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DESCRIPCION
Método de evaluacion del riesgo de cancer oral en seres humanos

La presente solicitud reivindica la prioridad de la solicitud de patente provisional de EE.UU. presentada el 4 de
agosto, 2008, con el numero de serie 61/086.019.

La presente invencion se refiere a un método para proporcionar una evaluacion del riesgo y diagnéstico del cancer
oral humano examinando en una muestra de saliva de un sujeto humano, la presencia de compuestos organicos
bioquimicos volatiles particulares, una combinacién de los cuales es indicativa de un riesgo mayor de cancer oral.

Antecedentes de la invencion

Los canceres de la cavidad oral representaron 274.000 casos en 2002, con casi dos tercios de los mismos en
hombres. La regiéon del mundo con la mayor incidencia es Melanesia (31,5 por 10.000 en hombres y 20,2 por
100.000 en mujeres). Las tasas en hombres son altas en Europa occidental (11,3 por 100.000), el sur de Europa (9,2
por 100.000), sur de Asia (12,7 por 100.000), sur de Africa (11,1 por 100.000), y Australia/Nueva Zelanda (10,2 por
100.000). En mujeres, la incidencia del cancer oral es relativamente alta en el sur de Asia (8,3 por 100.000). Estos
patrones reflejan la prevalencia de factores de riesgo especificos, tales como el tabaco/alcohol, falta de salud dental
y oral, y el mascar betel en Asia central y sur y Melanesia. Ademas, para el cancer de la cavidad oral las tasas
globales de supervivencia de 5 afos no han mejorado en las pasadas décadas, permaneciendo bajas en
aproximadamente 30-50% (Epstein, J.B. et al. 2002 J. Can. Dent. Assoc. 68: 617-621; Mao, L. et al. 2004 Cancer
Cell 5: 311-316).

Ademas, la mayoria de los canceres orales son inicialmente asintomaticos y no se diagnostican o se tratan hasta
que han alcanzado una etapa avanzada. Hasta ahora se ha preguntado a los pacientes sobre los riesgos asociados
con el cancer oral (fumador, alcohol) seguido de la inspeccion clinica de la cavidad oral. Sin embargo, como se ha
indicado antes, etapas tempranas tales como estados preneoplasicos y estados de recurrencia de tumor temprana
no muestran dafo tisular que sea visible para dentistas o médicos.

Por lo tanto, es necesario un método para evaluar el factor de riesgo, para el diagndstico temprano, y mejorar el
prondstico. En relacién con esto, un problema es proporcionar un método que se pueda llevar a cabo de forma
rutinaria y en la practica habitual o en laboratorios.

La presente invencion describe un método de diagnostico fiable y sensible aplicado a la saliva de sujetos humanos.

La saliva es un fluido transparente, ligeramente acido, que contiene una serie de constituyentes inorganicos y
organicos importantes para la salud oral. La saliva entera es una mezcla de secreciones de las glandulas salivales
mayores y menores y fluido gingival crevicular, que contiene células hospedantes desprendidas, bacterias y restos
de alimentos. Por lo tanto, la saliva no es un “ultrafilirado” pasivo del suero, sino que contiene una composicion
caracteristica de enzimas, hormonas, anticuerpos y otras moléculas (Rehak, N.N. et al. 2000 Clin. Chem. Lab. Med.
38:335-343; Wong DT, American Scientist, vol 96, 2008). Por ejemplo, la saliva contiene un gran numero de
proteinas que ayudan a la proteccion de los tejidos de la cavidad oral, incluyendo mucinas, amilasas, aglutininas,
lisozimas, peroxidasas, lactoferrina e IgA secretoria. La saliva completa contiene células epiteliales normales y
leucocitos que se pueden peletizar, y a partir de los cuales se puede recuperar facilmente el ADN gendmico y
ARNm, usado potencialmente para encontrar marcadores genomicos de diferentes enfermedades. Realmente, se
encontré que la mayoria del ADN o ARN extraido de la saliva bruta era de origen virico o bacteriano (Stamey, F.R. et
al. 2003 J. Virol. Methods 108:189-193; Mercer, D.K. et al. 2001 FEMS Microbiol. Lett. 200:163-167) y de origen
extra o intracelular humano. Ademas, muchos grupos han centrado su estudio y ensayos de diagndstico en el liquido
sobrenadante y por lo tanto la fase exenta de células de la saliva completa, que contiene muchos analitos tales
como ARNm libre (Zimmermann BG et al., Oral Oncology 2008, 44, 425-429).

En los ultimos 10 afios, se ha aplicado satisfactoriamente el uso de la saliva en el diagnéstico (Streckfus, CF. &
Bigler, L.R. 2002 Oral Dis. 8:69-76). Se han identificado biomarcadores de diagnédstico en la saliva para el control de
caries, periodontitis, enfermedades de las glandulas salivales y trastornos sistémicos, p. ej., hepatitis y VIH
(Lawrence H.P. et al, 2002 J. Can. Dent. Assoc. 68: 170-174). También se ha publicado que las bacterias orales son
elevadas en lesiones de cancer oral y esofagico (Mager D.L. et al. J. Transl. Med. 2005; 3: 27, Hooper J.S et al,,
Journal of Clinical Microbiology, May 2006, P 1719-1725). La razén de estos desplazamientos en la colonizacion
bacteriana de lesiones de cancer no esta clara. Los estudios mecanisticos de la unién de bacterias proporcionan
alguna comprension y la investigacion ha mostrado repetidamente que las bacterias orales demuestran tropismos
especificos hacia diferentes superficies bioldgicas en la cavidad oral tales como dientes, mucosa y otras bacterias.
Hay menos tiempo en la cavidad oral para que se desarrolle una biopelicula compleja sobre las superficies de tejido
blando; por lo tanto, se pone la compensaciéon en potentes mecanismos de adhesion. Las diferencias en los
tropismos bacterianos para sitios orales especificos sugieren que diferentes superficies intraorales y especies
bacterianas tienen diferentes receptores y moléculas de adhesion que dictan la colonizacién de diferentes
superficies orales. Algunos glicoconjugados sirven como receptores para bacterias especificas y publicaciones
recientes apoyan la idea de que los desplazamientos en la colonizacion de las diferentes células de cancer estan
asociados con cambios observados en los receptores de superficie celular. Hence, Mager D.L. et al., mostraron que
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la microbiota salival en sujetos con una lesién de carcinoma celular escamoso oral (OSCC) difiere de la encontrada
en los controles exentos de OSCC. Se determinaron los recuentos bacterianos para cada especie, se hizo la media
de los sujetos en los 2 grupos de sujetos, y se determind la significancia de las diferencias entre grupos usando la
prueba de Mann-Whitney y se ajustdé para comparaciones multiples; es interesante que parece que las cepas
bacterianas  Capnocytophaga gingivalis, Prevotella melaninogenica, Streptococcus mitis y Micrococcus
luteus estaban particularmente presentes en pacientes que tenian OSCC y por lo tanto se sugirié que servian como
marcadores de diagnéstico para el cancer oral. Sin embargo, como se demuestra en (ref.) estas cepas bacterianas
particulares estaban poco asociadas con el cancer oral (una sensibilidad maxima de 80%) (Mager D.L. et al).
También se ha mostrado en Li et al. (Journal of Applied Microbiology, 2004, 97, 1311-1318) que la presencia en la
saliva de ndmeros significativamente altos de bacterias vivas especificas (en este estudio se han identificado 40
cepas diferentes y se han descrito mas de 200 bacterias vivas especificas en la cavidad oral), se podria asociar con
la formacién de biopelicula, colonizacion de la cavidad oral y falta de higiene oral, que a menudo estan asociados
con el desarrollo de cancer oral en los paises en desarrollo. Sin embargo, a partir de Li et al. no se puede predecir
que las cepas particulares Capnocytophaga gingivalis, Prevotella melaninogenica, Streptococcus mitisy
Micrococcus luteus puedan servir como marcadores de diagnéstico fiables para el cancer oral humano. Esta es la
razon por la que, hasta la fecha, no se ha propuesto nunca un ensayo de diagndstico basado en bacterias fiable y
muy sensible, para diagnosticar el cancer oral en la saliva.

Es interesante observar que la mayoria de las especies aisladas eran sacaroliticas y tolerantes al acido y se sabe
que producen acidos organicos de cadena corta a partir de hidratos de carbono y por consiguiente reducen el pH de
su entorno local. Raghunad N. et al. (J. Radiol. 2003; 76. S11-S22) describieron que el microentorno de tumores
soélidos tipicamente es hipdxico, con un pH extracelular acido, por lo que no es sorprendente que puede haber un
grado de selectividad en favor de la tolerancia al acido. Otro factor podria ser la produccién de dafio oxidativo del
ADN generado por bacterias orales. Takeuchi T. et al. (2000, FEMS Microbiol Lett. Nov 1; 192(1):133-8),
investigaron el mecanismo de la induccion de dafio oxidativo al ADN por exposicion al O;en Prevotella
melaninogenica, un anaerobio estricto encontrado en la cavidad oral y algunas enfermedades dentales. Los
resultados indican que en Prevotella melaninogenica, la exposicion al O, generaba y acumulaba O» y H2O», y que un
radical cripto-OH generado a través del H,O, era la especie activa en la induccion de 80OHdG, altamente
responsable del dafio oxidativo del ADN en células humanas (efecto genotdéxico), posible causa de la
tumorigenicidad en células de mamifero en el entorno oral. Se han descrito otros patdgenos bacterianos como
posibles fuentes de cancer de tejidos orales.

James J. Closmann, también encontraron que el carcinoma de células escamosas orales y bucofaringeas (OOSCC)
se ha ligado a cepas de VPH de alto riesgo, las mismas cepas que producen cancer de cuello uterino en
mujeres. D'Souza et al. (N. Engl. J. Med. 2007 May 10; 356(19):1944-56) concluyeron que la infeccién por el VPH
oral esta muy asociada con el cancer bucofaringeo entre sujetos con o sin factores de riesgo establecidos de uso de
tabaco y alcohol. El grado de asociacion aumentaba con el numero de pajeras de sexo vaginal y sexo oral. El cancer
bucofaringeo estaba asociado con la infeccion por el VPH de tipo 16 (VPH-16) oral; la infeccién oral con cualquiera
de los 37 tipos de VPH y con resultado seropositivo para la proteina de la capside VPH-16 L1. El ADN de VPH-16
se detectd en 72% de 100 muestras de tumor embebidas en parafina, y 64% de los pacientes con cancer eran
seropositivos para la oncoproteina de VPH-16 E6, E7, o ambas. El resultado seropositivo de VPH-16 L1 estaba muy
asociado con el cancer bucofaringeo entre sujetos con una historia de uso intenso de tabaco y alcohol. La
asociacion aumentaba de forma similar entre sujetos con infeccion por VPH-16 oral, independientemente de su uso
de tabaco y alcohol. Herrero R et al. (J. Natl. Cancer Inst. 2003 Dec 3; 95(23):1772-83) llevaron a cabo un estudio
multicéntrico de casos y controles de cancer de la cavidad oral y bucofaringeo en nueve paises con 1670 pacientes
de casos (1415 con cancer de la cavidad oral y 255 con cancer bucofaringeo) y 1732 sujetos de control, y el ADN
del VPH se detectd por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Se detectaron los anticuerpos contra las
proteinas L1, E6 y E7 del VPH16 en el plasma con ensayos inmunoabsorbentes con enzimas ligadas. Se usaron
modelos multivariables para comparaciones de caso-control y caso-caso. Se detecté el ADN del VPH en muestras
de biopsia de 3,9% de 766 canceres de la cavidad oral con resultados de la PCR validos y 18,3% de 142 canceres
bucofaringeos con resultados de PCR validos. Se encontré el ADN de VPH16 en 94,7% de los pacientes de caso
positivo de ADN de VPH. Por consiguiente, se sugirié que los anticuerpos contra VPH16 L1 estaban asociados con
un riesgo alto de canceres de la cavidad oral y bucofaringeo. Los anticuerpos contra E6 o E7 de VPH16 también se
asociaron con riesgo de canceres de la cavidad oral y bucofaringeo. El virus VPH es incluso mas que un indicador
de que los pacientes deben visitar al dentista dos veces al afio para identificar anomalias pronto. Ademas,
Rosenquist K. et al. (Acta Otolaryngol. 2007 Sep; 127(9):980-7), describieron que los pacientes infectados por el
VPH por via oral de alto riesgo tienen un riesgo significativamente mayor de reincidencia/segundo tumor primario
comparado con pacientes negativos al VPH de alto riesgo. Por lo tanto, el diagnéstico del VPH en la saliva de
sujetos humanos parece estar ligado a un riesgo mayor de desarrollar cancer oral, y también para controlar los
efectos asociados al tratamiento (antivirus). Sin embargo, hasta la fecha, no se han propuesto pruebas de
diagndstico basadas en el VPH para diagnosticar el cancer oral en la saliva.

Por otra parte, las aberraciones genéticas de células de cancer conducen a patrones de expresion de genes
alterados (expresion de ARNm), que se pueden identificar mucho antes de que se pongan de manifiesto los
fenotipos de cancer resultantes. Los cambios que surgen exclusivamente o de forma preferente en el cancer,
comparado con el tejido normal del mismo origen, se pueden usar como biomarcadores moleculares (Sidransky, D.
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2002 Nat. Rev. Cancer 2:210-219, 2002). Identificados con precision, los biomarcadores pueden proporcionar
nuevas rutas y constituyen dianas principales para la deteccidén temprana del cancer y la evaluacion del riesgo de
cancer. Una variedad de biomarcadores basados en acidos nucleicos se han mostrado como herramientas nuevas y
potentes para la deteccion de canceres (Hollstein, M. et al. 1991, Science 253:49-53; Liu, T. et al. 2000, Genes
Chromosomes Cancer 27:17-25; Groden, J. et al. 1991, Cell 66:589-600). Estos biomarcadores basados en acidos
nucleicos son estudiados principalmente en la fase exenta de células de las muestras de saliva completa, es decir,
en muestras de saliva filtradas o centrifugadas (Zimmermann BG et al., Oral Oncology 2008, 44, 425-429). Sin
embargo, solo hay un numero limitado de publicaciones que demuestren la heterogeneidad del ADN de células
tumorales en la saliva de pacientes con cancer oral (Liao P.H. et al. 2000, Oral Oncol. 36:272-276; EI-Naggar, A.K.
et al. 2001 J. Mol. Diagn. 3:164-170). Se ha descrito el ARNm humano del suero de la circulacion para la deteccion
del cancer oral (Yang Li et al., 2006, Journal of Clinical Oncology vol 24 number 11, 1754-1760). Usando
micromatrices, se ha llevado a cabo el perfil transcriptomico (ARNm) de la saliva humana en controles sanos y
pacientes con cancer (Hu S. et al. 2006, J. Dent. Res. Dec; 85(12):1129-33). Se analizaron los diferentes patrones
de expresion de genes por combinacién de una comparacion de ensayo T y un analisis de nimero de veces de
cambio en 10 pacientes de cancer y controles correspondientes. La potencia predictiva de estos biomarcadores de
ARNm de la saliva se analizaron mediante la curva caracteristica operativa del receptor y modelos de clasificacion.
Estos analisis de micromatrices mostraron que hay 1.679 genes que presentan nivel de expresion significativamente
diferente en la saliva entre pacientes con cancer y controles; entre los cuales se encuentran 7 ARNm de 1L8, IL1B,
DUSPI, HA3, OAZ1, S100P, SAT relacionados con el cancer. Las combinaciones de estos biomarcadores dieron
sensibilidad (91%) y especificidad (91%) en la distincién del cancer oral frente a los controles (documentos
W02006/020005 o WO2005/081867).

La saliva es una mezcla de secreciones de multiples glandulas salivales, que incluyen las glandulas parétida,
submandibular, sublingual y otras glandulas menores que estan debajo de la mucosa oral. Como se ha mencionado
antes, la saliva humana alberga un amplio espectro de péptidos y proteinas que constituyen el proteoma salival
humano. Lo que se ha estudiado menos es la presencia de compuestos bioquimicos organicos en la saliva.

Los compuestos organicos bioquimicos pueden ser enzimas, hormonas, iones inorganicos, péptidos, proteinas,
hidratos de carbono, vitaminas, lipidos, acidos grasos y compuestos volatiles. Se pueden medir por muchas técnicas
y dispositivos, sean tecnologias Opticas (por ejemplo espectroscopia de absorcion laser, espectroscopia de
absorcion infrarroja media, espectroscopia de resonancia magnética laser, espectrometria de masas de reaccion de
transferencia de protones...) o tecnologias no Opticas (cromatografia de gases, espectrometria de masas, etc.)
(Mashir A, Advanced Powder Technology, 2009).

Solo un estudio ha comparado el contenido organico bioquimico de una fraccion de saliva de pacientes sanos o
enfermos (Volozhin et al. Stomatologiia (mosk), 2001;80(1):9-12). En este estudio, se hicieron ensayos en pacientes
con periodontitis generalizada crénica y pacientes con gingivitis y periodontitis generalizada cronica, con aire de la
cavidad oral y se recogieron muestras liquidas lavando la cavidad oral con agua estéril. Los compuestos quimicos
del aire y el liquido de lavado se analizaron por cromatografia-espectrometria de masas, adsorcion de gases y
cromatografia de gas-liquido. El contenido de sulfuro de dimetilo, disulfuro de dimetilo aumentaba en el aire oral y
los acidos grasos de cadena corta volatiles (VSCFA) tales como butirato, propionato, acetato aumentaban, pero sus
aldehidos (butiraldehido, acroleina, acetaldehido) disminuian en el fluido oral durante la periodontitis. También se
mostré que los acidos grasos de cadena corta volatiles (propionato, butirato y acetato) de origen bacteriano y tisular
son factores importantes de la patogénesis de la inflamacion del tejido oral (Volozhin et al. Stomatologiia (mosk),
2001;80(1):9-12). En este estudio, se han analizado los compuestos organicos en el aire de la cavidad oral y liquido
de lavado recogido por lavado de la cavidad oral con agua estéril, pero no en la fraccion volatil de la saliva bruta.

BAHAR et al. ("Salivary analysis in oral cancer patients - DNA and protein oxidation, reactive nitrogen species, and
antioxidant profile" CANCER, vol. 109, no. 1, January 2007, pages 54-59) describen analisis de saliva en pacientes
con cancer oral, y encuentran que la composicion de la saliva esta alterada en pacientes con OSCC. Las especies
reactivas de oxigeno y nitrogeno en la saliva tales como NO, NO2, NOs, son sustancialmente mas altas en los
pacientes con cancer oral.

Al contrario que la saliva, la presencia de moléculas organicas volatiles en el aire exhalado se ha estudiado bien y se
ha mostrado que contiene muchos compuestos organicos volatiles: en 1971, usando analisis por cromatografia de
reparto gas-liquido, Linus Pauling demostrd la presencia de 250 sustancias en el aire exhalado (Pauling L. et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 68 (1971) 2374- 2376). En 1990, el desarrollo de instrumentos de espectroscopia de
masas (MS) y cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS) muy sensibles, identific6 miles de
sustancias uUnicas en el aire exhalado humano (Mashir A, Advanced Powder Technology, 2009). Estas sustancias
incluyen gases elementales tales como 6xido nitrico y mondxido de carbono y una multitud de otros compuestos
organicos volatiles. Ademas, el aire exhalado también lleva gotitas aerosolizadas recogidas como condensado de
aire exhalado que tiene compuestos no volatiles que pueden ser capturados por una variedad de métodos y analizar
una amplia variedad de biomarcadores, desde productos finales metabdlicos a proteinas. El andlisis del aliento
ahora también se usa para diagnosticar y controlar asma, hipertension pulmonar, enfermedades respiratorias,
enfermedades gastrointestinales, enfermedad critica, para comprobar el rechazo de trasplante de érganos, y para
detectar el cancer de pulmén y cancer de mama (Mashir A, Advanced Powder Technology, 2009; Chan H.P. et al,
Lung Cancer, 2009). Sin embargo, han que destacar que el andlisis de aliento no se ha propuesto nunca para
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detectar el cancer oral en sujetos humanos.

Es interesante, que parece que la composicién molecular organica bioquimica de la saliva no se ha comparado
nunca entre pacientes que padecen cancer, p. €j., cancer oral e individuos sanos. Ademas, la composicion molecular
organica bioquimica de la fraccion volatil de la saliva no se ha estudiado nunca tanto.

La fracciéon volatil corresponde a la parte evaporada de la fracciéon de fluidos de la saliva. Esta fraccion volatil
contiene algunos compuestos organicos que no se encuentran en muestras de saliva bruta sin el proceso de
evaporacion, incluso después de su filtracion.

También es importante observar que el contenido molecular de la saliva no es comparable en absoluto con la
composicion del aire exhalado, que es principalmente un reflejo de moléculas del pulmén (Song G, et al.
“Quantitative breath analysis of volatile organic compounds of lung cancer patients”, Lung Cancer (2009)). Por lo
tanto, la composicion molecular de la fracciéon volatil de la saliva no se puede deducir de los datos obtenidos del
analisis de aliento. Hasta la fecha, no se ha descrito nunca el andlisis exhaustivo del contenido bioquimico de la
fraccion volatil de saliva, en mayor medida en el contexto del cancer oral.

Uno de los valores de la saliva es la facilidad de la toma de muestra y el cumplimiento del sujeto para la recoleccion
de la muestra, que incluye aplicaciones de campo asi como recogida en casa. Sin embargo, el estudio de los
compuestos bioquimicos presentes en la saliva (sea en el fluido o en la fraccion volatil) para aplicacion clinica
parece ser dificil puesto que es necesario estabilizar y mantener su integridad durante al menos varios dias a
temperatura ambiente.

También se ha mostrado que el reactivo RNAprotect® Saliva (RPS, Qiagen Inc, Valencia, CA) podria estabilizar el
ARN en muestras a temperatura ambiente durante hasta 12 semanas (Park NJ, Clin. Chem. 2006; 52:2303-4).
Ademas, Jiang J et al., mostraron que se puede usar el RPS para estabilizar el ADN y las proteinas en la saliva solo
cuando se eliminan previamente las células enddgenas por centrifugacion o por filtracion (Jiang J et al., Archives of
Oral Biology, 2008).

En lo que se refiere a los compuestos organicos bioquimicos, son degradados por la microflora, alimentos y
productos para el cuidado dental, a temperatura ambiente. Es importante que nadie ha propuesto nunca un modo de
proteger estos compuestos sensibles de la degradacidon que se produce a temperatura ambiente. Es mas, hasta
ahora no se ha descrito nunca un tampén que permita la estabilizacién tanto de los acidos nucleicos como de los
compuestos organicos bioquimicos durante varios dias a temperatura ambiente.

Por lo tanto, es un estimulo aun mayor estabilizar todos los componentes de la saliva, en especial los acidos
nucleicos y compuestos organicos, sin ninguna etapa de filtracion o centrifugacién, durante un periodo de tiempo
largo a temperatura ambiente.

En este contexto, los autores de la presente invencién muestran aqui por primera vez que:

i) Se pueden estabilizar los acidos nucleicos y compuestos organicos presentes en la saliva durante al menos 10
dias en un tampén adecuado,

ii) Se puede detectar un riesgo alto de desarrollar cancer oral analizando el nivel de sélo algunos biomarcadores
particulares en la fraccion de fluido de una muestra de saliva estabilizada,

iii) Se puede extraer una fraccion volatil de una muestra de saliva estabilizada, y detectar en la misma varios
compuestos organicos volatiles en una cantidad significativa,

iv) Se puede detectar un riesgo alto de desarrollar cancer oral analizando el nivel de sélo algunos compuestos
bioquimicos particulares en dicha fraccién volatil de saliva estabilizada.

Es importante destacar que hasta ahora no se ha propuesto nunca un ensayo para predecir y/o diagnosticar el
cancer oral usando la fraccién volatil de la saliva.

Lo que es mas importante, hasta ahora los compuestos bioquimicos particulares identificados en los sucesivo no se
habian asociado nunca con el cancer.

Por lo tanto, la presente memoria descriptiva describe:
i) un método para estabilizar muestras de saliva bruta de sujetos humanos,

ii) un método para detectar un riesgo alto de desarrollar cancer oral, analizando en una reaccién de una etapa, el
nivel de biomarcadores particulares en la fraccion de fluido de dicha saliva estabilizada,

iii) un método para extraer la fraccion volatil de las muestras de saliva estabilizadas, y analizar su contenido en
compuestos organicos bioquimicos,
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iv) un método para detectar un riesgo alto de desarrollar cancer oral, analizando el nivel de compuestos organicos
bioquimicos particulares en la fraccién volatil de la saliva estabilizada.

Finalmente, se han identificado combinaciones especificas de parametros biolégicos asociadas con riesgo alto de
cancer oral, destacando que se puede obtener un ensayo de prondstico/diagndstico sensible y fiable del cancer oral
a partir de una muestra unica de saliva estabilizada.

Descripcion de la figura

La figura 1 muestra un histograma que representa 2 grupos de muestras de saliva después de un analisis
discriminante factorial (FDA) de datos de proporciones de acuerdo con el factor “tumor/salud”: 5 proporciones
permiten separar 98,077% de las muestras en 2 grupos de “tumor” y “grupo de referencia” (solo 1 muestra de
referencia se clasifica en el grupo de “tumor” y no en el grupo de referencia).

Descripcion

La presente invencion describe un nuevo ensayo fiable, sensible y facil de manejar de diagnoéstico de cancer oral en
sujetos humanos.

La presente invencion se refiere a un método in vitro de diagndstico de la predisposicion al cancer oral en un sujeto
humano, comprendiendo el método estabilizar una muestra de saliva bruta de dicho sujeto humano, y realizar al
menos la siguiente etapa:

* analizar una fraccion volatil correspondiente a la parte evaporable extraida de dicha saliva estabilizada
detectando en dicha fraccion volatil al menos un compuesto organico bioquimico;

en donde la detecciébn de al menos un compuesto organico bioquimico es indicativo de un riesgo o una
predisposicién al cancer oral.

La presente invencion permite determinar si un sujeto humano tiene o no predisposicién a desarrollar un cancer oral.

Cuando en un sujeto humano “se diagnostica que tiene predisposicion al cancer oral” o se encuentra que esta
“predispuesto al cancer oral”, significa que tiene un riesgo mayor de desarrollar un cancer oral que la poblacién sana
media en el futuro. En otras palabras, se cree que tiene predisposicion a desarrollar un cancer oral en el futuro
cercano o lejano. En el contexto de la invencion, se dice que un sujeto humano tiene “predisposicion a desarrollar
cancer oral” cuando tiene un riesgo superior a 70%, preferiblemente 80%, mas preferiblemente 90% e incluso mas
preferiblemente 95% de desarrollar cancer oral en un futuro cercano o lejano, comparado con una poblacién sana
normal. Esta predisposicion al cancer en general esta ligada con una causa genética.

La presente invencion también permite determinar que un sujeto humano no tiene “predisposicion a desarrollar un
cancer oral”’. En este caso, significa que tiene un riesgo pequefio de desarrollar cancer oral en el futuro. Por ejemplo,
significa que tiene un riesgo de desarrollar un cancer oral en el futuro menor de 10%, preferiblemente menor de 5%
comparado con la poblacidon sana normal. En general significa que tiene al menos 90% de probabilidad de no tener
mutaciones oncogénicas en su genoma.

La presente invencion permite diagnosticar un cancer oral en un sujeto humano. De hecho, la presente invencion
describe un método in vitro para diagnosticar un cancer oral en un sujeto humano, que comprende estabilizar una
muestra de saliva bruta de dicho sujeto humano, y llevar a cabo al menos la siguiente etapa:

*analizar una fraccion volatil correspondiente a la parte evaporable de dicha saliva estabilizada detectando en
dicha fraccion volatil al menos un compuesto organico bioquimico;

en donde la deteccion de al menos un compuesto organico bioquimico es indicativa de un riesgo de desarrollar
cancer oral.

Preferiblemente, el método de la invencién comprende ademas la etapa de:

*analizar una fraccién de fluido de dicha saliva estabilizada detectando secuencias de ADN o ARN especificas
de origen humano, bacteriano o virico en dicha fraccion fluida.

Por lo tanto, el método de la invencién se dedica a estimar el riesgo de que un sujeto humano desarrolle un cancer
oral. Este riesgo puede ser un riesgo alto de desarrollar un cancer oral o un riesgo bajo de desarrollar un cancer oral.

Como se usa en la presente memoria, cuando un sujeto humano tiene riesgo de “desarrollar” un cancer oral,
significa que tiene riesgo de “estar desarrollando” un cancer oral en el momento de recoger la muestra de saliva.

En el contexto de la invencion, se dice que un sujeto humano “tiene un riesgo alto de desarrollar un cancer oral”
cuando tiene un riesgo al menos superior a 60&, preferiblemente a 70%, mas preferiblemente a 80% e incluso mas
preferiblemente a 90% de desarrollar un cancer oral. En otras palabras, el sujeto tiene una probabilidad mucho
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mayor de desarrollar un cancer oral comparado con la poblacién normal o con un sujeto humano en el que no se ha
detectado ninguno de los compuestos organicos. En el contexto de la presente invencion, cuando un sujeto humano
tiene un riesgo superior a 97% de desarrollar un cancer oral, se dice que el sujeto humano “estd desarrollando un
cancer oral”.

Este cancer oral puede estar iniciandose o estar establecido. En una realizacion de la invencion, el nivel de
expresion de compuestos organicos bioquimicos particulares puede indicar potencialmente el grado del cancer oral
que esta padeciendo el sujeto humano.

El método de la invencion también permite determinar si un sujeto humano tiene un riesgo bajo de desarrollar un
cancer oral. En el contexto de la invencion, el sujeto humano tiene un riesgo bajo de desarrollar un cancer oral,
cuando tiene un riesgo de desarrollar un cancer oral inferior a 10%, preferiblemente inferior a 5% comparado con la
poblacién normal. En otras palabras, el sujeto humano tiene una probabilidad superior a 90%, preferiblemente
superior a 95% de estar sano, al menos en lo que se refiere al cancer oral. En el contexto de la invenciéon, cuando un
sujeto humano tiene un riesgo inferior a 5% de estar desarrollando un cancer oral, se dice que el sujeto no esta
desarrollando un cancer oral en el momento de recoger la muestra de saliva.

En el contexto de la invencion, la expresion “cancer oral” se refiere a los siguientes canceres: cancer de la cavidad
oral, cancer bucofaringeo, carcinoma de células escamosas bucofaringeo (OSCC), carcinoma de células escamosas
de cabeza y cuello, preferiblemente, carcinoma de células escamosas oral.

En el contexto de la invencion, “recoger una muestra de saliva bruta” se obtiene recibiendo en un dispositivo estéril,
una muestra de la saliva que ha escupido el sujeto humano. Se puede afiadir un reactivo de recoleccion, por ejemplo
un tampodn de citrato, a la muestra. Esta muestra después se trata para estabilizarla para el analisis posterior, y
prepararla para la extraccion de acidos nucleicos y/o la fraccion volatil.

Un aspecto de la presente descripcidn es proporcionar un modo para estabilizar muestras brutas de saliva, para asi
mantener cantidades altas de marcadores genéticos y componentes bioquimicos presentes en la saliva inicialmente
escupida y recogida y favorecer la extraccion de acidos nucleicos y/o elementos volatiles bioquimicos. La presente
invencion permite mantener preferiblemente al menos 70%, mas preferiblemente 80% e incluso mas preferiblemente
90% de la cantidad de acidos nucleicos y componentes organicos bioquimicos presentes en la saliva escupida y
recogida.

De forma mas precisa, el método proporcionado permite proteger los componentes originales de la muestra frente a
la degradacion durante al menos 10 dias a temperatura ambiente. Esta etapa de estabilizacion se lleva a cabo
afiadiendo a la muestra bruta una llamada “disoluciéon de conservacién de la saliva” que comprende al menos un
reactivo de conservacion, que preferiblemente es un tampén que comprende una sal capaz de a) abrir la membrana
de células bacterianas y humanas, b) bloquear la actividad de nucleasas, c) precipitar el acido nucleico, y d) reducir
la tension de vapor de compuestos volatiles sin permitir la degradacion de dichos compuestos. Esta sal,
preferiblemente es una sal tal como tiocianato de guanidinio, y/o sulfato amdnico y/o azida sédica, preferiblemente
azida sodica. Esta sal se usa preferiblemente en un intervalo de concentracion entre 20 mM y 6 M, y mas
preferiblemente 40 mM.

Por lo tanto, se describe un método para estabilizar los componentes originales de una muestra de saliva bruta
(tales como acido nucleico y compuestos organicos bioquimicos) durante al menos 10 dias a temperatura ambiente,
comprendiendo dicho método afadir a la muestra de saliva bruta una sal tal como tiocianato de guanidinio, y/o
sulfato amonico y/o azida sdédica. La sal preferiblemente es azida sdédica y esta presente en una concentracion de
aproximadamente 40 mM.

Por lo tanto, por muestra de saliva “estabilizada” se entiende que se refiere a muestras en las que las especies de
acido nucleico y los compuestos organicos volatiles se han conservado frente a la degradacion causada por la
microflora, alimentos y productos para el cuidado dental, durante al menos 10 dias a temperatura ambiente.

En un primer aspecto, se proporciona un método para diagnosticar el riesgo o la predisposicion al cancer oral en un
sujeto humano, usando simplemente una muestra estabilizada de su saliva y analizando su fraccion de fluido para
detectar secuencias de ADN o ARN especificas de origen humano, bacteriano o virico.

Como se usa en la presente memoria, la “fraccion de fluido” (o “fraccion fluida”) de una muestra de saliva es la fase
liquida de la saliva recogida, y contiene células asi como &cidos nucleicos libres y compuestos organicos.

En el método proporcionado, y al contrario de lo que se habia descrito hasta ahora, no es necesario eliminar las
células de las muestras de saliva bruta para obtener la fraccién de fluido. Por lo tanto, las muestras de fluido de
saliva preferiblemente no se centrifugan y no se filtran.

Como se usa en la presente memoria, la expresion “secuencias de ADN o ARN” se refiere al acido nucleico total en
la muestra y comprende ADN gendmico y ARN total incluyendo ARNm.

Preferiblemente, dichas secuencias especificas de ADN o ARN se eligen de:
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i) secuencias humanas seleccionadas de ARNm de SSAT (SEQ ID N° 62), ARNm de H3F3A (SEQ ID N° 63) y
ARNm de IL8 (SEQ ID N° 64); y/o

ii) secuencias de bacterias seleccionadas de Capnocyfophaga gingivalis (ATCC 33624), Prevotella
melaninogenica (ATCC 25845), Streptococcus mitis (ATCC 15914) y Micrococcus luteus (ATCC 53598D); y/o

i) las secuencias viricas del papilomavirus humano, preferiblemente el papilomavirus humano 16 (ATCC 45113) o el
papilomavirus humano 18 (ATCC 45152).

Preferiblemente, las secuencias de ADN o ARN especificas (llamadas también secuencias de acido nucleico) se
detectan incubando dicho ADN genémico y ARN total con una enzima termoestable con actividad de transcriptasa
inversa dependiente de ARN y con actividad de polimerasa dependiente de ADN.

Mas preferiblemente, la combinacién de la RT y PCR se lleva a cabo en una reaccién en un solo tubo.

El término “detectar” como se usa en la presente memoria significa que se refiere a diagnosticar, deducir, evaluar,
controlar, determinar la cantidad, concentracién, proporcién u otras evaluaciones cuantitativas o cualitativas en
muestras, opcionalmente comparadas con una muestra de control, de acido nucleico y compuestos volatiles.

En el contexto de la presente descripcion, “detectar secuencias de acido nucleico especificas” comprende comparar
el nivel de expresion de secuencias de acido nucleico especificas con el nivel de expresion medio de dichas
secuencias de acido nucleico especificas en la poblacidon normal. Una secuencia de acido nucleico especifica se
detecta cuando el nivel de expresion de dichas secuencias de acido nucleico especificas en la muestra de saliva
ensayada es equivalente o superior a 2 veces el nivel de expresion medio de dichas secuencias de acido nucleico
especificas en la poblacién normal.

El método proporcionado puede comprender comparar el nivel de expresion de la secuencia de acido nucleico
especifica en una muestra de saliva de un sujeto, con el nivel de expresion normal de dicha secuencia de acido
nucleico en un control. Un nivel de expresion de dicho gen significativamente mayor en la muestra de saliva de un
sujeto comparado con el nivel de expresion normal, es una indicacion de que el paciente tiene o tiene predisposicion
al cancer oral. Un “exceso de expresion” de un acido nucleico especifico se refiere a un nivel de expresiéon en una
muestra de saliva que es mayor que el error tipico del ensayo usado para evaluar la expresion, y preferiblemente es
al menos 20% superior al nivel normal de expresion de dicho acido nucleico, preferiblemente al menos 50% superior
al nivel normal de expresion de dicho acido nucleico, y lo mas preferiblemente al menos 100% superior al nivel de
expresion de dicho acido nucleico. El nivel de expresién “normal” de un acido nucleico es el nivel de expresion de
dicho acido nucleico en una muestra de saliva de un sujeto que no padece cancer. Preferiblemente, dicho nivel de
expresion normal se evalia en una muestra de control (p. €., muestra de un sujeto sano que no padece cancer) y
preferiblemente, el nivel de expresién medio de dicho acido nucleico en varias muestras de control.

Ademas, la deteccién de secuencias de acido nucleico especificas se basa en la deteccion de al menos 50,
preferiblemente 70 e incluso mas preferiblemente 100 nucleétidos sucesivos de la secuencia de acido nucleico
especifica objetivo, como esta registrada en las bases de datos oficiales, por ejemplo, en la base de datos de NCBI.

Para las secuencias de acidos nucleicos de acuerdo con ii) como se ha definido antes, “detectar” comprende
comparar el nivel de expresion con el nivel de expresion en la poblacion normal o con el nivel de expresion medio, y
en donde cuando el nivel de expresién es equivalente o superior al umbral/punto de corte de 10° UFC por ml de
saliva, es indicativo de mayor cancer oral.

En una realizacion de la presente invencion, la detecciéon de al menos dos secuencias de ARNm humano como se
han definido especificamente en i), y al menos una secuencia bacteriana como se han definido especificamente en
ii), indica que el sujeto humano tiene un riesgo alto de desarrollar un cancer oral.

En una realizacion preferida de la presente invencion, la deteccién de al menos el ARNm humano de H3F3A (SEQ
ID N° 63) y el ARNm humano de SSAT (SEQ ID N° 62) en la muestra de saliva de un sujeto humano indica que
dicho sujeto tiene un riesgo alto de desarrollar un cancer oral.

En una realizacion mas preferida de la presente invencion, la deteccion del ARNm humano de H3F3A (SEQ ID N°
63), el ARNm humano de SSAT (SEQ ID N° 62) y el genoma bacteriano de Streptococcus mitis (ATCC 15914) en la
muestra de saliva de un sujeto humano indica que dicho sujeto tiene un riesgo superior a 64% de desarrollar un
cancer oral, y por lo tanto tiene un riesgo alto de desarrollar un cancer oral.

Al contrario, cuando la secuencia de ADN o ARN particular descrita en la presente invencion no se detecta en la
muestra de saliva de un sujeto humano, significa que dicho sujeto humano tiene un riesgo bajo de desarrollar un
cancer oral.

Como se ha mencionado previamente, un problema era disefiar un ensayo de deteccion de diferentes factores de
riesgo asociados con el cancer oral en una reaccion de ensayo sencilla. Realmente, algunos marcadores biolégicos
importantes de diferentes origenes, virico, bacteriano, humano o de ARNm o ADN, lo que hace dificil la deteccion en
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un ensayo de reaccion en una etapa.

En una realizaciéon de la presente invencion, la deteccion de las secuencias de acido nucleico comprende incubar
dicho ADN genomico y ARN total con una enzima termoestable con actividad de transcriptasa inversa dependiente
de ARN y actividad de polimerasa dependiente de ADN, permitiendo la combinacion de RT-PCR y PCR.

Preferiblemente, la reaccion de RT-PCR se lleva a cabo con la ADN polimerasa Tth.

Mas preferiblemente, la deteccion de secuencias de acido nucleico comprende incubar dicho ADN gendémico y ARN
total en el mismo tubo con una enzima termoestable con actividad de transcriptasa inversa dependiente de ARN vy
actividad de polimerasa dependiente de ADN, que permite la combinacion de RT-PCR y PCR en una reaccion en un
solo tubo.

Incluso mas preferiblemente, la deteccion de secuencias de acido nucleico comprende amplificar y detectar al
menos una secuencia de ADN o ARN elegida de las SEQ ID N° 62 a 70.

Por lo tanto, en una realizacion preferida, la presente invencién se dirige a un método para diagnosticar una
predisposicion al cancer oral, o para diagnosticar un cancer oral en un sujeto humano, comprendiendo ademas el
método las etapas de:

a) extraer el acido nucleico total (ADN genomico y ARN total) de origen bacteriano, virico y humano de la muestra de
saliva estabilizada,

b) incubar dicho ADN gendmico y ARN total en el mismo tubo con una enzima termoestable con actividad de
transcriptasa inversa dependiente de ARN y actividad de polimerasa dependiente de ADN, que permite la
combinacién de RT y PCR en una reaccioén en un solo tubo,

en donde dicha reacciéon de RT-PCR se lleva a cabo con cebadores y sondas especificas para:

i) secuencias humanas seleccionadas de ARNm de SSAT (SEQ ID N° 62), ARNm de H3F3A (SEQ ID N° 63) y
ARNm de IL8 (SEQ ID N° 64);

ii) secuencias de bacterias seleccionadas de Capnocytophaga gingivalis (ATCC 33624, SEQ ID N° 65), Prevotella
melaninogenica (ATCC 25845, SEQ ID N° 66), Streptococcus mitis (ATCC 15914, SEQ ID N° 67) y Micrococcus
luteus (ATCC 53598D, SEQ ID N° 68),

iii) secuencias de virus seleccionadas de papilomavirus humano 16 (ATCC 45113, SEQ ID N° 69) o papilomavirus
humano 18 (ATCC 45152, SEQ ID N° 70);

y en donde la presencia de al menos una secuencia de cada uno de i), ii) o iii), es indicativa de un riesgo o una
predisposicién al cancer oral.

En una realizacioén particular, la presencia de al menos una secuencia de cada uno de i), ii) y iii), es indicativa de un
riesgo o una predisposicion al cancer oral.

Mas especificamente, la deteccién de la presencia de una combinaciéon de al menos una de dichas secuencias de
iii), al menos dos de dichas secuencias de i) y al menos dos de dichas secuencias de ii), indica que el sujeto humano
tiene un riesgo mayor de desarrollar cancer oral.

En una realizacion particular, el método comprende amplificar y detectar las SEQ ID N° 62 a 70.

En otra realizacion particular, la invencion se dirige a un método para evaluar el riesgo y diagnosticar la enfermedad
de cancer oral en un sujeto humano, que comprende las etapas de:

a) recoger una muestra de saliva bruta de dicho sujeto humano en un dispositivo estéril,

b) estabilizar dicha muestra afiadiendo una disoluciéon que comprende una sal de guanidinio, tal como tiocianato de
guanidinio y/o sulfato amdnico y/o azida sédica, y opcionalmente inhibidores de exo y/o endonucleasas,

c) extraer el acido nucleico total de origen bacteriano, virico y humano de la muestra de saliva estabilizada
previamente obtenida,

d) precipitar y purificar los acidos nucleicos totales,

e) incubar el acido nucleico total purificado con una enzima termoestable con actividad de transcriptasa inversa
dependiente de ARN y actividad de polimerasa dependiente de ADN, y cebadores polinucleétidos en condiciones
que permitan a la actividad de transcriptasa inversa de dicha enzima termoestable sintetizar ADNc a partir del acido
ribonucleico y amplificacion del ADN gendmico y ADNc a un nivel detectable por la reaccion en cadena de la
polimerasa,
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f) detectar en un ensayo las secuencias de ADN amplificadas por hibridacién con una o mas sondas de
polinucleétidos especificas para:

i) secuencias humanas seleccionadas de ARNm de SSAT (SEQ ID N° 62), ARNm de H3F3A (SEQ ID N° 63) y
ARNm de IL8 (SEQ ID N° 64); o

ii) secuencias de bacterias seleccionadas de Capnocytophaga gingivalis (ATCC 33624, SEQ ID N° 65),
Prevotella melaninogenica (ATCC 25845, SEQ ID N° 66), Streptococcus mitis (ATCC 15914, SEQ ID N° 67) y
Micrococcus luteus (ATCC 53598D, SEQ ID N° 68), o

iii) secuencias de virus seleccionadas de papilomavirus humano 16 (ATCC 45113, SEQ ID N° 69) o el
papilomavirus humano 18 (ATCC 45152, SEQ ID N° 70).

Preferiblemente, dicho método se lleva a cabo detectando las secuencias de ADN amplificadas por hibridacion con
una o mas sondas polinucledtidas especificas para i), ii) y iii).

En el método anterior, también se contempla afiadir un acido nucleico (ADN o ARN) calibrado y conocido al vial
usado para recoger la saliva para medir la cantidad exacta de saliva recogida por comparacion con una curva de
calibracion de acido nucleico de referencia externo.

En relacién con la etapa d), el acido nucleico total presente en el reactivo conservante se puede purificar mediante
una resina de afinidad de acido nucleico.

En la etapa e), el ADN gendmico purificado y el ARN total se incuban en el mismo tubo con una enzima
termoestable con actividad de transcriptasa inversa dependiente de ARN y actividad de polimerasa dependiente de
ADN, que permite la combinacién de RT y PCR en una reaccion en un solo tubo, tal como la ADN polimerasa Tth, y
cebadores polinucledtidos con secuencias de nucledtidos que detectan al menos uno de cada una de las secuencias

i), ii) o iii).

De acuerdo con la invencion, los cebadores polinucleétidos y sondas son acido nucleico natural o acido nucleico
peptidico (PNA) o acido nucleico modificado (superbase) que pueden hibridar con acido nucleico (ADN y ARN).

La etapa f) puede comprender ademas la etapa de cuantificar el ADN amplificado por comparacion con ADN o ARN
de referencia cuantificado y determinar si el acido nucleico esta presente o no, presente en exceso o expresado en
exceso en la muestra de saliva.

En una realizacion particular, la invencion se refiere a un método para medir la presencia de factores de riesgo del
cancer oral en un sujeto humano que comprende las etapas de:

- La recuperacion y conservacion del acido nucleico total de la saliva bruta frente a la degradacion causada por
nucleasas,

- Opcionalmente, la adicion de un control de acido nucleico positivo para el procedimiento analitico entero y
cuantificacion exacta de la cantidad de saliva,

- Extraccion y concentracion del acido nucleico del acido nucleico total (ADN gendmico y ARN total),

- Una reaccioén en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa en una etapa: El ADN gendémico y ARN total
purificados se incuban en el mismo tubo con una enzima termoestable con actividad de transcriptasa inversa
dependiente de ARN y actividad de polimerasa dependiente de ADN, que permite la combinacion de RT y PCR en
una reaccion en un solo tubo, tal como la ADN polimerasa Tth, y cebadores polinucleétidos con secuencias de
nucledtidos que detectan Capnocytophaga gingivalis (ATCC 33624, n° de acceso de Genbank
AF543295), Prevotella melaninogenica (ATCC 25845, n° de acceso de Genbank AJ555137), Streptococcus
mitis (ATCC 15914, n° de acceso de Genbank AJ617805), Micrococcus luteus (ATCC 53598D, n°® de acceso de
Genbank AM285006), papilomavirus humano 16 (ATCC 45113, n° de acceso de Genbank EF422141), papilomavirus
humano 18 (ATCC 45152, n° de acceso de Genbank EF422111), ARNm de SSAT (n° de acceso de Genbank
NM002970), ARNm de H3F3A (n° de acceso de Genbank NM002107), ARNm de IL8 (n° de acceso de Genbank
NMO000584).

Mediante el uso de la reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa en tiempo real en una etapa, la
invencion permite al usuario llevar a cabo una RT-PCR rapida y simultaneamente detectar y cuantificar la presencia
del acido nucleico total del ARNm bacteriano, virico y humano mediante seguimiento de la fluorescencia durante la
amplificacion de la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real, sin ningun riesgo de falso positivo debido a
la abertura del tubo entre la RT y la PCR y por posible contaminacion ambiental del producto de la PCR debido a
reacciones de amplificacion precedentes en el mismo entorno.

El ARNm de la beta-actina (n° de acceso de Genbank X00351 - SEQ ID N° 61) es util como referencia interna en la
etapa a) para calibracion y cuantificacion.
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En una realizacion preferida, la polimerasa con actividad de transcriptasa inversa dependiente de ARN y con
actividad de polimerasa dependiente de ADN, es la ADN polimerasa Tth.

Usando la extraccion del acido nucleico total y la reacciéon en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa en
tiempo real, en una etapa, en un mismo cartucho de microfluidos, la invencién permite que el usuario lleve a cabo un
analisis de diagndstico inmediato que se puede usar en el consultorio médico y dental.

Alternativamente, mediante el uso de la reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa en una etapa
y una micromatriz, la invencion permite que el usuario lleve a cabo la RT-PCR y detecte y cuantifique la presencia
del acido nucleico total del ARNm bacteriano, virico y humano, midiendo la sefial de hibridacién al final de la RT-
PCR y compare con la referencia nucleica externa.

Preferiblemente, el método de la invenciéon usa una micromatriz para diagnosticar una predisposicion al cancer oral
en un sujeto humano, que comprende las secuencias de sondas seleccionadas del grupo que consiste en las SEQ
ID N° 32 a SEQ ID N° 60.

Ventajosamente, los cebadores polinucleotidos y sondas para amplificar y detectar al menos una de cada una de las
secuencias i), ii) o iii) se seleccionan preferiblemente del grupo que consiste en las SEQ ID N° 1 a SEQ ID N° 60.

También se describen kits de partes asociadas con los métodos descritos en la presente memoria, tales como un kit
para poner en practica el método anterior, que comprende secuencias de cebadores y sondas para amplificar y
detectar al menos una de cada una de las secuencias i), ii) o iii) representadas antes, y que incluye al menos uno de
los siguientes:

a) un dispositivo estéril para recoger una muestra de saliva, que opcionalmente incluye un acido nucleico de control
y un reactivo de recoleccion,

b) un reactivo conservante, por ejemplo un reactivo conservante secado por atomizacion.
c) una resina que tiene afinidad por el acido nucleico total,

d) una enzima termoestable con actividad de transcriptasa inversa dependiente de ARN y actividad de polimerasa
dependiente de ADN vy polinucleétido.

Como se ha mencionado, antes, el reactivo de recoleccién es un tampén de dilucion que preferiblemente es tampoén
de citrato.

El kit comprende un reactivo de conservacion, que preferiblemente es un tampdn que comprende una sal tal como
tiocianato de guanidinio y/o sulfato amonico y/o azida sddica, y opcionalmente inhibidores de exo y/o
endonucleasas. La sal azida sddica se usa preferiblemente en un intervalo de concentracion entre 20 mM y 100 miM,
mas preferiblemente aproximadamente 40 mM. Otras sales, tales como el tiocianato de guanidinio, y/o sulfato
amonico se afiaden en una concentracion 4 mM.

El reactivo conservante se proporciona en un formato seco en un tubo de plastico estéril a vacio, que puede
preparar la saliva bruta asociada con el tampén de dilucion.

Las secuencias de cebadores y sondas para amplificar y detectar al menos una de cada una de las secuencias i), ii)
o iii) representadas antes, se definen mejor como que comprenden cebadores polinucleétidos para sintetizar ADNc
por transcripcion inversa, cebadores polinucleétidos para amplificar ADN gendémico o ADNc por la reaccion en
cadena de la polimerasa y sondas polinucleétidos para detectar el ADN amplificado.

En los kits de diagndstico descritos en la presente memoria, el reactivo se puede proporcionar en los kits, con
instrucciones adecuadas y otros reactivos necesarios con el fin de llevar a cabo los métodos descritos en la presente
memoria. Normalmente se incluiran en el kit instrucciones, por ejemplo instrucciones escritas o de audio, en papel o
suporte electrénico tal como cintas o CD, para llevar a cabo el ensayo.

En el primer aspecto, la presente invencion se dirige al método in vitro de diagndstico del cancer oral en un sujeto
humano, al método que comprende estabilizar una muestra de saliva bruta de dicho sujeto humano, y analizar una
fraccion volatil extraida de dicha saliva estabilizada, detectando en dicha fraccién volatil al menos un compuesto
organico bioquimico, en donde la deteccion de al menos un compuesto organico bioquimico es indicativo de un
riesgo de desarrollar un cancer oral.

Desde un punto de vista quimico, los compuestos organicos bioquimico son miembros de una gran clase de
compuestos bioquimicos cuyas moléculas contienen carbono. Pueden ser antigenos, hidratos de carbono, enzimas,
hormonas, lipidos, acidos grasos, neurotransmisores, acidos nucleicos, proteinas, péptidos y aminoacidos,
vitaminas, grasas y aceites.

Entre todos los compuestos organicos conocidos, los “compuestos organicos volatiles” (COV) se entiende que
designan cualquier compuesto organico que sea volatil, es decir, que tienen una presién de vapor alta o punto de
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ebullicion bajo, y por lo tanto pueden evaporar a la temperatura y presion normales. Estos compuestos a menudo
estan regulados por los estados. Por ejemplo, en la Unién Europea, un “compuesto organico volatil” es cualquier
compuesto organico que tiene un punto de ebullicion inicial menor o igual a 250°C medido a presion atmosférica
estandar de 101,3 kPa.

En el contexto de la invencién, la “fracciéon volatil” se recupera calentando la muestra de saliva bruta.
Preferiblemente, dicha fraccion volatil se extrae de la muestra de saliva bruta calentando dicha muestra de saliva
durante al menos 10 min, preferiblemente 20 min y mas preferiblemente 30 min, a una temperatura comprendida
entre 30°C y 50°C, preferiblemente 40°C. Durante este tiempo, la fraccion volatil se separa de la muestra usando
una microextraccion en fase solida (SPME) con una fibra recubierta de carboxeno/polidimetilsiloxano (fibra
CAR/PDMS).

Por lo tanto, en una realizacion de la presente invencion, los compuestos organicos bioquimicos volatiles se extraen
con un recubrimiento de fibra de CAR/PDMS durante al menos preferiblemente 20 min, e incluso mas
preferiblemente 30 min de una muestra de saliva que se calienta simultaneamente a una temperatura comprendida
entre 30°C y 50°C, y preferiblemente a aproximadamente 40°C. La temperatura de desorcion de la fibra esta
comprendida entre 250°C y 300°C, y preferiblemente es de aproximadamente 280°C.

La microextraccion en fase sélida (SPME) es una técnica de preparacion de muestra patentada basada en la
adsorcion de analitos directamente de una muestra acuosa sobre una fibra de silice fundida recubierta. Esta técnica
para las muestras es rapida, facil de usar y elimina el uso de disolventes organicos (Mills G. et al, Journal of
Chromatography 2000; Song C. et at, Lung Cancer 2009).

En esta tecnologia, se usan a menudo las fibras de CAR/PDMS para detectar niveles de trazas de compuestos
volatiles, y por lo tanto es bien conocida para el experto en la técnica (Garcia-Esteban M et al., Talanta 2004).

Preferiblemente, la deteccion de dicho compuesto organico bioquimico se lleva a cabo usando un cromatégrafo de
gases acoplado a un espectrometro de masas.

En el contexto de la invenciéon, un compuesto bioquimico se “detecta” cuando el nivel de expresién de dicho
compuesto es al menos superior a 1,5 veces el nivel de expresion medio de dicho compuesto en la poblacion
normal.

Mediante la aplicacion del método de la invencion, se mostré que algunos compuestos bioquimicos eran expresados
con mucho exceso en la fraccion volatil de sujetos humanos que padecian cancer oral y por lo tanto se encontré que
era una herramienta de diagndstico y/o prondstico aguda y sensible para el cancer oral. Es importante, que ninguno
de estos compuestos se puede detectar en la fraccion de fluido de la saliva, destacando la necesidad de estudiar la
fraccion volatil de la saliva en este caso.

En una realizacion preferida, la presente invencion se refiere a un método de diagnostico del riesgo o la
predisposiciéon al cancer oral en un sujeto humano, analizando el contenido de compuestos bioquimicos en la
fraccion volatil de muestras estabilizadas de saliva, en donde la deteccion de al menos uno de los compuestos
organicos bioquimicos se selecciona del grupo que consiste en 2,3-pentanodiona (numero CAS 600-14-6), 3-
metiltiofeno (numero CAS 616-44-4), acetona (numero CAS 67-64-1), hexanonitrilo (nimero CAS 628-73-9),
benzaldehido (numero CAS 100-52-7), 3-metil-2-pentanona (nimero CAS 565-61-7), 2,3-butanodiona (nimero CAS
431-03-8), 2-propanol (numero CAS 67-63-0), acetato de etilo (niumero CAS 141-78-6), 1-propanol (nimero CAS 71-
23-8), hexanal (numero CAS 66-25-1), 5-metil-3-hexen-2-ona (numero CAS 5166-53-0), m-xileno (numero CAS 108-
38-3), p-xileno (numero CAS 106-42-3), 2-metil-2-butenal (E) (numero CAS 497-03-0), fenol (nimero CAS 108-95-2),
butanal (nimero CAS 123-72-8), metilbutanona (nimero CAS: 563-80-4), 2-metil-2-buteno (nimero CAS 513-35-9),
2-metil-1-propeno (numero CAS 115-11-7) y (cis)-1,2-dimetil-ciclopropano (numero CAS: 930-18-7), es indicativa de
un riesgo o predisposicion al cancer oral.

Realmente, los resultados presentados a continuacion han mostrado que la detecciéon de al menos uno de los
siguientes compuestos: 2,3-pentanodiona (nimero CAS 600-14-6), 3-metiltiofeno (numero CAS 616-44-4), acetona
(numero CAS 67-64-1), hexanonitrilo (numero CAS 628-73-9), benzaldehido (nimero CAS 100-52-7), 3-metil-2-
pentanona (numero CAS 565-61-7), 2,3-butanodiona (numero CAS 431-03-8), 2-propanol (nimero CAS 67-63-0),
acetato de etilo (numero CAS 141-78-6), 1-propanol (numero CAS 71-23-8), hexanal (nimero CAS 66-25-1), 5-metil-
3-hexen-2-ona (numero CAS 5166-53-0), m-xileno (numero CAS 108-38-3), p-xileno (numero CAS 106-42-3), 2-
metil-2-butenal (E) (niumero CAS 497-03-0), en la fraccion volatil de la saliva de un sujeto humano, indica que dicho
sujeto humano tiene un riesgo alto de tener predisposicion a desarrollar cancer oral o tiene un riesgo alto de estar
desarrollando un cancer oral. De forma mas precisa, la deteccién de al menos uno de los compuestos organicos
bioquimicos mencionados antes indica que el sujeto humano ensayado tiene un riesgo superior a 60% de desarrollar
un cancer oral; la deteccion de al menos dos de los compuestos organicos bioquimicos mencionados antes indica
que el sujeto humano ensayado tiene un riesgo superior a 70% de desarrollar un cancer oral, y la deteccion de al
menos 3 de los compuestos organicos bioquimicos mencionados antes indica que el sujeto humano ensayado tiene
un riesgo superior a 80% de desarrollar un cancer oral; la deteccion de al menos 4 de los compuestos organicos
bioquimicos mencionados antes indica que el sujeto humano ensayado tiene un riesgo superior a 90% de desarrollar
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un cancer oral. Al contrario, cuando al menos uno de los compuestos organicos bioquimicos particulares descritos
antes no se detecta en la muestra de saliva de un sujeto humano, significa que dicho sujeto humano tiene un riesgo
bajo de desarrollar un cancer oral.

Por ejemplo, como se muestra en el ejemplo 10, la deteccion de compuestos organicos bioquimicos del grupo que
comprende: hexanitrilo, 2,3-pentanodiona, 3-metiltiofeno y acetona, en la fraccion volatil de la saliva de un sujeto
humano indica que dicho sujeto humano tiene un riesgo superior a 97% de desarrollar un cancer oral, y por lo tanto
tiene predisposicion a desarrollar un cancer oral o esta desarrollando un cancer oral.

Ademas, como se muestra en este ejemplo 11, la deteccion de la secuencia de ARNm de H3F3A (SEQ ID N° 63),
SSAT (SEQ ID N° 62) y de los compuestos organicos bioquimicos hexanonitrilo, 2,3-pentanodiona, 3-metiltiofeno y
acetona en la saliva de un sujeto humano permite detectar 100% de casos de cancer en una poblaciéon ensayada.
Por lo tanto, en una realizacion preferida, la deteccion de la secuencia de ARNm de H3F3A (SEQ ID N° 63), SSAT
(SEQ ID N° 62) y de los compuestos organicos bioquimicos hexanonitrilo, 2,3-pentanodiona, 3-metiltiofeno y acetona
en la saliva de un sujeto humano, indica que dicho sujeto humano esta desarrollando un cancer oral.

Ademas, como se ilustra a continuacién, el método de la presente invenciéon se puede basar en la detecciéon de 3-
metil-2-pentanona, metilbutanona, butanal, hexanal, hexanonitrilo, 1-propanol 2-propanol, (cis)-1,2-
dimetilciclopropano, fenol y 2,3-butanodiona, con el fin de pronosticar o diagnosticar un cancer oral en un sujeto
humano.

En otra realizacion, la presente invencion se dirige a un método de diagndstico del riesgo o la predisposicion al
cancer oral en un sujeto humano, en donde la deteccion de al menos un compuesto organico bioquimico en la
fraccion volatil de la saliva de un sujeto humano indica que dicho sujeto humano no tiene predisposicion a desarrollar
un cancer oral o no esta desarrollando un cancer oral.

Los compuestos 2-metil-2-buteno (numero CAS 513-35-9), 2-metil-1-propeno (numero CAS 115-11-7) y (cis)-1,2-
dimetilciclopropano (nimero CAS 930-18-7) son expresados en exceso en la fraccion volatil de sujeto humano sano
y estan ausentes en la fraccion volatil de pacientes que padecen cancer oral. Por lo tanto, estos compuestos pueden
servir como “marcadores bioquimicos de estar sano”. La deteccion de al menos uno, preferiblemente dos de estos
compuestos organicos bioquimicos indica realmente que el sujeto humano tiene un riesgo bajo de tener
predisposicién de estar desarrollando un cancer oral.

Ademas, la deteccion de compuestos organicos bioquimicos particulares tales como benzaldehido, acetona, 2,3-
pentanodiona, por una parte, y la ausencia de otros compuestos organicos bioquimicos particulares tales como 2-
metil-2-buteno, 2-metil-1-propeno, y/o (cis)-1,2-dimetilciclopropano, por otra parte, permite diagnosticar el cancer oral
con una sensibilidad alta (al menos 93%, véase el ejemplo 10).

Hay que destacar que la mayoria de estos compuestos bioquimicos no se han identificado nunca hasta ahora en la
saliva. Ademas, ninguno de ellos se ha relacionado hasta ahora con la predisposicion al cancer, y aun mas, con la
predisposicién al cancer oral.

Por lo tanto, la invencion se dirige también al uso de la deteccion de al menos un compuesto elegido entre: 2,3-
pentanodiona (nimero CAS 600-14-6), 3-metiltiofeno (numero CAS 616-44-4), acetona (nimero CAS 67-64-1),
hexanonitrilo (numero CAS 628-73-9), benzaldehido (nimero CAS 100-52-7), 3-metil-2-pentanona (numero CAS
565-61-7), 2,3-butanodiona (numero CAS 431-03-8), 2-propanol (numero CAS 67-63-0), acetato de etilo (nimero
CAS 141-78-6), 1-propanol (nimero CAS 71-23-8), hexanal (nimero CAS 66-25-1), 5-metil-3-hexen-2-ona (nimero
CAS 5166-53-0), m-xileno (nimero CAS 108-38-3), p-xileno (nimero CAS 106-42-3), 2-metil-2-butenal (E) (nimero
CAS 497-03-0), 2-metil-2-buteno (niumero CAS 513-35-9), 2-metil-1-propeno (numero CAS 115-11-7) y (cis)-1,2-
dimetilciclopropano (nimero CAS 930-18-7), en un ensayo de diagndstico para evaluar el riesgo de desarrollar un
cancer oral en un sujeto humano.

En una realizacion particular, la presente invencioén se dirige, por lo tanto, a un método de diagndstico del riesgo o la
predisposicion al cancer oral en un sujeto humano, que comprende las etapas de:

a) recoger una muestra de saliva bruta de dicho sujeto humano en un dispositivo estéril,

b) estabilizar dicha muestra por adicion de una disolucion que comprende una sal, tal como tiocianato de
guanidinio, sulfato amonico y/o azida sodica,

c) extraer la fraccion volatil de dicha muestra estabilizada calentandola durante al menos 10 min a 40°C y
usando, por ejemplo, la microextraccion en fase sélida (SPME) para separar la fraccion volatil,

d) detectar al menos un compuesto organico bioquimico usando, por ejemplo, un cromatdgrafo en fase
gaseosa acoplado a un espectrémetro de masas,

en donde la deteccién de al menos uno, preferiblemente al menos dos, y mas preferiblemente al menos tres
compuestos organicos bioquimicos es indicativo de un riesgo o una predisposicion al cancer oral.
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En una realizacion preferida, el al menos uno, preferiblemente al menos dos, y mas preferiblemente al menos tres
compuestos organicos bioquimicos detectados se eligen de: 2,3-pentanodiona (numero CAS 600-14-6), 3-
metiltiofeno (numero CAS 616-44-4), acetona (numero CAS 67-64-1), hexanonitrilo (nimero CAS 628-73-9),
benzaldehido (numero CAS 100-52-7), 3-metil-2-pentanona (nimero CAS 565-61-7), 2,3-butanodiona (nimero CAS
431-03-8), 2-propanol (numero CAS 67-63-0), acetato de etilo (nimero CAS 141-78-6), 1-propanol (nimero CAS 71-
23-8), hexanal (numero CAS 66-25-1), 5-metil-3-hexen-2-ona (numero CAS 5166-53-0), m-xileno (numero CAS 108-
38-3), p-xileno (nimero CAS 106-42-3) y 2-metil-2-butenal (E) (nimero CAS 497-03-0), fenol (ntmero CAS 108-95-
2), butanal (nimero CAS 123-72-8), metilbutanona (nimero CAS: 563-80-4), 2-metil-2-buteno (nimero CAS 513-35-
9), 2-metil-1-propeno (numero CAS 115-11-7) y (cis)-1,2 dimetilciclopropano (nimero CAS: 930-18-7).

En una realizacion preferida, la deteccion de al menos un compuesto bioquimico detectado elegido de 2,3-
pentanodiona (nimero CAS 600-14-6), 3-metiltiofeno (numero CAS 616-44-4), acetona (numero CAS 67-64-1),
hexanonitrilo (numero CAS 628-73-9), benzaldehido (nimero CAS 100-52-7), 3-metil-2-pentanona (numero CAS
565-61-7), 2,3-butanodiona (numero CAS 431-03-8), 2-propanol (numero CAS 67-63-0), acetato de etilo (nimero
CAS 141-78-6), 1-propanol (nimero CAS 71-23-8), hexanal (nimero CAS 66-25-1), 5-metil-3-hexen-2-ona (nimero
CAS 5166-53-0), m-xileno (nimero CAS 108-38-3), p-xileno (nimero CAS 106-42-3), y 2-metil-2-butenal (E) (nimero
CAS 497-03-0), es indicativa de un riesgo alto de desarrollar cancer comparado con una poblaciéon sana normal.

Al contrario, cuando se detecta al menos uno de los compuestos bioquimicos: 2-metil-2-buteno (nimero CAS 513-
35-9), 2-metil-1-propeno (numero CAS 115-11-7) o (cis)-1,2-dimetilciclopropano (numero CAS 930-18-7), es
indicativo de un riesgo bajo de desarrollar cancer oral, es decir, un riesgo inferior a 10%, preferiblemente 5%, de
desarrollar cancer comparado con una poblacién sana normal.

En un segundo aspecto, la presente invencion se dirige al uso para poner en practica un método de diagndstico del
riesgo o la predisposicion al cancer oral, basado en la fraccién volatil, de un kit que comprende:

a) un dispositivo estéril para recoger una muestra de saliva, que opcionalmente contiene un reactivo de recoleccion
b) un reactivo conservante,

c) al menos un sensor electronico,

d) opcionalmente, un marcador molecular de control.

Como se ha mencionado antes, el reactivo de recoleccion es un tampoén de dilucidn que es preferiblemente un
tampodn de citrato.

El kit comprende un reactivo conservante, que es preferiblemente un tampdén que comprende una sal capaz de
reducir la tensiéon de vapor de los compuestos volatiles sin permitir la degradacion de dichos compuestos. Esta sal
preferiblemente es una sal tal como tiocianato de guanidinio y/o sulfato amonico y/o azida sodica. Esta azida sodica
se usa preferiblemente en un intervalo de concentracion entre 20 mM y 6 M, preferiblemente entre aproximadamente
10 mM y 100 mM, mas preferiblemente aproximadamente 40 mM. Otras sales, tales como el tiocianato de guanidinio
y/o sulfato amoénico, se afiaden en una concentracion 4 M.

En una realizacién de la presente invencion, el reactivo conservante se proporciona en un formato seco en un tubo
de plastico estéril a vacio, que puede preparar la saliva asociada con el tampoén de dilucion.

En el contexto de la invencidn, el dispositivo usado para detectar los compuestos organicos volatiles en la fraccion
volatil recogida de la saliva es un sensor electronico, por ejemplo, narices electronicas, narices electronicas JPL,
narices bioelectrénicas tipo FET, Alpha MOS. Estas tecnologias ahora se usan ampliamente y por lo tanto son
conocidas para el experto en la técnica (Cho S.M., Sensors and Actuators 2006).

Usando sensores electronicos especificos para identificar compuestos volatiles objetivo en una plataforma especifica
(nariz electronica), la invencion permite al usuario realizar una plataforma de analisis especifico o un analisis de
diagndstico inmediato que se puede usar en consultorios médicos y dentales.

En una realizacion de la invencion, los marcadores moleculares de control se eligen de: 1-bromobutano, 1-
bromobenceno y 1,4-dibromobenceno.

Ejemplo 1: Estabilizacion de las muestras brutas de saliva

La saliva original se recoge con un dispositivo médico que hace mas facil la recoleccion de un volumen grande saliva
(hasta 2 ml) seguido de estabilizacion de los biomarcadores de saliva (ADN, ARN, péptidos, compuesto volatil).

Se tragan entonces 4 ml de disolucidn de extraccion de saliva durante 2 min para recoger 2 ml de saliva.
La disolucion de extraccion de saliva contiene:
- amarillo FD&C n° 5 (tartrazina)

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2441 586 T3

- tampon de citrato (39 mM)

Después, los 2 ml de saliva diluida (en 4 ml) se transfieren a tubos que contienen azida sddica liofilizada para la
estabilizacién de biomarcadores. La concentracion final de azida sodica es aproximadamente 40 mM.

Se preparan 2 tubos para cada muestra. Un tubo esta dirigido a los analisis “genéticos” (tubo 1) y el otro tubo (tubo
2) se usa para el analisis de los compuestos volatiles.

Los tubos se pueden transportar sin control de temperatura durante 10 dias antes de ser analizados.

Ejemplo 2: Determinaciéon y cuantificacion simultaneas en la saliva estabilizada de la presencia de ARNm
bacteriano, virico y humano, para evaluar el riesgo de cancer oral.

Se preparan de 0,250 a 3 ml de la disolucion del tubo 1 y se extraen los acidos nucleicos totales por centrifugacion-
filtracion en una membrana de silice sin etapa de DNAsa. Se extrae hasta un total de 1,5 mg del acido nucleico total
y se purifica a partir de 1 ml de saliva estabilizada.

El aislamiento de ADN y ARN de alta calidad de muestras de saliva entera es dificil porque en condiciones
ambientales, la expresion y perfil de cuantificacion son inestables en una escala de tiempo inferior a unos minutos.
Esta inestabilidad es el resultado de la actividad metabdlica de bacterias, nutrientes dependientes, concentracion de
nucleasas y renovacion limitada del ARN en estas condiciones medioambientales. Con el fin de hacer el acido
nucleico inaccesible a la nucleasa, los autores de la invencion usaron un tampoén de conservacion que comprende
una sal para la lisis de la membrana de las bacterias asi como células humanas, y precipita el acido nucleico
extraido en la muestra junto con la proteina celular. En relacién con esto, los autores de la invencion usaron una sal
de guanidinio tal como tiocianato de guanidinio y/o sulfato amoénico asociado o no con un inhibidor de ribonucleasa
(EDTA < 10 mM).

Las dianas bioldgicas preferidas para detectar en la saliva bruta son Capnocytophaga gingivalis (ATCC 33624, n° de
acceso en Genbank AF543295), Prevotella melaninogenica (ATCC 25845, n° de acceso en Genbank
AJ555137), Streptococcus mitis (ATCC 15914, n° de acceso en Genbank AJ617805), Micrococcus luteus (ATCC
53598D, n° de acceso en Genbank AM285006), papilomavirus humano 16 (ATCC 45113, n° de acceso en Genbank
EF422141), papilomavirus humano 18 (ATCC 45152, n° de acceso en Genbank EF422111), ARNm de SSAT (n° de
acceso en Genbank NM002970), ARNm de H3F3A (n° de acceso en Genbank NM002107), ARNm de IL8 (n° de
acceso en Genbank NM000584).

El ARNm de la beta-actina (n°® de acceso en Genbank X00351) se usa como control interno para la calibracion y
cuantificacion.

Después de obtener células bacterianas, viricas, humanas y el acido nucleico total humano extracelular de una
muestra de saliva en un dispositivo estéril, se afiade el tampdn conservante en la muestra de saliva a temperatura
ambiente. El tampon preferiblemente puede abrir células procariotas y eucariotas asociadas con la conservacion de
los acidos nucleicos totales por accion de actividades de nucleasas de bloqueo y precipitacion de los acidos
nucleicos totales. El reactivo de conservacion se proporciona en un formato seco en un tubo de plastico de
poli(tereftalato de etileno) (PET) estéril. El reactivo de estabilizacion se calibra para preparar hasta 3 ml de saliva
asociada con un tampén de dilucion. Los acidos nucleicos calibrados y conocidos (ADN o ARN), por ejemplo, se
pueden afadir al vial de recolecciéon con el fin de medir la cantidad exacta de saliva recogida y analizada por
comparacion con la curva de calibracion estandar externa obtenida después de extraccion y cuantificacion por PCR
con transcriptasa inversa (algunas de las biodianas medidas se expresan en cantidad genémica por ml de saliva).
Los acidos nucleicos calibrados y conocidos (ADN o ARN) afiadidos al vial de recoleccion también permitiran
verificar el rendimiento global del procedimiento analitico entero. Los acidos nucleicos totales se purifican con una
resina de afinidad de acidos nucleicos. El sistema preferido de los autores de la invencién usaba perlas
paramagnéticas recubiertas compatibles con la sal de guanidinio, que tienen una tasa de recuperacion de los acidos
nucleicos totales a partir de la muestra bruta de hasta 90% y sin seleccion entre el ARN y ADN.

El proceso de RT-PCR basico se lleva a cabo como sigue. EI ARN presente en el acido nucleico total contenido en
la muestra se puede primero transcribir de forma inversa en ADNc (usando enzimas tal como la ADN polimerasa Tth
como enzima purificada y un oligonucleétido o PNA u oligonucleétido modificado), y después desnaturalizar usando
medios fisicos, que son conocidos para los expertos en la materia. Un medio fisico preferido para la separacion de
cadenas implica calentar el acido nucleico hasta desnaturalizacion completa (>99%). Los métodos para amplificar
las dianas de ARN usando una ADN polimerasa termoestable se describen en el documento W09109944
incorporado en la presente memoria por referencia. Las cadenas de ADN desnaturalizadas después se incuban en
el mismo tubo con los cebadores oligonucledtidos seleccionados en condiciones de hibridacion, condiciones que
permiten la unién de los cebadores a las cadenas de ADN individuales. Como se conoce en la técnica, los
cebadores se seleccionan de modo que sus posiciones relativas a lo largo de una secuencia duplex son tales que un
producto de extension sintetizado a partir de un cebador, cuando se separa de su complemento, sirve como un
molde para la extension del otro cebador para dar una cadena replicada de longitud definida. El cebador debe ser
suficientemente largo para cebar la sintesis de los productos de extension en presencia del agente para la
polimerizacion. La longitud exacta de los cebadores dependera de muchos factores, incluyendo la temperatura,
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fuente del cebador y uso del método.

Los cebadores oligonucledtidos preferidos para usar en la presente invencion se seleccionan del grupo que consiste
en las SEQ ID N° 1 al SEQ ID N° 31.

La extension dependiente de molde del o de los cebadores oligonucledtidos después es catalizada por el agente de
polimerizacion (en presencia de cantidades adecuadas de los 4 trifosfatos de desoxirribonucledsidos (dATP, dGTP,
dCTP, y dTTP o analogos), en un medio de reaccién que estd compuesto de las sales adecuadas, cationes
metdlicos y sistema de tamponamiento del pH. Los productos de la sintesis son moléculas duplex que consisten en
cadenas molde y cadenas de extension del cebador, que incluyen la secuencia diana. Estos productos, a su vez,
sirven como moldes para otro ciclo de replicacion. En el segundo ciclo de replicacion, la cadena de extension del
cebador del primer ciclo se reasocia con su cebador complementario; la sintesis da un producto “corto” que esta
unido tanto en el extremo 5’ como el 3’ por secuencias de cebadores o sus complementos. Los ciclos repetidos de
desnaturalizacion, reasociacion de cebador y extension dan como resultado la acumulacion exponencial de la region
diana definida por los cebadores. Se llevan a cabo suficientes ciclos para lograr la cantidad deseada de
polinucledtido que contiene la regién diana de acido nucleico. La cantidad deseada puede variar, y esta determinada
por la funcién para la que va a servir el polinucleétido producto.

El método de la PCR se lleva a cabo en una forma en donde todos los reactivos se anaden de forma simultanea, en
una etapa. En una realizacion preferida, la reaccién de RT-PCR se lleva a cabo como un procedimiento automatico
que usa una enzima termostable como Tth. En un método preferido, la reaccion de RT-PCR se lleva a cabo en un
tipo de termociclador que tiene capacidad de leer hasta 4 colorantes fluorescentes diferentes y
desarrollados/fabricados para los ensayos de PCR en tiempo real y de uso comercial.

Los expertos en la técnica también seran conscientes de los problemas de contaminacién de una PCR por el acido
nucleico de bacterias previamente presentes en el agua usada para el tampén y que producen la amplificacion no
especifica o de fondo. Se proporcionan métodos para reducir estos problemas usando el tampén, reactivos y
enzimas adecuados para evitar fragmentos de cadena de acido nucleico con un tamafio mayor de 100 pb. Todos los
reactivos usados en la reaccion de RT-PCR deben ser procesados antes de usar. Durante la amplificacion por la
PCR, los polinucleétidos diana se pueden detectar directamente por hibridacién con un polinucleétido sonda que
forma un hibrido estable con la secuencia diana en condiciones de hibridacion y lavado de restriccion alta a
restriccion baja. Las sondas tipicamente estan marcadas con sistemas de marcaje no radiactivos, tales como
fluoresceinas y sistemas derivados.

Para la sintesis del ADNc, la actividad de transcriptasa inversa y con la actividad de polimerasa dependiente de ADN
que permite la combinacion de RT y PCR en una reaccién en un solo tubo, tal como la ADN polimerasa Tth o una
enzima similar a la ADN polimerasa Tth, y cebadores polinucleétidos con una secuencia de nucleétidos seleccionada
del grupo que consiste en SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 5, SEQ ID N° 8, SEQ ID N° 10, SEQ ID N° 12, SEQ
ID N° 14, SEQ ID N° 16, SEQ ID N° 18, SEQ ID N° 20, SEQ ID N° 21, SEQ ID N° 23, SEQ ID N° 25, SEQ ID N° 27,
SEQ ID N° 29 y SEQ ID N° 31, en condiciones que permiten la hibridacion del polinucleétido a la region diana del
ribonucledtido y la actividad de transcriptasa inversa de dicha polimerasa o enzima como la Tth; y (c) se amplificaron
los ADNc formados hasta un nivel detectable por la reaccién en cadena de la polimerasa con dicha enzima
polimerasa como la ADN polimerasa Tth y cebadores y sondas polinucleétidos con una secuencia de nucleétidos
seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID N° 1 a SEQ ID N° 60.

Mas en particular, la combinacién preferida de cebadores y sondas usados para detectar ARNm bacteriano, virico y
humano, consiste en las secuencias:

Prevotella melaninogenica (ATCC 25845, n° de acceso en Genbank AJ 555137)

SeqIDN°1+SeqIDN°2+SeqIDN°32,0SeqIDN°1+SeqIDN°2+SeqIDN°49, 0SeqIDN°3+SeqlIDN°2
+SeqIDN°49,0SeqIDN°1+SeqIDN°4+SeqIDN°32,0SeqIDN°3+SeqIDN°5+ SeqIDN°49

Streptococcus mitis (ATCC 15914, n° de acceso en Genbank AJ617805)

SeqIDN°6+SeqIDN°8+SeqIDN°500SeqIDN°7+SeqIDN°8+SeqIDN°330SeqIDN°7+SeqIDN°8+
Seq ID N° 51

Capnocytophaga gingivalis (ATCC 33624, n° de acceso en Genbank AF543295)
SeqIDN°9 + Seq IDN° 10 + Seq ID N°34 0 Seq ID N°9 + Seq ID N° 10 + Seq ID N° 52
Micrococcus luteus (ATCC 53598D, n° de acceso en Genbank AM285006)

Seq ID N° 11 + Seq ID N° 12 + Seq ID N° 35, 0 Seq ID N° 11 + Seq ID N° 12 + Seq ID N° 53
Papilomavirus humano 16 (ATCC 45113, n° de acceso en Genbank EF422141),

Seq ID N° 13 + Seq ID N° 14 +Seq ID N° 36
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Papilomavirus humano 18 (ATCC 45152, n° de acceso en Genbank EF422111)
Seq ID N° 15 + Seq ID N° 16 + Seq ID N° 37
ARNmM de beta actina (n° de acceso en Genbank X00351)

Seq IDN°17 + Seq ID N° 18 +Seq ID N° 38 0 Seq ID N° 17 + Seq ID N° 18 + Seq ID N° 39 0 Seq ID N° 17 + Seq ID
N° 18 +Seq ID N° 54 0 Seq ID N° 17 + Seq ID N° 18 + Seq ID N° 55 0 Seq ID N° 19 + Seq ID N° 20 + Seq ID N° 40 o
Seq ID N°19 + Seq ID N° 20 + Seq ID N°41 0 Seq ID N° 19 + Seq ID N° 20 + Seq ID N° 56

ARNmM de SSAT (n° de acceso en Genbank NM002970)

Seq ID N°22 + Seq ID N° 23 + Seq ID N°42 0 Seq ID N° 22 + Seq ID N° 23 + Seq ID N° 57 0 Seq ID N° 24 + Seq ID
N° 25 + Seq ID N° 43

ARNmM de H3F3A (n° de acceso en Genbank NM002107)

Seq ID N° 26 + Seq ID N° 27 +Seq ID N° 44 o0 Seq ID N° 26 + Seq ID N° 27 + Seq ID N° 58 0 Seq ID N° 26 + Seq ID
N° 27 + Seq ID N° 45 0 Seq ID N° 28 + Seq ID N° 29 + Seq ID N° 46 o Seq ID N° 28 + Seq ID N° 29 + Seq ID N° 59

ARNmMm de IL8 (n° de acceso en Genbank NM000584)

Seq IDN° 30 + Seq IDN° 31+ SeqID N°47 o0 Seq ID N° 30 + Seq ID N° 31 + Seq ID N° 48 o Seq ID N° 30 + Seq ID
N° 31 + Seq ID N° 60

También, de acuerdo con la invencion, las sondas preferidas usadas para detectar ARNm bacteriano, virico y
humano fijado en una superficie de micromatriz, se seleccionan del grupo que consiste en las SEQ ID N° 32 a SEQ
ID N° 60.

Ejemplo 3: Analisis de marcadores genéticos en la fraccion de fluido por mas de 2 etapas separadas

1- La muestra de saliva (hasta 1000 pl) se mezcla con un tampdén de dilucion (reactivo estéril exento de nucleasa) y
se pasa a un tubo de plastico de poli(tereftalato de etileno) (PET) estéril. El reactivo conservante y un acido nucleico
conocido (ribonucleétido sintético puro) se calibran para preparar hasta 3 ml de saliva asociada con el tampén de
dilucién. El procedimiento completo debe realizarse en menos de 2 min. Este procedimiento permite la conservacion
inmediata de los acido nucleicos totales a temperatura ambiente durante hasta 10 dias para permitir retrasos en el
transporte por correo ordinario al laboratorio.

2- Se lleva a cabo la lisis en el laboratorio, se transfieren hasta 1000 ul de liquido del tubo de plastico de PET a un
tubo estéril de 2 ml con hasta 1 ml de tampon de lisis y después se incuban a 35°C +/- 2°C durante hasta 1 h.

3- El lisato se procesa para la purificaciéon de los acidos nucleicos totales con silice magnética o perlas de
poliestireno o columnas con disefio en embudo que tienen membrana de silice Miniprep Spin para concentrar el
acido nucleico en la circulacion del plasma. El volumen de elucion es hasta 100 pl. Se usan 5-2 pl (hasta 5 pl) de
extracto de acidos nucleicos puro para la RT-PCR en tiempo real en una etapa (RotorGene) con enzima como Tthy
el siguiente programa con la sonda Tagman: I: transcripcion inversa 61°C/20 min (20°C/s), II: Desnaturalizacion
95°C/30 s (20°C/s), lll: PCR (35 ciclos) 95°C/5 s (20°C/s) 60°C/30 s (20°C/s). La fluorescencia emitida se mide al
final de los 60°C.

Ejemplo 4: Analisis de la fraccion de fluido de la muestra de saliva usando micromatrices

1- La muestra de saliva (hasta 1000 pl) se mezcla con un tampon de dilucidn (agua estéril exenta de nucleasa) y se
pasa a un tubo de plastico de poli(tereftalato de etileno) (PET) estéril. El reactivo conservante y un acido nucleico
conocido (ribonucleétido sintético puro) se calibran para preparar hasta 3 ml de saliva asociada con el tampén de
dilucién. El procedimiento completo debe realizarse en menos de 2 min. Este procedimiento permite la conservacion
inmediata de los acido nucleicos totales a temperatura ambiente durante hasta 10 dias para permitir retrasos en el
transporte por correo ordinario al laboratorio.

2- Se lleva a cabo la lisis en el laboratorio, se transfieren hasta 1000 pl de liquido del tubo de plastico de PET a un
tubo estéril de 2 ml con hasta 1 ml de tampon de lisis y después se incuban a 35°C +/- 2°C durante hasta 1 h.

3- El lisato se procesa para la purificaciéon de los acidos nucleicos totales con silice magnética o perlas de
poliestireno o columnas con disefio en embudo que tienen membrana de silice en Miniprep Spin para concentrar el
acido nucleico en la circulacion del plasma. El volumen de elucion es hasta 100 pl. Se usan 5-2 pl (hasta 5 pl) de
extracto de acidos nucleicos puro para la RT-PCR en una etapa con enzima como Tth y el siguiente programa sin
sondas: |: transcripcion inversa 61°C/20 min (20°C/s), Il: Desnaturalizacion 95°C/30 s, lll: PCR (35 ciclos) 95°C/20 s,
60°C/20 s, 70°C/30 s.

Los cebadores estan marcados con Cy5 de fluorescencia. Las sondas se han aplicado como recubrimiento sobre la

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2441 586 T3

superficie de un portaobjetos de PET usando brazos de oligonucleétidos.

Se mezclan 5 pl del ADN amplificado con 30 ul de tampén de hibridacion y se incuban 2 min a 95°C. Se hibridan 25
pl del ADN amplificado desnaturalizado sobre la micromatriz a temperatura ambiente durante 10 min, se lavan
brevemente en dos tampones de lavado. La micromatriz se seca y se mide la fluorescencia en un escaner y se
compara con las referencias.

Ejemplo 5: Analisis de la fraccion de fluido de saliva usando instrumento de diagnéstico inmediato por PCR
en tiempo real asociado a un cartucho de microfluidos capaz de extraer y amplificar acidos nucleicos totales
(solucion GeneXpertTM de Cepheid Inc o sistema LiatTM de Iquum Inc).

1- La muestra de saliva (hasta 1000 pl) se mezcla con un tampon de dilucién (agua estéril exenta de nucleasa) y se
pasa a un tubo de plastico de poli(tereftalato de etileno) (PET) estéril. El reactivo conservante y un acido nucleico
conocido (ribonucleétido sintético puro) se calibran para preparar hasta 3 ml de saliva asociada con el tampén de
dilucion.

El procedimiento completo debe realizarse en menos de 2 min.

Este procedimiento permite la conservacion inmediata del acido nucleico total a temperatura ambiente durante hasta
10 dias para permitir retrasos en el transporte por correo ordinario al laboratorio o el analisis directo en el consultorio
médico o dental.

2- Se transfieren hasta 3 ml o 5 ml de saliva en reactivo de estabilizaciéon a la camara del cartucho de microfluidos
que tiene tampodn de lisis para el procesamiento para purificar los acidos nucleicos totales con perlas de poliestireno
y/o asociados con lisis fisica y/o mecanica. Sin intervencion de ningun técnico, 2 ul (hasta 5 pl) de acidos nucleicos
puros extraidos se transfieren a la camara de RT-PCR en tiempo real, en una etapa, que tiene enzima como la Tth 'y
reactivos de PCR mezclados asociados y le sigue el programa

- con la sonda Tagman: I: transcripcion inversa 61°C/20 min (20°C/s), Il: Desnaturalizacion 95°C/30 s (20°C/s), lII:
PCR (35 ciclos) 95°C/5 s (20°C/s) 60°C/30 s (20°C/s). La fluorescencia emitida se mide al final de los 60°C.

Ejemplo 6: Evaluacion del exceso de expresion de varios marcadores genéticos en la saliva de pacientes
con cancer oral por PCR cuantitativa

1- La muestra de saliva (hasta 1000 pl) se mezcla con un tampdn de dilucion (agua estéril exenta de nucleasa) y se
pasa a un tubo de plastico de poli(tereftalato de etileno) (PET) estéril. El reactivo conservante y un acido nucleico
conocido (ribonucleétido sintético puro) se calibran para preparar hasta 3 ml de saliva asociada con el tampén de
dilucién. El procedimiento completo debe realizarse en menos de 2 min. Este procedimiento permite la conservacion
inmediata de los acido nucleicos totales a temperatura ambiente durante hasta 10 dias para permitir retrasos en el
transporte por correo ordinario al laboratorio.

2- Se lleva a cabo la lisis en el laboratorio, se transfieren 250 ul de liquido del tubo de plastico de PET a un tubo
estéril de 2 ml con proteinasa K y después se incuban a 56°C +/- 2°C durante hasta 1 h. Se incuba la muestra antes
de la lisis con un tampon de lisis, 10 min a 70°C +/-2°C.

3- El lisato se procesa para la purificaciéon de los acidos nucleicos totales con columnas con disefio en embudo que
tienen membrana de silice en Miniprep Spin capaces de concentrar el acido nucleico. El volumen de elucién es
hasta 100 pl. Se usan 2 pl (hasta 5 pl) de extracto de acidos nucleicos puro para las RT-PCR en una etapa con
enzima como Tth y para las PCR en una etapa con enzima como ADN polimerasa. Se lleva a cabo el siguiente
programa para la RT-PCR en una etapa: I: transcripcion inversa 48°C/15 min, Il: Desnaturalizacion 95°C/10 s, IlI:
PCR (40 ciclos) 95°15 s, 60°/60 s. Se lleva a cabo el siguiente programa para la PCR en una etapa: I:
Desnaturalizacion 95°C/30 s, Ill: PCR (45 ciclos) 95°C/10 s, 60°C/ 10 s, 72°C/35 s.

Las PCR en una etapa, usando los cebadores de SEQ ID N° 1, SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 7, SEQ ID N° 8, SEQ ID N°
9 y SEQ ID N° 10 permiten amplificar el ADN de Prevotella melaninogenica, Streptococcus mitis y Capnocytophaga
gingivalis respectivamente. El sistema de deteccion y cuantificacion es un sistema Syber Green, o un sistema de
sonda que usa la SEQ ID N° 32 o SEQ ID N° 49 para la cuantificacion de Prevotella melaninogenica, SEQ 1D N° 33
o0 SEQ ID N° 51 para la cuantificacién de Streptococcus mitis y SEQ ID N° 34 o SEQ ID N° 52 para la cuantificacion
de Capnocytophaga gingivalis.

Las RT-PCR en una etapa, usando los cebadores de SEQ ID N° 26, SEQ ID N° 27 o SEQ ID N° 28, SEQ ID N°29y
SEQ ID N° 22 y SEQ ID N° 23 permiten amplificar el ARNm de H3F3A y SSAT respectivamente. El sistema de
deteccion y cuantificacion puede ser un sistema Syber Green o un sistema de sonda usando las SEQ ID N° 44 o
SEQ ID N° 58 0 SEQ ID N° 45 o0 SEQ ID N° 46 o SEQ ID N° 59 para la cuantificacion de H3F3A y SEQ ID N° 42 o
SEQ ID N° 57 para la cuantificacion de SSAT. Cada ensayo se confirma usando los kits de sonda comercial (ABI)
que amplificaban el gen de H3F3A NM005324 en el exon 4 y el gen de SSAT NM 002970 en los exones 3y 4.

Los resultados obtenidos para los pacientes de la poblaciéon con cancer oral frente a los individuos sanos se
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presentan en la tabla 1.

Tabla 1. Exceso de expresion de biomarcador genético en poblacion con cancer oral

Nombre del biomarcador genético Exceso de expresion en la poblaciéon con cancer oral
Streptococcus mitis 2,80 X
Capnocytophaga gingivalis 2,00 X
Prevotella melaninogenica 2,30 X
SSAT 2,63 X
H3F3A 2,56 X

Se concluy6 a partir de estos datos que la “deteccion” de un determinado marcador genético (ADN o ARN) en una
muestra de saliva de un paciente significa que dicha muestra contiene al menos 2 veces la cantidad de dicho
marcador en la poblacién normal.

Es importante que se ha detectado el estado tumorigeno de 11 muestras entre 17 usando los marcadores genéticos
SSAT, H3F3A y la secuencia de la bacteria Streptococcus mitis. Por lo tanto, se puede concluir que la deteccion de
al menos 3 marcadores genéticos en la saliva de un sujeto humano permite diagnosticar un cancer oral con una
sensibilidad de 64%. En otras palabras, la deteccion del ARNm de SSAT, el ARNm de H3F3A y la secuencia de la
bacteria Streptococcus mitis indican que el sujeto humano tiene un riesgo superior a 60% de desarrollar un cancer
oral.

Por consiguiente, no se considera que la IL8 sea un marcador significativo para el cancer oral en la saliva.
Ejemplo 7: Analisis de los compuestos organicos volatiles en la fraccion volatil de la saliva

Se sabe desde hace un tiempo, que se pueden extraer los compuestos volatiles de muestras de fluidos de la
cavidad oral, dando la posibilidad de explorar la saliva como material a analizar para enfermedades patégenas
(Volozhin et al. Stomatologiia (mosk), 2001;80(1):9-12).

En el presente caso, se pone 1 ml de disolucién de saliva en un vial de vidrio con 10 pl de la disoluciéon de referencia
con 1 ppm de 3 referencias (1-bromobutano, 1-bromobenceno y 1,4-dibromobenceno; disolucién final con 1 ppm
preparada en agua pura).

Las muestras se ponen a temperatura ambiente durante al menos 1 h antes del analisis. Las muestras se calientan a
40°C durante 10 min y después se lleva a cabo la extraccion de los compuestos volatiles a 40°C, usando una fibra
CAR/PDMS (conjunto de fibra de SPME CAR/PDMS de 75 pm (Supelco, Bellefont, PA, EE.UU.)), durante 30 min.
Después, el analisis se llevd a cabo usando GC/MS. La temperatura del puerto de inyeccion de GC es 280°C. La
inyeccion de las moléculas volatiles en GC/MS se lleva a cabo por desorcion térmica de la fibra a 280°C. La
separacion de los compuestos volatiles se llevd a cabo con una columna capilar no polar. El programa de
temperatura de la columna era: temperatura inicial de 45°C durante 5 min, después aumento a 3°C/min a 230°C
durante 2 min. Los espectros de masas se miden por impacto electrénico a 70 eV.

La identificacion de las moléculas volatiles se obtiene por:
- comparacion de los indices de retencion experimentales con los del banco de datos interno
- comparacion de los espectros experimentales con los del banco Wiley 275K.

Los resultados del analisis exhaustivo de todos los compuestos organicos volatiles encontrados en la fraccion volatil
de la saliva humana se recogen en la tabla 2.

Tabla 2: Compuestos organicos volatiles en la fraccion volatil de la saliva humana

Nombre de la molécula numero CAS

1,2-diclorobenceno 95-50-1

disulfuro de carbono 137-26-8
acido bencenocarboxilico 65-85-0

acido heptanoico 111-14-8
acido nonanoico 112-05-0
acido octanoico 124-07-2
acido pentanoico 109-52-4
2-metil-2-propenal 78-85-3
butanal 123-72-8
3-metil-butanal 590-86-3
decanal 112-31-2
etanal 75-07-0
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Nombre de la molécula

numero CAS

heptanal 111-71-7
hexanal 66-25-1
2-etil-hexanal 123-05-7
nonanal 124-19-6
octanal 124-13-0
2-metil-propanal 78-84-2
4 4-dimetil-2-metilen-valeraldehido 5375-28-0
1-metil-7-oxabiciclo[4.1.0]heptano 1713-33-3
metil-ciclopentano 96-37-7
decano 124-18-5
hexano 110-54-3
metilciclohexano 108-87-2
nonano 111-84-2
2,2 4-trimetil-pentano 540-84-1
2-metil-pentano 107-83-5
3-metil-pentano 96-14-0
benceno 71-43-2
etilbenceno 100-41-4
hidroxitolueno butilado 128-37-0
deshidro-p-cimeno 1195-32-0
dibenzofurano 132-64-9
m-xileno 108-38-3
o-xileno 95-47-6
p-cimeno 99-87-6
estireno 100-42-5
tolueno 108-88-3
3,5,5-trimetil-1-hexeno 4316-65-8
2,5,5-trimetil-2-hexeno 40467-04-7
éster etilico del acido 2-metilbutanoico 7452-79-1
éster etilico del acido 3-metilbutanoico 108-64-5
tiolacetato de metilo 1534-08-3
butanoato de etilo 105-54-4
propanoato de etilo 105-37-3
etil-N-metilcarbamato 105-40-8
acetato de metilo 79-20-9
2-metil-1,3-dioxolano 497-26-7
éter de terc-butilo y etilo 637-92-3
bromoetano 74-96-4
bromometano 74-83-9
clorobutanol 57-15-8
dibromometano 74-95-3
diclorometano 75-09-2
3-bromo-heptano 1974-05-6
1-cloro-hexano 544-10-5
3-cloro-hexano 2346-81-8
2-cloro-4-(1,1-dimetilpropil)-fenol 98-28-2
tribromometano 75-25-2
1H-pirrol 109-97-7
1-metil-1H-pirrol 96-54-8
2-furfural 98-01-1
2-acetil-furano 1192-62-7
2-etil-furano 3208-16-0
2-pentil-furano 3777-69-3
3-metil-furano 930-27-8
5-metil-2-propionil-furano 33978-70-0
pirazina 290-37-9
2,5-dimetil-pirazina 123-32-0
etilpirazina 13925-00-3
metilpirazina 109-08-0
piridina 110-86-1
2-butenonitrilo 4786-20-3
2-piperidinona 675-20-7
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Nombre de la molécula

numero CAS

3-butenonitrilo 109-75-1
bencenoisocianato 103-71-9
benzonitrilo 100-47-0
3-metil-butanonitrilo, 625-28-5
isociano-etano 624-79-3
isocianato de etilo 109-90-0
propanonitrilo 107-12-0
2-metil-propanonitrilo 78-82-0
1-hexanol 111-27-3
2-etil-1-hexanol 104-76-7
1-pentanol 71-41-0
2-metil-1-propanol 78-83-1
2-butanol 15892-23-6
2-metil-2-butanol 75-85-4
2,5-dimetil-2-hexanol 3730-60-7
2-metil-2-pentanol 590-36-3
2-metil-2-propanol 75-65-0
3-hexanol 623-37-0
etanol 64-17-5
fenol 108-95-2
4-(1,1-dimetilpropil)-fenol 80-46-6
escatol 83-34-1
1,3-isobenzofuranodiona 85-44-9
2,3-octanodiona 585-25-1
3-metil-2,4-pentanodiona 815-57-6
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona 719-22-2
2-butanona 78-93-3
3,3-dimetil-2-butanona 75-97-8
3-hidroxi-2-butanona 513-86-0
3,4 ,4-trimetil-2-ciclohexen-1-ona 17299-41-1
2,3-dimetil-2-ciclopenten-1-ona 1121-05-7
3-metil-2-ciclopenten-1-ona 2758-18-1
3-metil-2-hexanona 2550-21-2
2-metil-2-ciclopenten-1-ona 1120-73-6
3-heptanona 106-35-4
5-metil-3-hepten-2-ona 5090-16-4
3-octanona 106-68-3
3-metil-3-penten-2-ona 565-62-8
6-metil-5-hepten-2-ona 110-93-0
acetofenona 98-86-2
ciclohexanona 108-94-1
2-metil-ciclopentanona 1120-72-5
3-metil-ciclopentanona 1757-42-2
metilbutanona 563-80-4
p-metilacetofenona 122-00-9
disulfuro de dimetilo 624-92-0
metanotiol 74-93-1
dimetil-sulfona 67-71-0
sulfuro de dimetilo 75-18-3
(Z)-cariofileno 118-45-0
anetol (E) 4180-23-8
a-pineno 80-56-8
a-terpineol 10482-56-1
a-tuyeno 2867-05-2
b-burboneno 5208-59-3
b-cariofileno 87-44-5
b-pineno 127-91-3
canfeno 79-92-5
carvona 2244-16-8
cis-p-mentan-3-ona 491-07-6
dihidromircenol 18479-59-9
eucaliptol 470-82-6
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Nombre de la molécula numero CAS

limoneno 138-86-3
m-menta-6,8-dieno 1461-27-4
neo-mentol 491-01-0
piperitona 89-81-6

p-ment-3-eno 500-00-5
trans-p-mentan-3-ona 89-80-5

benzaldehido 100-52-7
2-octanona 111-13-7
2-heptanona 110-43-0
2,3-pentanodiona 600-14-6
3-metil-2-pentanona 565-61-7
acido acético 64-19-7

3-hexanona 589-38-8
2-metil-1-propeno 115-11-7
2-metil-benzaldehido 529-20-4
acido propanoico 79-09-4

acido butanoico 107-92-7
2-metil-3-pentanona 565-69-5
4,4-dimetil-2-pentanona 590-50-1

acetato de etilo 141-78-6
3-metil-tiofeno 616-44-4
2-pentanona 107-87-9
2-hexanona 591-78-6
acido isovalérico 503-74-2
4-metil-2-pentanona 108-10-1

2-metil-2-buteno 513-35-9
1-propanol 71-23-8

(E)-2-metil 2-butenal 497-03-0
acido 2-metil-butanoico 116-53-0
2-propanol 67-63-0

acido isobutirico 79-31-2

2-metil-1-propenil-benceno 768-49-0
acido hexanoico 142-62-1

acetona 67-64-1

acido 4-metil-pentanoico 646-07-1

(cis)-1,2-dimetilciclopropano 930-18-7
p-cresol 106-44-5
2,3-butanodiona 431-03-8
3-metil-1-butanol 123-51-3
m-metil-acetofenona 585-74-0
5-metil-3-hexen-2-ona 5166-53-0
indol 120-72-9
3,4-dimetil-3-hexen-2-ona 1635-02-5
pentanal 110-62-3
2,3-dimetil-2-pentanol 4911-70-0
m-cimeno 535-77-3
ciclohexanona 108-94-1

anilina 62-53-3

2-metil-furano 534-22-5
2,4 dimetil-3-pentanona 565-80-0
3-metil-3-buten-2-ona 814-78-8
hexanonitrilo 628-73-9
heptanonitrilo 629-08-3
pentanonitrilo 110-59-8
butanonitrilo 109-74-0
acrilonitrilo 107-13-1

A partir de los estudios experimentales de los autores de la invencién, se han identificado 192 moléculas volatiles en
la fraccion volatil de la saliva humana (tabla 2). Los principales compuestos volatiles identificados en la saliva son
cetonas, acidos, aldehidos, alcoholes y compuestos aromaticos.
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Entre estos compuestos, se han preseleccionado 57 compuestos volatiles para usar como posible factor
discriminante de biomarcadores para la deteccion temprana del cancer oral (tabla 3)

Tabla 3: Compuestos volatiles potencialmente indicativos de la susceptibilidad al cancer oral

Nombre de la molécula numero CAS

benzaldehido 100-52-7
2-octanona 111-13-7
2-heptanona 110-43-0
2,3-pentanodiona 600-14-6
3-metil-2-pentanona 565-61-7
acido acético 64-19-7

3-hexanona 589-38-8
2-metil-1-propeno 115-11-7
2-metil-benzaldehido 529-20-4
acido propanoico 79-09-4

acido butanoico 107-92-7
2-metil-3-pentanona 565-69-5
4,4-dimetil-2-pentanona 590-50-1

acetato de etilo 141-78-6
3-metil-tiofeno 616-44-4
2-pentanona 107-87-9
2-hexanona 591-78-6
acido isovalérico 503-74-2
4-metil-2-pentanona 108-10-1

2-metil-2-buteno 513-35-9
1-propanol 71-23-8

(E)-2-metil-2-butenal 497-03-0
acido 2-metil-butanoico 116-53-0
2-propanol 67-63-0

acido isobutirico 79-31-2

2-metil-1-propenilbenceno 768-49-0
acido hexanoico 142-62-1

acetona 67-64-1

acido 4-metil-pentanoico 646-07-1

(cis)-1,2-dimetilciclopropano 930-18-7
p-cresol 106-44-5
2,3-butanodiona 431-03-8
3-metil-1-butanol 123-51-3
m-metil acetofenona 585-74-0
5-metil-3-hexen-2-ona 5166-53-0
indol 120-72-9
3,4-dimetil-3-hexen-2-ona 1635-02-5
pentanal 110-62-3
2,3-dimetil-2-pentanol 4911-70-0
m-cimeno 535-77-3
ciclohexanona 108-94-1

anilina 62-53-3

2-metil-furano 534-22-5
2,4-dimetil-3-pentanona 565-80-0
3-metil-3-buten-2-ona 814-78-8
hexanonitrilo 628-73-9
heptanonitrilo 629-08-3
pentanonitrilo 110-59-8
butanonitrilo 109-74-0
3-metil-2-pentanona 565-61-7
metilbutanona 563-80-4
butanal 123-72-8
hexanal 66-25-1

fenol 108-95-2
m-xileno 108-38-3
p-xileno 106-42-3
etanal 75-07-0
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Nombre de la molécula numero CAS
benceno 71-43-2
acrilonitrilo 107-13-1

De acuerdo con los resultados de los autores de la invencion, al menos 19 de estos 57 compuestos estan realmente
correlacionados con el cancer oral, como se muestra a continuacion.

Ejemplo 8: Cuantificacion de los compuestos volatiles identificados en pacientes con cancer/sanos

La cuantificacion de los compuestos volatiles se hace por comparacion con controles de referencia que se han
afadido en el tampoén de conservacion al principio del experimento. En este caso, se han usando las siguientes
referencias moleculares:

1-bromobutano (nimero CAS 109-65-9)
1-bromobenceno (numero CAS 108-86-1)
1,4-dibromobenceno (numero CAS 106-37-6)

Tabla 4: Biomarcadores particulares indicativos de la predisposicion al cancer oral

Nombre del biomarcador Exceso de expresion en la poblacion Exceso de expresién en la poblacion
con cancer oral normal

2,3-pentanodiona 6,00 X

3-metiltiofeno 1,50 X

acetona 2,30 X

hexanitrilo 3,00 X

benzaldehido 1,80 X

3-metil-2-pentanona 2,10 X

2,3-butanodiona 4,40 X

2-propanol 2,80 X

acetato de etilo 3,90 X

1-propanol 1,90 X

hexanal 1,60 X

5-metil-3-hexen-2-ona 1,70 X

m- y p-xileno 1,50 X

2-metil-2-butenal (E) 1,90 X

2-metil-2-buteno 2,00 X

2-metil-1-propeno 3,30 X

(cis)-1,2-dimetilciclopropano 1,70 X

A partir de estos datos se concluyé que la “deteccion” de un determinado compuesto volatil en una muestra de saliva
de un paciente significa que dicha muestra contiene al menos 1,5 veces la cantidad de dicho compuesto en la
poblacién normal.

Ejemplo 9: Analisis estadistico de la presencia de compuestos organicos bioquimicos en la saliva de
pacientes con cancer oral frente a individuos sanos

Se usa el software STATISTICA version 8.0 de StatSoft Francia (2007) para el analisis de datos. Se ensayaron las
significancias de las diferencias entre los grupos por andlisis discriminante factorial (FDA). Asi se pueden visualizar
graficamente las similitudes o las diferencias de las muestras.

La identificacion de las moléculas volatiles se obtiene por:
- Comparacion de los indices de retencion experimentales con los del banco de datos interno,

- Comparacion de los espectros experimentales con los del banco Wiley 275K y NIST 2.0d, construido en abril de
2005.

- Modelo estadistico 1

La poblacion total ensayada es 45 sujetos humanos de dos areas geograficas medioambientales distintas. La
poblacion con cancer oral se confirma por diagndstico visual realizado por un centro anticancer.

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo con 109 compuestos volatiles. Las abundancias de las moléculas en
cada muestra se refirieron respecto a las abundancias de las 3 referencias internas analizadas en la saliva. Los
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compuestos volatiles principales identificados en la saliva son cetonas, acidos, aldehidos, alcoholes y compuestos
aromaticos. Todas las muestras tienen una abundancia grande en acido hidrazoico procedente directamente de la
disolucién tampoén de conservacion.

De los 108 compuestos volatiles, 49 son significativos para separar el grupo de “tumor” del grupo de referencia. Un
analisis factorial discriminante de estas variables permite clasificar bien 97,78% de las muestras con 4 compuestos
volatiles: hexanonitrilo, 2,3-pentanodiona, 3-metiltiofeno y acetona. Solo se ha detectado 1 falso positivo con el
modelo estadistico 1.

- Modelo estadistico 2

La poblacion total ensayada es 45 sujetos humanos de dos areas geograficas medioambientales distintas. La
poblacién con cancer oral se confirma por diagnoéstico visual realizado por un centro anticancer.

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo con 108 compuestos volatiles. Las abundancias de las moléculas en
cada muestra se refirieron respecto a las abundancias de las 3 referencias internas analizadas en la saliva. Los
compuestos volatiles principales identificados en la saliva son cetonas, acidos, aldehidos, alcoholes y compuestos
aromaticos. Todas las muestras tienen una abundancia grande en acido hidrazoico procedente directamente de la
disoluciéon tampoén conservante.

Todos los compuestos volatiles nitrilos se eliminaron del modelo estadistico nUmero 2. Para este estudio, los 10
compuestos que constituyen los “nitrilos” no se tuvieron en cuenta.

De los 98 compuestos volatiles restantes, un ensayo ANOVA de acuerdo con el factor de “tumor” mostré que 45
componentes son significativos para separar el grupo de “tumor” del grupo de referencia.

Un analisis factorial discriminante de estas variables permite clasificar bien 93,33% de las muestras con 4
compuestos volatiles: benzaldehido, acetona, 2,3-pentanodiona y 2-metil-2-buteno. Las 3 primeras moléculas estan
del lado del grupo de “tumor” y el 2-metil-2-buteno del lado del grupo de control. Se detectaron 3 falsos negativos y 1
falso positivo con el modelo estadistico 2.

Para concluir, este estudio destaca la estrecha unién que existe entre 14 compuestos organicos (en concreto,
hexanonitrilo, 2,3-pentanodiona, 3-metiltiofeno, 2-metil-2-butileno, 3-metil-2-pentanona, 2,3-butanodiona, 2-propanol,
acetato de etilo, 1-propanol, hexanal, 5-metil-3-hexen-2-ona, m-xileno, p-xileno, 2-metil-2-butenal (E)) y el cancer
oral en seres humanos. Hay que destacar que ninguno de ellos se habia encontrado nunca en el aire exhalado
(Mashir A, Advanced Powder Technology, 2009).

Ejemplo 10: Ensayo de diagnostico basado en las proporciones de moléculas organicas especificas

Se usa el software STATISTICA version 8.0 de StatSoft Francia (2007) para el andlisis de datos. Se ensayaron las
significancias de las diferencias entre los grupos por andlisis discriminante factorial (FDA). Asi se pueden visualizar
graficamente las similitudes o las diferencias de las muestras.

La poblacion total ensayada es 52 sujetos humanos de dos areas geograficas medioambientales distintas. La
poblacién con cancer oral se confirma por diagnoéstico visual realizado por un centro anticancer.

Se usan los siguientes compuestos organicos volatiles en el ensayo de diagndstico:
3-Metil- 2-pentanona (nimero CAS: 565-61-7)
Metilbutanona (numero CAS: 563-80-4)
2,4-Dimetil-3-pentanona (numero CAS: 565-80-0)
Benceno (numero CAS: 71-43-2)

Fenol (numero CAS: 108-95-2)

2,3-Butanodiona (nimero CAS: 431-03-8)
5-Metil-3-hexen-2-ona (nimero CAS: 5166-53-0)
2-Metil-1-propeno (nimero CAS: 115-11-7)
Butanal (numero CAS: 123-72-8)

Hexanal (numero CAS: 66-25-1)

2-Propanol (nimero CAS: 67-63-0)
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Acetato de etilo (numero CAS: 141-78-6)

Hexanonitrilo (nimero CAS: 628-73-9)

1-Propanol (nimero CAS: 71-23-8)

(cis)-1,2-dimetilciclopropano (numero CAS: 930-18-7)

m- y p-Xileno (nimero CAS: 108-38-3 y numero CAS: 106-42-3)

(E) 2-Metil-2-butenal (nimero CAS: 497-03-0)

3-Metiltiofeno (nimero CAS: 616-44-4)

Etanal (numero CAS: 75-07-0)

Se calcularon los valores de la mediana por grupo para las siguientes proporciones:
- 3-metil-2-pentanona / metilbutanona

- 2,4-dimetil-3-pentanona / benceno

- fenol /2,3-butanodiona

- 5-metil-3-hexen-2-ona / 2-metil-1-propeno

- butanal / hexanal

- 2-propanol / acetato de etilo

- hexanonitrilo / 1-propanol

- 2-propanol / (cis)-1,2-dimetilciclopropano

- m-xileno / 2-metil-2-butenal

- 3-metil-2-pentanona / 3-metil-tiofeno

- 2,3-butanodiona / etanal

El método estadistico usado es el FDA (Analisis de discriminacion factorial).
Se calcularon los valores de la mediana para cada una de las proporciones.

Se encontré que las 5 proporciones siguientes eran estadisticamente significativas del grupo de pacientes de cancer
oral o grupo de control:

1) 3-metil-2-pentanona / metilbutanona (R1)

2) butanal / hexanal (R56)

3) gexanonitrilo / 1-propanol (R260)

4) 2-propanol / (cis)-1,2-dimetilciclopropano (R266)
5) fenol / 2,3-butanodiona (R269).

Entre estas proporciones, se encontrdé que 2 se correlacionaban de forma reproducible con sujetos sanos, y 3 eran
indicativas de pacientes que padecen cancer oral (tabla 5).

Tabla 5: Valores de la mediana para 5 proporciones correlacionadas con el cancer oral o con la salud.

R1 R56 R260 R266 R269
3-metil-2-pentanona/ | butanal / hexanonitrilo / 2-propanol / (cis)-1,2- | fenol /
metilbutanona hexanal 1-propanol dimetilciclopropano 2,3-butanodiona
Media sanos 0,182 0,233 0,040 2,939 0,696
Media 0,357 0,138 0,089 9,359 0,217
cancer oral

Las 3 proporciones R1 (3-metil-2-pentanona / metilbutanona), R260 (hexanonitrilo / 1-propanol) y R266 (fenol / 2,3-
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butanodiona) estan del lado del grupo de cancer oral y los valores son respectivamente 1,96; 2,24 y 3,18 veces mas
altos en este grupo que en el grupo sano.

Las 2 proporciones R56 (butanal / hexanal) y R269 (fenol / 2,3-butanodiona) estan del lado del grupo sano y son
respectivamente 1,62 y 3,21 veces mas altas en este grupo que en el grupo de cancer oral.

Los valores limitantes absolutos de las proporciones que permiten clasificar los pacientes en potencial “grupo de
cancer oral” se dan en la tabla 6:

Tabla 6: Valores absolutos de las proporciones limitantes que permiten clasificar los pacientes

Relacion/proporcion Condiciones para que la muestra N° de muestras que
sea “riesgo de cancer oral” corresponden a la relacion
3-Metil-2-pentanona / metilbutanona > 0,344 17
Butanal / hexanal < 0,11 10
Hexanonitrilo / 1-propanol > 0,167 3
2-Propanol / (cis)-1,2-dimetilciclopropano | > 10,33 9
Fenol / 2,3-butanodiona < 0,005 4

Para clasificar las muestras es necesario aplicar la siguiente formula (del procedimiento estadistico de FDA) que
tiene en cuenta las 5 proporciones (combinacion lineal de las 5 proporciones variables):

Factor X = 1,8277 - 7,3472*R1 - 0,125*R266 — 14,2293*R260 + 1,2050*R269 + 8,883*R56
Si el factor X < 0,6, la muestra se clasifica en la poblacion con riesgo de cancer oral

Si el factor X > 0,6, la muestra se clasifica en sana

Por lo tanto, el método de la invencién, basandose en:

i) la recuperacion de la fraccion volatil de la saliva de un sujeto humano,

i) la cuantificacion de 10 compuestos organicos bioquimicos (3-metil-2-pentanona, metilbutanona, butanal, hexanal,
hexanonitrilo, 1-propanol, 2-propanol, (cis)-1,2-dimetilciclopropano, fenol y 2,3-butanodiona) en dicha fraccién volatil,

ii) calculo de las proporciones R1, R266, R260, R269 y R56 como se ha mencionado antes,
i) calculo de dicho factor X y su comparacion con el umbral de 0,6,
permite que el experto en la técnica pronostique y/o diagnostique un cancer oral en dicho sujeto humano.

El analisis de las proporciones entre los compuestos organicos: 3-metil-2-pentanona / metilbutanona, butanal /
hexanal, hexanonitrilo / 1-propanol, 2-propanol / (cis)-1,2-dimetilciclopropano, y fenol / 2,3-butanodiona, en la
fraccion volatil de la saliva de un sujeto humano, permite obtener un ensayo muy sensible de la predisposicion al
cancer oral (sensibilidad de 98,077%; 1 falso positivo) (figura 1).

Ejemplo 11: Combinacion de los biomarcadores de la fraccion de fluido y la fraccion volatil para el
diagnostico/prondstico del cancer oral.

Se usa el software STATISTICA version 8.0 de StatSoft Francia (2007) para el analisis de datos. Las significancias
de las diferencias entre los grupos se obtuvieron por analisis discriminante factorial (FDA). Asi se pueden visualizar
graficamente las similitudes o las diferencias de las muestras.

La mejor combinacion de biomarcadores era la siguiente: Strepfococcus mitis + SSAT + H3F3A + hexanonitrilo +
2.3-pentanodiona, 3-metiltiofeno + acetona. El uso de dichos marcadores permite realmente obtener resultados de
100% de sensibilidad como se muestra en la tabla 7.

Tabla 7: Sensibilidad del ensayo de diagndstico basado en biomarcadores de la fraccion de fluido y la fraccion volatil

bacteriano | ARNm | Compuestos volatiles | ARNm bacteriano +| ARNm bacteriano + h

humano | modelo estadistico 1 humano + compuestos volatiles
% de especificidad 76 54 98 83 98
% de sensibilidad 79 32 100 89 100
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<151> 04-08-2008

<160> 70
<170> PatentIn versioén 3.3

<210>1

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo

<400> 1
gtgggataac ctgccgaaag

<210> 2

<211> 25

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso

<400> 2
cccatccatt accgataaat cttta

<210> 3

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo

<400> 3
ggcagactaa tacctgcata g

<210> 4

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso

<400> 4
atccattacc gataaacttt cttc

<210>5

<211> 25

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso

<400> 5
catccccatc cattaccgat aaatc

ES 2441 586 T3

20

25

21

24

25

28
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<210> 6

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo

<400> 6
taccgcataa gagtagatgt t

<210>7

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo

<400>7
cgatagctaa taccgcataa g

<210> 8

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso

<400> 8
caggtccatc tggtagtgat g

<210>9

<211> 23

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo

<400> 9
ggatagcccg gagaaatttg gat

<210> 10

<211> 27

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso

<400> 10
cgtcatcaaa gtacacgtac tccttat

<210> 11

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo

<400> 11
taccggatag gagcgtccac ¢

ES 2441 586 T3
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21

21

23

27

21
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<210> 12

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso

<400> 12
taggccgcega gtccatccaa a

<210> 13

<211> 25

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo

<400> 13
ttgcagatca tcaagaacac gtaga

<210> 14

<211> 27

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso

<400> 14
cagtagagat cagttgtctc tggttgc

<210> 15

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo

<400> 15
agaggccagt gccattegt

<210> 16

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso

<400> 16
gtttctctge gtegttggag t

<210> 17

<211>18

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo

<400> 17
cgtcttcccce tecategt

ES 2441 586 T3
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25
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19

21

18
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<210> 18

<211> 23

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso

<400> 18
agctcattgt agaaggtgtg gtg

<210> 19

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo

<400> 19
aagacctgta cgccaacaca g

<210> 20

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso

<400> 20
cgtcatactc ctgcttgetg

<210> 21

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso

<400> 21
atactcctgc ttgctgatcc ac

<210> 22

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo

<400> 22
ggatcagaaa ttctgaagaa t

<210> 23

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso

<400> 23
accctcttca ctggacagat c

ES 2441 586 T3

23

21

20

22

21

21
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<210> 24

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo

<400> 24
ccagtgaaga gggttggaga c

<210> 25

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso

<400> 25
tggaggttgt catctacagc ag

<210> 26

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo

<400> 26
ggcgctcegt gaaattagac

<210> 27

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso

<400> 27
cgctggaagg gaagtttgc

<210> 28

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo

<400> 28
aaagcaccca ggaagcaac

<210> 29

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso

<400> 29
gcgaatcaga agttcagtgg ac

ES 2441 586 T3
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19
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<210> 30

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo

<400> 30
gagggttgtg gagaagtttt tg

<210> 31

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso

<400> 31
ctggcatctt cactgattct tg

<210> 32

<211> 30

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sonda directa

<400> 32
gcatagtctt cgatgacggc atcagatttg

<210> 33

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sonda directa

<400> 33
gatgttccat gacatttrct t

<210> 34

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sonda directa

<400> 34
attggatggc atcatttgat a

<210> 35

<211>18

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sonda directa

<400> 35
catggtgggt gttggaaa

ES 2441 586 T3

22

22

30

21

21

18
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<210> 36

<211> 33

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sonda directa

<400> 36
aatcatgcat ggagatacac ctacattgca tga

<210> 37

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sonda directa

<400> 37
gctgcaaccg agcacgacag ga

<210> 38

<211>18

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sonda directa

<400> 38
caggcaccag ggcgtgat

<210> 39

<211> 16

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sonda directa

<400> 39
cgagcacggc atcgtc

<210> 40

<211>18

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sonda directa

<400> 40
gcagatgtgg atcagcaa

<210> 41

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sonda directa

<400> 41
aggatgcaga aggagatcac tg

ES 2441 586 T3
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22

18

16
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<210> 42

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sonda directa

<400> 42
taagccaggt tgcaatgagg t

<210> 43

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sonda directa

<400> 43
gcactcctca ctectetgtt g

<210> 44

<211> 26

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sonda directa

<400> 44
tatcagaagt ccactgaact tctgat

<210> 45

<211> 29

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sonda directa

<400> 45
atcagaagtc cactgaactt ctgatycgc

<210> 46

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sonda directa

<400> 46
ggcgctcegt gaaattagac

<210> 47

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sonda directa

<400> 47
ttcattctct gtggtatcc

ES 2441 586 T3
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21

26

29

20

19
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<210> 48

<211>17

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sonda directa

<400> 48
ttcattctct gtggtat

<210> 49

<211> 30

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sonda inversa

<400> 49
caaatctgat gccgtcatcg aagactatge

<210> 50

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sonda inversa

<400> 50
aagyaaatgt catggaacat c

<210> 51

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sonda inversa

<400> 51
aagyaaatgt catggaacat c

<210> 52

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sonda inversa

<400> 52
tatcaaatga tgccatccaa t

<210> 53

<211>18

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sonda inversa

<400> 53
tttccaacac ccaccatg

ES 2441 586 T3
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<210> 54

<211>18

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sonda inversa

<400> 54
atcacgccct ggtgcectg

<210> 55

<211> 16

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sonda inversa

<400> 55
gacgatgccg tgctcg

<210> 56

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sonda inversa

<400> 56
cagtgatctc cttctgcatc ct

<210> 57

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sonda inversa

<400> 57
acctcattgc aacctggctt a

<210> 58

<211> 26

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sonda inversa

<400> 58

atcagaagtt cagtggacitt ctgata

<210> 59

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sonda inversa

<400> 59
gtctaatttc acggagcgcc

ES 2441 586 T3
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20

<210> 60

<211>17

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sonda inversa

<400> 60
ataccacaga gaatgaa

<210> 61

<211> 1761

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica miscelanea

ES 2441 586 T3

17

<223> ARNm humano para beta-actina - NCBI X00351

<400> 61

38



ttgccgatce
cgctegtegt
ccegggecgt
tgggtcagaa
tgaagtaccc
accacacctt
aggcccecct
tcaacacccc
gtaccactgg
aggggtatgc
actacctcat
aaatcgtgcg
tggccacgge
tcatcaccat
tgggcatgga
tggacatccg
ctggcattge
tcaagatcat
cctegetgte
cctccategt
tcttgacaaa
tttttgtttt
acggtgaagg
aggactttga
tacaggaagt
gtcctcteee
gcaaaatttt
gcettegtge
gtctcectgg
tgaataaaag
<210> 62

<211> 1060
<212> ADN

gcegeccgte
cgacaacggc
cttcecectec
ggattcctat
catcgagcac
ctacaatgag
gaaccccaag
agccatgtac
catcgtgatg
cctcceccat
gaagatcctce
tgacattaag
tgcttccage
tggcaatgag
gtcctgtgge
caaagacctg
cgacaggatg
tgctecctcect
caccttcecag
ccaccgcaaa
acctaacttg
gttttggttt
tgacagcagt
ttgcacattg
ccecttgecat
aagtccacac
tttaatcttc
ccceecttec
gagtgggtgg

tgcacacctt

<213> Homo sapiens

ES 2441 586 T3

cacacccgec
tcecggecatgt
atcgtggggce
gtgggcgacg
ggcatcgtca
ctgcgtgtgg
gccaaccgceg
gttgctatcce
gactceggtg
gccatcectge
accgagcgcg
gagaagctgt
tcctecctgyg
cggttccgcect
atccacgaaa
tacgccaaca
cagaaggaga
gagcgcaagt
cagatgtgga
tgcttctagg
cgcagaaaac
ttettttttt
cggttggagc
ttgttttttte
cctaaaagcc
aggggaggtg
gccttaatac
ccctttttgt
aggcagccag

a

gccagctcac
gcaaggccgg
gccccaggcea
aggcccagag
ccaactggga
ctccecgagga
agaagatgac
aggctgtget
acggggtcac
gtctggacct
gctacagcett
gctacgtcge
agaagagcta
gccectgagge
ctaccttcaa
cagtgctgtc
tcactgccecct
actccgtgtg
tcagcaagca
cggactafga
aagatgagat
tttggcttga
gagcatccce
aatagtcatt
accccacttc
atagcattgce
ctttttattt
cccccaactt

ggcttacetg

39

catggatgat
cttcgeggge
ccagggcgtg
caagagaggc
cgacatggag
gcacccegtg
ccagatcatg
atccctgtac
ccacactgtg
ggctggceegg
caccaccacyg
cctggacttce
cgagctgect
actcttccag
ctccatcatg
tggcggcacc
ggcacccagce
gatcggcgge
ggagtatgac
cttagttgceg
tggcatgget
ctcaggattt
caaagttcac
ccaaatatga
tctctaagga
tttcgtgtaa
tgttttattt
gagatgtatg

tacactgact

gatatcgccg
gacgatgccc
atggtgggca
atcctcacce
aaaatctggc
ctgctgaccyg
tttgagacct
gcctctggee
cccatctacg
gacctgactg
gccgagcggg
gagcaagaga
gacggccagg
ccttecttece
aagtgtgacg
accatgtacc

acaatgaaga

‘tccatectgg

gagtceggece
ttacaccctt
ttatttgttt
aaaaactgga
aatgtggccg
gatgcattgt
gaaﬁggccca
attatgtaat
tgaatgatga
aaggcecttttg

tgagaccagt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1500

. 1560

1620

1680

1740

1761
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<221> caracteristica miscelanea
<223> espermidina/espermina N1-acetiltransferasa 1 (SAT1) Homo sapiens, ARNm NCBI NM_002970

<400> 62
cgcgggcecega

tgactgagaa
gtacaggggc
atccgececag
aaatatgaat
tttggagagce
ccggaaggac
ggcaagttat
ggatcagaaa
cacttcettgg
tctgatctgt
aaaatggcaa
aataaattcc
cccattccaa
agtggcaatc
aacaacaagg
aaatgtgtac
tactctttga
<210> 63

<211> 1117
<212> ADN

ctggtgttta
gaggacgctc
ctggtccgea
ccactgeccge
acatggaaga
acccctttta
acagcattgt
tgtatcttga
ttctgaagaa
tagcagaatg
ccagtgaaga
cagaggagtg
caacttctct
agctttatta
tcagatgcag
tggtgtgatc
aatgtacaca

tttaaaaaaa

<213> Homo sapiens

<220>

tccgtcacte
ccgggagacg
aagggaagéa
cgactgcagt
acaagtaatc
ccactgecetyg
tggttttgce
ggacttcttc
tctaagccag
gaatgaacca
gggttggaga
aggagtgctyg
tgctttctat
ccagtggegt
tttggagagt
ttaatatatt
ctggtactta

aaaaaaaaaa

<221> caracteristica miscelanea
<223> H3 histona Homo sapiens, familia 3A (H3F3A), ARNm NCBI NM_002107

<400> 63

gcegaggttc
aatgaggaac
aagcaaaaga

gacatactgc

ttaactgaaa

gttgcagaag
atgtactatt
gtgatgagtg
gttgcaatga
tccatcaact
ctgttcaaga
ctgtagatga
gctgtttgta
tgttgcatgt
cagatctttc
tgaaaaaaac
gagtttctgt

daaaaaaaaa

40

cttgggtcat
cacctectcce
cgaaaatggc
ggctgatcaa
aagatctgcet
tgccgaaaga
ttacctatga
attatagagg
ggtgtcgcetg
tctataaaag
tcgacaagga
caacctccat
gtgaaataat
ttgaaatgag
tccttgaata
ttcattctcg

ttgattcttt

ggtgccagcce
tactgttcaa
taaattcgtg
ggagctggct
agaagatggt
gcactggact
cccgtggatt
ctttggcéta
cagcagcatg
aagaggtgct
gtacttgcta
tctattttag

agaatgagca

gtctgtttaa

tctttcgata
tgagtcattt

tttaataaac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1060
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caattgtgtt
gctcgecgag
tcgtacaaag
tacaaaagcc
caggcctggt
gattcgcaaa
tctgcgette
tggeettttt
aaaagacatc
gggaaacatt
ttctgaacgt
agtggaaaaa
gaatttttaa
acaagtttca
caatgccagce
gtgtttgtag
agttgtccta
agtttgctat
aaaaaaaaaa

<210> 64
<211> 1665
<212> ADN

cgcagccgcee
ctccagecga
cagactgece
gctcgcaaga
actgtggcgce
cttceccttcee
cagagcgeaq
gaagacacca
cagctagcac
tcattctcaa
tagatatttt
taggggacag
tataaatgcg
gcggttcaac
atttggattt
catttttatc
catgcaagta
taaaatacat

aaaaaaaaaa

<213> Homo sapiens

<220>

ES 2441 586 T3

gcecgegecge
aggagaaggyg
gcaaatcgac
gtgcgececte
tccgtgéaat
agcgtctggt
ctatcggtge
acctgtgtge
gccgcatacg
aaaaaaaaaa
ttttecatgg
aaatcaggta
gagacgtaaa
tttataataa
ttttaaaaca
atacagtaga
catgttttta
taaactataa

aaaaaaaaaa

<221> caracteristica miscelanea
<223> interleuquina 8 (IL8) Homo sapiens, ARNm NM_000584

<400> 64

cgtcgetcte
gggtaagtaa
cggtggtaaa
tactggaggg
tagacgttat
gcgagaaatt
tttgcaggag
tatccatgec
tggagaacgt
aaaaatttct
ggtcaaaagg
ttggcagttt
gcattaatgce
ttataaataa
agtaaatttc
ttccatccat
atgttgtctg
aaaaaaaaaa

aaaaaaa

41

caacgccagce
ggaggtctct
gcacccagga
gtgaagaaac
cagaagtcca
gctcaggact
gcaagtgagg
aaacgtgtaa
gcttaagaat
cttcttecctg
tacctaagta
ttccatttte
aagttaaaat
acctgttaaa
ttattgatgg
tcactatact
tcttctgtge

aaaaaaaaaa

gccgectcetce
gtaccatggc
agcaactggce
ctcatcgtta
ctgaacttct
ttaaaacaga
cctatctggt
caattatgcce
ccactatgat
ttattggtag
tatgattgcg
atttgtgtgt
gtttcagtga
tttttctgga
caactaaatg
tttctaactg
tgttcctgta

aaaaaaaaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1117
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ctccataagg
ggaagaaacc
tggctctctt
ggagtgctaa
aatttatcaa
ttgtaaaget
gggttgtgga
tatccaagaa
gtattgtgtg
aatttcagta
atgtaaagta
ttttcctaga
gaatatccga
atcacataaa
tggatttttt
gttccactgt
tacctcacag
aaattatttt
aaatatttgt
gatgttatag
aatcagggtt
gataaacaac
aactaacaat
gtgttgaatt
attagtaatt
tatttaaatg
atgtgctctce
aaacatttaa
<210> 65

<211> 366
<212> ADN

cacaaacttt
accggaagga
ggcagccttce
agaacttaga
agaactgaga
ttctgatgga
gaagtttttg
tcagtgaaga
ggtctgttgt
aacaatgaat
ttatttattt
tattgcacgg
actttaattt
aatgatggga
tctgttaaat
geettggttt
tgatgttgtg
caagtgtaac
gcaagaattt
taaatttatt
tttagattaa
aaataatttt
cctagtttga
acggaataat
tcttgectggt
actgcatttt
caaatttttt

aatataattt

cagagacagc
accatctcac
ctgatttctg
tgtcagtgca
gtgattgaga
agagagctct
aagagggctg
tgccagtgaa
agggttgcca
agtttttcat
gaatctacaa
gagaatatac
caggaattga
caataaattt
ctggcaaccc
ctcctttatt
aggacatgtg
ttattaacct
ggaaaaatag
ttattttaga
acaaacaaac
ttagtataag
tactcccagt
gagttagaac
tgaaacttgt
taaatacaag
ttactgtttc

gttgtcaaag

<213> Prevotella melaninogenica

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<223> gen ARNr 16S parcial de Prevotella melaninogenica NCBI AJ555137

<400> 65

ES 2441 586 T3

agagcacaca
tgtgtgtaaa
cagctctgtg
taaagacata
gtggaccaca
gtctggaccc
agaattcata
acttcaagca
gatgcaatac
tgtaccatga
aaaacaacaa
aaatagcaaa
atgggtttge
tgccataaag
tagtctgcta
tctaagtgga
gaagcacttt
atttattatt
aagatgaatc
tattaaatga
aattgggtac
tacattattg
cttgtcattyg
tattaaaaca
ttattatgta
gctttatatt
tgattgtatg

taaaaaaaaa

42

agcttctagg
catgacttcc
tgaaggtgca
ctccaaacct
ctgcgccaac
caaggaaaac
aaaaaattca
aatctacttc
aagattcctg
aatatccaga
ataattttta
attgaggcca
tagaatgtga
tcaaatttag
gccaggatcce
aaaagtatta
aagttttttc
tatgtattta
attgattgaa
tgttttatta
ccagttaaat
tttatctgaa
ccagctgtgt
gccaaaactce
caaatagatt
tttaacttta
gaaatataaa

aaaaa

acaagagcca
aagctggccg
gttttgccaa
ttccaccccea
acagaaatta
tgggtgcaga
ttctetgtgg
aacacttcat
gttaaatttg
acatacttat
aatataagga
agggccaaga
tatttgaage
ctggaaatcc
acaagtcctt
gccaccatct
atcataacat
tttaagcatc
tagttataaa
gataaatttce
tttcatttca
attttaattg
tggtagtgct
cacagtcaat
cttataatat
agatgttttt

agtaaatatg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1665
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ggctcaggat
gagtgéttgc
cccattactg
ggcatcagat
ttggcggagt
cacattggaa
gccaca

<210> 66

<211> 1454
<212> ADN

gattttctag
actctttgga
tgggataacc
ttgaagtaaa
aacggcccac

ctgagacacg

<213> Streptococcus mitis

<220>

ES 2441 586 T3

ctacaggcett
cgtcgaccgg
tgccgaaagg
gatttatcgg
caaggctacg

gcccaaactc

<221> caracteristica miscelanea
<223> gen de ARNr 168 parcial de Streptococcus mitis, cepa B6 NCBI AJ617805

<400> 66
cgctggeggce

atgagttgcg
£ggaaacgat
caattgcatc
accaaggcga
cggcccagac
ccgagcaacg
gaacgagtgt
aactécgtgc
cgtaaagcga
tacgctttgg

ggtgaaatgc

gtgcctaata
aacgggtgag
agctaatacc
actaccagat
cgatacatag
tcctacggga
ccgegtgagt
gagagtggaa
cagcagccgce
gcgcaggcgg
aaactgttta

gtagatatat

catgcaagta
taacgcgtag
gcataagagt
ggacctgcgt
ccgacctgag
ggcagcagta
gaagaaggtt
agttcacact
ggtaatacgt
ttagataagt
acttgagtgc

ggaggaacac

aacacatgca
cgcacgggtyg
cagactaata
taatggatgg

atcagtaggg

ctacgggagyg

gaacgctgaa
gtaacctgcc
agatgttgca
tgtattagcect
agggtgatcg
gggaatcttc
ttcggatcgt
gtgacggtat
aggtcccgag
ctgaagttaa
aagaggggag

cggtggcgaa

43

agtcgagggg
agtaacgcat
cctgcatagt
ggatgcgtct
gttctgagag

cagcaatcga

ggaggagctt
tggtagcggg
tgacatttgce
agttggtggg
gccacactgg
ggcaatggac
aaagctctgt
cttaccagaa
cgttgtccgg
aggctgtgge
agtggaattc

agcggctctce

aaacggcatt
atccaacctt
cttecgatgac
gattagcttg
gaaggtccce

attcccgett

gcttctetgg
ggataactat
ttaaaaggtg
gtaacggctc
gactgagaca
ggaagtctga
tgtaagagaa
agggacggct
atttattggg
ttaaccatag
catgtgtagc

tggcttgtaa

60

120

180

240

300

360

366

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720
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ctgacgctga
ccgtaaacga
attaagcact
gcecgecacaa
tcttgacatc
tggtgcatgg
caacccctat
aaccggagga
cgtgctacaa
gccagtctca
atcgcggatc
accacgagag
ggtttgatag

<210> 67
<211> 1480
<212> ADN

ggctcgaaag
tgagtgctag
ccgectgggyg
gcggtggage
cctctgacceg
ttgtcgtcag
tgttagttgce
aggtggggat
tggctggtac
gttcggattg
agcacgccgc
tttgtaacac

atga
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cgtggggage
gtgttagacc
agtacgaccg
atgtggttta
ctctagagat
ctcgtgtcgt
catcatttag
gacgtcaaat
aacgagtcgce
taggctgcaa
ggtgaatacg

ccgaagtcgg

<213> Capnocytophaga gingivalis

<220>

<221> caracteristica miscelanea

aaacaggatt
ctttccgggg
caaggttgaa
attcgaagca
agagttttcc
gagatgttgg
ttgggcactc
catcatgccc
aagccggtga
ctcgectaca
ttcececgggece

tgaggtaacc

agataccctg
tttagtgceg
actcaaagga
acgcgaagaa
ttcgggacag
gttaagtccce
tagcgagact
cttatgacct
cggcaagcta

tgaagtcgga

ttgtacacac

gtaaggagcce

gtagtccacg
cagctaacgc
attgacgggg
ccttaccagg
aggtgacagg
gcaacgagcg
gccggtaata
gggctacaca
atctcttaaa
atcgctagta
cgceegteac

agccgcectaa

<223> gen de ARN ribosomal 16S de Capnocytophaga gingivalis NCBI AF543295

<400> 67
agagtttgat

agaagccctt
ttcacagggg
tcatttgafa
égtggtaacg
ctggtactga
ggtcggaaga
gcttttatat
catcggctaa
tcattgggtt
aactgagaaa

tagtgtagcg

cctggctcag
tcgggggcag
gatagcccga
attaaaactg
gcaccccaag
gacagggacc
ctgaaccagc
gggaagaata
ctcecgtgeca
taaagggtct
ttgectttga

gtgaaatgct

atgaacgcta
aaaccggcge
agaaatttgg
cggtggtgaa
gctacgatag
agacccctac
catgccgegt
aggtgtacgt
gcagecgcegg
gtaggcgggc
tactggtagt

tagatattac

gcggcaggec
acgggtgegt
attaataccc
agatgggcat
gtaggggtce
gggaggcagc
gcaggaagaa
gtacattgat
taatacggag
tattaagtca
cttgaatatc

acagaacacc

44

taacacatgc
aacgcgtatg
cataatatta
gcgtectatt
tgagagggag
agtgaggaat
tgccttatgg
gacggtacca
gatgcgageg
ggggtgaaag
tgtgaagttc

gattgcgaag

aagtcgaggg
caacctacct
ttggatggca
agctagttgg
atcccccaca
attggtcaat
gttgtaaact
tatgaafaag
ttattcggaa
gtttcagett
ttggaatgtyg

gcaggggact

780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
;320
1380
1440

1454

60

120

. 180

240

300

360

420

480

540

600

660

720
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aacagacaat
gtagtccacg
cgaaagtgat
ttgacggggyg
cttaccaagyg
tcaaggtgct
cgagcgcaac
cggtgtaaac
gctacacacg
ctataaagac
gctagtaatc
cccgtcaage
gtaaaaccag
<210> 68

<211> 838
<212> ADN

tgacgctgag
cctgtaaacg
aagtatccaa
cccgcacaag
tttaaatgga
gcatggttgt
ccctattgtt
cgtgaggaag
tgctacaatg
ggtcacagtt
ggatatcagc
catggaagct

tgactggggc

<213> Micrococcus luteus

<220>

ES 2441 586 T3

agacgaaagc
atggatacta
ccttggggaa
cggtggagca
gactgacagg
cgtcagctcyg
agttaccagc
gtggggatga
gtcgttacag
cggatcggag
catgatccgg
gggagtacct

taagtcgtaa

<221> caracteristica miscelanea
<223> gen de ARNr 16S parcial de Micrococcus luteus, aislado A24 NCBI AM285006

<400> 68
aggatgaacg

ggtggattag
agcctgggaa
agatttatcg
ccaaggcgac
ggcccagact
gcagcgacgc
aagcgaaagt
taatacgtag
tgtcgegtcet
ctagagtgca
gaggaacacc
atggggagcg
tgtggggacc

<210> 69

ctggcggcgt
tggcgaacgg
actgggtcta
gttttggatg
gacgggtagc
cctacgggag
cgcgtgaggg
gacggtacct
ggtgcgagceyg
gtcgtgaaag
gtaggggaga
gatggcgaag
aacaggatta

attccacggt

gcttacacat
gtgagtaaca
ataccggata
gactcgeggce
cggectgaga
gcagcagtgg
atgacggcct
gcagaagaag
ttatccggaa
tccggggcett
ctggaattcc
gcaggtctct
gataccctgg

tttcegegec

gtggggagcg
gctgttgggce
gtacgcacgc
tgtggtttaa
tgtagagata
tgeccgtgagg
aagtaaagtt
cgtcaaatca
agagcagcca
tctgcaactce
tgaatacgtt
gaagtcggtc

caaggtaacc

gcaagtcgaa
cgtgagtaac
ggagcgtcca
ctatcagcett
gggtgaccgg
ggéatattgc
tcgggttgta
caccggctaa
ttattgggcg
aaccccggat
tggtgtageg
gggctgtaac
tagtccatgc

gcagctaacg

45

aacaggaatt
gcaggctgag
aagtgtgaaa
ttcgatgata
cgcecttett
tgtcaggtta
ggggactcta
tcacggeect
ctgcgegage
gactccgtga
ccegggectt

accgcaagga

cgatgaagcc
ctgcccttaa
ccgcatggtg
gttggtgagg
ccacactggg
gcaatgggcg
aacctctttc
ctacgtgcca
taaagagctc
ctgcggtggg
gtggaatgcg
tgacgctgag
cgtaaacgtt

cattaagtgc

agatccectg
ttggcttaag
ctcaaaggaa
cgcgaggaac
cggacagttt
agtcctataa
gcaagactgc
tacatcttgg
aggagcgaat
agctggaatc
gtacacaccg

gctgcctagg

cagcttgctg
ctctgggata
ggtgttggaa
taatggctca
actgagacac
caagcctgat
agtagggaag
gcagccgcegy
gtaggcggte
tacgggcaga
cagatatcag
gagcgaaagce
gggcactagg

ccecgeect

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1480

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780

838
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<212> ADN
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<213> papilomavirus humano tipo 16

<220>

<221> caracteristica miscelanea

<223> gen de la proteina E7 (E7) de papilomavirus humano tipo 16 cepa P209, cds completa NCBI EF422141

<400> 69
atgcatggag

gatctctact
ccagctggac
tgtgactcta
gacctgttaa
<210>70

<211> 477
<212> ADN

atacacctac
gttatgagca
aagcagaacc
cgctteggtt

tgggcacact

attgcatgaa
attaaatgac
ggacagagcc
gtgcgtacaa

aggaattgtg

<213> papilomavirus humano tipo 18

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<223> gen de la proteina E6 (E6) de papilomavirus humano tipo 18 cepa, cds completa NCBI EF422111

<400> 70
atggcgeget

ctgaacactt
cttacagagg
ccgcatgetg
tattcagact
ttattaataa
cttaatgaaa

tgctgcaacc

ttgaggatce
cactgcaaga
tattﬁgaatt
catgccataa
ctgtgtatgg
ggtgecetgeg
aacgacgatt

gagcacgaca

aacacggcga
catagaaata
tgcattcaaa
atgtatagat
agacacatta
gtgccagaaa
ccacaaaata

ggagagactc

tatatgttag
agctcagagg
cattacaata
agcacacacg

tgccecatcet

ccctacaagce
acctgtgtat
gatttatttg
ttttattcta
gaaaaactaa
ccgttgéatc
gctgggcact

caacgacgca

46

atttgcaacc
aggaggatga
ttgtaacctt
tagacattcg

gttctcagaa

tacctgatct
attgcéagac
tagtgtatag
gaattagaga
ctaacactgg
cagcagaaaa
atagaggcca

gagaaacaca

agagacaact
aatagatggt
ttgttgcaag
tactttggaa

accataa

gtgcacggaa
agtattggaa
agacagtata
attaagacat
gttétacaat
acttagacac
gtgccattcg

agtataa

60

120

180

240

297

60

120

180

240

300

360

420

477
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REIVINDICACIONES

1.- Un método in vitro de diagndstico de la predisposicion al cancer oral en un sujeto humano o de diagnéstico del
cancer oral en un sujeto humano, comprendiendo el método recoger y estabilizar una muestra de saliva bruta de
dicho sujeto humano, y llevar a cabo al menos la siguiente etapa:

* analizar la fraccion volatil que corresponde a la parte evaporable extraida de dicha muestra de saliva estabilizada,
detectando en dicha fraccion volatil al menos un compuesto organico bioquimico;

en donde la deteccién de al menos un compuesto organico bioquimico es indicativa de un riesgo de predisposicion a
desarrollar cancer oral.

2.- El método de la reivindicacion 1, en donde dicha fracciéon volatil se extrae de la muestra de saliva bruta
calentando dicha muestra de saliva durante al menos 10 min a una temperatura comprendida entre 30°C y 50°C.

3.- El método de la reivindicacion 1, en donde dicho al menos un compuesto organico bioquimico se selecciona del
grupo que consiste en: 2,3-pentanodiona (numero CAS 600-14-6), 3-metiltiofeno (nimero CAS 616-44-4), acetona
(numero CAS 67-64-1), hexanonitrilo (numero CAS 628-73-9), benzaldehido (nimero CAS 100-52-7), 3-metil-2-
pentanona (numero CAS 565-61-7), 2,3-butanodiona (numero CAS 431-03-8), 2-propanol (nimero CAS 67-63-0),
acetato de etilo (numero CAS 141-78-6), 1-propanol (numero CAS 71-23-8), hexanal (nimero CAS 66-25-1), 5-metil-
3-hexen-2-ona (nimero CAS 5166-53-0), m-xileno (nimero CAS 108-38-3), p-xileno (numero CAS 106-42-3), 2-
metil-2-butenal (E) (numero CAS 497-03-0), fenol (numero CAS 108-95-2), butanal (niumero CAS 123-72-8),
metilbutanona (numero CAS: 563-80-4), 2-metil-2-buteno (nimero CAS 513-35-9), 2-metil-1-propeno (nimero CAS
115-11-7) y (cis)-1,2-dimetilciclopropano (nimero CAS: 930-18-7); y preferiblemente la deteccion de al menos un
compuesto organico bioquimico elegido de 2,3-pentanodiona (nimero CAS 600-14-6), 3-metiltiofeno (numero CAS
616-44-4), acetona (numero CAS 67-64-1), hexanonitrilo (ntmero CAS 628-73-9), benzaldehido (numero CAS 100-
52-7), 3-metil-2-pentanona (numero CAS 565-61-7), 2,3-butanodiona (nimero CAS 431-03-8), 2-propanol (nimero
CAS 67-63-0), acetato de etilo (niumero CAS 141-78-6), 1-propanol (numero CAS 71-23-8), hexanal (numero CAS
66-25-1), 5-metil-3-hexen-2-ona (numero CAS 5166-53-0), m-xileno (nimero CAS 108-38-3), p-xileno (nimero CAS
106-42-3), 2-metil-2-butenal (E) (numero CAS 497-03-0) en la fraccidon volatil de la saliva de un sujeto humano,
indica que dicho sujeto humano tiene un riesgo alto de desarrollar un cancer oral.

4. El método segun la reivindicacion 3, en donde la deteccién de los compuestos organicos bioquimicos del grupo
que comprende: hexanonitrilo, 2,3-pentanodiona, 3-metiltiofeno y acetona en la fraccion volatil de la saliva de un
sujeto humano, indica que dicho sujeto humano esta desarrollando un cancer oral.

5. El método segun la reivindicacion 3, en donde la deteccién de al menos un compuesto organico bioquimico
elegido del grupo que comprende: 2-metil-2-buteno (numero CAS 513-35-9), 2-metil-1-propeno (nimero CAS 115-
11-7) y (cis)-1,2-dimetilciclopropano (nimero CAS 930-18-7) en la fraccion volatil de saliva de un sujeto humano,
indica que dicho sujeto humano no esta desarrollando un cancer oral.

6. El método de la reivindicacién 1, en donde dicho método comprende la etapa de:

* analizar una fraccion de fluido de dicha muestra de saliva estabilizada, detectando secuencias de ADN o ARN
especificas de origen humano, bacteriano o virico en dicha fraccion de fluido.

7. El método de la reivindicacion 6, en donde dichas secuencias de ADN o ARN especificas se eligen de:

i) secuencias humanas seleccionadas de ARNm de SSAT (SEQ ID N° 62), ARNm de H3F3A (SEQ ID N° 63) y
ARNm de IL8 (SEQ ID N° 64); y/o

ii) secuencias de bacterias seleccionadas de Capnocytophaga gingivalis (ATCC 33624), Prevotella
melaninogenica (ATCC 25845), Streptococcus mitis (ATCC 15914) y Micrococcus luteus (ATCC 53598D); y/o

iii) secuencias de virus seleccionadas del papilomavirus humano, preferiblemente dicho papilomavirus humano
es el papilomavirus humano 16 (ATCC 45113) o el papilomavirus humano 18 (ATCC 45152);

y preferiblemente en donde la deteccion de al menos dos secuencias de ARNm como se han definido
especificamente en i), y al menos una secuencia bacteriana como se ha definido especificamente en ii) en la saliva
de un sujeto humano, indica que dicho sujeto humano tiene un riesgo alto de desarrollar un cancer oral.

8. El método segun la reivindicacion 7, en donde la deteccion del ARNm humano de H3F3A (SEQ ID N° 63),
del ARNm humano de SSAT (SEQ ID N° 62) y del genoma bacteriano de Streptococcus mitis (ATCC 15914) en la
saliva de un sujeto humano indica que dicho sujeto tiene un riesgo alto de desarrollar un cancer oral.

9. El método segun la reivindicacion 7, en donde:

i) la saliva bruta se estabiliza usando una disolucién que comprende una sal tal como tiocianato de guanidinio, y/o
sulfato amonico y/o azida sddica, y opcionalmente inhibidores de exo y/o endonucleasa; y/o
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ii) se detectan secuencias de ADN o ARN especificas incubando dicho ADN genémico y ARN total con una enzima
termoestable con actividad de transcriptasa inversa dependiente de ARN y actividad de polimerasa dependiente de
ADN, preferiblemente la combinacién de RT-PCR y PCR se lleva a cabo en una reaccién en un solo tubo.

10. El método segun la reivindicacion 7, en donde la deteccion de la secuencia de ARNm de H3F3A (SEQ ID
N° 63), de ARNm de SSAT (SEQ ID N° 62), y la deteccion de los compuestos organicos bioquimicos hexanonitrilo,
2,3-pentanodiona, 3-metiltiofeno y acetona en la saliva de un sujeto humano, indica que dicho sujeto humano esta
desarrollando un cancer oral.

1. El método segun la reivindicacion 1, en donde:

i) la fraccion volatil de la saliva se extrae de la muestra de saliva bruta calentando dicha muestra de saliva durante al
menos 10 min a 40°C, usando una microextraccion en fase sélida (SPME) con una fibra de CAR/PDMS; y/o

ii) los compuestos organicos bioquimicos en dicha fraccion volatil se detectan usando una cromatografia en fase
gaseosa acoplada a un espectrémetro de masas.

12. El método segun la reivindicacion 7, que comprende amplificar y detectar al menos una secuencia de ADN
o ARN elegida del grupo que comprende: SEQ ID N° 62 a 70.

13. El método segun la reivindicacion 7, que comprende las etapas de:
a) recoger una muestra de saliva bruta de dicho sujeto humano en un dispositivo estéril,

b) estabilizar dicha muestra afiadiendo una disolucién que comprende una sal de guanidinio, tal como tiocianato de
guanidinio y/o sulfato amdnico y/o azida sédica, y opcionalmente inhibidores de exo y/o endonucleasas,

c) extraer el acido nucleico total de origen bacteriano, virico y humano de la muestra de saliva estabilizada
previamente obtenida,

d) precipitar y purificar los acidos nucleicos totales,

e) incubar el acido nucleico total purificado con una enzima termoestable con actividad de transcriptasa inversa
dependiente de ARN y actividad de polimerasa dependiente de ADN, y cebadores polinucleétidos en condiciones
que permitan a la actividad de transcriptasa inversa de dicha enzima termoestable sintetizar ADNc a partir del acido
ribonucleico y amplificacion del ADN gendmico y ADNc a un nivel detectable por la reaccion en cadena de la
polimerasa,

f) detectar en un ensayo las secuencias de ADN amplificadas por hibridaciéon con una o mas sondas de
polinucleétidos especificas para:

i) secuencias humanas seleccionadas de ARNm de SSAT (SEQ ID N° 62), ARNm de H3F3A (SEQ ID N°
63) y ARNm de IL8 (SEQ ID N° 64); o

ii) secuencias de bacterias seleccionadas de Capnocytophaga gingivalis (ATCC 33624, SEQ ID N° 65),
Prevotella melaninogenica (ATCC 25845, SEQ ID N° 66), Streptococcus mitis (ATCC 15914, SEQ ID N° 67)
y Micrococcus luteus (ATCC 53598D, SEQ ID N° 68), o

iii) secuencias de virus seleccionadas de papilomavirus humano 16 (ATCC 45113, SEQ ID N° 69) y el
papilomavirus humano 18 (ATCC 45152, SEQ ID N° 70);

y en donde dichos cebadores y dichas sondas usadas para amplificar y detectar al menos una secuencia de i), ii) o
iii), se seleccionan preferiblemente del grupo que consiste en SEQ ID N° 1 a SEQ ID N° 60.

14. El método segun la reivindicacion 1, que comprende las etapas de:
a) recoger una muestra de saliva bruta de dicho sujeto humano en un dispositivo estéril,

b) estabilizar dicha muestra por adicion de una disolucién que comprende una sal de guanidinio, tal como tiocianato
de guanidinio, sulfato aménico y/o azida sddica,

c) extraer la fraccion volatil de dicha muestra estabilizada calentandola durante al menos 10 min a 40°C y usando,
por ejemplo, la microextraccion en fase solida (SPME) para separar la fraccion volatil,

d) detectar al menos un compuesto organico bioquimico usando, por ejemplo, un cromatégrafo en fase gaseosa
acoplado a un espectrémetro de masas, en donde dicho al menos un compuesto organico bioquimico se selecciona
preferiblemente de: 2,3-pentanodiona (numero CAS 600-14-6), 3-metiltiofeno (numero CAS 616-44-4), acetona
(numero CAS 67-64-1), hexanonitrilo (numero CAS 628-73-9), benzaldehido (nimero CAS 100-52-7), 3-metil-2-
pentanona (numero CAS 565-61-7), 2,3-butanodiona (numero CAS 431-03-8), 2-propanol (nimero CAS 67-63-0),
acetato de etilo (numero CAS 141-78-6), 1-propanol (numero CAS 71-23-8), hexanal (nimero CAS 66-25-1), 5-metil-
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3-hexen-2-ona (numero CAS 5166-53-0), m-xileno (numero CAS 108-38-3), p-xileno (numero CAS 106-42-3), 2-
metil-2-butenal (E) (numero CAS 497-03-0), fenol (numero CAS 108-95-2), butanal (niumero CAS 123-72-8),
metilbutanona (numero CAS: 563-80-4), 2-metil-2-buteno (nimero CAS 513-35-9), 2-metil-1-propeno (nimero CAS
115-11-7) y (cis)-1,2 dimetilciclopropano (numero CAS: 930-18-7).

15. Uso para poner en practica el método segun la reivindicacion 14, de un kit que comprende:

a) Un dispositivo estéril para recoger una muestra de saliva, que opcionalmente contiene un reactivo de
recoleccion

b) Un reactivo conservante,
c) Al menos un sensor electronico,

d) Opcionalmente, un marcador molecular de control.
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Figura 1

FDA 5 proporciones - 98,077% (nimero de falsos positivos: 1)

Tamaiio de la poblacién ensayada: 52
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