015). Debido a lo anteriormente comentado, algunos autores

sugieren que el desarrollo de una terapia contra el cancer basada en restaurar los niveles
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de E-Cadherina podria ser un nuevo enfoque de tratamiento para estos tipos de cancer

(Van Roy, 2008).

En lo relativo al COCE se han realizado varios estudios en los que se ha observado
disminucion de la expresién de E-Cadherina en los pacientes con COCE. Angadi y cols.
estudiaron mediante inmunohistoquimica la expresiéon de E-Cadherina en casos de
COCE y encontraron una disminucidn de la expresidon de E-Cadherina en el 40% de las
muestras de COCE, observando una asociacion significativa entre la expresion de E-
Cadherinay los grados de diferenciacioén histolégica del COCE (Angadiy cols., 2016). Por
otro lado, Kadeh y cols. también observaron una expresion reducida de E-Cadherina en
el 74% de las muestras de COCE (Kadeh y cols., 2021). Y en el trabajo realizado por Lopez-
Verdin y cols. también se observé como la expresion de E-Cadherina fue menor en
pacientes con COCE respecto a controles sanos. Sin embargo, no se observé una
asociacion significativa entre los parametros clinicos y los niveles de expresion de E-
Cadherina. Pero los niveles de expresiéon fueron mas bajos en pacientes con metastasis
y afectacién de ganglios linfaticos (Lopez-Verdin y cols., 2019). En este afio 2023,
Lorenzo-Pouso y cols. publicaron una revisién sistematica donde se estudiaba el
significado prondstico de la expresidon inmunohistoquimica de la E-Cadherina en
pacientes con COCE. Estos autores determinaron que, si se utiliza junto con otros
indicadores clinicos e histolégicos, la baja expresién de E-Cadherina puede ser un
marcador tumoral fiable, ya que indica mayor invasividad y metastasis lo que se asocia

a mal pronéstico.

2.2.1.1.2. N-Cadherina

La N-Cadherina es una glicoproteina transmembrana que media la formacién e
integridad estructural de los vasos sanguineos (Blaschuk, 2015). Esta proteina fue
identificada en la década de los ochenta por dos grupos de investigacién Geiger y cols.
y Hatta & Takeichi, quienes documentaron que esta proteina tenia dominios
extracelulares, transmembrana y citoplasmaticos. Del mismo modo, estos
investigadores confirmaron que la N-Cadherina era una molécula de adhesién celular

dependiente de calcio (Geiger y cols., 1985; Hatta y Takeichi, 1986; Blaschuk, 2015). La
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N-Cadherina participa en la unién intercelular, aunque predomina mas en fibroblastos.
Y se considera que su adhesion es mas dinamica y menos estable que la E-Cadherina

(Mrozik y cols., 2018).

La N-Cadherina también se ha asociado con el proceso TEM en varios tipos de tumores
(Wang vy cols., 2016). Se ha observado como la N-Cadherina juega un papel importante
en la regulacidon de la proliferacion, invasion y metastasis de las células cancerosas
(Blaschuk, 2015). Wang y cols. observaron como la N-Cadherina podia modular la
invasién y migracion celular en casos de cancer de prdstata (Wang y cols., 2016). Esto
puede deberse a que la N-Cadherina esta intimamente involucrada en la formacidn de
vasos sanguineos o angiogénesis, y también en el mantenimiento de la estabilidad de
dichos vasos sanguineos. Por tanto, la inhibicion de la funcion de N-Cadherina
desestabiliza los microvasos (Paik y cols., 2004). Se ha observado como el crecimiento
de los tumores es dependiente de la N-Cadherina y, por tanto, los cambios en Ia
expresion de esta molécula de adhesion celular pueden afectar al crecimiento tumoral

(Blaschuk, 2015).

En estudios de investigaciéon se ha observado como la N-Cadherina sirve como un
marcador del proceso TEM y su expresién se ha correlacionado con el desarrollo de
varios tipos de carcinomas (Jennbacken y cols., 2010; Hui y cols., 2013; Wang y cols.,
2016). Por ejemplo, hay estudios que muestran como la N-Cadherina favorece la
adhesién entre las células cancerigenas y el estroma en el cancer de mama. Y también
como la sobreexpresion de N-Cadherina se asocia a una mayor invasién en este tipo de
carcinomas (Hazan y cols., 2000; Wangy cols., 2016). Por este motivo, la sobreexpresiéon
de N-Cadherina se ha asociado con un peor prondstico, ya que aumenta el potencial de

invasion tumoral (Hazan y cols., 2000; Jennbacken y cols., 2010).

Existen diversos estudios que han demostrado como la pérdida de E-Cadherina y la
sobreexpresién de N-Cadherina hace que las células tumorales pierdan su polaridad,
sean mas resistentes a la apoptosis y adquieran un potencial invasivo y metastasico. Por
lo tanto, los antagonistas de la N-Cadherina podrian tener potencial para facilitar la
apoptosis de células tumorales y suprimir la metastasis (Blaschuk, 2015). La capacidad

de la N-Cadherina para regular el comportamiento de las células tumorales se ha
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atribuido en parte a la interaccion y activacion del receptor del factor de crecimiento de
fibroblastos (Blaschuk, 2015). Por tanto, la interrupcién de las interacciones
intercelulares de N-Cadherina utilizando antagonistas podria ser una estrategia

novedosa y prometedora para el tratamiento del cancer (Blaschuk, 2015).

Respecto al carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello, se ha observado como
la disminucidn de los niveles de E-Cadherina (que promueve la adhesién de células
epiteliales) se asocia con un aumento de N-Cadherina (que favorece la invasién y
migracion celular). Este proceso se ha denominado “Cadherin switching” (Zeisberg y
Neilson, 2009) y se caracteriza por la regulacién a la baja de la expresién de E-Cadherina
y la sobreexpresion de la N-Cadherina. Esta alteracidon se ha observado en el proceso
TEM. Las uniones intercelulares mediadas por E-Cadherina se disocian debido a su
menor expresion, mientras que la N-Cadherina establece una union relativamente débil

(Mrozik y cols., 2018; Loh y cols., 2019).

Por otro lado, la metastasis es una de las principales causas de mortalidad relacionada
con el cancer. Dentro de los tumores primarios, la metastasis se caracteriza por la
invasion localizada en el microambiente circundante, la entrada en el sistema vasculary
la posterior diseminacion a drganos distantes. En muchos canceres epiteliales, la
metastasis se ve facilitada por la reprogramacién genética y la transicién de las células
cancerosas de un fenotipo epitelial a un fenotipo mesenquimal (Mrozik y cols., 2018). El
"Cadherin switching" en el proceso TEM se asocia con caracteristicas migratorias e
invasivas, lo que provoca una menor tasa de supervivencia de los pacientes (Loh y cols.,

2019).

En lo relativo al COCE existen estudios que han observado estos procesos. Por ejemplo,
Angadi y cols. observaron mediante técnicas de inmunohistoquimica una reduccién en
la expresion de E-Cadherina junto a una sobreexpresion de N-Cadherina en el 80% de
las muestras de COCE (Angadi y cols., 2016). Esto coincide con los resultados Chandolia
y cols. que mostraron como la N-cadherina estaba sobreexpresada en casos de COCE.
Ademds, estos autores observaron como el nivel de expresion de N-Cadherina

aumentaba a medida que el COCE progresaba, aunque no obtuvieron una asociacién
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significativa con el grado de diferenciacion histolégico del COCE (Chandolia y cols.,

2017).

2.2.1.2. Vimentina

La Vimentina es una proteina que normalmente se encuentra en las células
mesenquimales, aunque a veces se expresa en células epiteliales migratorias, células
que aparecen normalmente durante la embriogénesis y también durante la cicatrizacion
de heridas. Se considera que estas células migratorias son células epiteliales que
adquieren caracteristicas mesenquimales, lo que conlleva una capacidad migratoria
aumentada y mayor capacidad de invasién. Se estima que la Vimentina es el
componente principal del citoesqueleto de las células mesenquimales, y que por tanto
regula la tumorogénesis, el proceso TEM y la diseminacién metastasica del cancer (Kidd
y cols., 2014). Su sobreexpresidon patoldgica en las células epiteliales orales se ha

asociado con mayor invasion tumoral y metdstasis (Chaw y cols., 2012).

Existen autores que han estudiado los marcadores clasicos del proceso TEM y han
observado como los niveles de Vimentina se encuentran sobreexpresados en muestras
de COCE linguales respecto a muestras de mucosa oral sana (Zhangy cols., 2017). Zhang
y cols. estudiaron la expresién de Vimentina mediante inmunohistoquimica en dichos
tumores, observando que la expresion de E-Cadherina se encontraba disminuida y que
la Vimentina estaba significativamente aumentada en dichas muestras en comparacién
con los tejidos de la mucosa oral no neopldsica (Zhang y cols., 2017). También en un
estudio previo, llevado a cabo por Chaw y cols., se observé que la expresion de ARN de
Vimentina fue 3,7 veces mayor en muestras de COCE respecto a tejidos sanos (Chaw y

cols., 2012).

Existen trabajos que han mostrado como la mayor expresion de Vimentina se asocia a
la recurrencia del COCE lingual (Zhang y cols., 2017). También se ha analizado la
Vimentina en cédncer de células escamosas de cabeza y cuello. Existen autores que
analizaron mediante inmunohistoquimica la expresién de E-Cadherina y Vimentina y
observaron que habia una asociacidn significativa entre la alta expresién de Vimentina

y la metdstasis a distancia. Pero no observaron una asociacion significativa entre la
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expresion de Vimentina y la supervivencia de los pacientes (Kim y cols., 2014). También,
existen autores que han mostrado como las células de los carcinomas epiteliales
adquieren marcadores mesenquimales como la Vimentina y que esto se asocia a una

mayor invasion y potencial metastdsico (Zeisberg y Neilson, 2009).

Por otro lado, existen trabajos que han mostrado como la expresion de Vimentina
aumenta de forma gradual en mucosa sana, fibrosis oral submucosa y COCE, siendo
mayor en COCE. Por tanto, los niveles de Vimentina aumentan en trastornos orales
potencialmente malignos y alcanza valores superiores en el COCE (Aggarwal y cols.,

2022).

En conclusion, en el COCE se observa como la expresion de E-Cadherina disminuye, y la
expresion de N-Cadherina y Vimentina aumentan (Smith y cols., 2013). Ademas, estos
cambios se asocian con mayor frecuencia de metdstasis a distancia y una disminucion
de la supervivencia en pacientes con cancer de cabeza y cuello (Gold y Kim, 2009; Smith

y cols., 2013).

2.2.2. Genes implicados en TEM
Los siguientes genes que vamos a describir se han visto asociados al proceso TEM vy
codifican para proteinas que llevan su mismo nombre. En este apartado no se van a
desarrollar, por tanto, los genes de las proteinas previamente comentadas en el
apartado anterior. A continuacién, se describen algunos de los genes asociados al

proceso TEM en COCE.

2.2.2.1. Aldehido deshidrogenasa (ALDH)

Se trata de una familia de proteinas codificadas por el gen del mismo nombre. Dentro
de esta familia destacamos la ALDH1 (aldehido deshidrogenasa 1), que es un marcador
utilizado para identificar, aislar y rastrear células madre cancerosas en diversos tipos de
tumores solidos humanos (Tian y cols., 2018). La ALDH se ha relacionado con una mayor
trasformacién maligna de los trastornos orales potencialmente malignos (Dionney cols.,

2014). En un estudio recientemente publicado, Dhumal y cols. analizaron la expresion
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de las ALDH1 en COCE, trastornos orales potencialmente malignos y muestras sanas.
Estos autores observaron una diferencia estadisticamente significativa de los niveles de
ALDH1 entre los tres grupos, observdndose una mayor expresion en COCE. Ademas,
dentro de los trastornos orales potencialmente malignos, el nivel de ALDH1 fue
estadisticamente mayor en las lesiones con displasia en comparacion con las lesiones
sin displasia, lo que sugiere que ALDH1 puede ser un marcador asociado a displasia y
malignizacién (Dhumal y cols., 2022). También se ha observado una sobreexpresion de
ARNm de ALDH1 en cancer de cabeza y cuello, ademds la sobreexpresion del ARN de
ALDH1 en tumores primarios se asocié con metastasis regionales y peor evolucién del
paciente. Los autores justifican que estos resultados desfavorables se relacionan con el

proceso TEM (Vieira y cols., 2020).

2.2.2.2. AT Rich Interaction Domain (ARID)

Este gen codifica a una proteina encargada de la regulacidon transcripcional y
moduladora del ciclo celular. Esta proteina tiene la capacidad de reparar dafos
producidos en el ADN, por lo que también se considera un supresor tumoral. Se ha
observado una disminucion de su expresion en diferentes tipos de carcinomas (Jiang y
cols., 2020; Wu y cols., 2020). La familia de genes y proteinas ARID, engloba 15 subtipos
diferentes, estudiados en los genomas de humanos, ratones y perros (Wilsker y cols.,
2005). En el CO, ARID2 ha sido ampliamente estudiado. Shukla y cols. estudiaron la
expresion de ARID2 en pacientes con cancer de cabeza y cuello, y observaron como la
disminucion de su expresién se asociaba a mal prondstico. Ademas, este estudio es el
primero en demostrar como la disminucién de expresiéon de ARID2 favorece el proceso
TEM en COCE (Shuklay cols., 2022). También, existen otros trabajos que muestran como
la baja expresion de ARID2 facilita el proceso TEM en CO. De hecho, la alta expresion de
ARID2 se relaciond significativamente con la ausencia de metastasis ganglionares en CO,
una disminucion del tamafio del tumor y, por tanto, con estadios clinicos menos
avanzados de la clasificaciéon TNM y con tumores bien y moderadamente diferenciados

(Wuy cols., 2020).
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2.2.2.3. Ribonucleoproteina C nuclear heterogénea (HNRNPC)

Este gen codifica para una proteina de union y expresién de ARN considerada como un
biomarcador de mal prondstico en diferentes tipos de carcinomas (Huangy cols., 2020;
Liu y cols., 2019; Hou y cols., 2020). Se ha observado como HNRNPC promueve el
proceso TEM en COCE y cancer de eséfago (Zhang y cols., 2019). En el caso del CO, los
altos niveles de expresion de HNRNPC se han asociado de forma significativa con
estadios mas avanzados de la clasificacion TNM. Ademas, se ha observado como los
pacientes con COCE con niveles altos de HNRNPC sufren mas metdstasis a distancia,

aunque de forma no estadisticamente significativa (Huang y cols., 2020).

2.2.2.4. Integrina alfa (ITGA)

Este gen codifica para la proteina ITGA implicada en la adhesidn, proliferacion vy
migracion celular (Wang vy cols.,, 2020). Lasintegrinasson una superfamilia de
glucoproteinas que participan mayoritariamente en la unién de las células con la matriz
extracelular, y se han relacionado con el proceso TEM y con el mal pronéstico de algunos
tipos de carcinomas (Xiao y cols., 2018; Wang y cols., 2020; Deng y cols., 2019). Dentro
de esta familia, se ha investigado el papel que juega ITGAS5 en el CO. La alta expresiéon
de ITGAS se ha asociado con estadios clinicos mas avanzados de la clasificacién TNM y
peor prondstico del CO (Deng y cols., 2019). Existen estudios realizados en lineas
celulares, que han mostrado como las células con niveles mas altos de ITGA5 migraron
e invadieron mas facilmente que aquellas con baja expresidn, y mostraron tasas de
proliferacion celular mas altas. Asi mismo, se observé que tanto los niveles proteicos
como de ARN de los marcadores mesenquimales N-Cadherina, Vimentina y Snail se
incrementaron en las células con niveles mas altos de ITGA5, mientras que los

marcadores epiteliales como la E-Cadherina disminuyeron (Deng y cols., 2019).
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2.2.2.5. Gen de la proteina 1 que interactia con DAZ (DZIP1)

Este gen codifica para una proteina implicada en diversas vias de sefializacidon que tiene
funciones de circulacion del ARN. Se ha visto como el aumento de expresidén de DZIP1,
uno de los tipos de DAZ, promueve la proliferacidon, migracion e invasion del COCE.

Ademas, la sobreexpresion de DZIP1 promueve el proceso TEM en CO (Yany cols., 2019).

En lo relativo al proceso TEM en casos de COCE, se ha observado que la expresion de los
marcadores mesenquimales como N-Cadherina, Snail y Vimentina aumentaron con la
sobreexpresion de DZIP1 y disminuyeron en casos de menor expresion de DZIP1. Por
tanto, DZIP1 promueve la proliferacién, invasidon y migracion a través del proceso TEM

(Yan y cols., 2019).

2.2.2.6. Gen del high mobility group proteins characterized by an AT-hook (HMGA)

Este gen codifica para proteinas cromosémicas no histonas encargadas de regular la
transcripcion de genes. Estas proteinas se encuentran sobreexpresadas durante el
desarrollo embrionario y generalmente estdn presentes en diversas neoplasias
malignas. Este gen se considera un regulador clave en el desarrollo del cancer y la

metastasis (Mahmood y cols., 2021).

HMGAZ2 en relacidon con el proceso TEM ha sido estudiada en otros tipos de cancer. Por
ejemplo, Hawsawi y cols. han determinado que HMGA2 puede promover el proceso
TEM en el cdncer de prdstata (Hawsawi y cols., 2018). En lo que respecta al CO, se ha
observado que la alta expresion de HMGA2 promueve el proceso TEM, y ademas se ha
relacionado su alta expresidn con estadios clinicos mas avanzados y peor pronéstico de
los pacientes con COCE (Zhao y cols., 2016; Zhang y cols.,2017). Ademas, Zhang y cols.
evaluaron la recurrencia de los pacientes con COCE y determinaron que aquellos que
exhibian mayor expresién de HMGA?2 presentaban mayores tasas de recurrencia (Zhang

y cols.,2017).
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2.2.2.7. Gen del factor de union rico en serina/arginina (SRSF)

Este gen codifica para un grupo de proteinas que median la unién del ARN y se
encuentran involucradas en la integridad del genoma. Las proteinas asociadas a este gen
se encuentran sobreexpresadas en algunos carcinomas (Corbo y cols., 2012; Xu y cols.,

2019).

Dentro de este grupo cabe destacar SRSF3. La sobreexpresién de SRSF3 se ha asociado
con el proceso de TEM en el CO, observando como una mayor expresion de SRSF3 se
asocia con estadios clinicos mas avanzados de la clasificacion TNM y un peor prondstico
de la enfermedad. También la sobreexpresién de SRSF3 se ha asociado con metastasis

en ganglios linfaticos cervicales (Peiqi y cols., 2016).

2.2.3. Factores de transcripcion (FT) asociados a TEM

Un factor de transcripcidn es, por definicidn, cualquier proteina necesaria para iniciar el
proceso de transcripcion (Atlas Genetics Oncology, 2022). La transcripcion es el proceso
de generacion de una copia de ARN a partir de una secuencia de ADN de un gen. En los
seres humanos, el ARN se desplaza desde el nucleo celular al citoplasma de la célula
donde se usa para sintetizar la proteina codificada (National Human Research Institute,
2022). Muchos de los factores de transcripcidon actuan mediante el reconocimiento de
posiciones que forman parte de los promotores o intensificadores de los genes (Atlas

Genetics Oncology, 2022).

Los FTs asociados al proceso TEM (FT-TEM) favorecen la progresidon del cancer al
promover la invasion vy la resistencia a los farmacos (Nieto, 2017). A continuacion, se

describirdn los mas frecuentemente asociados al proceso TEM.

2.2.3.1. Snail o Snaill

Snail, también llamado Snaill, es un regulador clave del proceso TEM por su funcién en

la progresion del cancer (Morais y cols., 2023). Se ha visto como aumenta la resistencia
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a los medicamentos antitumorales y la invasion de células cancerosas (Zhao y cols.,
2016). Zhao y cols. analizaron la expresion de E-Cadherina, Vimentina y Snail en COCE
lingual. Mediante técnicas de Western Blott, inmunohistoquimica e
inmunofluorescencia midieron la expresidon y localizacion de los marcadores cldsicos del
proceso TEM tanto en COCE lingual como en tejidos sanos. Observaron cdmo los tejidos
de COCE lingual pobremente diferenciados expresaban niveles mucho mas altos de Snail
y Vimentina, pero un nivel mas bajo de E-Cadherina que los tejidos de COCE lingual bien
diferenciados. Snail estaba sobreexpresado en casos de metastasis ganglionar, lo que
sugiere que puede desempefar un papel importante en el proceso de metastasis a

través del proceso TEM en el COCE lingual (Zhao y cols., 2016).

Estos mismos autores analizaron la importancia clinico-patoldgica y prondstica de Snail
en el COCE lingual mediante inmunohistoquimica. En este trabajo se observdé como la
expresion de Snail se asocio significativamente con el estadio clinico, la presencia de
metastasis en los ganglios linfaticos, el grado de diferenciacidon histolégica y la
supervivencia de los pacientes. Por tanto, se sugiere que la sobreexpresion de Snail en
COCE lingual se asocia a una mayor progresion del cancer, a metdastasis y un peor
prondstico (Zhaoy cols., 2016). Otros autores, como Gold y Kim, también han observado
como la sobreexpresién de Snail se asociaba con la metastasis y el mal prondstico del

carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (Gold y Kim, 2009).

En un estudio reciente, Morais y cols., evaluaron el impacto que tiene Snail en la
apoptosis, proliferacion, migracion e invasion celular en casos de COCE lingual.
Determinaron que el silenciamiento de Snail provocaba un aumento de la expresién de
E-Cadherina y suprimia la expresion de Vimentina en lineas celulares de COCE. Ademas,
el silenciamiento de Snail frenaba la capacidad proliferativa de las células cancerigenas.
Por tanto, estos autores sugieren que Snail juega un papel clave en el proceso TEM, y
sugieren que puede ser una diana terapéutica por su capacidad para inhibir la migracion

e invasion celular (Morais y cols., 2023).

53



2.2.3.2. Slug o Snail2

Slug, también denominado Snail 2, es un FT asociado a TEM que se expresa mas en
células cancerigenas y se ha involucrado en el agravamiento de ciertos tumores. Durante
el proceso TEM, Snail y Slug reprimen la transcripcidon de E-Cadherina. Slug y Snail se
expresan de manera aberrante en algunos tipos de canceres y regulan muchos tipos de
procesos, como la proliferacion celular y la apoptosis. De hecho, se ha observado como
Slug aumenta la resistencia a los farmacos antitumorales incrementando las

propiedades invasivas del tumor (Nakamura y cols., 2018).

Nakamura y cols. demostraron que los niveles de Slug estaban elevados en las células
de COCE humanas. Del mismo modo, observaron como las células que tienen Slug
silenciado presentaban mayor sensibilidad a los farmacos antitumorales. Estos autores
también detectaron presencia de Slug en la mayoria de las lineas celulares del COCE,
observando como la expresion de este FT era mayor en muestras de COCE que en tejidos

sanos (Nakamura y cols., 2018).

En el cancer de cabeza y cuello se ha podido evidenciar como el ARN de Slug se expresa
mas que en células cancerosas de otros tumores. Por lo tanto, Slug puede desempefiar
un papel importante en la progresion del cancer en las células de COCE (Nakamura y

cols., 2018).

2.2.3.3. Twist

El FT Twist es considerado un regulador de la morfogénesis embrionaria por su
capacidad para reorganizar tejidos jugando un papel esencial en la metastasis (Castafion
y Baylies, 2002). Yang y cols. estudiaron la expresion de ARN de Twist mediante la
reaccion cuantitativa de la cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR) en células
tumorales y células epiteliales sanas de mamiferos, observando como Twist contribuia
a las metastasis al promover el proceso TEM. Estos autores también pudieron ver como
Twist provocaba directa o indirectamente la represidon de transcripcién de E-Cadherina

y promovia el crecimiento tumoral (Yang y cols., 2004).
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También Zhao vy cols., estudiaron la expresién de Twist en COCE lingual en tejidos y en
lineas celulares. Para ello, estudiaron su ARN y proteinas codificadas, utilizando técnicas
de RT-PCR y técnicas de inmunohistoquimica. Estos autores comprobaron como Snail y
Twist se asociaban al desarrollo de metastasis en COCE lingual y afirmaron que la
activacion de Snail y Twist puede inducir el proceso TEM. El aumento de expresién de
Snail y Twist provoca una mayor progresion del cdncer, metastasis y mal prondstico del

COCE (Zhao y cols., 2016).

2.2.3.4. E47

El FT E47 es un represor directo de la E-Cadherina y un inductor del proceso TEM (Zhu y
cols. 2016). Se ha estudiado su presencia en diversos tipos de carcinomas, como por
ejemplo el cancer de colon. En este trabajo se observé como al disminuir la expresiéon
de E-Cadherina, disminuia la adhesién célula-célula, aumentaba la migracion celulary la
invasion in vitro, promoviendo la metdstasis en un modelo de xenoinjerto de cancer de
colon. Ademas, se observd que la alta expresidn de E47 se asociaba con carcinomas de
colon mas agresivos (Zhu y cols. 2016). Pero, no existen estudios sobre el papel de FT

E47 en COCE.

2.2.3.5. Zinc finger E-box binding (ZEB)

La familia del FT ZEB juega un papel clave durante el desarrollo embrionario y la
diferenciacién celular. Los FTs ZEB son capaces de inducir el proceso TEM. Se ha
observado como la sobreexpresién de ZEB se asocia con una mayor agresividad y
metastasis de numerosos carcinomas humanos primarios en modelos de ratén. La
familia ZEB comprende dos proteinas, ZEB1 y ZEB2. Ambas proteinas ZEB han ido
cobrando importancia en el campo de la oncologia por su papel en la tumorogénesis, la
invasividad y las metdstasis tumorales. Ademas, se han asociado con una mayor
resistencia a la quimioterapia y otros tratamientos oncoldgicos (Sanchez-Tillo y cols.,

2011).
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Existe un trabajo que ha analizado la expresidon de ZEB1 y E-Cadherina en pacientes con
COCE. Para ello utilizaron técnicas de inmunohistoquimica. Observaron expresion de
ZEB1 en el 53,3% de los casos de COCE y de E-Cadherina en el 44,2%. La expresion de
ZEB1 se asocio6 de forma significativa con una mayor tasa de recurrencia y metastasis en
los ganglios linfaticos. En este trabajo también se analizé mediante RT-PCR la expresién
de ZEB1 y se pudo ver como la expresion de ZEB1 fue mayor en casos de COCE respecto
a tejidos sanos adyacentes. Ademas, estos autores observaron cémo los pacientes con
alta expresion de ZEB1 y pérdida de expresidon de E-Cadherina tenian un peor prondstico
del COCE (Yao y cols., 2017). En el caso de ZEB2, Kong y cols. estudiaron mediante
inmunohistoquimica la expresion de algunos FTs asociados a TEM (Twist, Snail, Slug,
ZEB1, ZEB2) y determinaron que la expresion de Twist y ZEB2 en COCE se asociaba
significativamente con una supervivencia general mas pobre, especialmente en

pacientes sin metastasis en ganglios linfaticos cervicales (Kong y cols., 2015).

2.2.3.6. Mothers Against Decantaplegic homolg 7 (Smad7)

Smad7 es un inhibidor clave de la sefializacién del receptor del factor de crecimiento
transformante B (TGFB) (Chen y cols., 2013; Ge y cols., 2016). Smad7 es considerado un
potente regulador de la proliferacion celular (Ge y cols., 2016). Otra de sus funciones es
regular la alteracion de la invasion de las células cancerosas a través de la conversion de
células epiteliales a mesenquimales. Por ello, se considera un supresor tumoral (Ge y

cols., 2016).

Existen contradicciones acerca del papel de Smad7 en la progresién del cancer.
Heikkinen y cols. estudiaron la expresion de Smad7 en muestras de COCE y otros
canceres orofaringeos. Estos autores analizaron la presencia de Smad7 mediante
Western Blot y PCR observando como en tejidos bien oxigenados (normoxia) Smad7 es
un potente inhibidor de la invasiéon tumoral. Sin embargo, en situaciones de hipoxia la
expresion de Smad7 estd regulada al alza promoviendo la progresion tumoral. Hay que
destacar que muchos de los tumores sélidos malignos son hipdxicos (Heikkinen y cols.,

2010).
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Por otro lado, Chen y cols. recogieron muestras de mucosa oral de 75 pacientes que
tenian hiperplasia epitelial (n=20), displasia leve (n=11), displasia moderada y severa
(n=11) y COCE (n=43). Estos autores analizaron mediante inmunohistoquimica la
expresion de la proteina Smad7 y observaron un aumento significativo en Smad7 en
tejidos humanos con displasia epitelial y COCE. Por tanto, esto indica que la
sobreexpresion de Smad7 es un evento temprano en el desarrollo de CO. Y estos
resultados sugieren que Smad7 es un marcador asociado a malignidad que favorece la

transformacion de lesiones de displasia epitelial oral a COCE (Cheny cols., 2013).

2.2.4. Factores de sefializacion asociados a TEM
Definimos una via de sefializacion como el conjunto de reacciones quimicas en las que
un grupo de moléculas celulares trabajan juntas para controlar las funciones celulares,
como la multiplicacion o destruccidn celular. Los factores de seiializacién ya sean
hormonas o factores de crecimiento, se unen a un receptor especifico y de esta manera
envian una sefal a la célula. La activacion anormal de las vias de sefializacion puede
producir algunas enfermedades, como el cancer (Instituto Nacional del Cancer, 2023). A
continuacion, describiremos algunos de los factores de sefalizacion asociados al

proceso TEM.

2.2.4.1. Factor de crecimiento de fibroblastos (FGF)

Los factores de crecimiento desempenan un papel importante en varias etapas del
desarrollo y morfogénesis, asi como en los procesos de angiogénesis y cicatrizacién de

heridas (Zakrzewska y cols., 2008).

Un ejemplo de este factor de crecimiento es el FGF-1. Debido a su participacion en
algunas funciones fisiolégicas como la mitosis, angiogénesis y supervivencia celular, el

FGF-1 puede contribuir al inicio y desarrollo del cadncer (Zakrzewska y cols., 2008).

Otro ejemplo es el FGF-2, asociado con la invasividad tumoral, la proliferacién celular, la

angiogénesis y las metastasis. En un estudio sobre COCE lingual, la expresién de FGF-2
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regulacién de varios procesos bioldgicos como la diferenciacién celular, la proliferacion,

la apoptosis y en el desarrollo embrionario y tisular (Giner y cols., 2016).

Los ARNs largos no codificantes (IncRNAs por su nombre en inglés, long noncoding RNAs)
son definidos como aquellas transcripciones de ARN que presentan al menos 200
nucledtidos de longitud (Atkinson y cols., 2012). Como regla general, se asume que estos
ARNs no producen proteinas, aunque se ha observado que algunos de ellos podrian dar

lugar a pequenios péptidos funcionales (Li y cols., 2017).

Recientemente se ha descubierto que estos tipos de ARN juegan un papel clave en el
proceso TEM al regular la expresién de genes implicados en este proceso (Yang y cols.,
2020). Algunos de estos tipos de ARN se han relacionados con malignidad y crecimiento
tumoral en algunos carcinomas. Por ejemplo, Dan y cols. han relacionado la presencia
de miR-21 con el crecimiento tumoral y metastasis del cancer de mama (Dan y cols.,

2021).

Con relacién al CO, una revision sistematica reciente concluyé que miR-21 es un
marcador prondstico en el CO. Estos autores consideran que estudiando miR-21 se
puede definir el prondstico del COCE en el momento del diagnéstico y hacer un abordaje
terapéutico en funcion de su presencia (Dioguardiy cols., 2022). De igual forma, Scholtz
y cols. analizaron la presencia de miR-345 y miR-31-5p en la saliva de pacientes con
COCE. Estos autores observaron como estos micro-ARN se encontraban aumentados y
podrian considerarse biomarcadores especificos del COCE, siendo de ayuda para realizar

un diagndstico temprano del mismo (Scholtz y cols., 2022).
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3. JUSTIFICACION

El COCE es el tipo mas frecuente de CO, siendo uno de los canceres mas prevalentes a
nivel mundial (Graillon y cols., 2022). Este tipo de CO estad frecuentemente asociado a
invasion local y metastasis. Ello da lugar a bajas tasas de supervivencia a los 5 afios, que

varian del 15 al 60% (Zanoni y cols., 2019; Wangmo y cols., 2020).

El proceso TEM es un proceso dindmico en el que las células adquieren un fenotipo
mesenquimal a medida que pierden sus caracteristicas epiteliales. Las células
cancerosas implicadas en el proceso TEM se vuelven mas moviles, tienen mayor
capacidad para autorrenovarse y pueden diferenciarse en diversos tipos de células
tumorales (Yang y cols., 2020). El proceso TEM confiere a las células cancerosas un
fenotipo invasivo que es crucial para invadir el tejido circundante y, posteriormente,
llegar a localizaciones a distancia a través de los vasos sanguineos o linfaticos para

generar metdastasis (Zidar y cols., 2018).

Algunos de los hallazgos acerca del papel que juega el proceso TEM en el COCE y en
otros tumores han sido observados en modelos experimentales y en cultivos de lineas
celulares (Chui, 2013), por lo que, hay autores que afirman que no hay evidencia clara
del papel que juega el proceso TEM en la metastasis del cancer in vivo (Chui, 2013; Tarin

y cols., 2005; Tarin, 2012; Tarin, 2013).

Existen ciertos estudios que muestran como ciertas proteinas estan asociadas al proceso
TEM, pero todavia existen controversias. Una de ellas es la E-Cadherina. Existen autores
gue sostienen que la pérdida de E- Cadherina se asocia con el proceso TEM en varios
tipos de cancer, especialmente en cancer de ovario, préstata y glioblastoma (Loh y cols.,
2019). Por el contrario, otros investigadores sostienen que la baja expresién de E-
Cadherina no necesariamente desencadena el proceso TEM (Hollestelle y cols., 2013).

Por ello, seria interesante valorar qué papel juega en el COCE.

Otra discrepancia existente es el papel que juega el FT Smad7 en el proceso TEM.
Algunos autores sostienen que en presencia de oxigeno es un inhibidor tumoral, pero
en situaciones de hipoxia esta sobreexpresado y promueve la progresion tumoral

(Heikkineny cols., 2010). Sin embargo, otros autores defienden un aumento significativo
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de este FT en tejidos con displasia epitelial y COCE, sugiriendo que la sobreexpresion de

Smad7 es un evento temprano en el desarrollo de COCE (Chen y cols., 2013).

Aparte de las controversias previamente comentadas, existe la necesidad de aportar una
vision global sobre el proceso TEM en el COCE. Hasta la fecha, existen estudios
publicados en la literatura cientifica sobre diferentes genes implicados en el proceso,
pero que estudian genes particulares. En los Ultimos afios, se ha investigado la expresién
de multiples genes en diferentes tipos de cancer, incluido el carcinoma de células
escamosas de cabeza y cuello, como se puede observar en The Cancer Genome Atlas
(Cerami y cols., 2012; The Cancer Genome Atlas Network, 2015). Sin embargo, no
existen estudios previos publicados en la literatura cientifica sobre la firma de expresion
de TEM en COCE. Por este motivo, estimamos que es oportuno realizar una revisiéon
sistematica que aporte una vision global de los genes asociados al proceso TEM en el

COCE.

Ademas, existen multiples estudios que han valorado diferentes proteinas asociadas al
proceso TEM en el COCE, como la E-Cadherina (Angadiy cols., 2016; Lopez-Verdin y cols.,
2019; Kadeh vy cols., 2021), la N-Cadherina (Zeisberg y Neilson, 2009; Angadi y cols.,
2016; Chandolia y cols., 2017) y la Vimentina (Chaw vy cols., 2012; Kim y cols., 2014;
Zhangy cols., 2017). También hay estudios sobre los FTs asociados al proceso TEM en el
COCE como Snail (Gold y Kim, 2009; Zhao y cols., 2016), Slug (Nakamura y cols., 2018),
Twist (Zhao y cols., 2016), ZEB1 (Yao y cols., 2017) y Smad7 (Heikkinen y cols., 2020;
Cheny cols., 2013). Los estudios previamente mencionados valoran diferentes proteinas
y FTs por separado, pero no analizan todos estos biomarcadores implicados en el
proceso TEM al mismo tiempo en un amplio nimero de muestras de COCE. Ademas,
algunos de estos marcadores asociados al proceso se han analizado en lineas celulares
y no en muestras de tejidos de COCE en humanos. Y todavia no existen estudios que

hayan evaluado qué papel juega E47 en el COCE.

Otro punto que es necesario estudiar es la asociacion entre la expresién de los diferentes
biomarcadores y las variables clinico-patoldgicas del COCE. Si bien es cierto que todos
los autores concuerdan en que en el COCE existe una disminucién de la expresién de E-
Cadherina (Lépez-Verdiny cols., 2019; Angadiy cols., 2016), no en todos los estudios los

resultados fueron estadisticamente significativos. Y lo mismo sucede con la posible
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asociaciéon entre la expresion de E-Cadherina y los grados de diferenciacion histoldgica
del COCE (Angadiy cols., 2016; Kadeh y cols., 2021). Por tanto, creemos que es de interés
realizar un nuevo estudio que analice de forma global la expresidon de las proteinas
implicadas en TEM como la E-Cadherina, N-Cadherina y Vimentina, asi como de los FTs
asociados a TEM Twist, Snail, Slug, Smad7, E47 y ZEB en un amplio nimero de pacientes
con COCE en los que se hayan recogido variables clinico-patoldgicas asociadas al tumor
y posteriormente hayan recibido tratamiento para el mismo y hayan sido seguidos
durante un tiempo considerable. De ese modo, se podria asociar la expresion de los
diferentes biomarcadores con las variables clinico-patoldgicas, el prondstico y la
supervivencia del COCE, ya que la evidencia cientifica disponible no deja claro si la
expresion de las Cadherinas y la Vimentina, asi como del resto de FTs-TEM, se asocian a

dichas variables (Takkunen y cols., 2006; Wangmo y cols., 2020; Scanlon y cols., 2013).

Ademas, seria interesante valorar si la expresiéon de los diferentes biomarcadores
asociados a TEM se relacionan entre si, ya que no todos los estudios disponibles evalian

este punto.

Creemos que el estudiar los genes, proteinas y FT implicados al proceso TEM en el COCE
ayudara a esclarecer si el estudio de estos biomarcadores puede ayudar a predecir el
prondstico de los pacientes y, por tanto, a definir los casos de COCE con peor prondstico.
Ello podria ayudar a establecer tratamientos individualizados en funcién de cada caso,

aumentando la supervivencia y la calidad de vida de los pacientes con COCE.
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4. HIPOTESIS

4.1. Hipétesis general

En los pacientes con COCE se pueden identificar genes, proteinas y FTs alterados

asociados al proceso TEM. éla expresion de estos biomarcadores se asocia a las

variables clinico-patolégicas del COCE y a un peor prondstico?

1.2. Hipoétesis especificas

1.

¢Existe evidencia cientifica que muestre que los pacientes con COCE
presentan alteraciones en ciertos genes asociados al proceso TEM?

¢Existe una expresion alterada de las proteinas y FTs asociados a TEM en el
COCE?

¢Existe una asociacién entre la expresion de proteinas y FTs implicados en el
proceso de TEM en el COCE?

¢Existe una asociacién entre la expresién de genes, proteinas y FTs
implicados en el proceso de TEM en el COCE y las variables clinico-patoldgicas
y pronéstico del mismo?

¢El tipo de proceso TEM (completo, parcial o ausente) influye en el

pronéstico del COCE?
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo principal

Evaluar los genes, proteinas y FTs implicados en el proceso TEM en el COCE.

5.2. Objetivos especificos

1. Realizar una revisidon sistematica para estudiar la expresién de los genes
implicados en el proceso TEM en el COCE confirmados por la expresion de

proteinas y su posible asociacidn con las variables pronésticas del COCE.

2. Analizar la expresion de proteinas y FTs implicados en el proceso TEM en una

muestra de pacientes con COCE.

3. Analizar si la expresién de las proteinas y los FTs implicados en el proceso TEM

en COCE se asocian entre si.

4. Valorarsila expresion de proteinas y FTs vinculados al proceso TEM se asocian a

variables clinico-patoldgicas del COCE relacionadas con un peor prondstico.

5. Estimar la relevancia prondstica del proceso TEM, segun sea completa, parcial o

ausente.
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6. MATERIALY METODO

6.1. Revision sistematica de los genes implicados en el proceso TEM en el
COCE

6.1.1. Tipo de Estudio

Revisidn sistemadtica realizada siguiendo las guias PRISMA, por sus siglas en inglés:
“Preferred Reporting Items for Systematic Review and Meta-Analysis Protocols” (Moher

y cols., 2009).

6.1.2. Pregunta PICO

La pregunta estructurada planteada que pretende resolver esta revision sistematica es
la siguiente: ¢ Existe algin cambio en la expresidon de los genes implicados en el proceso

TEM en pacientes que sufren COCE?

La poblacion de estudio fueron aquellos pacientes con COCE diagnosticados clinica e
histolégicamente que aun no habian recibido tratamiento oncoldégico. En las muestras
de COCE de estos pacientes se debian evaluar los genes relacionados con el proceso
TEM. Se definié como CO aquellos tumores localizados en el labio o en la cavidad oral,
incluyendo aquellos que aparecian en la mucosa yugal y los labios, los dos tercios
anteriores de la lengua, la encia, el suelo de la boca, el paladar duro y el trigono
retromolar (National Cancer Institute, 2020). El cdncer oral se desarrolla a partir de la
mucosa oral. Mandibula y maxilar superior son huesos. Si se desarrolla un céncer en
ellos (por ejemplo, un carcinoma intradseo primitivo) se trata de un cancer maxilar o
mandibular, no oral. Obviamente, el cancer oral puede invadir los maxilares en el curso

de su progresion.

Para validad la asociacion de los genes con el proceso TEM, en los estudios se debia
analizar la expresién de las proteinas asociadas a dicho proceso. Ademas, la expresidn

de estas proteinas podia ser asociada a los datos demograficos, clinicos y prondsticos de
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los pacientes con COCE. Dentro de estas variables se incluyeron la localizacién y el
tamafio (T) del tumor, la presencia de ganglios linfaticos regionales afectados (N), la
presencia de metastasis a distancia (M), el estadio clinico segun la clasificacién TNM, el
grado histoldgico, el grado de diferenciacién tumoral y la recurrencia. No fue necesario
que los estudios incluidos evaluaran todas las variables clinico-patoldgicas

anteriormente comentadas para ser incluidos en la revisidn sistematica.

6.1.3. Criterios de inclusién y exclusion

Se incluyeron estudios longitudinales prospectivos y retrospectivos, sin restriccion de

fecha inicial y con fecha limite de busqueda a 17 de septiembre del 2020.

Dichos estudios debian:

a) Comparar la alta y baja expresiéon de las proteinas codificadas por los genes

implicados en el proceso TEM.
b) Incluir pacientes diagnosticados clinica e histolédgicamente de COCE.

c) Recoger los resultados de los genes y proteinas seleccionadas antes de recibir los

pacientes ningun tratamiento para el COCE.
d) Ser estudios realizados exclusivamente en humanos.
e) Ser estudios con disponibilidad a texto completo.
f) Ser estudios escritos en inglés.

g) Ser estudios publicados en revistas cientificas con revisién por pares.

Los criterios de exclusion fueron:

a) Ser estudios no realizados sobre muestras de pacientes con COCE.
b) Ser estudios llevados a cabo en lineas celulares.
c) Ser estudios sobre ARN largo no codificante y microARN.
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d) Tener los siguientes disefios de estudio: revisiones bibliograficas, casos clinicos,

estudios piloto, estudios preliminares, estudios experimentales y capitulos de libro.

6.1.4. Fuentes de informacién y estrategia de busqueda

Se realizo una busqueda exhaustiva de la literatura cientifica sin restriccién de fecha
inicial hasta el 17 de septiembre del 2020 en las bases de datos electronicas:

Pubmed/MEDLINE, Web of Science, Cochrane Library y Scopus.

Esta revision sistematica fue registrada previamente en PROSPERO (I/nternational
Prospective Register of Systematic Reviews) con el numero de registro:

CRD42020204101.

La estrategia de busqueda realizada que fue adaptada a las diferentes bases de datos

fue la siguiente:

((oral cancer) OR (mouth cancer) OR (tongue cancer) OR (oral squamous cell carcinoma)
OR (oscc) OR (tongue squamous cell carcinoma) OR (tscc) OR (oral tongue squamous cell
carcinoma) OR (otscc) OR (oral neoplasm) OR (mouth neoplasm)) AND ((epithelial
mesenchymal transition) OR (epithelial-to-mesenchymal transition) OR (epithelial-
mesenchymal transition marker) OR (epithelial-mesenchymal transition cascade) OR

(EMT) OR (epithelial mesenchymal transition genes)).

6.1.5. Registro de los estudios

Dos investigadores, Carmen Vallina (CV) y José Gonzdlez-Serrano (JGS), de forma
independiente realizaron las busquedas y compararon los resultados de las busquedas
realizadas en cada base de datos para garantizar la integridad de la busqueda y eliminar
los duplicados. Ambos revisores examinaron por separado los titulos completos y los
resimenes de los articulos identificados. Tras esta evaluacion, los dos investigadores
seleccionaron para revisar el texto completo los trabajos de investigacién que cumplian

los criterios de elegibilidad anteriormente descritos. Cualquier discrepancia en la

71



inclusion de los estudios fue discutida con un tercer revisor, Corina Lorz (CL), hasta
conseguir un consenso. Ademads, se revisaron las referencias bibliograficas de los
estudios incluidos para valorar la posible inclusidon de otros articulos previamente no

identificados en la busqueda bibliografica.

6.1.6. Recogida de datos

Los articulos seleccionados en base a los criterios de inclusién fueron revisados por CV
y JGS, quienes extrajeron los datos. Los datos que se extrajeron de los diferentes

trabajos de investigacion incluidos fueron los siguientes:

a) Las caracteristicas generales de los estudios: titulo del articulo, primer autor, afio de
publicacidn, tipo de estudio, revista en la que estaba publicado, centro/hospital y

pais donde fueron llevados a cabo.

b) Genes estudiados y pruebas utilizadas para el analisis de los genes y proteinas

asociadas al proceso TEM expresadas por dichos genes.

c) Datos sobre las proteinas asociadas al proceso TEM expresadas por los genes
estudiados en cada estudio incluido en relacion con las caracteristicas de los
pacientes con COCE (sexo, edad, habitos de consumo de tabaco y alcohol) y las
variables clinico-patoldgicas (tamanfio, localizacidn, afectacion ganglionar, metdastasis
a distancia, estadio clinico, grado histolégico, seguimiento, recurrencia y

prondstico).

6.1.7. Riesgo de sesgo individual de los estudios

La calidad metodoldgica de los estudios incluidos fue evaluada por CV y JGS de forma
independiente (CV, JGS). Para la evaluacion se utilizé la herramienta Newcastle-Ottawa
(Wells y cols., 2021). Esta escala contiene tres secciones o apartados principales

(seleccién, comparabilidad y resultados) con un total de 8 items.
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El apartado “Seleccién” tiene cuatro items o subapartados: la representatividad de la
cohorte expuesta, la seleccién de la cohorte no expuesta, la determinaciéon de la
exposicion y la demostracion de que el resultado de interés no estaba presente al

comienzo del estudio.

El apartado “Comparabilidad” solamente presenta un item o subapartado que incluye

la comparabilidad de las cohortes sobre la base del diseiio o el analisis.

Y el apartado “Resultados” cuenta con tres items: la evaluacién de los resultados, el
apartado que evalua si el seguimiento fue lo suficientemente prolongado en el tiempo
para que se produjeran los resultados, y por ultimo la adecuacién del seguimiento de las

cohortes.

Con la herramienta Newcastle-Ottawa se puede otorgar un maximo de una
estrella/puntos por cada item del apartado de “Seleccion” y “Resultados”, y dos por
“Comparabilidad”. Por ello, cada estudio puede tener un maximo de nueve estrellas o

puntos.

Tras realizar esta evaluacioén, los estudios fueron clasificados en calidad buena, media y
baja segun las recomendaciones de la Agency for Healthcare Research and Quality’s
(AHRQ). Esta agencia propone el siguiente algoritmo de puntuacién (McPheetersy cols.,

2012):

- Buena calidad: 23 estrellas en “Seleccidon” y 1-2 estrellas en “Comparabilidad” y
>2 estrellas en “Resultados”.

- Calidad media: 2 estrellas en “Seleccién”, > 1 estrella en “Comparabilidad” y > 2
estrellas en “Resultados”.

- Baja calidad: 0-1 estrella en “Seleccién”, 0 estrellas en “Comparabilidad” y 0-1

estrella en “Resultados”.

La tabla 2 resume los items, subapartados y puntuacion maxima de la herramienta

Newcastle-Ottawa y de las recomendaciones de la AHRQ.
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Tabla 2. Escala de Newcastle-Ottawa (McPheeters y cols., 2012) y recomendaciones de la AHRQ.

Apartados Seleccion Comparabilidad Resultados
principales
Representatividad| Seleccion de | Determinacion| Demostracion de | Comparabilidad de Evaluacion | ¢El seguimiento | Adecuacion
ftems o de la cohorte la cohorte no| de la que el resultado | cohortes sobre la base del fue del Resultado
expuesta expuesta exposicion de interés no del disefio o analisis resultado | suficientemente | seguimiento
subapartados estaba presente | controlado por factores prolongado para| de las AHRQ
al inicio del de confusion que se cohortes
estudio produjeran los
resultados?
Puntuacion Méximo 1* Maximo 1* Maéximo 1* Maximo 1* Mdéximo 2 * Mdéximo 1* Maéximo 1* Maximo 1* Maximo 9 *
en cada item
Buena calidad 364* 162* 263* Buena calidad
Calidad media 2* 162* 263* Calidad media
Baja calidad 061* 0* 061* Baja calidad

AHRQ, Agency for Healthcare Research and Quality’s; *, estrella o punto.
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6.2. Analisis de proteinas y factores de transcripcion asociados al proceso
TEM en COCE.

6.2.1. Tipo de Estudio

El estudio realizado fue un estudio de cohortes retrospectivo.

Todos los procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo con la Declaracién
de Helsinki y fueron aprobados por el Comité Etico Institucional del Hospital
Universitario Central de Asturias y por el Comité Etico Regional del Principado de
Asturias (fecha de aprobacion 14 de mayo de 2019; nimero de aprobacién 136/19, para
el proyecto PI19/01255). Debido a la naturaleza retrospectiva del estudio, no fue

necesario el consentimiento informado por escrito de los pacientes.

6.2.2. Pacientes y muestras de tejido

Se recogieron retrospectivamente muestras de tejido quirdrgico de 165 pacientes con
COCE confirmado histolégicamente. Dichos pacientes se sometieron a tratamiento
quirargico con fines curativos en el Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA)
entre el 1 de marzo de 2000 y el 31 de diciembre de 2010, de acuerdo con las directrices

aprobadas por la Junta de revisidn institucional.

Las muestras de tejido fueron proporcionadas por el Biobanco del Principado de Asturias
(PT17/0015/0023), integrado en la Red Nacional de Biobancos de Espafia, y se
obtuvieron dreas tisulares representativas de los 165 COCE a partir de bloques
embebidos en parafina de archivo para construir microarrays tisulares como se describio

anteriormente en el estudio de De Vicente y cols. (De Vicente y cols., 2017).

6.2.3. Criterios de inclusién y exclusion

Los criterios de inclusion de los casos incluidos en el estudio fueron:

75



a) Muestras de tejido de pacientes diagnosticados clinica e histolégicamente de COCE.

b) Los pacientes debian haber recibido reseccién radical del tumor primario con
diseccién simultanea de ganglios linfaticos del cuello. El estadio de la enfermedad se
definié de acuerdo con la octava edicion del Manual de estadificacion del cancer del

American Joint Committee on Cancer (Lydiatt y cols., 2017).

c) El seguimiento de los pacientes debia ser de al menos 5 afios en los casos

censurados.

Los criterios exclusion establecidos fueron:

a) Pacientes que no pudieron ser seguidos porque fallecieron en el postoperatorio.
b) Pacientes sin suficiente material histolégico archivado para realizar los estudios de

inmunohistoquimica.

6.2.4. Variables clinico-patoldgicas recogidas

Los datos clinico-patoldgicos se recogieron de las historias clinicas electrénicas de los

pacientes.

Las variables clinicas asociadas al paciente recogidas fueron las siguientes:

a) Sexo: hombre o mujer.
b) Consumo de tabaco: fumador o no fumador.

c) Consumo de alcohol: bebedor o no bebedor.

También se recogieron las siguientes variables anatomo-patoldgicas asociadas al tumor:

a) Tamafo tumoral (T): T1, T2, T3y T4
b) Afectacion ganglionar local (N): NO (ganglios no afectados), N+ (ganglios
afectados).

c) Estadio clinico: I, I, lll y IV.
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d)

f)

g)

h)

Grado de diferenciacién: bien diferenciado, moderadamente diferenciado o mal
diferenciado.

Localizacion tumoral: lengua, suelo de boca u otra localizacién.

Invasién perineural: sin invasién perineural o con presencia de invasién
perineural.

Invasién vascular: presencia de invasidn vascular o sin presencia de invasién
vascular.

Estado clinico al final del seguimiento: vivo sin recurrencia, fallecido por el COCE,

censurado o con segundo cancer primario.

6.2.5. Pruebas de inmunohistoquimica (IHC)

Las pruebas de IHC se realizaron en el Departamento de Bioquimica del HUCA y en el

ISPA.

Para ello, las matrices tisulares (“tissue microaarays”) se cortaron en secciones de 3 um

y se secaron en portaobjetos de microscopio Flex IHC (DakoCytomation, Glostrup,

Dinamarca). Las secciones se desparafinizaron con xileno y se hidrataron a través de

alcoholes graduados en agua.

La recuperacion del antigeno se realizd calentando las secciones con solucion Envision

Flex Target Retrieval a pH 9 durante 20 minutos a 95°C en un PTLink (Dako).

La tincidn se realizé a temperatura ambiente con los siguientes anticuerpos primarios:

Anticuerpo monoclonal de ratén para N-Cadherina (Casa comercial Novus
Biologicals, N° de catalogo 13A9 NBP1-48309) a una dilucién de 1:100.
Anticuerpo monoclonal de ratédn para E-Cadherina (Casa comercial BD
Biosciences, N° de catalogo 610181, Clon 36/E-Cadherin) a una dilucién 1:4000.
Anticuerpo monoclonal de ratéon para Vimentina (Casa comercial Abcam, N° de
catdlogo ab8978, Clon RV202) a una dilucién 1:200.

Anticuerpo monoclonal de ratdn para Twist (10E4E6) (Casa comercial Abcam, N°

de catalogo ab175430) a una dilucién 1:500.
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- Anticuerpo monoclonal de conejo para Snail2/Slug (C19G7) (Casa comercial Cell
Signaling Technology, N° de catalogo 9585) desenmascaramiento a pH 9 durante
30 min a 952 y una dilucién 1:200.

- Anticuerpo monoclonal de ratén para Snaill (L70G2) (Casa comercial Cell
Signaling Technology, N° de catdlogo 3895) a una dilucién 1:200.

- Anticuerpo monoclonal de ratén para Smad7 (Casa comercial RD Systems, N° de
catdlogo MAB2029, Clon 293039) a una dilucién de 1:20.

- Anticuerpo monoclonal de ratén para ZEB1 (Casa comercial Novus Biologicals,
N° de catalogo NBP2-52866, Clon CLO151) a una dilucién de 1:200.

- Anticuerpo policlonal de conejo para ZEB2 (Casa comercial Novus Biologicals, N°
de catdlogo NBP1-82991) a una dilucién de 1:200.

- Anticuerpo policlonal de conejo TCF3 para E47 (Casa comercial Invitrogen,

Thermo Fisher, N° de catdlogo PA5-84553) a una dilucidn de 1:200.

Para visualizar los resultados se utilizé el sistema de visualizacién Dako EnVision Flex +
(Dako Autostainer) y cromégeno de diaminobencidina como sustrato. Los controles
negativos se prepararon omitiendo el anticuerpo primario. La contratincién con

hematoxilina fue el paso final.

Los resultados de la IHC fueron evaluados por tres observadores (Juan Pablo Rodrigo,
Héctor Enrique Torres y Verdnica Blanco) de forma independiente y cegados a los datos
clinicos. La expresidn de los diferentes biomarcadores se clasificé en presencia de

expresidon o ausencia de expresion.

6.2.6. Pruebas de asociacion entre el proceso TEM y la supervivencia

Para analizar la asociacidn entre el proceso TEM y la supervivencia, se utilizé el indice de
Wangmo y cols. (Wangmo y cols., 2020). Para ello, se realizé una evaluacién combinada
de E-Cadherina y Vimentina, y los pacientes se clasifican en tres grupos de la siguiente

manera:

- Sin TEM, definido como expresidn de E-Cadherina positiva y Vimentina negativa.
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- TEM completa, definida como expresién negativa de E-Cadherina y Vimentina
positiva.
- TEM parcial, definida como expresidn de E-Cadherina y Vimentina positivas o de

E-Cadherina y Vimentina negativas.

6.2.7. Calculo muestral

El niUmero de muestras analizadas fue el correspondiente a los pacientes que cumplian
los criterios de inclusién en el estudio al realizar un tratamiento quirdrgico con fines
curativos de COCE en el Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA) entre el 1 de

marzo de 2000 y el 31 de diciembre de 2010. El nimero de muestras incluidas es de 165.

6.2.8. Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizd utilizando el programa SPSS para Windows (versién

27.0.1, IBM-SPSS Inc., EE. UU.).

El analisis descriptivo de las caracteristicas clinico-patolégicas de los pacientes se
presentarda como frecuencias absolutas, porcentajes, medias y medianas. El andlisis
inferencial bivariado para estudiar la asociacién entre las variables clinico-patoldgicas y
la expresion de las diferentes proteinas y factores de transcripcién se realizé mediante

la prueba de x2 o la prueba exacta de Fisher.

La supervivencia especifica de la enfermedad se determind desde la fecha de finalizaciéon
del tratamiento hasta la muerte por el tumor. Se censuraron los pacientes que estaban
vivos en el momento del ultimo seguimiento y los que fallecieron por causas distintas al

cancer.

Se considerd supervivencia global al porcentaje de pacientes con COCE que siguieron
vivos transcurrido el periodo de tiempo definido de evaluacién desde el tratamiento. La
supervivencia especifica se defini6 como el tiempo que pasd desde la fecha del
diagndstico o el comienzo del tratamiento de COCE hasta la fecha de la muerte por la
enfermedad (Instituto Nacional del Cancer, 2022).
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La supervivencia global y especifica se estimaron utilizando el método de Kaplan-Meier
y se compararon con la prueba de log rank. Se calculé el cociente de riesgo o Hazard
ratio (HR) junto con su intervalo de confianza (IC) al 95 % para las diferentes variables
clinico-patoldgicas. Para ello se utilizé el modelo de riesgos proporcionales de Cox
univariado y multivariado. Todas las pruebas realizadas fueron bilaterales y se

consideraron valores de p estadisticamente significativos aquellos inferiores a 0,05.
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7. RESULTADOS

7.1. Revision sistematica de los genes implicados en la transicidon
epitelio-mesenquimal en el COCE

7.1.1. Seleccion de los estudios

La estrategia de busqueda dio lugar a 3.542 resultados: 1.191 obtenidos en Pubmed,
1.196 en Web of Science, 22 en Cochrane y 1.133 en Scopus. Tras eliminar los duplicados
resultaron ser un total de 2.064 articulos. Como se comentd, dos investigadores

independientes (CV, JGS) revisaron todos los titulos y resimenes de los 2.064 articulos.
De ellos, se excluyeron un total de 1.988 articulos por las siguientes causas:

a) Un total de 1.923 articulos por no tratar sobre genes implicados en el proceso TEM

en el COCE.
b) Un total de 37 articulos por haber sido realizados en animales.
c) Otros 14 por ser revisiones bibliograficas.
d) Un total de 9 trabajos por estar realizados en lineas y cultivos celulares.
e) Dos trabajos porque fueron articulos retractados después de su publicacién.

f) Y otros tres trabajos: uno de ellos por ser un caso clinico, otro por ser un estudio in

vitro y el Ultimo por estar escrito en chino.

Después de leer a texto completo los 76 articulos incluidos para ser revisados a texto

completo, otros 68 articulos fueron excluidos por los siguientes motivos:
a) Un total de 28 estudios por haber sido realizados en lineas celulares.
b) Otros 20 articulos por estar realizados en animales.

c) Otros 7 trabajos por no reflejar datos de genes sino sélo de proteinas implicadas en

el proceso TEM.
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d) Un total de 5 articulos por analizar carcinomas escamosos de cabeza y cuello,

incluyendo laringe e hipofaringe sin especificar datos sobre COCE.

e) Otros 4 por dar datos sobre genes implicados en el proceso TEM tras recibir

tratamiento para el COCE.

f) Dos por no validar los datos de la participacién de los genes estudiados a través del

analisis de las proteinas involucradas en el proceso TEM.

g) Y otros dos, uno por no tratar sobre genes implicados en TEM en COCE y otro por no

proporcionar datos sobre los pacientes incluidos.

Finalmente, se incluyeron 8 articulos en esta revisidn sistematica. El diagrama de flujo

se puede observar en la Figura 4.

83



c
0
o
L]
[¥]
&=
et
c
[ ]
e

Cribado

Eligibilidad

Incluidos

Registros identificados a
través de la bldsqueda en
Pubmed (n=1.191)

Registros identificados a
través de la busqueda
en Web of Science
(n=1.196)

Registros identificados
a traves de la blsqueda

en Cochrane (n=22)

Registros identificados
a traves de la blsqueda
en Scopus (n=1.133)

v

¥ v

Registros totales (n =3.542)

L

Registros tras eliminar duplicados (n =2.064)

.

Registros examinados
{n = 2.064)

L

Articulos de texto completo
evaluados para su inclusion
(n=78)

Y

Articulos excluidos, con sus razones de
exclusion (n=1.988):

Mo relacionados con genes implicados en
MET en CO: n=1.923

Estudios en animales: n=37

Revisiones: n= 14

Estudios en lineas celulares: n=9

Articulos retractados: n=2

Idioma chino: n=1

Caso clinico: n=1

Estudio in vitro: n=1

Estudios incluidos en la
sintesis cualitativa
(n =8)

i

Estudios incluidos en la
sintesis cuantitativa
(metaanalisis) {n =0)

Y

Articulos leidos a texto completo
excluidos, con sus razones de exclusion
(n=68):

Estudios en lineas celulares: n= 28
Estudios en animales: n= 20
Solo proteinas: n=7
Carcinoma de laringe e hipofaringe: n=5
Pacientes con tratamiento: n=4
No relacion con genes/CO/TEM: n=1
No validacion mediante analisis de
proteinas implicadas en TEM: n=2
Mo aportan datos de pacientes: n=1

Figura 4. Diagrama de flujo de la revision sistematica segun las guias PRISMA.
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7.1.2. Caracteristicas de los estudios

Todos los estudios incluidos en esta revision sistematica fueron estudios de cohortes
retrospectivos publicados en la ultima década, especificamente entre los afios 2016 y
2020. Todos los trabajos fueron realizados en China (Tabla 3) e incluyeron un total de

671 pacientes con COCE, de los cuales el 69% eran hombres y el 31% mujeres.

Tabla 3. Datos generales de los articulos incluidos en la revision sistematica.

Autory | Revista cientifica | Centro/hospital | Pais | Tipo de studio N2 de Fecha
afno de pacientes | recogida
publicacion datos
Wuy cols.,| Biomedicine & Stomatological |China Estudio de n=97 2014-2016
2020 Pharmacotherapy | Hospital of Nanjing cohortes
Medical University
Qu y cols., | Journal of Cancer Stomatology China Estudio de n=72 2010-2013
2020 Hospital of Capital cohortes
Medical University
Huang y Aging (Albany NY) | Nanfang Hospital, |China Estudio de n= 80 ND
cols., 2020 Southern Medical cohortes
University
Dengy Cancer Hospital of Sun Yat-|China Estudio de n= 105 ND
cols., 2019 | Managementand| Sen University cohortes
Research
Yany cols, Translational Hospital of Sun Yat-| China Estudio de n=100 ND
2019 Oncology Sen University cohortes
Zhang y Oral Diseases | Xiangya Hospital of | China Estudio de n=80 2010-2012
cols., 2017 Central South cohortes
University
Zhao y Journal of Sun Yat-sen China Estudio de n=60 2008-2012
cols., 2016 Translational Memorial Hospital cohortes
Medicine
Peiqiy International  School & Hospital of China Estudio de n=97 ND
cols., 2016 Journal of Medical Stomatology, cohortes

Sciences

Wuhan University
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Los genes estudiados en los diferentes estudios fueron los siguientes:
a) Gen ARID2 (Wuy cols., 2020).

b) Gen ALDH3A1 (Quy cols., 2020).

c) Gen HNRNPC (Huangy cols., 2020).

d) Gen ITGAS (Dengy cols., 2019).

e) Gen DZIP1 (Yany cols., 2019).

f) Gen HMGAZ2 (Zhangy cols., 2017; Zhao y cols., 2016).

g) Gen SRSF3 (Peiquiy cols., 2016).

La funcidn de estos genes analizados, asi como su proceso biolégico y su funcién en el

COCE o en el proceso TEM se encuentran resumidos en la Tabla 4.
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Tabla 4. Descripcién de los genes incluidos en la revisidn sistematica.

Gen Nombre del gen Funcion del gen Proceso biolégico Funcién en cancer/TEM
ARID2 |AT Rich Interaction Domain 2 |Factor de Regulacidn transcripcional; Supresor tumoral; reprime el proceso TEM; inhibe la
remodelacién de |modulacién del ciclo celular; transcripcion de Snail (Jiang y cols., 2020); regulado a la
la cromatina desarrollo embrionario; reparacién |baja/mutado en carcinoma hepatocelular (Jiang y cols.,
de dafios en el ADN 2020), colorrectal (Bala y cols., 2021) y CO (Wu y cols.,
2020).
ALDH3A1 Aldehyde dehydrogenase Enzima Proliferacion; diferenciacion; Sobreexpresado promueve el proceso TEM en cdncer
3A1 dependiente de  |supervivencia celular; gastrico (Wu y cols., 2016), melanoma y cancer de
NAD(P)+-; respuesta/proteccion al estrés pulmon (Terzuoli y cols., 2019); involucrado en la
oxidacién de oxidativo resistencia al tratamiento contra el cancer (Muzio y cols.,
aldehidos 2012); asociado al proceso TEM en COCE, baja expresion
asociada con metastasis y mal prondstico (Qu y cols.,
2020).
HNRNPC |Heterogeneous nuclear Proteina de unidn |Unidn y expresién de ARN; media la [Promueve la TEM en COCE y cancer de eséfago (Zhangy
ribonucleoprotein C a ARN; lector de |exportacion de ARN de secuencia |cols., 2019; Liu y cols., 2020); biomarcador de mal
modificacion de  |no especifica; regula el prondstico en diferentes tipos de tumores, incluido el
N6- procesamiento y la traduccién del |carcinoma hepatocelular (Liu y cols., 2019), colorrectal
metiladenosina en [extremo 3' del ARN (Hou y cols., 2020), cdncer de pancreas (Xu y cols., 2020),
ARN cancer de eséfago y carcinoma de células escamosas de
cabeza y cuello (Huangy cols., 2020; Zhao y cols., 2019).
ITGAS |Iintegrin alpha-5 Subunidad alfa del |Adhesion celular; proliferacion; Promueve el proceso TEM y la metdstasis 6sea en el
receptor de migracién cancer de mama (Xiao y cols., 2018); asociado a TEM,
fibronectina mal prondstico y/o metastasis en carcinoma
hepatocelular (Wang y cols., 2020), gastrico (Yan y cols.,
2018), colorrectal (Yu y cols., 2019) y cancer de cabeza 'y
cuello (Dengy cols., 2019; Zou y cols., 2019).
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DziP1

DAZ-interacting protein 1

Proteina de dedos
de zinc; interactla
con la proteina de
unién a ARN DAZ

Ciliogénesis, trafico de ARN; vias de
sefializacion Hedgehog y Wnt

Promueve la proliferacion, migracion e invasién en COCE
(Yan y cols., 2019); gen supresor tumoral en el cancer de
mama (Mansoori y cols., 2021).

HMGA2

High mobility group proteins
characterized by an AT-hook

Proteina
cromosémica no
histona

Regulacion de la transcripcion de
genes inducibles; promocién de la
adipogénesis; altamente expresada
durante el desarrollo embrionario y
se vuelve a expresar en casi todas
las neoplasias malignas en humanos

Regulador clave en el desarrollo del cancer, la induccion
de la transformacion neoplasica y la promocion de la
progresion metastdsica de las células cancerosas
(Mahmood y cols., 2021); promueve el proceso TEM en
COCE lingual (Zhao y cols., 2016).

SRSF3

Serine/arginine-rich splicing
factor 3

Unién de ARNm

Regulacidn de la unidn, traduccion y
poliadenilacion de ARN; regulacién
del proceso de miARN; involucrado
en la integridad del genoma y del
transcriptoma

Sobreexpresado en cancer de colon (Corbo y cols., 2012),
cancer de mama (Xu y cols., 2019) y COCE (Peiqi y cols.,
2016); promueve TEM en COCE (Peiqi y cols., 2016).
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Todos los estudios incluidos utilizaron la RT-qPCR con transcripcion inversa para evaluar
la expresién genética. Todos los autores excepto Yan y cols. (Yan y cols., 2019),
analizaron las proteinas asociadas al proceso TEM expresadas por los genes implicados
en tejidos de COCE mediante inmunohistoquimica (Wu vy cols., 2020; Qu y cols., 2020;
Huang y cols., 2020; Deng y cols., 2019; Zhang y cols., 2017; Zhao y cols., 2016; Peiqgi y
cols., 2016), y Yan y cols. utilizaron la prueba Western Blot para estudiar los niveles de

las proteinas asociadas al proceso TEM (Yan y cols., 2019).

Los datos clinicos de los pacientes sobre el consumo de tabaco no fueron recogidos en
cinco estudios (Qu y cols., 2020; Huang y cols., 2020; Deng y cols., 2019; Zhang y cols.,
2017; Zhao y cols., 2016), y solamente dos estudios proporcionaron datos sobre el

consumo de alcohol (Wuy cols., 2020; Peiqi y cols., 2016).

En cuanto a los marcadores clasicos del proceso TEM, Zhang y cols. (Zhang y cols., 2017)
estudiaron la expresion de E-Cadherina y Vimentina mediante inmunohistoquimica en
COCE de lengua. Del mismo modo, Zhao y cols. (Zhao y cols., 2016) analizaron la E-
Cadherina, Vimentina y Snail mediante inmunohistoquimica en COCE lingual. También

Zhao y cols. en 2016 estudiaron la expresidn de Snail mediante RT-PCR en COCE lingual.

La localizacién del COCE no fue especificada en cuatro estudios (Qu y cols., 2020; Huang
y cols., 2020; Yan y cols., 2019; Peiqi y cols., 2016), y en cuanto a las caracteristicas
clinico-patoldgicas, el tamafo del tumor no fue analizado en tres estudios (Dengy cols.,
2019; Yany cols., 2019; Peigiy cols., 2016), mientras que los datos relativos a metdstasis
ganglionares (N) fueron recogidos en todos los estudios incluidos. El estadio clinico fue
estudiado por todos los autores excepto por Qu y cols. (Qu y cols., 2020) y Zhang y cols.
(Zhang y cols., 2017). El grado de diferenciacién tumoral no fue proporcionado por
cuatro de los estudios (Huangy cols., 2020; Deng y cols., 2019; Yan y cols., 2019; Peigiy
cols., 2016). La recurrencia Unicamente se mostré en el estudio de Zhang y cols. (Zhang
y cols., 2017), y las metastasis a distancia solamente fueron estudiadas por Huangy cols.
(Huang vy cols., 2020). Todos los datos sobre las caracteristicas demograficas de los
pacientes y las variables clinico-patoldgicas del COCE y su relacidn con las proteinas

expresadas por los genes implicados en el proceso TEM se muestran en las Tablas
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Tabla 5. Relacidn entre las caracteristicas de los pacientes con COCE en los diferentes estudios y la expresion de los genes/proteinas.

Autor, afio, n2 de pacientes
! ' P . y Edad Sexo Tabaco Alcohol
proteina estudiada
EN/ BE AE EN/ BE AE EN/ BE AE EN/ BE AE
<60: 17/34; 50,0% | <60:20/63;31,7% | H:19/34; 55,9% H: 29/63; 46,0% Si:7/34;20,6% | Si:10/63;15,9% | Si:5/34;14,7% | Si: 10/63; 15,9%
Wuy cols., 2020 >60: 17/34; 50,0% | >60: 43/63;68,3% | M:15/34;44,1% | M:34/63;54,0% | No:27/34;79,4%| No:53/63;84,1% | No:29/34; 85,3%| No: 53/63; 84,1%
n=97, ARID2 p=0,078 p=0,36 p=0,56 p=0,88
<61:17/40; 42,5% | <61:17/32;53,1% | H:25/40; 62,5% H: 22/32; 68,8% \D ND \D \D
Qu y cols., 2020 >61:23/40;57,5% | =6115/32;46,9% | M:15/40;37,5% | M: 10/32;31,2%
n=72, ALDH3A1 p=0,37 p=0,58
>60: 10/ 41; 24,4% | =60:12/39;30,8% | H:20/28;71,4% | H:41/52;78,8% \D ND \D \D
Huang y cols., 2020 <60:31/41;75,6% | <60:27/39;69,2% | M: 8/28; 28,6% M: 11/52; 21,2%
n=80, HNRNPC p=0,62 p=0,58
<60: 12/29; 41,4% | <60:38/76;50,0% | H:27/29; 93,1% H: 48/76; 63,2% D D \D \D
Deng y cols., 2019 260: 17/29; 58,6% | 260: 38/76;50,0% | M: 2/29; 6,9% M: 28/76; 36,8%
n= 105, ITGAS P>0,05 p=ND
<60:12/31;38,7% | <60:33/69;47,8% | H:27/31;87,1% H: 42/69; 60,9% D D \D \D
Yany cols., 2019 260: 19/31; 61,3% | 260: 36/69; 52,2% | M: 4/31; 12,9% M: 27/69; 39,1%
n= 100, DZIP1 p>0,05 p=ND
Negativa: Moderada:
Negativa: Moderada: Negativa: Moderada: >20:7/21;33,3% | >20:13/29; 44,8%
>60: 1/21; 4,8% >60: 2/29; 6,9% H:19/21; 90,5% H: 28/32; 87,5% <20:1/21; 4,8% | <20:6/29; 20,7%
<60:20/21; 95,2% | <60:27/29;93,1% | M:2/21;9,5% M: 4/32; 12,5% No:13/21; 61,9% | No: 10/29; 34,5%
ND ND
Zhang y cols., 2017 Débil: Fuerte: Débil: Fuerte: Débil: Fuerte:
n=80. HMGA2 >60: 8/12; 66,7% | >60:5/23;21,7% | H:12/14; 85,7% H: 9/13; 69,2% >20: 4/12; 33,3% | >20: 8/18; 44,4%
’
<60:4/12;33,3% | <60:18/23;78,3% | M:2/14; 14,3% M: 4/13; 30,8% <20: 6/12; 50,0% | <20: 4/18; 22,2%
No: 2/12; 16,7% | No: 6/18; 33,4%
p=0,92 p=0,13 p=0,33
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<55:12/23;52,2% | <55:22/37;59,5% | H:9/23;39,1% H: 28/37;75,7%

ND ND ND ND
Zhaoyy cols., 2016 >50: 11/23; 47,8% | >50: 15/37; 40,5% | M: 14/23;60,9% | M: 9/37; 24,3%

n= 60, HMGA2 p=0,863 p=0,005* ND ND

Negativa: Moderada Negativa: Moderada: Negativa: Moderada: Negativa: Moderada:
<55:13/24; 54,2% | <55:6/19;31,6% | H:17/23;73,9% H: 13/18; 72,2% Si:11/24; 45,8% | Si: 9/20; 45,0% Si: 7/24;29,2% | Si: 10/20; 50,0%
>50: 11/24; 45,8% | >50: 13/19; 68,4% | M: 6/23; 26,1% M: 5/18; 27,8% No:13/24; 54,2% | No: 11/20; 55,0% | No:17/24; 70,8%| No: 10/20; 50,0%
Peiqi y cols., 2016

Débil: Fuerte: Débil: Fuerte: Débil: Fuerte: Débil: Fuerte:
n=77, SRSF3 <55:14/24; 58,3% | <55:5/10; 50,0% H: 19/26; 73,1% H: 9/10; 90,0% Si: 15/24;62,5% | Si: 6/9; 66,7% Si:12/24;50,0% | Si:5/9; 55,6%
>50: 10/24; 41,7% | >50: 5/10; 50,0% M: 7/26; 26,9% M: 1/10; 10,0% No: 9/24;37,5% | No: 3/9;33,3% No: 12/24; 50,0%| No: 4/9; 44,4%
p=0,30 p=0,55 p=0,59 ND

EN, cohorte de expresion negativa; BE, cohorte de baja expresion; AE, cohorte de alta expresion; n, nimero de pacientes; H, hombre; M, mujer; ND, no disponible; p, valor p.
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Tabla 6. Relacion entre las caracteristicas clinico-patoldgicas de los casos de CO en los diferentes estudios y la expresion de los genes/proteinas
estudiadas.

Autor, aiio de Estadio clinico TNM Grado de diferenciacién/ Otros
fcacid T N Localizaciéon
pu'bllcamon, (AJCC) histolégico
numero de
pacientes y
proteinas EN/ BE AE EN/ BE AE EN/ BE AE EN/ BE AE EN/ BE AE EN/ BE AE
analizadas
Lengua: Lengua:
6/34;17,6% | 20/63;31,3%
Labio: Labio:
1/34; 2,99 7/63; 11,09
<4cm: <4cm: NO: NO: 1, 1, 10 /34 2,9% /63;11,0% BD + MD: BD + MD:
18/34; 52,9% | 50/63; 79,4%| 22/34; 64,7%| 55/63; 87,3%| 16/34; 47,1%| 47/63;76,6%| - Yugal: M. Yugal: 20/34; 58,8%| 52/63; 85,3%
St it PO it PR PP 12/34;35,3% | 18/63; 28,2% 1 IS5 et \D \D
Wu y cols., 2020 | : | :
>acm: >4cm: N+ N+ i, 1v: i, Iv: 5“;/;’40_'?9253 S”:/z;'zbl?;a PD: PD:
n=97,ARID2 | 16/34;47,1%| 13/63;20,6% 12/34;353%| 8/63;12,7% | 18/34;52,9%) 16/63;234% " Mo, | 14/3% 41,2%) 11/63;14,7%
4/34; 11,8% 2/63; 3,0%
Encia: Encia:
8/34;23,5% | 13/63;20,4%
p <0,05 p <0,05 p <0,05 p=0,17 p <0,05
T1,T2: T1,T2: NO: NO: BD: BD:
17/40; 42,5% | 12/32; 37.5%| 19/40; 47,5%| 23/32:71,9% 4/40;10,0% | 6/32; 18,8%
a . 2020 ND ND ND ND ND ND
D) Gy T3, T4: 3, T4: N+: N+ MD +PD: MD + PD:
n=72, ALDH3A1
23/40;57,5% | 20/32;62.5%| 21/40;52,5%| 9/32;28,1% 36/40; 90,0%| 26/32; 81,2%
p=0,67 p=0,04 p=0,29
T1: T1:
6/33; 18,2% | 4/47;8,5% Metastasis a distancia
T2: T2: NO, N1: NO, N1: 1,1 1, 1
Huangycols., | 22/33;66,7%| 30/47;63,8%| 32/38;84,1%| 27/42; 64,3%| 27/39; 69,2%| 19/41; 46,3% MO: MO:
2020 ND ND ND ND 33/39; 84,6%| 29/41; 70,7%
n= 80, HNRNPC T3 T3 N2, N3: N2, N3: 1, IV; I, IV:
2/33;6,1% | 4/47;8,5% | 6/38;15,8% | 15/42;35,7%| 12/39;30,8%| 22/ 41;53,7% ML M1
6/39; 15,4% | 12/41; 29,3%
T4: T4:
3/33;9,1% | 9/47;19,1%
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Deng y cols.,
2019
n= 105, ITGAS

Yany cols., 2019
n= 100, DZIP1

p=0,40 p=0,04 p=0,04 p=0,14
NO: NO: 1, 1 1, 1
16/29;55,2%| 56/76;73,9%| 15/29;51,7%| 25/76;32,9%
Lengua: Lengua:
ND ND ND ND ND ND
29/29;100% 76/76;100%
N+: N+: I, IV: I, 1IV:
13/29;44,8%| 20/76;26,1%| 14/29; 48,3%| 51/76;67,1%
p<0,01 p<0,01
NO: NO:
18/31;58,1% 50/67;72,5%
ND ND

N+:
13/31;41,9%
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Peiqi y cols.,
2016
n=77, SRSF3

Negativa: Moderada:
I: I:
Negativa: Moderada: 8/24;33,3% | 1/19;5,3%
NO: NO: I-11: I-1I:
16/26; 61,5%| 5/20;25,0% | 11/24;45,9%| 16/19; 84,2%
N+: N+: 1-111: 1-111:
10/26; 8,5% | 15/20; 75,0%| 5/24;20,8% | 2/19;10,5%
ND ND ND ND ND ND ND ND
Débil: Fuerte: Débil: Fuerte:
NO: NO: I: I:
14/22; 63,6%| 4/9;44,4% | 3/26;11,5% 0/8; 0,0%
N+: N+: I-11: I-11:
8/22;36,4% | 5/9;55,6% | 18/26;69,2%| 4/8;50,0%
1-111: 1-111:
5/26;19,2% | 4/8;50,0%
p=0,04 p=0,02

EN, cohorte de expresion negativa; BE, cohorte de baja expresion; AE, cohorte de alta expresion; n, nimero de pacientes; ND, no disponible; p, valor-p; T, tamafio del tumor, N,

afectacion de ganglios linfaticos cervicales; M, metastasis a distancia; TNM, clasificacion TNM propuesta por AJCC; BD, bien diferenciados; MD, moderadamente diferenciados: PD,

pobremente diferenciados; cm, centimetros.
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7.1.3. Riesgo de sesgo de los estudios incluidos

Después de analizar el riesgo de sesgo con la herramienta Newcastle-Ottawa, descrita
anteriormente, se establecié que todos los estudios incluidos tenian un bajo riesgo de

sesgo.

Todos los estudios incluidos recibieron como minimo 3 estrellas en el apartado
“Seleccién”. Ademas, siete estudios proporcionaron datos relativos a “seleccion de la
cohorte no expuesta” (Wu vy cols., 2020; Qu y cols., 2020; Huang y cols., 2020; Deng y
cols., 2019; Zhang y cols., 2017; Zhao y cols., 2016; Peiqi y cols., 2016). En el item de
“Comparabilidad” todos los estudios recibieron dos estrellas, excepto el estudio de Yan
y cols. (Yan y cols., 2019) que solo recibieron una, ya que no cumplia los criterios sobre
comparacion de cohortes sobre la base del disefio o un andlisis controlado por factores
de confusion. En la seccion “Resultados”, todos los estudios recibieron dos estrellas
para “adecuacién de los resultados” y en el subapartado correspondiente a si “el
seguimiento fue lo suficientemente prolongado en el tiempo para que se produjeran los
resultados “. Sin embargo, sélo los estudios llevados a cabo por Wu y cols. (Wu y cols.,
2020) y Qu y cols. (Qu y cols., 2020) recibieron tres estrellas, debido a que sdlo ellos
proporcionaban datos sobre el tiempo de seguimiento y este era adecuado. Por esta
razén, consideramos que todos los estudios tenian una buena calidad metodoldgica
segun el algoritmo de la Agency for Health Research and Qualit (AHRQ), ya que todos
ellos tienen como minimo tres estrellas en el apartado “Selecciéon”, una en

“Comparabilidad” y dos en “Resultados” (Tabla 7).
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Tabla 7. Riesgo de sesgo de los articulos incluidos.

Seleccion Comparabilidad Resultados
Representatividad| Seleccion de la |Determinacion| Demostracion de Comparabilidad de Evaluacién | ¢El seguimiento |Adecuacion del| Resultado
de la cohorte cohorte no dela que el resultado de | cohortes sobre la base del del fue seguimiento de
007 . p . P e AHRQ
Autor y expuesta expuesta exposicion interés no estaba | disefio o analisis controlado| resultado | suficientemente | las cohortes
s presente al inicio por factores de confusion prolongado para
del estudio que se produjeran
los resultados?
Wu y * * * * * %k * * * BC
cols., 2020
Qu y COIS., * * * * * %k * * * BC
2020
Huang y * * * * * %k * * BC
cols., 2020
Deng y * * * * * %k * * BC
cols., 2019
Yan y * * * * * * BC
cols., 2019
Zhang y * * * * * %k * * BC
cols., 2017
Zhao y * * * * * %k * * BC
cols., 2016
Peiqi y * * * * ok * * BC
cols., 2016

AHRQ, Algoritmo de la Agency for Health Research and Quality; BC, buena calidad.
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7.1.4. Resultados de los estudios

En los estudios incluidos en nuestra revisidn sistematica se pudo observar como la alta
expresion de HNRNPC, ITGAS, DZIP1, HMGA?2 y SRSF3 se asocié con el proceso TEM en
COCE. Los resultados del presente trabajo mostraron como sélo la expresion del
modulador de transcripcion HMGA2, que estd comuUnmente aumentada en tejidos
adultos cuando aparecen tumores, se asocié con el sexo de los pacientes en uno de los
estudios (Zhao y cols., 2016). Se observé como en el grupo de alta expresién el 75,7%
eran hombres (Zhao y cols., 2016). Ninguno de los otros genes o proteinas estudiados
se asociaron de forma significativa con la edad, ni con el consumo de tabaco y alcohol

(Tabla 4).

La alta expresién de los niveles de HNRNPC, ITGA5, HMGA2 y SRSF3 se asociaron de
forma significativa a estadios clinicos mas avanzados en la clasificacién TNM (Huang y
cols., 2020; Deng y cols., 2019; Zhao y cols., 2016; Peiqi y cols., 2016). Del mismo modo,
se observd una asociacién estadisticamente significativa entre la alta expresion de
HNRNPC, HMGA2 y SRSF3 y una mayor presencia de metastasis ganglionares (Huangy
cols., 2020; Zhao vy cols., 2016; Peiqi y cols., 2016). Ademas, los pacientes con altos
niveles de HNRNPC sufrieron mas metastasis a distancia, aunque los resultados no

fueron estadisticamente significativos (Tabla 6).

HMGAZ2 es un biomarcador bien estudiado que se ha observado que es un regulador del
cancer en humanos. Se ha visto como su mayor expresion se asocia significativamente
con casos de COCE moderadamente diferenciados (grado II) y pobremente
diferenciados (grado lll) (Zhao y cols., 2016). Los resultados de los diferentes estudios
mostraron como la alta expresion de HNRNPC, ITGA5, HMGA?2 y SRSF3 estuvo asociada
a un peor pronéstico de la enfermedad (estadios TNM mds avanzados) (Huang y cols.,
2020; Deng y cols., 2019; Zhao y cols., 2016; Peiqi y cols., 2016). Y sdlo Zhang y cols.
evaluaron la recurrencia y sus resultados mostraron como los pacientes con alta
expresion de HMGA?2 tenian una mayor tasa de recurrencia (Zhang y cols., 2017) (Tabla

6).

Por el contrario, la baja expresion de la enzima ALDH3A1 (Qu y cols., 2020) y del factor

remodelador de cromatina ARID2 (Wu vy cols., 2020) favorecieron el proceso TEM en el
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COCE. No se encontro asociacidon estadisticamente significativa entre la baja expresién
de los diferentes genes/proteinas asociadas a ALDH3A1 y ARID2 y el sexo, edad,
consumo de tabaco y alcohol, asi como con localizacion del COCE (Tablas 5y 6). Respecto
a las caracteristicas del COCE, la alta expresion de ARID2 y ALDH3A1l se asocid
significativamente con la ausencia de metastasis ganglionar (Wuy cols., 2020; Qu y cols.,
2020). También, la alta expresion de ARID2 se asocié de forma significativa con un menor
tamafio tumoral, con estadios clinicos menos avanzados en la clasificacion TNM y con
casos de COCE bien y moderadamente diferenciados, grados grado | y Il (Wu y cols.,

2020) (Tabla 6).
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7.2. Analisis de proteinas y FT asociados al proceso TEM en COCE.

7.2.1. Caracteristicas de la muestra

Se analizaron muestras de 165 pacientes, de los cuales 113 (68,5%) eran hombres y 52
(31,5%) mujeres. La edad media fue de 63,8 afios (desviacion estandar 12,65), con
edades comprendidas-entre los 30 y los 92 afios. Del total de pacientes, 107 (64,8%) eran

fumadores, mientras que 89 (53,9%) eran consumidores de alcohol (Tabla 8).

En cuanto a las caracteristicas clinico-patolégicas de los COCE incluidos (Tabla 8)
podemos destacar como la localizacién primaria de 75 casos (45,5%) fue la lengua, 34
(20,6%) el suelo de la boca, 23 (13,9%) la encia, 12 (7,3%) la mucosa yugal, 12 (7,3%) el
trigono retromolar, 7 (4,2%) el paladar y 2 casos (1,2%) aparecieron en multiples

localizaciones.

En lo relativo al tamafio tumoral (T) se observé como 42 casos (26,8%) fueron T1, 72
(45,9%) fueron T2, 24 (15,3%) fueron T3 y 19 (12,7%) fueron T4. En 8 casos, el tamafio

tumoral no pudo ser determinado con precision.

Con respecto a la presencia de metdstasis en los ganglios linfaticos cervicales, 95 de los
casos (57,6%) no tuvieron afectacién ganglionar, 31 (18,8%) fueron N1, 8 (4,8%) fueron
N2a, 18 (10,9%) fueron N2b, 5 (3%) N2c y 1 caso (0,6%) fue N3. En 7 casos no se efectud
una diseccidn cervical, ya que esta habia sido realizada en una intervencion previa por

otro tumor distinto.

Al evaluar el estadio clinico, pudimos observar que 37 (22,4%) COCE se encontraban en

estadio I, 51 (30,9%) en estadio Il, 30 (18,2%) en estadio lll y 47 (28,5%) en estadio IV.

En cuanto a la diferenciacion tumoral los registros mostraron como 105 tumores (63,6%)
se encontraban bien diferenciados, 51 (30,9%) fueron tumores moderadamente

diferenciados y 47 (5,5%) pobremente diferenciados.

Por ultimo, al analizar el estado clinico de los pacientes al final del seguimiento se
observé como 77 (46,7%) pacientes se encontraban vivos y sin recurrencia al final del

seguimiento, 67 (40,6%) pacientes habian fallecido por este motivo o presentaban
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recurrencias no tratables, 18 (10,9%) fueron censurados y 3 (1,8%) habian presentado

un segundo tumor primario.

Tabla 8. Caracteristicas clinicas de 165 pacientes con COCE.

Caracteristicas de la muestra Numero de casos (%)
Género
Hombres 113 68,5
Mujeres 52 31,5
Consumo de tabaco 107 64,8
Consumo de alcohol 89 53,9

Localizacién primaria

Lengua 75 45,5
Suelo de boca 34 20,6
Encia 23 13,9
Mucosa yugal 12 7,3
Retromolar 12 7,3
Paladar 7 4,2
Muiltiples 2 1,2
Tamaiio (T)
T1 42 26,8
T2 72 45,9
T3 24 15,3
T4 19 12,7
Presencia de metastasis en ganglios cervicales (N)
NO 95 57,6
N1 31 18,8
N2a 8 4,8
N2b 18 10,9
N2c 5 3
N3 1 0,6
Estadio clinico
| 37 22,4
1] 51 30,9
Il 30 18,2
IV 47 28,5
Diferenciacion tumoral
Bien diferenciada 105 63,6
Moderadamente diferenciada 51 30,9
Pobremente diferenciada 9 5,5
Estado clinico al final del seguimiento
Vivo y sin recurrencia 77 46,7
Fallecimiento o recurrencia no tratable 67 40,6
Censurado 18 10,9
Segundo tumor primario 3 1,8
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7.2.2. Resultados de las pruebas de inmunohistoquimica realizadas

Al realizar las pruebas de IHQ una muestra no pudo ser evaluada para ninguno de los
biomarcadores asociados al proceso TEM. Ademds, 5 casos mas no pudieron ser
evaluados para N-Cadherina y 2 de las muestras para E- Cadherina y Vimentina. Por
ultimo, 5 casos no pudieron ser evaluados para ninguno de los FTs asociados al proceso

TEM y 2 muestras mas para el FT Twist.

Hubo expresion de E-Cadherina en 89 muestras de COCE (54,5 %), Vimentina en 65 casos
(39,6 %) y la N-Cadherina sélo se expresé en 4 muestras (2,5 %). Los resultados de las
pruebas de inmunohistoquimica para los diferentes FTs mostraron una expresion de
Twist en 155 muestras (94,5%), de Slug en 47 casos (28,8%), de Smad7 en 11 casos
(6,7%), Snail en 10 muestras (6,1%), de E47 en 7 de las muestras analizadas (4,2%) y de
ZEB1 en 5 muestras (3%). Cabe destacar que no se encontrd expresiéon de ZEB2 en

ninguna de las muestras estudiadas (Tabla 9).

Tabla 9. Resultados de la inmunohistoquimica para E-Cadherina, N-Cadherina,

Vimentina y los FTs -TEM.

Marcadores Muestras | Expresion positiva de los %
de COCE diferentes marcadores
analizadas
(N)

Twist 148 155 94,5%
E-Cadherina 153 89 54,5%
Vimentina 153 65 39,6%
Slug 150 47 28,8%
Smad7 150 11 6,7%
Snail 150 10 6,1%
E47 150 7 4,2%
ZEB1 150 5 3%
N-Cadherina 150 4 2,5%
ZEB2 150 0 0%
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7.2.3. Asociacion entre las diferentes proteinas y FT analizados.

Se observd la existencia de una asociacion estadisticamente significativa entre la

ausencia de expresion de E-Cadherina y la expresién de Vimentina (p=0,004).

También se observaron asociaciones estadisticamente significativas entre la expresion
de Snail y Slug (p = 0,001), ZEB1 (p = 0,002) y E47 (p = 0,005). Ademas, la expresion de
Slug se asoci6 significativamente con la expresion de Twist (p = 0,045). Del mismo modo,

la expresion de ZEB1 se asocid con la expresion de E47 (p < 0,0001).

7.2.4. Asociacion de la expresion de las diferentes proteinas y factores
de transcripcion con las variables clinico-patologicas y el prondstico

de los pacientes.

La Tabla 10 resume las asociaciones entre la expresién de E-Cadherina, N-Cadherina y
Vimentina con las diferentes caracteristicas clinico-patoldgicas. Se pudo observar como
la pérdida de expresiéon de E-Cadherina se asocié de forma casi significativa con la
invasidon perineural, ya que en la cohorte de baja expresion hubo mas invasién

perineural (78% de los pacientes) (prueba exacta de Fisher, p=0,05).

También se observd como la N-Cadherina se asociaba significativamente con la
clasificaciéon T (prueba exacta de Fisher, p=0,02), el estadio avanzado de la enfermedad
(prueba exacta de Fisher, p=0,03) y con tumores moderadamente diferenciados (prueba

exacta de Fisher, p=0,01).

Todos los pacientes de la cohorte de ausencia de expresidén de N-Cadherina presentaban
el mayor tamafio tumoral (T4). Lo mismo ocurria con el estadio clinico del tumor, ya que
el 100% de los pacientes de la cohorte de ausencia de expresion de N-Cadherina
presentaron un estadio IV, el mas avanzado. Finalmente, y en relacién con el grado de
diferenciacién celular, la mayoria de los tumores de la cohorte de falta de expresidn de
N-Cadherina (93%) estaban moderada o pobremente diferenciados. Por tanto, la
ausencia de expresion de N-Cadherina se asocié a circunstancias desfavorables en

cuanto a T, estadio clinico y diferenciacion celular.
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La expresion de Vimentina se asocio significativamente con la clasificacion pT avanzada
(x2, p = 0,02), la presencia de metastasis en los ganglios linfaticos del cuello (x2, p =
0,002), el estadio clinico avanzado (x2, p = 0,03), la muerte por el cancer al final del
seguimiento Fisher, p = 0,004), asi como con tumores moderadamente o poco

diferenciados (Fisher, p = 0,001).

En la tabla 11 se recogen los resultados de la asociacién de la expresién de los FTs -TEM
con las diferentes caracteristicas clinico-patolédgicas. Se pudo observar cémo la
expresion de Slug se asocio significativamente con el tamafio del tumor T (Fisher, p =
0,01) y con el estadio clinico (Fisher, p=0,01). El mayor tamafio tumoral (T4) se relaciond
con la ausencia expresion de Slug, ya que lo presentaron el 84% de las muestras de la
cohorte de ausencia de expresion. En cuanto al estadio tumoral, la mayoria de los
tumores mds avanzados (estadio 1V) tuvo lugar en la cohorte de ausencia de expresién
de Slug. Por tanto, la ausencia de expresion de Slug conllevé mayor tamafio y estadio

mas avanzado del tumor.

También, la expresién de E47 se asocid significativamente con invasiéon perineural
(Fisher, p=0,04). La mayor parte de los pacientes de la cohorte de ausencia de expresiéon

de E47 (78%) presentaron invasion perineural.

No se observaron mas asociaciones estadisticamente significativas entre otros FTs del

proceso TEM y los parametros clinico-patoldgicos estudiados.
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Tabla 10. Expresion de E-Cadherina, N-Cadherina y Vimentina y su asociacion con las variables
clinico-patolégicas de la cohorte de 165 pacientes con COCE.

Variable E-Cadherina N-Cadherina Vimentina
Ny (%) p Ny (%) p Ny (%) p
(-) (+) (-) (+) (-) (+)
Sexo
Hombres 48 (43) 64(57) | 0,27 | 108 (97) 3(3) | 0,63 | 67(60) 45(40) | 0,83
Mujeres 27 (52) 25(48) 49 (98) 1(2) 32(61) 20(39)
Consumo de tabaco
Fumadores 45(42) 61(58) | 0,25 | 103 (98) 2(2) |0,61|67(63) 39(37) | 0,31
No fumadores 30 (52) 28(48) 54 (96) 2 (4) 32 (55) 26(45)
Consumo de alcohol
Bebedores 35(40) 53(60) | 0,09 | 73 (99) 1(1) | 0,62 | 55(63) 33(37) | 0,54
No bebedores 40 (53) 36(47) 84 (97) 3(3) 44 (58) 32(42)
pT
pT1 16 (31) 26(69) | 0,74 | 41 (100) 0(0) | 0,02 |27(64) 15(36) | 0,02
pT2 32 (45) 39(55) 69 (99) 1(1) 46 (64) 26(36)
pT3 10 (42) 14 (58) 20 (87) 3(13) 14 (61) 9(39)
pT4 10(53) 9(47) 19 (100) 0(0) 9(47) 10(53)
pN
pNO 39(41) 56(59) | 0,27 | 91(97) 3(3) | 048 | 66(69) 29(31) | 0,002
pN+ 31(50) 31(50) 60 (98) 1(2) 28 (45) 34 (55)
Estadio clinico
1 13 (35) 24 (65) | 0,18 | 36 (100) 0(0) 0,02 | 25(67) 12(33) | 0,03
I 21(41) 30(59) 49 (98) 1(2) 36 (71) 15 (29)
]| 14 (48) 15(52) 26 (90) 3(10) 18 (60) 12 (40)
v 27 (57) 20(43) 46 (100) 0(0) 20 (43) 26(57)
Grado de diferenciacion
Bien 46 (44) 58(56) | 0,61 | 102(100) 0(0) 0,01 | 73(70) 32(30) | 0,001
Moderado/mal 29 (48) 31(51) 55 (93) 4(7) 26 (44) 33(56)
Localizacion tumoral
Lengua 33(44) 42(56) | 0,68 | 73 (99) 1(1) 0,62 | 46(61) 29(39) | 0,81
Otros sitios 42 (47) 47 (53) 84 (97) 3(3) 53 (60) 36 (40)
Localizacion tumoral
Suelo de la boca 13(39) 20(e61) | 0,41 | 31(94) 2 (6) 0,18 | 25(73) 9(27) 0,07
Otros sitios 62 (47) 69 (53) 126 (98) 2(2) 74 (57) 56 (43)
Invasion perineural
No 68 (44) 87(56) | 0,05 | 148(97) 4(3) 0,79 | 95(61) 60(39) | 0,48
Si 7(78) 2(22) 9 (100) 0(0) 4(44) 5(56)
Invasién vascular
No 71(45) 86(55) | 0,40 | 150(97) 4 (3) 0,83 | 95(60) 62 (40) | 1,00
Si 4(57) 3(43) 7 (100) 0(0) 4(57) 3(43)
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Estado clinico al final
del seguimiento:

Vivo sin recurrencia
Fallecido por COCE
Censurado

Segundo cancer primario

33 (43)
34 (51)
7 (39)
1(33)

43 (57)
33 (49)
11 (61)
2(67)

0,71

73(99)  1(1)
63(95)  3(5)
18 (100) 0 (0)
3(100) 0(0)

0,62

56 (73)
30 (45)
12 (67)
1(33)

21(27)
36 (55)
6 (33)
2 (66)

0,004
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Tabla 11. Expresion de FTs -TEM y su asociacién con las variables clinico-patoldgicas de la cohorte de 165 pacientes con COCE.

Variable SNAIL p SLUG P ZEB1 P TWIST p SMAD7 p E47 P
Ny (%) Ny (%) Ny (%) Ny (%) Ny (%) Ny (%)
() (+) () (+) () (+) () (+) () (+) () (+)
Sexo
Hombres 105 (94) 7 (6) 0,60 [76(68) 35(32) | 0,26 [111(98) 2(2) | 0,18 [6(5)  106(95) | 1,0 [106(94) 7(6)| 0,74 [109(96) 4(4) | 0,67
Mujeres 49 (94) 3 (6) 40 (77) 12 (23) 49 (94) 3 (6) 3(6) 49 (94) 48 (92)  4(8) 49 (94)  3(6)
Consumo de tabaco
Fumadores 99(93) 7(7) 0,50 [83(93) 6(7) | 0,08 [105(98) 2(2)| 0,34 |4(4) 102(96) | 0,28 [100(93) 7(7)| 1,0 [104(97) 3(3) | 0,24
No fumadores 55(95) 3(5) 71(95) 4(5) 55(95)  3(5) 5(9)  53(91) 54(935) 4(7) 54(93)  4(7)
Consumo de alcohol
Bebedores 83(93) 6(7) 0,75 [61(69) 27(31) | 0,57 |88(99) 1(1) | 0,18 [2(2) 86(98) |0,054(82(92) 7(8) | 0,55 [85(95) 4(5) 1,0
No bebedores 71(95) 4(5) 55(73) 20 (27) 72(95)  4(5) 7(9)  69(91) 72(95) 4(5) 73(96) 3 (4)
pT
pT1 41(98) 1(2) 0,64 [24(57) 18(43) | 0,01 [41(98) 1(2) 022 [1(2) 40(98) | 0,19 [40(95) 2(5) | 0,20 |40(95) 2(5) |0,053
pT2 65(91) 6(9) 50 (70) 21 (30) 71(99) 1(1) 3(4)  69(96) 66(92) 6(8) 71(99) 1(1)
pT3 23(96) 1(4) 21(91) 2(9) 22(98) 2(2) 3(12) 21(88) 24 (100) 0 (0) 23(96) 1(4)
pT4 18(95) 1(5) 16 (84) 3 (16) 18(95) 1(5) 2(11) 17(89) 16 (84) 3 (16) 16 (84)  3(16)
pN
pNO 89(95) 5(5) 0,51 [65(69) 29(31)| 0,80 |92(97) 3(3) | 0,66 [3(3) 91(97) 0,44 |90(95) 5(5) | 0,51 [91(96) 4 (4) 1,0
pN+ 58 (92) 5(8) 44 (71)  18(29) 61(97) 2(3) 4 (6) 59 (94) 58(92) 5(8) 60 (95) 3 (5)
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Estadio clinico

I 35(95) 2(5) 0,86 |20(54) 17(46) | 0,001 [35(95) 2(5) | 0,19 |1(3) 35(97) 0,17 [35(95) 2(5) | 0,67 [35(95) 2(5) 0,76
I 47 (94) 3 (6) 39(78) 11(22) 51(100) 0 (0) 1(2) 50(98) 48 (94) 3 (6) 50(98) 1(2)
n 29(97) 1(3) 26 (87)  4(13) 28(93) 2(7) 4 (13) 26 (87) 29(97) 1(3) 29(97) 1(3)
v 43 (92) 4(8) 31(67) 15(33) 46 (98) 1(2) 3(6) 44 (94) 42 (89) 5(11) 44 (94) 3 (6)
Grado de diferenciacién
Bien 100 (95) 5(5) 0,34 [75(71) 30(29) | 0,92 [102(97) 3(3) | 1,0 [5(5 99(95) 0,72 98(93) 7(7) | 1,0 |101(96) 4(4) | 0,70
Moderado/mal (54 (92) 5(8) 41(71) 17 (29) 58(97) 2(3) 4(7) 56(93) 56(93) 4(7) 57(95)  3(5)
Invasién perineural
No 146 (94) 9 (6) 0,44 [110(71) 44(29) | 0,71 [152(97) 4(3) | 0,24 [9(6) 146 (94) 1,0 [146(94) 10(6) | 0,44 [151(97) 5(3) | 0,04
Si 8(89)  1(11) 6(67) 3(33) 8(89)  1(11) 0(0) 9(100) 8(89)  1(11) 7 (78) 2(22)
Invasién vascular
No 148 (94) 9 (6) 0,36 |113(72) 43(28) | 0,10 [153(97) 5(3) | 0,80 [9(6) 148 (94) 1,0 |147(93) 11(7)| 1,0 [151(96) 7(4) | 0,20
Si 6(86) 1(14) 3(43)  4(57) 7(100) 0(0) 0(0) 7(100) 7(100) 0(0) 7(100) 0(0)
Estado clinico al final
del seguimiento:
\Vivo sin recurrencia 73 (96) 3 (4) 0,25 |51(68) 24(32) 0,22 |74 (96) 3(4) 1,0 |7(5) 72(95) 1,0 |73(95) 4(5) 0,25 [75(97) 2(3) 0,51
Fallecido por COCE 63 (94) 4(6) 52 (78) 15 (22) 65 (97) 2(3) 5(7) 62(93) 60 (90) 7(10) 63 (94) 4 (6)
Censurado 15 (83) 3(17) 12 (67) 6(33) 18 (100) 0 (0) 0(0) 18(100) 18 (100) 0 (0) 17 (94) 1(6)
Segundo cancer 3(100) 0(0) 1(33) 2(67) 3(100) 0(0) 0(0) 3(100) 3(100) 0(0) 3(100) 0(0)

primario
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7.2.5 Supervivencia e influencia de las variables clinico-patoldégicas en

la misma.

En el momento del ultimo seguimiento (rango de 1 a 221 meses), 67 pacientes (40,4%)
habian fallecido previamente por el COCE que habian sufrido. La media y mediana de los

tiempos de seguimiento fueron 62,58 (DE: 53,60) y 59, respectivamente.

La tasa de supervivencia de la enfermedad a los 5 afios fue del 61% y a los 10 afios del
53%, siendo el tiempo medio de supervivencia de 132,73 meses (IC 95 %: 116,49-148,96

meses).

En el analisis de supervivencia se pudo observar como el tamafio del tumor y la
extension local (T1-2 frente a T3-4), el estado de afectacidon de los ganglios del cuello
(NO frente a N+) y el estadio de la enfermedad se asociaron significativamente con la

supervivencia (p < 0,0005; HR = 3,9, HR = 3,8; HR = 4,3, respectivamente).

7.2.6. Analisis de supervivencia especifica y supervivencia general y su

asociacion con las proteinas y FTs asociados al proceso TEM.

Los resultados del analisis de supervivencia mediante la prueba de andlisis univariante de
Kaplan-Meier revelaron que los pacientes con expresion de Vimentina (log rank, p = 0,001,
HR = 2,18) y N-Cadherina (log rank, p = 0,01, HR = 1,77) mostraron una supervivencia
especifica significativamente menor. La Figura 5 muestra las curvas de supervivencia

especifica de la E-Cadherina, N-Cadherina y Vimentina.
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Supervivencia genaral

También la supervivencia general fue menor en los sujetos con expresion de Vimentina

(log rank, p = 0,001, HR = 1,77) y N-Cadherina (log rank, p = 0,01, HR = 3,29).

El andlisis multivariante de Cox, que incluyd Vimentina y N-Cadherina, mostré ademas
gue solo la Vimentina era un predictor independiente estadisticamente significativo de
una supervivencia general (SG) mas pobre (p = 0,005; HR = 1,831, IC del 95 %: 1,197—
2,799) y una supervivencia especifica también menor (p =0,001; HR = 2,209, IC95%: 1.356
—3.601) (Figura 6).
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Figura 6. Curvas de supervivencia general de N-Cadherina y Vimentina.

Ninguno de los FTs evaluados asociados al proceso TEM se asocid significativamente

con la supervivencia.
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7.2.7. Anadlisis de la supervivencia y el estado del proceso TEM.

Siguiendo la clasificaciéon de Wangmo y cols. de 2020, 63 (38%) tumores no
exhibieron TEM, 64 (39%) exhibieron TEM parcial y 38 (23%) exhibieron TEM
completa. El estado del proceso TEM no se asocio significativamente con ninguna
caracteristica clinico-patoldgica. Sin embargo, los andlisis de Kaplan-Meier y Cox
univariados mostraron que la TEM completa se asocié con una supervivencia mas
pobre (p = 0,014; HR = 2,18, intervalo de confianza del 95 % = 1,17 — 4,06) en
comparacion con la ausencia de TEM. Sin embargo, la TEM parcial no mostrd una
supervivencia significativamente menor que la ausencia de TEM (p = 0,14) o la TEM
completa (p = 0,24). La curva de supervivencia especifica en funcién de TEM parcial,

TEM completa y no TEM se muestra en la Figura 7.
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Figura 7. Relacion de la supervivencia y el proceso TEM.
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8. DISCUSION



8. DISCUSION

8.1. Discusion de los resultados de la revisidon sistematica de los genes
implicados en la transicidn epitelio-mesenquimal en el COCE.

La evidencia cientifica actual muestra como existen trabajos que han evaluado como el
proceso TEM es relevante en el prondstico del COCE. Como vimos en la introduccién, el
proceso TEM esta asociado a un aumento de la invasion y metdstasis (Zhao y cols., 2016;
Chang y cols., 2019), asi como a una mayor resistencia a diferentes tratamientos como
lainmunoterapia y la quimioterapia (Wangmo y cols., 2020). Hoy en dia, el estudio de la
expresion de ciertos genes es una herramienta aplicada en numerosas dreas médicas, y
la determinacién de diferentes genes asociados a procesos oncoldgicos puede ser util
en la prevencién y tratamiento de ciertos tumores (The Cancer Genome Atlas Network,

2015).

En la revisidn sistemdtica realizada se han analizado diferentes genes implicados en el
proceso TEM en el COCE. Los genes asociados a TEM en COCE que se han identificado
en este trabajo han sido HMGA2, ITGA5, ALDH3A1, HNRNPC, SRSF3, ARID2 y DZIP1.
Estos genes, como hemos mostrado, tienen diferentes funciones biolégicas. HMGA2 es
una proteina cromosdmica que puede actuar como un FT y que presenta potencial
metastdsico en células tumorales. ITGAS5 es un miembro de la familia de las integrinas
gue participa en el proceso de adhesién celular y que media en la unién de las células a
la fibronectina. ALDH3A1 codifica una enzima con el mismo nombre, y entre sus
funciones se encuentra la del metabolismo de los aldehidos y otros sustratos,
manteniendo el balance celular y la integridad de estructuras, como la cornea. HNRNPC
pertenece a la subfamilia de ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas. SRSF3
participa en la unidn del acido nucleico y RNA. ARID2 codifica para un miembro de la
familia de proteinas de unién al ADN que contiene un dominio interactivo rico en AT
(ARID). Los miembros de la familia ARID tienen un papel en el desarrollo embrionario,
la regulacion genética celular, el control del ciclo celular, la regulacién transcripcional y

la modificacién de la estructura de la cromatina. Y finalmente, DZIP1 es un oncogén
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implicado en la progresion de carcinomas a través de la via de la Wnt/B-catenina

(Genecards, 2021).

Todos los estudios que se han incluido en la revision sistematica evaluaron la expresién
de diferentes genes implicados en el proceso TEM mediante PCR. Sin embargo, en la
mayoria de los casos, la relacién entre las variables clinico-patolégicas de los casos de
COCE vy los genes asociados al proceso TEM fue analizada mediante la deteccidén de las
correspondientes proteinas en los tejidos de COCE mediante inmunohistoquimica (Wu
y cols., 2020; Qu y cols., 2020; Zhangy cols., 2017; Zhao y cols., 2016; Peiqi y cols., 2016).
Generalmente, la validacién de los genes implicados en TEM se realiza mediante
inmunohistoquimica, porque la extraccién de material genético de tejidos tumorales
recogidos previamente es dificil y cara. Ademas, muchas veces las muestras no se
encuentran en las mejores condiciones. Por esta razon, en la mayoria de los casos se
emplean pruebas de inmunohistoquimica, ya que son mas baratas y faciles de realizar
(Doleshal y cols., 2008). Respecto a esto, creemos como otros autores, que los niveles
de expresidn proteica se corresponden en su mayoria con los niveles de expresién

genética (Qu vy cols., 2020).

Existe evidencia que muestra como los estadios clinicos mas avanzados de la
clasificacién TNM se asocian a un peor prondstico del cdncer (Almangush y cols., 2020).
En la revision sistematica que hemos llevado a cabo, los estadios clinicos mas avanzados
de COCE (lll y IV) fueron asociados a la alta expresion de HNRNPC (Huang y cols., 2020),
ITGAS (Deng vy cols., 2019), HMGA?2 (Zhao y cols., 2016) y SRSF3 (Peigi y cols., 2016). Por
otro lado, los estadios clinicos méas avanzados de la clasificacion TNM se asociaron con
la baja expresion de ARID2, que es un supresor tumoral que puede inhibir el proceso
TEM (Wu y cols., 2020). Por tanto, la alta expresion de HNRNPC, ITGA5, HMGA?2 y SRSF3,
y la baja expresion de ARID2 en muestras de COCE, se asocia a un peor prondstico de la
enfermedad. En base a estos resultados, creemos que la deteccion de estos
genes/proteinas en COCE podria ser util para predecir el prondstico de este tipo de

cancer.

La recurrencia local y metdstasis son factores clave en el prondstico del COCE (Zhang y

cols., 2017). Sin embargo, de todos los estudios incluidos en la revisidn sistematica sélo
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Huang y cols. estudiaron la relacion de la alta o baja expresion de HNRNPC con la
metastasis a distancia, sin encontrar asociacién estadisticamente significativa entre la
expresion de dicho gen y el desarrollo de metdstasis (Huang y cols., 2020). Debido a la
importancia de la presencia de metastasis de cara al tratamiento y prondstico de los
pacientes con COCE, creemos que esta variable deberia ser analizada en futuros estudios

sobre este tema.

Solo Zhang y cols. (Zhang y cols., 2017) investigaron la relacién de la recurrencia local
con la expresiéon de HMGA?2. Determinaron que habia una asociacidn significativa entre
la alta expresiéon de HMGA?2 y la recurrencia local, la cual estaba presente en el 27,8%
de los casos incluidos en el grupo de alta expresion. En base a estos resultados, estos
autores comentan en su trabajo que la deteccién de HMGA2 podria ser de ayuda para

predecir casos de alto riesgo de recurrencia.

Solo dos estudios de los incluidos en la revisidn sistematica especifican el tiempo de
seguimiento. Los pacientes del estudio de Wu y cols. (Wu y cols., 2020) tuvieron un
seguimiento de 5 afios, mientras que Qu y cols. (Qu y cols., 2020) sometieron a sus
pacientes a un seguimiento cada 3-6 meses hasta el quinto afio. Aunque el resto de los
autores no especificaron el tiempo de seguimiento en sus trabajos, si que realizaron un
seguimiento de sus pacientes, ya que sus resultados aportan datos de supervivencia y
fallecimiento (Zhao y cols., 2016), asi como de recurrencia tumoral (Zhangy cols., 2017).
Consideramos que en el futuro se necesitan mas estudios que arrojen datos especificos
sobre el tiempo de seguimiento de los pacientes con COCE para aumentar la calidad
metodoldgica de los mismos. De igual forma, creemos conveniente que el tiempo de

seguimiento sea mayor en futuros estudios.

En nuestra revision sistematica, observamos que solo dos estudios (Zhangy cols., 2017,
Zhao y cols., 2016) analizaron el mismo gen, el gen HMGAZ2. Ello ha sido una limitacién
importante de nuestro trabajo. No encontrar estudios homogéneos que evallen el
mismo gen asociado al proceso TEM ha impedido poder realizar un metaanalisis. Los dos
estudios que analizaron el gen HMGAZ2 fueron estudios de cohortes retrospectivos que
recogieron casos de COCE de lengua. Ambos estudios analizaron el sexo y edad de los
pacientes incluidos, y ambos autores concuerdan en que no existen diferencias

significativas que relacionen la edad y los niveles de expresién de HMGA2. Respecto al
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sexo de los pacientes, Zhao y cols. (Zhao y cols., 2016) encontraron que la expresién de
la proteina HMGA?2 era significativamente mayor en pacientes varones. Zhang y cols.
(Zhang y cols., 2017) mostraron que habia mds pacientes varones en el grupo de alta
expresion, pero sin obtener diferencias significativas. Respecto a habitos tdxicos,
ninguno de los autores analizé el consumo de alcohol. Solo Zhang y cols. (Zhang y cols.,
2017) tuvieron en cuenta el consumo de tabaco, sin encontrar una asociacidon
significativa entre la expresién de HMGA?2 y el nimero de cigarrillos. Los dos estudios
analizaron el tamafio tumoral (T), sin encontrar diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo de expresidn negativa o baja y el grupo de alta expresion.
Ambos estudios mostraron la relacién entre la expresion de HMGA2 y la presencia de
metastasis en ganglios linfaticos regionales (N). Zhang y cols. establecieron tres grupos:
ausencia de metdstasis, N1 y N2, sin encontrar una asociacion significativa con la
expresion (Zhang y cols., 2017). Por el contrario, Zhao y cols. diferenciaron Unicamente
entre ausencia y presencia de metdastasis ganglionar, determinando que existia
asociacion significativa entre la afectacién ganglionar y la alta expresion de HMGA2
(Zhaoy cols., 2016). Otro pardmetro patoldgico que los dos estudios tuvieron en cuenta
fue el grado de diferenciacién tumoral o el grado histolégico tumoral. Zhang y cols.
diferenciaron entre bien diferenciado, moderadamente diferenciado y pobremente
diferenciado, sin encontrar asociacién significativa con los niveles de expresion (Zhang
y cols., 2017). Sin embargo, Zhao y cols. establecieron dos grupos: bien diferenciado, y
moderado y pobremente diferenciado, y mostraron que existia una relacion significativa
entre un peor grado de diferenciacién tumoral y la alta expresion de HMGA2 (Zhao y
cols., 2016). Una de las principales diferencias entre estos dos estudios es que Zhang y
cols. evaluaron la recurrencia y Zhao y cols. no lo hicieron. Los pacientes con alta
expresion de HMGA2 mostraron mayores tasas de recurrencia, aunque no se obtuvieron
datos significativos (Zhang y cols., 2017). Por otro lado, Zhao y cols. consideraron que
los estadios clinicos mdas avanzados en la clasificacion TNM (lll, IV) estaban asociados
significativamente a un mayor nivel de expresion de HMGA2 (Zhao y cols., 2016). En
resumen, si analizamos juntos los resultados de ambos estudios, podemos concluir
como los estadios clinicos mas avanzados de la clasificacién tumoral y los casos de peor

diferenciacién tumoral estdn asociados con la alta expresién de HMGA2.
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En general, dentro de las limitaciones de este trabajo de revision sistematica se
encuentra, como hemos comentado, el hecho de que solo dos estudios analizasen la
implicacion del mismo gen (HMGAZ2) en el proceso TEM (Zhang y cols., 2017; Zhao y
cols., 2016). Ello ha hecho que no sea posible realizar un metaandlisis sobre los genes
implicados en el proceso TEM en el COCE. Otra importante limitacién es el nimero de
estudios incluidos en la revision sistematica (n=8). Ademas, no todos los estudios
incluyeron las mismas variables clinicas ni anatomo-patolégicas, y ademas algunos de
ellos recogieron las variables clinico-patolégicas de diferente forma. En el futuro
pensamos que seria conveniente homogeneizar las variables a recoger con el objetivo

de establecer conclusiones mas precisas.

Otra limitacion es que todos los estudios incluidos fueron llevados a cabo en China. Hay
qgue considerar la posibilidad de que la dieta o habitos de los pacientes puedan afectar
al desarrollo de COCE en estos casos. Consideramos que en un futuro serd necesario

realizar estudios en otros paises para poder extrapolar los resultados.
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8.2. Discusion de los resultados del estudio acerca del analisis de proteinas
y factores de transcripcion asociados al proceso TEM en COCE.

En el estudio realizado en el HUCA, tras analizar las proteinas cldsicas implicadas en el
proceso TEM, se determind que la expresion de N-Cadherina mostré una asociacién
significativa con el tamano tumoral y el estadio clinico. Se pudo observar cémo en la
cohorte de ausencia de expresidn existian tumores de menor tamafio y estadios clinicos
menos avanzados de COCE. Tras analizar la expresion de Vimentina, se establecieron
asociaciones significativas con el tamafio tumoral, el grado de diferenciacién tumoral, la
afectacion de ganglios linfaticos regionales, y con el estadio clinico. En cuanto a los FTs-
TEM, Slug se asocio significativamente con el tamafio del tumor y con el estadio clinico.
También, la expresidon de E47 se asocié significativamente con invasidon perineural, se
observé como el 97% de los casos de la cohorte de ausencia de expresién no
presentaron invasion. No se observaron mds resultados estadisticamente significativos
de asociacidon entre otros FTs del proceso TEM y los pardmetros clinico-patoldgicos

estudiados.

En nuestro estudio, la expresién de E-Cadherina se detecté en 89 muestras de COCE
(54,5 %). Por el contrario, la E-Cadherina no se expresé en 75 muestras (45,5%). Angadi
y cols. también realizaron un estudio donde analizaron mediante IHQ la E-Cadherina en
muestras de COCE observando una expresion reducida de E-Cadherina en el 40% de las
muestras (Angadi y cols., 2016). Existen otros autores que han mostrado una b8ja
expresion de E-Cadherina en el 74% de los COCE (Kadeh y cols., 2021). Y también en un
estudio reciente se encontraron diferencias significativas en la expresién del gen E-
Cadherina entre casos de COCE y un grupo control sano. Los autores de este trabajo
sostienen que la E-Cadherina se regula a la baja en casos de COCE (Lépez-Verdin y cols.,

2019).

En nuestro estudio no se encontrd una asociacién significativa entre la expresion de E-
Cadherina vy las variables clinico-patolégicas y la supervivencia. Esto concuerda con los
resultados del estudio de Ldépez-Verdin y cols. que tampoco encontraron asociacién
entre la expresién de E-Cadherina y ciertas variables como el tamafio tumoral, la

afectacién ganglionar local, los resultados de la clasificacion TNM o la supervivencia de
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los pacientes con COCE. Pese a que estos autores no observaron resultados
significativos, si que pudieron observar como a medida que aumentaba el estadio clinico
(estadios clinicos mas avanzados), los niveles de expresion de E-Cadherina disminuian.
Del mismo modo, también constataron como los niveles de expresiéon de E-Cadherina
fueron mas bajos en pacientes con metastasis y afectacion de ganglios linfaticos (Lépez-
Verdin y cols., 2019). Kadeh y cols. también observaron cémo a medida que el grado de
diferenciacidon progresaba de bien diferenciado a pobremente diferenciado, la expresién
de E-Cadherina disminuia. Sin embargo, estos cambios no fueron estadisticamente
significativos (Kadeh y cols., 2021). Y Angadi y cols. mostraron una asociacién
significativa entre la baja expresion de E-Cadherina y los grados de diferenciacién

histolégica mas bajos (Angadiy cols., 2016).

Existen trabajos que han estudiado también la expresién de E-Cadherina en muestras
de trastornos orales potencialmente malignos como la leucoplasia oral encontrando
niveles altos de E-Cadherina en muestras con displasia leve. Sin embargo, la expresion
disminuye cuando la displasia va avanzando, siendo la expresién menor en los casos de
displasia severa. Por tanto, estos autores defienden que la pérdida de expresién de E-
Cadherina puede usarse como marcador tumoral (Sathish y cols., 2020). Sin embargo,
algunos autores no estan de acuerdo con esto. Si bien la E-Cadherina estd regulada a la
baja en las primeras etapas del COCE, sus niveles de expresidon no cambian
significativamente en etapas mas avanzadas de la enfermedad. Lopez-Verdin y cols.
sugieren que esto supone una limitacién para poder predecir el progreso del COCE

(Lépez-Verdin y cols., 2019).

En nuestro estudio, el 45,5% de los pacientes tuvo ausencia de expresion de E-
Cadherina. Dentro del grupo de ausencia de expresion de E-Cadherina, el 35% de los
pacientes padecia un COCE en estadio |, el 41% en estadio Il, el 48% en estadio lll, y el
58% en estadio IV. Sin embargo, no obtuvimos resultados estadisticamente significativos
entre el nivel de expresion de E-Cadherina y el estadio clinico del COCE. Pero como en
estudios previos se observa una tendencia que muestra mayor ausencia de expresion
cuando aumenta el estadio. Otros autores como Morais y cols. defienden que una baja
expresion de E-Cadherina se asocia significativamente con una pobre supervivencia

global en los pacientes con COCE lingual (Morais y cols., 2023). Sin embargo, nosotros
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no podemos afirmar que la E-Cadherina sea un buen biomarcador del prondstico del

COCE.

En cuanto a la N-Cadherina, en nuestro estudio este marcador sdélo fue detectado en 4
muestras (2,5%) de COCE. En estudios previos se ha observado como la N-Cadherina se
expresa en ciertos tumores, como el cancer de préstata (Nallay cols. 2011), el cadncer de
pancreas (Nakajima y cols., 2004) o el COCE (Di Domenico y cols., 2011). El estudio de
Angadi y cols. mostré un aumento de la expresién de N-Cadherina en el 80% de los casos
de COCE (Angadi vy cols., 2016). Esto también concuerda con Chandolia y cols., quienes
observaron como la N-Cadherina esta regulada al alza en el COCE (Chandolia y cols.,
2017). Nuestros resultados no coinciden con estos estudios previos en COCE, ya que la

expresion de N-Cadherina encontrada fue muy baja.

En el presente trabajo, hemos encontrado una relacidn significativa entre la ausencia
expresion de N-Cadherina y el tamafo tumoral, estadios mdas avanzados de COCE y
tumores moderadamente diferenciados. Respecto al tamano, los tumores considerados
T4 (mdaximo tamaiio de la clasificacidon) se correspondieron un 100% a la cohorte de
ausencia de expresién de N-Cadherina, lo mismo ocurria con el estadio clinico, ya que el
mas avanzado (IV de la clasificacion TNM) fue observado en el 100% de tumores de la
cohorte de ausencia de expresién de esta proteina. Respecto al grado de diferenciaciéon
tumoral, el 93% de los tumores de la cohorte de ausencia de expresion estaban
moderada o pobremente diferenciados. Por tanto, se encontraron peores resultados en
la cohorte de baja expresion de N-Cadherina. Sin embargo, la evidencia cientifica
muestra que la expresion elevada de N-Cadherina esta relacionada con la agresividad
tumoral (Cao y cols., 2019). Y el estudio realizado por Chandolia y cols. también sugiere
gue la N-Cadherina aumenta su expresién a medida que aumenta la progresiéon tumoral.
Sin embargo, estos autores no correlacionaron el grado de diferenciacion histolégico del

COCE con la expresion de N-Cadherina (Chandolia y cols., 2017).

Por otro lado, la relacion entre la expresion de N-Cadherina y las metdastasis a distancia
ha sido confirmada en modelos tumorales de ratdn de neoplasias malignas de cancer de
mama (Hazany cols., 2000), cancer de prostata (Tanaka y cols., 2010) y melanoma (Li y
cols., 2001). De hecho, Cao y cols. afirman que la N-Cadherina podria ser un importante

biomarcador de la presencia de metdstasis en cancer y ser un objetivo terapéutico (Cao
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y cols., 2019). Sin embargo, en nuestro estudio, la expresion de N-Cadherina solo estuvo
presente en el 2,5% de las muestras y no observamos una asociacién significativa entre
la expresion de N-Cadherina y la presencia de metastasis ganglionar ni tampoco con
estado del paciente al final del seguimiento. Debido a que nuestros resultados no siguen
la linea de estudios previos y ademas la positividad de N-Cadherina en las muestras de
COCE de nuestro trabajo fue muy baja, creemos que es necesario realizar mas estudios
gue analicen este biomarcador en muestras de COCE en un futuro. De ese modo, se

podran obtener conclusiones acerca del papel que juega la N-Cadherina en el COCE.

Como se comentd en la introduccidn, en estudios previos de COCE y otros tumores se
ha visto que la expresién reducida de E-Cadherina y la sobreexpresiéon de N-Cadherina
estan estrechamente asociadas entre si en casos de CO (Pyo y cols., 2007). Kadeh y cols.
confirmaron que una expresion reducida de E-Cadherina se acompaifia de una alta
expresion de N-Cadherina (Kadeh y cols., 2021). Sin embargo, en nuestro estudio la E-
Cadherina se expresé en 89 muestras (54,5%) mientras que la N-Cadherina se expreso
en solo 4 muestras (2,5%) de COCE. Por lo que, nuestros resultados contradicen esta
afirmacion y también este punto deberd ser contrastado en estudios futuros realizados

en muestras de COCE.

En lo relativo a la expresién de Vimentina, en el presente estudio se ha observado una
expresion de Vimentina en un 39,6% de las muestras de COCE. Otros autores como Liu
y cols. habian estudiado este marcador de TEM con anterioridad en COCE, observando
como los niveles de Vimentina se encontraban sobreexpresados en muestras de COCE
lingual respecto a tejidos orales sanos (Liu y cols., 2017). También en el estudio de Chaw
y cols. se observd que la expresion de ARN de Vimentina fue 3,7 veces superior en

muestras de COCE respecto a muestras sanas (Chaw y cols., 2012).

En nuestro estudio, de las tres proteinas asociadas a TEM, la Vimentina es la que se ha
asociado con mas variables clinico-patolégicas del COCE. Esto concuerda con los
resultados de Liu y cols., quienes demostraron que entre cinco marcadores asociados al
proceso TEM (Snail, Twist, E-Cadherina, N-Cadherina y Vimentina), la Vimentina era el
marcador prondstico mas prometedor (Liu y cols., 2017). En nuestro trabajo, se ha

encontrado una asociacion significativa entre la expresién de Vimentina y el tamafio
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tumoral, la afectacién de ganglios linfaticos locales, estadios clinicos mas avanzados,
tumores moderada y pobremente diferenciados y también se ha asociado con los casos
de muerte por COCE. En la cohorte de ausencia de expresidn, el porcentaje de tumores
de menor tamafio (T1, T2 y T3) fue mayor que en el grupo donde la Vimentina estaba
expresada. Por el contrario, los tumores de mayor tamafio (T4), predominaron en el
grupo donde hubo expresion de Vimentina (53%). Lo mismo ocurre con el estadio
clinico, ya que en el grupo de expresion ausente de Vimentina predominaron los
estadios I, Il y lll. Sin embargo, el estadio mds avanzado (1V) fue superior en las muestras
de presencia de expresidn de Vimentina. En lo relativo a la afectacidn ganglionar, el 66%
de los pacientes con ausencia de expresion no tuvieron metdastasis en ganglios linfaticos
cervicales, mientras que el 55% de los pacientes de la cohorte con expresion de
Vimentina si presentaron metastasis ganglionar. En cuanto al grado de diferenciacion
tumoral, en el grupo de ausencia de expresion el 70% de los tumores fueron
considerados bien diferenciados, mientras que en el grupo de expresion de Vimentina
el porcentaje se situo en el 30%. Por tanto, en lo relativo a este biomarcador nuestros
resultados son similares a estudios previos que consideran que la Vimentina es un
marcador mesenquimal y esta relacionada con mayor invasion celular y peor pronéstico
de la enfermedad (Reigosa y cols., 2017; Dmello y cols., 2018). De hecho, hay estudios
gue han mostrado un aumento gradual de los niveles de Vimentina en mucosa oral sana,
trastornos orales potencialmente malignos y COCE (Aggarwal y cols., 2022; Dmello y

cols., 2018).

Sobre el estado clinico de los pacientes al final del seguimiento, destacamos que, dentro
de la cohorte de ausencia de expresion de Vimentina, el 73% de los pacientes estaban
vivos y sin recurrencia. Por el contrario, en el grupo de expresion de Vimentina, solo un
27% estaban vivos al final del seguimiento. Ademas, en la cohorte de ausencia de
expresion el 33% de los pacientes presentaron un segundo tumor primario, mientras
que en el grupo de presencia expresion un 66% lo desarrollaron. Otros estudios previos
realizados en COCE, muestran como la mayor expresion de Vimentina se asocia a una
pobre diferenciacidn celular y a metastasis en los ganglios linfaticos en casos de COCE
lingual (Liu y cols., 2017). También Kim y cols. estudiaron la expresion de Vimentina en

cancer de células escamosas de cabeza y cuello, y determinaron que habia una
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asociacion significativa entre la alta expresién de Vimentina y la supervivencia de los
pacientes (Kimy cols., 2014). En base a nuestros resultados creemos que nuestro trabajo
sigue la tendencia de otros trabajos previos respecto a este biomarcador y como
Aggarwal y cols. pensamos que la expresion de Vimentina puede ser un indicador util de

mal prondstico del COCE (Aggarwal y cols., 2022).

En cuanto a los FTs asociados al proceso TEM, en este estudio se ha analizado la
expresion de Snail, Slug, ZEB1, ZEB2, Twist, Smad7 y E47. Twist se expreso en el 94,5%
de las muestras, Slug en el 28,8%, Smad7 en el 6,7%, Snail en el 6,1%, E47 en el 4,2%,
ZEB1 en el 3% y ZEB2 no se expresd en ninguna de las muestras analizadas. Los
resultados de nuestro trabajo mostraron que la expresion de los FTs -TEM estudiados
no se asocié con variables como el género, el consumo de tabaco y el consumo de
alcohol. Tampoco la expresidon de los FTs -TEM se asocié con las variables clinico-
patoldgicas como la afectacion de ganglios linfaticos locales, el grado de diferenciacion,
la invasién vascular y el estado clinico de los pacientes al finalizar el seguimiento.
Solamente observamos una asociacién estadisticamente significativa entre la expresion
de Slug y el tamafio tumoral y el estadio clinico de la enfermedad. Ademas, la expresion

de E47 se asocié de forma significativa con la invasién perineural.

Como hemos comentado, en el presente trabajo, Snail se expresé en el 6,1% de las
muestras. Sin embargo, existen estudios previos que detectaron la presencia de Snail en
el 40,45% de muestras de COCE lingual (Zheng y cols.,2015). Nuestros resultados
difieren de los obtenidos por Zhen y cols. por lo que son necesarios mas estudios al
respecto. Del mismo modo, el presente trabajo no encontré asociacidon entre la
expresion de Snail y las diferentes variables clinico-patolégicas analizadas. Sin embargo,
en otros estudios previos si se ha observado asociacidn significativa entre la expresién
de Snail y el patrén de invasion celular en leucoplasias y COCE (Lopes y cols., 2018). Por
otra parte, Zhao y cols. determinaron la expresién de Snail en COCE lingual observando
una asociacion entre la expresion de Snail y el estadio clinico del tumor, la afectacion de
los ganglios linfaticos, el grado de diferenciacién histoldgica y la supervivencia de los
pacientes (Zhao y cols., 2016). Gold y Kim (2009) también observaron una asociacién
entre la expresidn de Snail y la presencia de metdstasis y el mal prondstico del carcinoma

de células escamosas de cabeza y cuello (Gold y Kim, 2009). Y Liu y cols., en tejidos de
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COCE lingual, observaron como los tumores con estadios mas avanzados expresaban
niveles mas altos de Snail. Sin embargo, no encontraron relacién significativa entre la
expresion de Snail y el tamafio o profundidad de invasion tumoral (Liu y cols., 2017).
Dada la baja presencia de Snail en las muestras analizadas, nuestros resultados no
pueden apoyar los resultados de estudios previos y creemos que son necesarios mas

estudios al respecto.

En cuanto a FT del proceso TEM Slug, éste se expresd en el 28,8% de las muestras
analizadas. Zheng y cols. evaluaron la expresidon de Slug en COCE lingual humano
mediante andlisis de IHQ obteniendo presencia de Slug en el 43,82% de los casos (Zheng
y cols., 2015). En el estudio de cohortes de Nakamura y cols. que incluyd pacientes con
COCE lingual, se observé un aumento del nivel de expresion de Slug en tejidos de COCE,
en comparacion con los tejidos sanos adyacentes. Ademas, estos autores, también
observaron que Slug se expresaba en la mayoria de las lineas celulares de COCE y que la
expresion era mayor en muestras de COCE que en tejidos sanos (Nakamura y cols.,
2018). También observaron como la disminucion de la expresion de Slug, aumentaba la
expresion de Snail y viceversa (Nakamura y cols., 2018). Del mismo modo, Zheng y cols.
determinaron que Slug se expresaba junto con Snail en el 33,71% de los casos (Zhengy

cols., 2015).

Tal y como hemos descrito anteriormente, en nuestro estudio Unicamente se encontré
una asociacion significativa entre la ausencia de expresion de Slug y el tamafio del tumor
y el estadio clinico tumoral. En lo relativo al tamafio tumoral, el 84% de los pacientes del
grupo de ausencia de expresién presentaron un T4, frente al 16% del grupo de alta
expresion. De igual manera, en cuanto al estadio tumoral, el 67% de los pacientes de la
cohorte de ausencia de expresion de Slug presentaban el estadio tumoral mas avanzado,
el estadio IV, mientras que en el grupo de presencia de expresion solamente el 33% de
los pacientes se encontraban en este estadio tumoral. Sin embargo, en estudios previos
la alta expresién de Slug se asocid con un mal prondstico en otros carcinomas de células
escamosas de cabeza y cuello en humanos, como en el cancer de eséfago (Hasan y cols.,
2013) y en el de laringe (Cappellesso y cols., 2015). Por lo que nuestros resultados no

son similares a estudios previos y son necesarios mas estudios al respecto.
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Respecto al FT-TEM ZEB1 en nuestro estudio se ha expresado sélo en el 3% de las
muestras analizadas. Nuestro resultado es muy bajo en comparacién con el obtenido en
el estudio de Yao y cols. Estos autores observaron una expresion de ZEB1 en el 53,3% de
las muestras de COCE, y ademds determinaron que la expresion de este FT fue mayor
en casos de COCE respecto a tejidos sanos adyacentes (Yao y cols., 2017). Por tanto,
nuestros resultados no siguen la linea de estudios previos. Ademds, en nuestro estudio
no hemos encontrado asociacién significativa entre la expresion de ZEB1 y las variables
clinico-patolégicas estudiadas. Sin embargo, otros autores defienden que la
sobreexpresidn de este FT se asocia con mayor agresividad y metdstasis en diversos
carcinomas en modelos de ratén (Sanchez-Tillo y cols., 2011). En casos de COCE, algunos
autores han asociado la expresién de ZEB1 con mayores tasas de recurrencia y
metastasis en los ganglios linfaticos, lo que conlleva un peor prondstico del COCE (Yaoy
cols., 2017). Nuestros resultados, sin embargo, no pueden apoyar dichos resultados y
serdn necesarios futuros estudios para valorar si ZEB1 puede ser un marcador util

asociado al proceso TEM en COCE.

En la presente investigacion, el FT Twist se expreso en el 94,5% de las muestras. También
Seyedmajidi y cols. estudiaron la expresidon de Twist en COCE, y determinaron que la
expresion de este FT aumento significativamente en casos de COCE en comparacion con
la mucosa oral sana. La expresion de Twist se observd en el 76,6% de los casos de COCE
en la tincidn nuclear, mientras que la expresion en el citoplasma se dio en el 100% de
las muestras (Seyedmajidi y cols., 2018). En nuestro estudio, no se ha podido establecer
ninguna asociacién significativa entre la expresion de Twist y las variables clinico-
patoldgicas asociadas a los casos de COCE recogidas. Sin embargo, Zhao y cols.,
estudiaron la expresion de Twist en COCE linguales en tejidos y en lineas celulares. Estos
autores comprobaron el desarrollo de metastasis en COCE lingual, y afirmaron que la
activacion de Snail y Twist puede inducir el proceso TEM lo que conduce a la progresion
del céncer, metastasis y mal prondstico del COCE (Zhao y cols., 2016). También
Seyedmajidi y cols. establecieron una asociacion estadisticamente significativa de la
presencia de Twist con el estadio clinico y la metastasis en los ganglios linfaticos. Sin
embargo, la expresion de Twist en el COCE no se asocidé con ningun otro factor clinico-

patolégico en otros estudios (Seyedmajidi y cols., 2018). En los casos de COCE del
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presente estudio, la presencia de Twist fue alta, pero nuestros resultados no pueden
apoyar una asociacion entre la presencia de este biomarcador y el pronéstico del COCE.

Por lo que son necesario futuros estudios.

En nuestro estudio, solamente hubo expresién de Smad7 en el 6,7% de los casos.
Ademas, no se observd asociacion estadisticamente significativa entre la expresion de
Smad7 y las variables clinico-patoldgicas analizadas. En los estudios previos realizados
no existe una postura clara acerca del papel que juega el FT Smad7 en la progresién
tumoral. Algunos autores observaron como en tejidos bien oxigenados actlia como un
inhibidor tumoral. Sin embargo, en situaciones de hipoxia se encontraba
sobreexpresado y promueve la progresion tumoral. Cabe destacar como la mayor parte
de los tumores malignos sélidos, entre los que se encuentra el COCE, se encuentran en
situacion de hipoxia (Heikkinen y cols., 2010). De hecho, existen estudios que han
observado mayor expresién de Smad7 en tejidos con displasia epitelial y COCE,
sugiriendo que la sobreexpresion de Smad7 es un evento temprano en el desarrollo de
COCE y que este FT-TEM podria ser considerado un marcador de riesgo de malignidad
en casos de COCE (Chen y cols., 2013). Sin embargo, los resultados de nuestro trabajo

no pueden apoyar estos resultados y son necesarios mas estudios al respecto.

Finalmente, el FT-TEM E47 es considerado un represor de la E-Cadherina (Zhu y cols.
2016). En nuestro trabajo, E47 se expresé solo en el 4,2% de las muestras analizadas. Y
no existen estudios previos que analicen este FT en pacientes con COCE. Sin embargo,
en un estudio in vitro previo realizado en cancer de colon, se asocio la expresion de E47
con una menor expresién de E-Cadherina y una consiguiente migracién e invasion
celular (Zhu y cols. 2016). En el presente estudio, Unicamente se ha observado una
asociacién de E47 con la invasion perineural, no estudiada en investigaciones previas.

Por ello, es necesario realizar mas trabajos al respecto.

En cuanto a la asociacidon entre si de las proteinas asociadas a TEM, en nuestro estudio
encontramos una asociacién estadisticamente significativa entre la ausencia de
expresion de E-Cadherina y la expresion de Vimentina. En lo relativo a FTs asociados al
proceso TEM, también se observaron asociaciones estadisticamente significativas entre
la expresidon de Snail y Slug, Snail y ZEB1, y Snail y E47. Ademas, la expresidn de Slug se

asoci6 significativamente con la expresién de Twist. Del mismo modo, la expresidn de
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ZEB1 se asocid con la expresion de E47. En linea con nuestro trabajo, Nakamura y cols.
defienden una asociacidn entre la expresion de Snail y Slug en células cancerigenas en
humanos. En relacién con el COCE, otros autores analizaron 89 muestras de COCE lingual
y observaron una coexpresion de Snail y Slug en 30 muestras (33,71%) (Zheng y cols.,
2015). Y existen estudios previos que han observado como la expresién de Snail o de
Slug o la co-expresidén de ambos se asocia significativamente con el tamafio tumoral, el
grado histoldgico y las metastasis en los ganglios linfaticos (Zhengy cols.,2015). Ademas,
determinaron que los pacientes con alta expresion de Snail o Slug o su co-expresion
tuvieron peor prondstico que los que no tenian expresion (Zheng y cols.,2015). Por
tanto, en base a los estudios previos y nuestros resultados parece que la co-expresién

de estos FTs se relaciona con variables clinico-patoldgicas mas desfavorables en COCE.

Recientemente, Morais y cols. analizaron el impacto de Snail en 41 muestras de COCE
lingual. Estos autores determinaron que la ausencia de expresién de Snail provocé un
aumento en la expresion de E-Cadherina y suprimio la expresion de Vimentina, en lineas
celulares. Asi mismo, el silenciamiento de Snail dio lugar a una reduccion significativa de
la capacidad proliferativa de las células cancerigenas, lo cual conlleva un mejor
prondstico (Morais y cols., 2023). En nuestro caso, sin embargo, no hemos podido
observar asociaciones entre la expresion de Snail y la expresién de E-Cadherina y

Vimentina.

Por ultimo, en cuanto al prondstico y supervivencia de los pacientes con COCE, hay que
destacar que pese a la mayor importancia del diagndstico precoz y a los avances en el
tratamiento del COCE, el prondstico de los pacientes sigue siendo malo. En términos
generales, el COCE presenta una tasa de supervivencia a los 5 afios que varia del 15% al
60%, segun el estadio de la enfermedad. Ello se debe a que presenta con frecuencia
invasion local y metastasis, que es la consecuencia mas letal de la progresién tumoral
(Zanoniy cols., 2019; Wangmo y cols., 2020). El tiempo de seguimiento de los pacientes
del presente estudio varié entre 1 y 221 meses. En otros estudios previos, el tiempo de
seguimiento de los pacientes es menor. Por ejemplo, los pacientes con COCE del estudio
de Yao y cols. fueron seguidos durante un rango de 8 a 116 meses (Yao y cols., 2017). Y

otros autores como Wu y cols. o Qu y cols. establecieron un seguimiento de 5 afos, es
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decir 60 meses (Wu y cols., 2020; Qu y cols., 2020). Por tanto, el seguimiento amplio de

nuestro grupo de pacientes es una fortaleza de nuestro trabajo.

La tasa de supervivencia de los pacientes de nuestro trabajo fue del 61% a los 5 afios, y
del 53% a los 10 afios. La tasa de supervivencia general a 5 afios para el COCE sigue
siendo la mds baja entre las neoplasias malignas, y durante las ultimas tres décadas se
ha situado en torno al 50% (Taghavi y Yazdi, 2015). Si comparamos nuestra
supervivencia con otros trabajos previos podemos observar como la supervivencia a 5
afos en el estudio de Taghavi y Yazdi fue menor, del 50%, y en el estudio de Yao y cols.
fue mayor, en este caso del 68,3% (Taghavi y Yazdi, 2015; Yao y cols., 2017). Por tanto,

la supervivencia de nuestros pacientes esta entre las dos series previamente analizadas.

Cabe destacar como de las proteinas asociadas a TEM (E-Cadherina, N-Cadherina y
Vimentina) y de los FTs-TEM estudiados (Snail, Slug, ZEB, Twist, Smad7 y E47), solamente
la Vimentina y N-Cadherina mostraron una asociacidn significativa entre su expresiéon y
la supervivencia de los pacientes con COCE de nuestro estudio. De los pacientes vivos
sin recurrencia al final del seguimiento, el 73% pertenecian a la cohorte de ausencia de
expresion de Vimentina. Ademas, el nUmero de pacientes fallecidos fue superior en el
grupo con expresion de Vimentina. Por tanto, este biomarcador puede ser atil para

valorar el prondstico de los pacientes con COCE.

Respecto al analisis de la supervivencia en funcién de si el proceso TEM era completo,
parcial o ausente, en nuestro estudio determinamos que la TEM completa se asocié con
una supervivencia mas pobre de los pacientes con COCE, en comparacién con la
ausencia del proceso TEM. La TEM parcial no mostré una supervivencia
significativamente menor en comparacion con la TEM ausente o la TEM completa.
Wangmo y cols. analizaron mediante IHQ 200 muestras de COCE, de las cuales el 49,5%
no mostré TEM, el 43,5% tuvo una TEM parcial, y el 7,5% una TEM completa. Estos
autores determinaron que la TEM completa, entendiendo como tal la ausencia de
expresion de E-Cadherina y la expresion combinada Vimentina y N-Cadherina, mostro
una importancia prondstica mayor que la expresién individual de alguna de estas
proteinas (Wangmoy cols., 2020). Por tanto, nuestros resultados estan en linea con este

trabajo.
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En cuanto a las limitaciones del presente estudio, destacamos que tras analizar la
expresion de algunas proteinas y FTs clasicos del proceso TEM, hemos observado que
algunos resultados no siguen la linea de estudios publicados previamente. Esto puede
deberse a que las técnicas de analisis utilizadas son diferentes a estudios previamente
realizados o también a que los estudios previos se llevaron a cabo en lineas celulares y
los resultados pueden no ser los mismos en muestras de COCE en humanos. Otra
limitacion de nuestro trabajo es haber categorizado la expresion de los marcadores TEM
en presencia o ausencia de expresidn, mientras que en otros estudios publicados hablan
de alta y baja expresion. Por tanto, la forma de graduar la expresion es diferente y puede
hacer que los resultados difieran. También los resultados de nuestro trabajo pueden no
ir en linea con estudios previos por la procedencia de los pacientes. Cabe destacar que
la mayor parte de los estudios publicados se llevaron a cabo en paises asiaticos como
India (Angadi y cols., 2016; Sathish y cols., 2020; Chandolia y cols., 2017; Aggarwal y
cols., 2022), China (Cao y cols., 2019; Zheng y cols., 2015; Yao y cols., 2017), Japdn
(Nakamura y cols., 2018), Taiwan (Liu y cols., 2017; Chen y cols., 2013), Iran (Kadeh y
cols., 2021) y Tailandia (Wagmnoy cols., 2020). Dos fueron realizados en Méjico (Reigosa
y cols., 2017, Lépez-Verdin y cols., 2019), dos en Brasil (Lopes y cols., 2018; Morais y
cols., 2023) y otro en Australia (Chaw vy cols., 2012). Dos se llevaron a cabo en Estados
Unidos (Gold y Kim, 2009; Zanoni y cols., 2019) y sélo uno fue realizado en Europa,
concretamente en Finlandia (Heikkinen y cols., 2010). Esto podria influir claramente en
los resultados, puesto que los habitos y estilo de vida de los pacientes pueden variar en

funcién de la zona geografica de procedencia.
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9. CONCLUSIONES

1. De acuerdo con los resultados obtenidos de la revisién sistematica, podemos
concluir que la alta expresiéon de HNRNPC, ITGA5, HMGA?2 y SRSF3 promueve el
proceso TEM en el COCE. De igual forma, la baja expresién de ALDH3A1 y ARID2

facilita el proceso TEM.

2. Tras analizar la expresion de proteinas y FTs implicados en el proceso TEM en un
amplio nimero de muestras de COCE, observamos que la expresion de E-
Cadherina tuvo lugar en el 54,5% de las muestras, la de Vimentina en el 39,6%
de los casos y la de N-Cadherina en el 2,5% de las muestras. En cuanto a la
expresion de los FTs, Twist se expresé en el 94,5% de las muestras, Slug en el
28,8%; Smad7 en el 6,7%; Snail en el 6,1%, E47 en el 4,2% y ZEB1 en el 3%. ZEB2

no se expresé en ninguna de las muestras analizadas.

3. En cuanto a la asociacion entre si de las proteinas y FTs asociados a TEM,
encontramos una asociacion estadisticamente significativa entre la ausencia de
expresion de E-Cadherina y la expresion de Vimentina. También se observaron
asociaciones estadisticamente significativas entre la expresidon de Snail y Slug,
Snail y ZEB1, y Snail y E47. Ademas, la expresion de Slug se asocid
significativamente con la expresidon de Twist. Del mismo modo, la expresion de

ZEB1 se asocio con la expresion de E47.

4. Tras el andlisis de la expresion de proteinas y FTs implicados en el proceso TEM
de nuestro estudio retrospectivo en pacientes con COCE, hemos observado
como la ausencia de expresiéon de N-Cadherina y la presencia de Vimentina se
asocian con mayor tamafo tumoral, estadios clinico mas avanzado y grados de
diferenciacién histoldgica menos diferenciados. Asi mismo, la presencia de
Vimentina se asocié con la afectacion de ganglios linfaticos locales y con un
estado clinico de los pacientes al final del seguimiento mas desfavorable.

Unicamente la Vimentina se asocié significativamente con el estado de los
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pacientes al final del seguimiento, donde observamos que la mayoria de los
pacientes vivos sin recurrencia se encontraban en la cohorte de ausencia de
expresion. En cuanto a los FTs asociados a TEM, Unicamente la ausencia de
expresion de Slug se asocié significativamente con mayor tamaiio tumoral y el
estadio clinico mas avanzado, y la baja expresién de E47 se asocid con la
presencia de invasion perineural. El resto de FTs-TEM no se asociaron con

ninguna de las variables clinico-patoldgicas analizadas.

En relacidn con la supervivencia y al estado del proceso TEM, se observé que la
TEM completa se asociaba con una supervivencia mas pobre de los pacientes, en
comparacion con la ausencia del proceso TEM. La TEM parcial no mostré una
supervivencia significativamente menor en comparacién con la TEM completa ni

con la ausencia de TEM.
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Vallina C, Lépez-Pintor RM, Gonzalez-Serrano J, De Vicente JC, Hernandez G, Lorz C.
Genes involved in the epithelial-mesenchymal transition in oral cancer: A systematic
review. Oral Oncol. 2021; 117: 105310.
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dynamic process in which the migratory capacity and mvasiveness of
epithelial cells is enhanced by the loss of intercellular adhesion and
polarity. It is characterized by the endowment of the cells with a
mesenchymal phenotype as they lose their epithelial features [6].
Recently, it has been led that the pt of EMT confers
cancer stem cell properties and resistance to immunotherapy and
. EMT-activated cancer cells become more mobile, are
capable of self-renewal and have the ability to differentiate into different
types of tumor cells. In fact, EMT is considered the initial step in the
invasion-metastasis cascade and in this process the cancer cells acquire
an invasive phenotype and, in most cases, metastatic potential [6].
Research forused on identifying molecular regulators of EMT began
in the 1990s [6]. Over the last three decades, different markers associ-
ated with this process have been identified: (a) signaling factors that
activate EMT such as fibroblast growth factor (FGF), transforming
growth factor beta (TGF) and epidermal growth factor (EGF); (b)
molecules involved in cell adhesion and polarity; and () transcription
factors (TFs). Recently, it has been discovered that non-coding RNA
molecules such as microRNA (miRNA) .and Jong . non-coding . RNA

Oral Oncology 117 (2021) 105310

proteins was also related to the demographic, clinical and prognostic
data of the patients through variables such as location, size of the tumor
(T), presence of regional lvmph nodes (N), distant metastasis (M), TNM
clinical stage, histological grade, degree of differentiation and recur-
rence. Studies did not need to contain all the clinical-pathological var-
iables vo be evaluated for inclusion,

Eligibility crieria

We included prospective and retrospective longitudinal studies
without initial date restriction (search date 17 September 2020) that (a)
compared high and low expression of the proteins encoded by the genes
involved in the EMT process, (b) included patients with clinically and
histologically diagnosed 0SCC, (¢) collected the results of the selected
genes and proteins prior to receiving any type of treatment for OC, (d)
were performed exclusively in humans, (¢) had full text availability, ()
were written in English and (g) were published in peer-reviewed sci-
entific journals,

Exclusion eriteria were (a) studies that did not provide data on pa-
tients, (b) studies conducted on cell lines, (e) studies about IncRNA and
miRNA, and (d) literature reviews clinical cases, pilot studies, pre-
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Table 1
General data of identified studies.

Author and year of Journal Center/ hospital Country  Type of N of Collection

publication patients date

Wu et al., 2020 i fcine & P S dogical Hospital of Nanjing Medical — China n =97 2014-2016

Universit
Qu et-al., 2020 Journal of Cancer Stomatology Hospital of Capital Medical China n=7F 2010-2013
Universit
Huang etal., 2020 Aging-{Allamy NY) Nanfang-Hespital, Southern-Medical China n-= BO NA
Universit tuady
Deng etal., 2019 @agrer d Besearch  Hlospital of Sun Yat-Sen University_ Fhina____ Gohort m———n = 105 NA
tuady
Yan et-al, 2019 - Tr iemal Oncology Hlospital of Sun Yat-Sen University _ ghina __ Gohort n =100 NA
study
Zhang et-al., 2017 Tiral Diseages Viangys Hospital of Sentral South China Gohort n = B0 2010-2012
Universit tuady.

Zhao-et-al., 2016 Jowrnal of i i Sun Val-gen Hapital Ehina Gohort n = &0 2008-2012

study

Peigi etal., 2016 Journal of Medical Schaool & Hospital of g, Wuhan @hina @ohort n=77 NA

Sciences Universit tusdy,
MA, not available.
Table 2
Description of the genes sel, d in the study.

Gene Gene name Gene function Biological process Raole in cancer/EMT

symbual

ARIDZ AT-rich interaction Chromatin remodeling factor  Transcriptional regulation; cell cycle Tumor suppressor; represses EMT; inhibits Snadl
domain-containing protein ion; embryonic d e ; DA iption [31]; d mutated in
2 damage Tepair hepatocellular careinama [31], eolarectal [32]

and oral cancer |15,

ALDHZAL  Aldehyde debydrogenase, NAD(P)+~ dependent Proliferation; differentiation; cell survival; Upeegrilated/ promotes EMT in gastric [34],
Family %, subfamily A, erzyme; aldehyde oxidation  response protection to oxdative stress melanoma and hng cancer [35]; invalved in
member 1 resistance fo anticancer drugs [361; EMT inhj

in 0SCC, low expression associaled with
metastasis and poor outeoms [19]
HNRNPC  Heterogeneous muclear RMA-binding prowin; reader  RMA splicing and expression; mediates Promotes EMT in OS0C and esophageal cancer
ribanuclenpratein © af Nb-methy ine specific RNA export; regulites [20,37]; poor prognosis biomarker in different
medification in RNA RNA 3 end processing and translation tmar types incliding hepatoceliular carcinoma
[38], colorectal [39], pancreatic cancer [40],
esophageal and HN SCC [20,41,42]
ITGAS Integrin alphaS Alphsa subunit of the Cell adhesion; proliferation; migration Promotes EMT and metastasis o bane in breast
fibronertin receptor associated with EMT, poor
prograsis and‘or metastasis in hepatocelular
carcinoma [46], gastric 1474 1
oolorectal | and HN cancer [2 1

DEIPL DAZ-interacting rinc finges  Zine finger proteirs i Cili RNA ing; Hedgehag and Promotes proliferation, migration and invasion in

protein 1 with the RNA-binding Wt signaling pathways DSCC [22]; putative tumor SUppressor gene in
protein DAZ breast cancer [57]
HMGA2 High mobility group at N histone ible gene ipti Key in cancer induction af
bk 2 profein promation of i: highly and promation of
during embrya iEn in e o of cancer cells [58];
nearly all human malignancies promates EMT in tangue SCC [25,24]; poor
prognosis marker in oral and HN SCC [594
SHSF3 Serine/arginine-rich mBRNA splicing Regulation of ANA spliving, expart, translation Upregulated,/Tnvolved in ovarian [64], eolon [65],

splicing factor 3

integrity

and polyadenilation; regulation of miBNA
process: imvolved in genome and transcripiome

breast cancer [66] and OSCC [2 I: pramaotes
EMT in DSCC [25]; suppresses EMT and prevents
carcinggenesis in hepatocellular carcinoma [65]

long enough for outcomes to occur?, and adequacy of follow up of co-
horts) (Table 5). A maximum of one star can be awarded to each item
within “Selection” and “Outcome”, and two to “Comparability™, so that
each study can obtain a maximum of nine stars.

Studies were rated as good, fair, or poor quality (GQ, FQ, or FQ)
following the Agency for Healthcare Research and Quality’s (AHRQ)
proposed scoring algorithm: GQ: >3 stars in the Selection domain and
1-2 stars in the Comparability domain and > 2 in the Outcome domain;
FQ: 2 stars in the Screening domain and > 1 stars in the Comparability
domain and > 2 in the Results domain; and PQ: 0-1 stars in the Selection
domain and 0 stars in the Comparability domain and 0-1 in the Outcome
domain [17].

Results

Study selection

The search strategy yielded 3542 results, which after eliminating
duplicates turned out to be 2064, Two independent researchers (CV,
JGS) reviewed all titles and abstracts of the 2064 articles, A total of 1988
articles were excluded: 1923 for not dealing with genes involved in EMT
in OSCC, 37 for being conducted in animals, 14 for being literature re-
views, 9 for being conducted in cell lines and cultures, 2 were excluded
because they were retracted, 1 for being a case report, 1 for being an in
vitro study and 1 for being written in Chinese.

After reading the full text of the remaining studies, another 68 arti-
cles were excluded: 28 for being carried out on cell lines and cultures, 20
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Table 3
by the ch of OC in the different studies and the expression of the genes/ proteins studied.
Author, year, number of Age Sex Smoking Alcohol
phticaty dnd peotein NE/ LE HE NE/ LE HE NE/ LE HE NE/ LE HE
Wu et al,, 2020 <60: 17/34; <60: 20/63; M: 19/34; M: 29/63; Yes: 7/34; Yes: 10/63; Yes: 5/34; Yes: 10/63;
n = 97, ARID2 50.0% 31L.7% 55.9% 46.0% 20.6% 15.9% 14.7% 15.9%
>60: 17/34; »60: 43/63; F: 15/34; F: 34/63; No: 27/34; No: 53/63; No: 29/34; No: 53/63;
50.0% 68.3% 44.1% 54.0% 79.4% B84.1% 85.3% 84.1%
P~ 0.078 p=0.36 p =056 p~088
Qu et al., 2020 «<61: 17/40; <61: 17/32; M: 25/40; M: 22/32; NA NA NA NA
n =72, ALDH3A1 42.5% 53.1% 62.5% 68.8%
261: 23/40; 261 15/32%; F: 15/40; F: 10/32;
57.5% 46.9% 37.5% 31,2%
p~037 p=058
Huang et al,, 2020 >60: 10/ 41; >60: 12/39; M: 20/28; M: 41/ 52; NA NA NA NA
n = B0, HNRNPC 24.4% 30.8% 71L4% 78.8%
«<60: 31/41; <60: 27/39; F. 8/28; F: 11/52;
75.6% 69.2% 28.6% 21.2%
p~0.62 p=058
Deng et al., 2019 <60: 12/29; <60: 38/76; M: 27/29; M: 48/76; NA NA NA NA
n = 105, ITGAS 41.4% 50.0% 93.1% 63.2%
>60: 17/29; >60: 38/76; F:2/29,6.9%  F: 28/76;
58.6% 5.00% 36.8%
p > 0.05 p=NA
Yan et al,, 2019 <60:12/31; <60:33/69; M: 27/31; M: 42/69; NA NA NA NA
n = 100, DZIP1 38.7% A7.8% 87.1% 60.9%
>60: 19/31; >60: 36/69; F: 4/31; F: 27/69;
61.3% 52.2% 12.9% 39.1%
p > 005 p=NA
Zhang et al., 2017 d NA NA
n = 80, HMGA2 >60: 1/21; >60: 2/29; M:19/21; M: 28/32; 220:7/21; >20: 13/29;
4.8% 6.9% 90.5% B7.5% 33.3% 44.8%
<60: 20/21; <60: 27/29; F:2/21;95%  F: 4/32; <20:1/21; <20: 6/29;
95.2% 93.1% Weak: 125% 4.8% 20.7%
Weak: Strong: M:12/14; Strong: No:13/21; No: 10/29;
>60: 8/12; >60: 5/23; 85.7% M: 9/13; 61.9% 34.5%
66.7% 21.7% F2/14; 69.2% Weak: Strong:
<60:4/12; <60:18/23; 14.3% F: 4/13; >20: 4/12; >20: B/18;
33.3% 78.3% 30.8% 33.3% 44.4%
<20: 6/12; <20: 4/18;
50.0% 2.2%
No: 2/12; No: 6/18;
16.7% 33.4%
p-092 p=013 p=033
Zhao et al., 2016 <55: 12/23; <55: 22/37; M: 9/23; M: 28/37; NA NA NA NA
n = 60, HMGA2 52.2% 59.5% 39.1% 75.7%
>50: 11/23; =50: 15/37; F: 14/23; F: 9/37;
47.8% 40.5% 60.95 24.3%
P~ 0.863 p - 0.005*
Peigi et al., 2016 d d i d
n = 77, SRSF3 <55: 13/24; <55: 6/19; M: 17/23; M: 13/18; Yes:11/24; Yes: 9/20; Yes: 7/24; Yes: 10/20;
54.2% 31.6% 73.9% 72.2% 45.8% 45.0% 29.2% 50.0%
>50: 11/24; >50: 13/19; F 6/23; F:5/18; No:13/24; No: 11/20; No: 17/24; No: 10/20;
45.8% 68.4% 26.1% 27.8% 54.2% 55.00 70.8% 50.0%
Weak: Strong: Weak: Strong: Weak: Strong: Weak: Strang:
<55: 14/24; =55: 5/10; M: 19/26; M: 9/10; Yes:15/24; Yes: 6/9; Yes:12/24; Yes: 5/9;
58.3% 50.0% 73.1% 90.0% 62.5% 66.7% 50.0% 55.6%
>50: 10/24; -50: 5/10; F: 7/26; F: 1/10; No: 9/24; No:3/9;33.3%  No: 12/24; No: 4/9;
41.7% 50.0% 26.9% 10.0% 37.5% 50.0% 44.4%
P~ 0.30 p =055 p =059
NE, negativ ion; LE, low expression cohort; HE, high exp cohort; n, number of 0SCC, oral sqy cell M, male; F, female; y, year;
NA, not p. p-value; NS, not significant.
for being on animals, 7 for not reflecting the study of genes but only of  between 2016 and 2020. All studies were carried out in China (Table 1)
proteins involved in EMT, 5 for being performed in HNSCC including and included a total of 671 OSCC

atients, of which 69% were male.
larynx and hypopharynx without offering specific data from OSCC pa- The genes studied 1 *ap folloy \ 3 actios
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Table 5
Risk of bias of eohort studies.
Author,  Selection Comparability Outcome AHRD
year e i jonof  Ascertainment D ation that O ility of Was follow.  Adequacy result
of the exposed cobort e nan- of expasire outcome of intersst  cohorls on the basis  of outcome up long of fallow-up
expased was not present at of the design or enough for of coharts
cohort start of study analysis contralled ousbeomes bo
For confounders oeeur?
W . . . . P . . . GQ
et al.,
2020
Quetal, * . . . ae . . . GQ
2020
Huang . . . . ae . . GQ
et al.,
2020
Deng . . . . . . . GO
et al.,
2019
Yan . . . . . . GO
et al.,
2019
Zhang . . . . a . . GO
et al.,
2017
Zhao . . . . . . . GO
et al.,
2016
Peigi . . . . ae . . GO
et al,
2016
AHRQ, Agency for Health Research and Quality; GO, good quality.
expressed by studied genes in OC tissues by immunochistochemistry [15- Results of individual studies

21,23-25]. Yan et al. used western blot to study protein levels [22]. Data
about tobacco consumption were not collected in five studies [19-
22,24], Only two studies provided data on alcohol consumption [15.25].

Regarding classical EMT markers, Zhang et al. [23] studied the
expression of E-cadherin and Vimentin by immunohistochemistry in
tongue cancer. Similarly, Zhao et al. [24] analyzed E-cadherin, Vimen-
tin, and Snail by immunchistochemistry in tongue tumors, They also
studied the expression of Snail by RT-PCR in tongue tumors [24].

OC location was not specified in four studies (19,2022 25]. In terms
of clinicopathological characteristics, the size of the tumor was not
analyzed in three studies (21,22, 25], while data on nodal metastasis (N)
were collected in all the indluded studies. The clinical stage was studied
by all studies except Qu et al. [19] and Zhang et al. [23]. The degree of
tumor differentiation was not provided in four studies [20-22.25).
Recurrence was only shown in Zhang et al.s study [23). Distant metas-
tasis was studied by only Huang et al. [20]. All the data about de-
mographic and clinicopathological characteristics and their relationship
with the EMT proteins expressed by genes studied are shown in Tables 3
and 4.

Risk af bigs within studies

We established that the included studies had low risk of bias ac-
cording to the 8 items for assessing risk of bias (Newcastle-Ottawa tool,
previously described). All the included studies received at least three
stars in the “Selection™ item. In addition, seven studies provided data
relating to “selection of the non-exposed cohort™ [18-21,23-25], In the
item “Comparability” all studies received two stars except Yan et als
study, which only received one [22). In “Outcome”, all the studies
received two stars for “assessment of outcome” and “was follow-up long
enough for outcomes to oceur? 7. However, only the studies conducted
by Wu et al. [18] and Qu et al. [19] received three stars, due to the fact
that they provided data about follow-up and its adequacy. For this
reason, we considered all studies to be of GQ as established by AHRQ, as
all studies received at least three stars in Selection domain, one in
“Comparability” domain and two stars in “Outcome” domain (Table 5).

High expression of HNRNPC, ITGAS, DZIP1, HMGAZ, and SRSF3 is
associated to promotion of EMT in different cancers, including OC
(Table 2). Only the expression of the transcriptional modulator HMGAZ,
whose increased expression in adult tissues is commonly associated with
tumor development, was significantly associated with the sex of the
patients in one of the studies [24). In the high expression group 75.7%
were male [24]. None of the other genes/proteins studied were signifi-
cantly related to age, aleohol or tobacco consumption. Only Wu et al.
addressed [15] the relationship between expression level and OC loca-
tion, and found it not significant (Table £).

High expression levels of the RNA-binding protein HNRNPC, the
fibronectin receptor ITGAS, the protein coding gene HMGAZ2 and the
splicing factor SRSF3 were significantly associated with more advanced
clinical stages of the TNM classification [20 21,24 25], Similarly, a
significant association was observed between high expression of
HNRNPC, HMGAZ2 and SRSF3 and a greater presence of nodal metas-
tases [20,24,25]. In addition, patients with high levels of HNRNPC
suffered more distant metastases, though, the result was not statistically
significant [20] (Table 4),

HMGAZ is a well-stablished regulator in human cancer and its
expression was significantly associated with moderately differentiated
OC (grade 1) and poorly differentiated OC (grade I11) [24]. The results of
the different studies showed that high expression of HNRNPC, ITGAS,
HMGAZ2 and SRSF3 was associated with a worse prognosis (advanced
TNM stages) [20,21,24.25], Only Zhang et al. assessed recurrence and
suggested that patients with high expression of HMGA2 had more re-
currences [23] (Table 4).

In contrast, low expression of ALDH3A1 enzyme [19] and the
chromatin remodeling factor ARID2 [15] facilitate the OC EMT-process.
No significant association was found between sex, age, tobacco, alcohol
consumption and OC location and low-expression of the different stud-
ied genes/proteins (Tables 3 and 4). In terms of OC-related character-
istics, the high expression of ARID2 and ALDH3A1 was significantly
related to the absence of nodal metastasis [15.19). High ARID2
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Figure 1. Diagram Flow of the literature research.

exprission was also significantly associated with decreased tumor size,
with less advanced clinical stages of the TNM classification, and with
well and moderately differentiated OC (grade [ and 1I) [18] (Table 4).

Discussion

Synthesis of results

Current scientific evidence shows that EMT is relevant in the prog-
nosis of OC. EMT process is associated with increased invasion and
metastasis [24,26], as well as resistance to different treatments such as
immunotherapy and chemotherapy [27]. Gene expression is a tool that
is being applied to numerous medical areas, and its knowledge might be
leveraged in prevention and therapy across tumor types [13]. Due to
this, in this systematic review we have analyzed the genes involved in
EMT in OC. The genes that have been identified in this systematic review
are HMGAZ, ITGAS, ALDH3A1, HNRNPC, SRSF3, ARID2 and DZIP1.

These genes have different biological functions (Table 2). HMGAZ is

a non-histone chromosomal protein that can act as a transcription factor
and has been linked to “metastatic potential™ in tumor cells. ITGAS is a
member of the integrin family that participates in cellular adhesion
processes and mediates binding of cells to fibronectin. ALDH3AL en-
codes an enzyme with the same name, and its purposes include the
metabolism of aldehydes and other substrates, maintenance of the
cellular redox balance and maintenance of the integrity of structures,
such as the cornea. HNRNPC belongs to the subfamily of ubiguitously
expressed heterogeneous nuclear ribonucleoproteins. SRSF3 partici-
pates in nucleic acid binding and RNA binding. ARID2 encodes a
member of the AT-rich interactive domain (ARID)-containing family of
DNA-binding proteins. Members of the ARID family have roles in em-
bryonic patterning, cell lineage gene regulation, cell cycle control,
transcriptional regulation and chromatin  structure modification.
Finally, DZIP1 is an oncogene involved in the progression of carcinoma
and stemness through the Wat/f-catenin pathway (28],

All the included studies evaluated the expression of the different
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genes involved in the EMT process by PCR. However, in most of the
cases, the relationship between clinicopathological variables of OSCC
and the EMT genes was analyzed by detecting the corresponding pro-
teins in OC tissues using immunohistochermnistry [18,19,23-25], Usually,
the validation of gene involvement in EMT is done by immunohisto-
chemistry because the extraction of genetic material from previously
collected tumor tissues is difficult, expensive and the tissues may be in
poor condition. For this reason, immunchistochemical tests are used in
most cases, as they are cheaper and easier to perform [29]. In this re-
gard, we are in agreement with other authors that the results are valid,
as the levels of protein expression are mostly consistent with the levels of
gene expression [19].

1t is well known that more advanced stages of TNM classification are
associated with a worse prognosis [30]. In this systematic review, the
most advanced clinical stages (11 and IV) were associated to high
expression of HNRNPC [20], ITGAS [21], HMGAZ2 [24] and SRSF3 [25).
These four genes have been observed to be involved in tumor progres-
sion in other types of cancer (Table 2). On the other hand, the more
advanced clinical stages of the TNM classification were significantly
associated with low expression of ARID2, a tumoer suppressor that can
inhibit the EMT process [18]). Therefore, high expression of HNRNPC,
ITGAS, HMGA2 and SRSF3 and low expression of ARID2 in OSCC
samples would be associated with a worse prognosis. We believe that
detection of these genes/proteins in biopsies of OC cases could be useful
in predicting the prognosis of the tumaor.

Local recurrence and metastasis are key factors in the prognosis of

0SCC (23], However, only Huang et al. investigated the relationship of
high or low expression of HNRNPC with the presence of distant metas-
tasis, finding no significant differences between the development of
metastasis and its expression [20]. Due to the importance of the pres-
ence of metastases in the treatment and prognosis of OC patients, we
believe that this variable should be analyzed in future studies on this
tapic.
Only Zhang et al., (23] investigated the relationship of local recur-
rence with HMGA2 expression. They determined that there was a sig-
nificant relationship between high HMGA2 expression and local
recurrence, which was present in 27.8% of cases in the strong éxpression
subgroup. Therefore, we believe that the detection of HMGAZ could help
to predict cases with a high risk of recurrence.

Only two studies specified follow-up time. Wu et al.s [ 18] patients
showed a 5-year follow-up, while Qu et al. [19] said that their patients
were followed up every 3-6 months until the fifth year. Although the
rest of the authors do not specify the follow-up time, they do keep track
of their patients as their results showed data on survival and death [24],
as well as tumor recurrence [23]. We believe it is necessary that future
studies in this field specify the follow-up time. Similarly, studies with a
longer follow-up of patients are needed.

In this systematic review it should be noted that only two studies
23,24] analyzed the same gene, HMGAZ, which is a major limitation
when drawing conclusions. The two studies are retrospective cohort-
studies and all the cases were tongue cancers. Both studies analyzed
the sex and age of the patients included, and both studies agreed that age
was not significantly associated with expression levels. Regarding sex,
Zhao et al. [24] found that expression of the HMGA2 protein was sta-
tistically higher in male patients. Zhang et al., (23] showed more male
patients in the high expression group, but without significant differ-
ences, With respect to toxic habits, none of the authors analyzed alcohol
consumption. Only Zhang et al. (23] considered tobaceo consumption,
finding no significant relationship between HMGAZ2 expression and the
number of cigarettes smoked. The two studies analyzed tumor size (T)
without finding statistically significant differences between the low/
negative and high expression groups. Both studies showed the rela-
tionship between HMGAZ2 expression and the presence of regional
Iymph node metastasis (N). Zhang et al. discriminated absence of
metastasis, N1 and N2, finding no significant relationship with expres-
sion [23). In contrast, Zhao et al. differentiated between absence and
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presence of nodal metastasis, determining that there was a statistically
significant relationship between regional nodal invelvement and high
expression of HMGAZ [24]. Another pathological parameter that these
two authors collected was the degree of differentiation or histological
grade of the tumor. Zhang et al. separated well-differentiated, moder-
ately differentiated, and poorly differentiated tumors, finding no sig-
nificant relationship with expression levels [23]. However, Zhao et al.
established two groups: well differentiated, and moderately and poorly
differentiated, and they showed a significant relationship between a
worse degree of tumor differentiation and high expression of HMGAZ2
[24). One of the main differences between the two studies was that
Zhang et al. evaluated recurrence and Zhao et al. did not. Patients with
high HMGAZ expression showed a higher rate of recurrence, but no
significant data were obtained [23]. On the other hand, Zhao et al.
considered the clinical stage (TNM), and more advanced clinical stages
(I, IV) were associated with significantly higher HMGAZ2 expression
level [24). Therefore, if the results of both studies are analyzed together,
it seems that the most advanced clinical stages in the TNM classification
and the lesser degree of tumor differentiation were associated with high
expression of HMGAZ,

Limitations

The fact that only two studies investigated the involvement of the
same gene in the EMT process (HMGAZ2) [23,24] is the main cause that
prevents us from performing a meta-analysis on the genes involved in
the EMT in OC. Another important limitation is the number of studies
included (n = 8) and that all studies have been conducted in China. It is
possible that there may be some influence of the diet or other habits of
the patients included, thus affecting OSCC development, so future
studies in other populations are needed to validate these results. A
further limitation is that not all studies included the same clinical and
anatomopathological variables and some of them were collected
differently throughout the studies. In future research it would be more
convenient to homogenize the variables analyzed in order to be able to
reach conclusions.

Conclusions

EMT is a process that favors invasion and metastasis during tumor
progression. When EMT oceirs, a higher rate of meétastasis is observed,
with a worse prognosis and a lower survival of patients. According to the
results of the present study we can conclude that high expression of
HNRNPC, ITGAS, HMGAZ and SRSF3 promotes EMT in OSCC. Similarly,
low expression of ALDH3A1 and ARID2 facilitates the EMT process.
Therefore, the over- and under-expression of the above-mentioned genes
may lead to a worse prognosis of OSCC patients. For that reason,
detection of these genes/proteins in OC biopsies could be useful in order
to predict the prognosis of patients. However, we believe that further
studies on this subject are needed in different countries to be able to
compare the results of the genes already studied and to analyze new
genes involved in the EMT process. We believe research in this field has
applications in daily clinical practice to predict which patients will have
a poor prognosis of their OSCC and to establish individualized treat-
ments for each patient.
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genes involved in the EMT process by PCR. However, in most of the
cases, the relationship between clinicopathological variables of 0SCC
and the EMT genes was analyzed by detecting the corresponding pro-
teins in OC tissues using immunohistochemistry [18,19,23-25], Usually,
the validation of gene involvement in EMT is done by immunohisto-
chemistry because the extraction of genetic material from previously
collected tumor tissues is difficult, expensive and the tissues may be in
poor condition. For this reason, immunochistochemical tests are used in
maost cases, as they are cheaper and easier to perform [29]. In this re-
gard, we are in agreement with other authors that the results are valid,
as the levels of protein expression are mostly consistent with the levels of
gene expression [19].

It is well known that more advanced stages of TNM classification are
associated with a worse prognosis [30]. In this systematic review, the
most advanced clinical stages (111 and IV) were associated to high
expression of HNRNPC [20], ITGAS [21], HMGAZ [24] and SRSF3 [25).
These four genes have been observed to be involved in tumor progres-
sion in other types of cancer (Table 2). On the other hand, the more
advanced clinical stages of the TNM classification were significantly
associated with low expression of ARID2, a tumor suppressor that can
inhibit the EMT process [18]. Therefore, high expression of HNRNPC,
ITGAS, HMGAZ and SRSF3 and low expression of ARID2 in OSCC
samples would be associated with a worse prognosis. We believe that
detection of these genes/proteins in biopsies of OC cases could be useful
in predicting the prognosis of the tumaor.

Local recurrence and metastasis are key factors in the prognosis of

0S8CC [23]. However, only Huang et al. investigated the relationship of
high or low expression of HNENPC with the presence of distant metas-
tasis, finding no significant differences between the development of
metastasis and its expression [20]. Due to the importance of the pres-
ence of metastases in the treatment and prognosis of OC patients, we
believe that this variable should be analyzed in future studies on this
topic.
Only Zhang et al., 23] investigated the relationship of local recur-
rence with HMGAZ expression. They determined that there was a sig-
nificant relationship between high HMGA2 expression and local
recurrénce, which was present in 27 8% of cases in the strong expréssion
subgroup. Therefore, we believe that the detection of HMGAZ2 could help
to predict cases with a high risk of recurrence.

Only two studies specified follow-up time. Wu et als [18] patients
showed a 5-year follow-up, while Qu et al. [1%] said that their patients
were followed up every 3-6 months until the fifth year. Although the
rest of the authors do not specify the follow-up time, they do keep track
of their patients as their results showed data on survival and death [24),
as well as tumor recurrénce | 23], We believe it is necessary that future
studies in this field specify the follow-up time. Similarly, studies with a
longer follow-up of patients are needed.

In this systematic review it should be noted that only two studies
[23,24] analyzed the same gene, HMGAZ, which is a major limitation
when drawing conclusions. The two studies are retrospective cohort-
studies and all the cases were tongue cancers. Both studies analyzed
the sex and age of the patients included, and both studies agreed that age
was not significantly associated with expression levels. Regarding sex,
Zhao et al. [24] found that expression of the HMGAZ2 protein was sta-
tistically higher in male patients. Zhang et al., [23) showed more male
patients in the high expression group, but without significant differ-
ences. With respect to toxic habits, none of the authors analyzed aleohol
consumption. Only Zhang et al. (23] considered tobacco consumption,
finding no significant relationship between HMGAZ expression and the
number of cigarettes smoked. The two studies analyzed tumor size (T)
without finding statistically significant differences between the low/
negative and high expression groups. Both studies showed the rela-
tionship between HMGAZ2 expression and the presence of regional
lymph node metastasis (N). Zhang et al. discriminated absence of
metastasis, N1 and N2, finding no significant relationship with expres-
sion [23). In contrast, Zhao et al. differentiated between absence and
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presence of nodal metastasis, determining that there was a statistically
significant relationship between regional nodal involvement and high
expression of HMGAZ [24]. Another pathological parameter that these
two authors collected was the degree of differentiation or histological
grade of the tumor. Zhang et al. separated well-differentiated, moder-
ately differentiated, and poorly differentiated tumors, finding no sig-
nificant relationship with expression levels [23]. However, Zhao et al.
established two groups: well differentiated, and moderately and poarly
differentiated, and they showed a significant relationship between a
worse degree of tumor differentiation and high expression of HMGAZ
[24]. One of the main differences between the two studies was that
Zhang et al. evaluated recurrence and Zhao et al. did not. Patients with
high HMGAZ2 expression showed a higher rate of recurrence, but no
significant data were obtained [23]. On the other hand, Zhao et al.
considered the clinical stage (TNM), and more advanced clinical stages
(I, IV) were associated with significantly higher HMGAZ2 expression
level [24]). Therefore, if the results of both studies are analyzed together,
it seems that the most advanced clinical stages in the TNM classification
and the lesser degree of tumor differentiation were associated with high
expression of HMGAZ,

Limitations

The fact that only two studies investigated the involvement of the
same gene in the EMT process (HMGAZ2) [23,24] is the main cause that
prevents us from performing a meta-analysis on the genes involved in
the EMT in OC. Another important limitation is the number of studies
included (n = &) and that all studies have been conducted in China. It is
possible that there may be some influence of the diet or other habits of
the patients included, thus affecting OSCC development, so future
studies in other populations are needed to validate these results. A
further limitation is that not all studies included the same clinical and
anatomopathological varables and some of them were collected
differently throughout the studies. In future research it would be more
convenient to homogenize the variables analyzed in order to be able to
reach conclusions.

Conclusions

EMT is a process that favors invasion and metastasis during tumor
progression. When EMT occurs, a higher rate of metastasis is observed,
with a worse prognosis and a lower survival of patients. According to the
results of the present study we can conclude that high expression of
HNRNPC, ITGAS, HMGAZ and SRSF3 promotes EMT in OSCC. Similarly,
low expression of ALDH3A1 and ARIDZ facilitates the EMT process.
Therefore, the over- and under-expression of the above-mentioned genes
may lead o a worse prognosis of OSCC patients. For that reason,
detection of these genes/proteins in OC biopsies could be useful in order
to predict the prognosis of patients. However, we believe that further
studies on this subject are needed in different countries to be able to
compare the results of the genes already studied and to analyze new
genes involved in the EMT process. We believe research in this field has
applications in daily clinical practice to predict which patients will have
a poor prognosis of their OSCC and to establish individualized treat-
ments for each patient.
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