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1. Resumen

El cuerpo humano estd compuesto de muchos tipos de células,
normalmente, las células se dividen y mueren para dar mantenimiento y
homeostasis a los tejidos. Dicho proceso bajo ciertas condiciones de
exposicion ambiental o transformacion neoplasica se descontrola causando
division celular en limites anormales, invasion de tejido circundante y muy
frecuentemente metastasis. Bajo este contexto nuevas células continian en
expansion clonal cuando el cuerpo no las necesita, y las células maduras no
mueren cuando su ciclo de vida deberia terminar, es bajo tal crecimiento

excesivo como se trasforma en una masa de tejido que constituye al tumor.

Los carcinomas pulmonares se dividen en 2 grupos: Carcinomas
pulmonares de células pequefias y carcinomas pulmonares de células no-
pequefias, siendo este ultimo el méas frecuente con 80% de los casos. En cuyo
caso los pacientes deben ser estadificados conforme a la clasificacion TNM,
donde se distinguen 2 grupos, aquellos beneficiados por cirugia y aquellos

pacientes con tumores considerados irresecables.

Adicional a ello, distintos factores de riesgo se encuentran asociados al
desarrollo de cancer pulmonar entre ellos: el consumo de tabaco, exposicién a
asbesto, radiacion, hidrocarburos poli-ciclicos, PM2.5, PM10, etc. Los cuales
probablemente afectan mecanismos de regulacion genética y epigenética. Con

relacion al inicio del tratamiento quimico y/o radioterapéutico,

A la fecha resultados recientes de investigacion basica y clinica,
mediante el uso de herramientas de andlisis masivo del genoma, han sugerido
la identificacion de probables marcadores genéticos y epigenéticos asociados
con su capacidad de respuesta al tratamiento terapéutico, sobre-vida, recaidas,
etcétera. Los cuales permanecen en espera de ser validados y aceptados

como normadores de tratamiento en carcinoma broncogénico.
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A la fecha no existen estudios que describan en su conjunto las
alteraciones principales de regulacion estructural del DNA y epigenética en el
brazo corto del cromosoma 7. Para ello, a partir del anélisis masivo del genoma
en muestras de pacientes con lesiones precursoras y neoplasicas pulmonares
se determinaron alteraciones en la expresion génica dependientes de la CNV o
epigenética en genes residentes de la region 7p21.1 en muestras de pacientes
que representan la progresion neoplésica pulmonar mediante PCR en tiempo
real. Asi mismo, mediante ensayos de cultivo in vitro se realizaron ensayos
para demostrar si dichas alteraciones epigenéticas son reversibles a través del
uso de inhibidores de metilacion del DNA y/o inhibidores de desacetilasas de
histonas (HDACSs), como aquellas principales enzimas capaces de remodelar la
estructura de la cromatina, a través del estudio de lineas celulares de cancer
pulmonar establecidas a partir de pacientes con diagnostico del tipo histolégico

AD, bajo atencién médica en el INER.

Los resultados obtenidos nos permiten concluir que mediante el estudio
de analisis masivo del genoma tanto en lesiones precursoras como en
neoplasias pulmonares, que existe aumento en la CNV, para los genes
MEOX2, HDAC9, AHR, TWIST1, asi como EVX1, lo cual correlaciona con
aumento en la expresion principalmente en muestras de lesiones precursoras
para dichos genes tales como MEOX2, HDACY9, AHR, TWIST1 y EVX1.
Adicionalmente mediante el uso de lineas celulares in Vitro bajo esquemas de
tratamiento con inhibidores de metilacion del DNA e inhibidores de des-
acetilasas de histonas, se pudo concluir que existe aumento en la expresion del
RNAm conforme aumenta la concentracion de ambos farmacos (Acido
Valproico e Hidralazina), lo cual sugiere que su promotor se encuentra
hipermetilado asi mismo existe inhibicion de la cromatina mediante la actividad
de desacetilasas de histonas sobre las lineas celulares de pacientes mexicanos
sobre los genes analizados y propuestos para este trabajo como MEOX2,
HDACY9, AHR, TWIST1, y EVX1.
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2. Introduccién

2.1 Cancer

El cancer es un conjunto de enfermedades en las cuales el organismo
produce exceso de ceélulas malignas, conocidas como cancerigenas o
cancerosas, con crecimiento y divisibn mas alla de los limites normales,

invasion del tejido circundante, a veces, metastasis.

La palabra cancer deriva del latin cancri, y se deriva del griego karkinos,
significa “cangrego” (carcinoma), se dice que las formas corrientes de cancer
avanzado adopta una forma abigarrada, con ramificaciones, que se adhiere a
todo lo que agarra, con la obstinacion y de forma similar a la de un cangrejo
marino, del cual se deriva su nombre. Se considera a veces sinébnimo de los
términos “neoplasia” y “tumor”’, sin embargo, el cancer siempre es una
neoplasia o tumor maligno (Ruiz A. y Col 2004). La palabra cancer sindnimo de
carcinoma, se aplica a los neoplasias malignas que se originan en estirpes
celulares de origen epitelial o glandular y no a las que son generadas por

células de estirpe mesenquimal (sarcomas).

2.2 Cancer pulmonar

En el cuerpo humano normalmente las células crecen, se dividen y
mueren en aras del mantenimiento de la homeostasis celular y tisular (Bosetti
C. y Col 2005). Dichos procesos bajo circunstancias fisioldgicas trastornadas,
se descontrolan dando origen a la formacién de una masa de tejido tumoral que

constituye una neoplasia maligna o cancer.

El cancer es un grupo de enfermedades que manifiestan como
caracteristica principal un crecimiento y proliferacién celular descontrolada, lo
cual ocurre a través de un proceso de transformacion neoplasico hacia el
establecimiento de un tumor maligno (Ruiz A. y Col 2004). Dichas propiedades

de divisién celular descontrolada, asi como la metéstasis, permiten diferenciar
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a tumores malignos (carcinomas) de los tumores benignos simplemente
llamados tumores, los cuales no invaden o producen metastasis (Ruiz A. y Col
2004).

Las células tumorales comienzan a crecer hasta formar una lesion in
situ, pueden pasar varios afios hasta romper con los limites de la membrana
basal, desarrollando un carcinoma infiltrante, asi como invadir las estructuras
vecinas entre otros tejidos del sistema circulatorio como aorta, corazon, tejido
linfatico, en el caso del térax esdéfago, pleura, pared torécica, diafragma y

mediastino.

Respecto de tumores generados en térax y especificamente en pulmoén,
cuando el tumor progresa e invade la corriente linfatica de forma inicial es
posible la afectacion de la primera estacion ganglionar situada en los bronquios
segmentarios y lobares, para posteriormente progresar hacia los ganglios
mediastinicos y supraclaviculares. Adicionalmente, la metastasis de
neoplasicas pulmonares por diseminacidén via hematdégena se produce desde
estadios muy tempranos, por lo que, al momento del diagndstico pueden estar

ya localizados fuera del pulmon (Parkin D. y Col 2005).

A pesar de los avances en el estudio de la oncologia pulmonar, el cancer
pulmonar en ambos géneros en su conjunto permanece como la primera causa
de muerte por neoplasias malignas a nivel mundial, incluyendo México. Dichas
neoplasicas han mostrado mayor frecuencia en el varén y esta aumentado
proporcionalmente en la mujer debido al aumento de mujeres fumadoras, con
mayor incidencia de la quinta a la séptima década de vida (Parkin D. y Col
2005).

Diversos cambios genéticos han sido asociados al desarrollo del cancer
pulmonar como resultado de la exposicion a distintos factores de riesgo
ambientales como el consumo del tabaco. Evidentemente, el mayor logro
conseguido hasta el momento ha sido confirmar que el consumo del tabaco
constituye el principal factor responsable de la aparicion del cancer

broncogénico. De hecho, més del 90% de los tumores pulmonares son
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asociados al tabaquismo, representando el cancer pulmonar aprox. 31% del
total de casos por neoplasias malignas, mientras que le siguen 15% de los
casos de cancer de prostata en paises en vias de desarrollo. No obstante el
mas frecuente en el género femenino lo representan el cancer cérvico-uterino y
cancer de mama; mientras que en menor incidencia el cancer de estbmago,
esoOfago, faringe, hepético, cutdneo o el de pancreas en ambos géneros (Sun J.
y Col 2007).

El cancer pulmonar, se ha incrementado en paises en vias de desarrollo
de un 31% a 50% en los ultimos 20 afios, tanto en personas fumadoras y no-
fumadoras. Nuevos estudios indican que su aparicion es independiente del
tiempo trascurrido de un individuo fumador a otro que nunca ha fumado (Parkin
D. y col 2005). No obstante la proporcién de personas no-fumadoras con
neoplasias pulmonares en un estudio al sur de Asia de las cuales 15% son del
género femenino y el resto del género masculino (Sun J.y Col 2007).

No obstante lo anterior, individuos ex-fumadores, muestran un riesgo
muy alto a desarrollar cancer de pulmén (Rodenhiser D. y Col 2006). Todo ello,
implica que un gran porcentaje de la poblacién en riesgo desarrollard muy
probablemente este tipo de neoplasia durante los proximos afos, por lo tanto,
ha sido necesario aumentar los esfuerzos para comprender los mecanismos
biolégicos que contribuyen a su aparicion, progresion y persistencia en el

paciente.
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2.3 Clasificacion histolégica del cancer pulmonar.
2.3.1 Carcinomas pulmonares de células no-pequefias

El tratamiento de los tumores pulmonares varia de forma sustancial de

acuerdo con la histologia neoplasica.

Los tumores pulmonares se dividen en carcinomas microciticos y
carcinomas no-microciticos. El término carcinoma no microciticos o también
conocidas como carcinomas pulmonares de células no-pequefias (NSCLC, por
sus siglas en inglés) tiene un origen neuroendocrino (Ruiz A. y Col 2004) se
refiere a un conjunto de tipos histopatologicos principales tales como;
Carcinomas epidermoides o de células escamosas, Adenocarcinomas y
Carcinomas de células grandes que en su conjunto muestran una incidencia de

85-90% de los casos clinicamente diagnosticados (Bosetti C. y Col 2005).

En términos generales todos los NSCLC poseen pobre indice de sobre
vida a 5 afios en promedio menor al 14%, el cual contrasta con neoplasias no-
pulmonares como carcinomas de coldn, recto, mama, renal, préstata, piel, entre
otros; cuyo indice de sobre vida es en promedio superior al 60% (Bosetti C. y
Col 2005).

2.3.2 Carcinomas de células escamosas o epidermoides

Los carcinomas de células escamosas (SCC), se derivan del epitelio
bronquial o bronquios proximales, por tanto son de localizacion central. Al
crecer puede obstruir el bronquio, produciendo areas de neumonitis obstructiva,
es facil de diagnosticar por citologias de esputo y lavados bronquio-alveolares
debido a su localizacion, es el tipo histolégico mas relacionado con el habito
tabaquico (Jemal A. y Col 2002).
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2.3.3 Carcinomas tipo adenocarcinomas

Es el tipo histolégico mas frecuente, se deriva del epitelio que integra a
los alveolos y glandulas mucosas bronquiales, es de localizacion periférica,
afectando incluso a la pleura o pared toracica, predomina en mujeres y en
pacientes frecuentemente no-fumadores, aunque también se relaciona con el
consumo de tabaco. Este tipo de tumores adenocarcinomas (AD), se observan
cuando existen cicatrices 0 patologias benignas pulmonares previas. Una
variedad del adenocarcinoma es el carcinoma bronquiolo-alveolar, que supone
10-25% de los casos del tipo AD, se presenta sobre todo como una lesion
solitaria, pudiendo en otras ocasiones afectar de forma difusa y bilateral, siendo

entonces de muy mal prondstico (Jemal A. y Col 2002).

2.3.4 Carcinomas de células grandes

Este tipo de carcinomas de células grandes (LCC), es la variedad menos
frecuente y de pobre prondstico, se presenta habitualmente como una masa de
tejido de localizacién periférica, con afectacion del hilio pulmonar con areas
asociadas de neumonitis. Tiene dos variedades: el carcinoma de células claras

y el carcinoma de células gigantes (Jemal A. y Col 2002).

2.3.5 Carcinomas pulmonares de células pequefias

Es un tumor muy agresivo, de origen neuroendocrino el cual tiende a
diseminarse con facilidad. Existen varios subtipos: carcinoma de células
pequefias (SCLC), carcinoma mixto de células pequefias y grandes en
presencia de componentes escamosos, glandulares o ambos, los tumores
tipicos estan diferenciados por presentar mitosis muy escasas 0 ausentes, y
sus células presentan poco o ningun pleomorfismo, por consecuencia los
tumores atipicos estan diferenciados por presentar aumento de mitosis, un
considerable aumento en el pleomorfismo a nivel celular, necrosis e

irregularidad nuclear con algunos nucléolos prominentes (Fuentes V. y Col
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2000). Se caracteriza por presentar marcadores de diferenciacion
neuroendocrina, con mayor frecuencia que los carcinomas no-microciticos, o
que es util para diferenciarlos, es dificil realizar un diagnéstico diferencial con
los carcinomas neuroendocrinos, que tienen mejor prondstico y pueden ser

resecados si se diagnostican en estadios tempranos (Niklinski J. y Col 2001).

2.4 Estadificacion clinica del cancer pulmonar

Con baja frecuencia se detecta como un carcinoma localizado en
pulmén, sin embargo de alta frecuencia de estadios avanzados el cual
compromete afectacién ganglionar del mediastino, por lo que la diseminacién
via hematégena al momento del diagnostico en la gran mayoria de los casos
muestran procesos de metastasis, con mayor agresividad en el caso del
carcinoma de células pequefias, aunque no exclusivo de este grupo

neoplasico.

Los sitios anatomicos de mayor de diseminacion metastasica son el
higado, el hueso, las glandulas suprarrenales y cerebro (Baumgarther F. y Col
2003).

Los tumores del grupo SCLC se consideran como una enfermedad
sistémica al momento de su manifestacion sintomatica. Cerca de dos tercios
presentan compromiso fuera del térax e involucran al menos un érgano. Debido
a la dificultad por identificar micrometastasis en cancer pulmonar, la
quimioterapia es considerada la primera linea de tratamiento. Por ello, la
clasificacion TNM no es usada para el grupo SCLC (Baumgarther F. y Col
2003).

Dentro del sistema TNM para cancer pulmonar, T indica el tamafio y
lugar de asentamiento del tumor primario, N se refiere a la afectacion
ganglionar de acuerdo con su localizacion y M indica la presencia o ausencia

de metéastasis a distancia (Goldstraw P. y Col 2007). De acuerdo con la
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clasificacion TNM de la sexta edicion, se pueden reconocer 4 etapas o estadios

clinicos:

v

Estadio 1: El tumor tiene un tamafio menor a 3 cm y no presenta
invasion a ganglios linfaticos, y se ubica en el &arbol bronquial

principalmente.

Estadio 2: Los tumores tienen uno o mas de 3 cm de tamafio e invaden

a la pleura inicial en su periferia.

Estadio 3: El tumor es mayor a 5 cm e invade directamente cualquiera
de las siguientes regiones: pared toracica, diafragma y pleura
mediastinica.

Estadio 4: El tumor desarrolla metastasis hacia otro érgano.

A continuacion se muestra la clasificacion TNM para las neoplasias

pulmonares (Goldstraw P. y Col 2007) basado en la sexta edicion del TNM; asi

mismo, se indica la comparacién entre la sexta y séptima edicion del TNM

como fue publicado por Cerecedo Z. y Col (2009), Ver anexo tabla A.

2.4.1 Tumor primario, region y nodulo linfoide

+ Tumor primario

TO: no evidencia de tumor primario

Tis: carcinoma in situ.

T1: etapa 1: el tumor es menor o igual a 3 cm de dimension y esta
localizado en la pleura visceral del pulmon.

T1la: el tumor es menor o igual a 2 cm, es de dimension grande.

T1b: el tumor es mayor a 2 cm pero no mayor a 3 cm, es de dimension
grande.
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T2: etapa 2: el tumor es mayor a 3 cm pero menor o igual a 7 cm e invaden

a la pleura inicial en su periferia del pulmon.

T2a: el tumor es mayor a 3 cm pero no menor o igual a 5 cm, es de

dimension grande.

T2b: el tumor es mayor a 5 cm pero no menor o igual a 7 cm, es de

dimension grande.

T3: etapa 3: el tumor es mayor a 7 cm invadiendo el surco superior tumoral,

diafragma, pleura mediastinica, pericardio parietal.

T4: etapa 4: el tumor ha invadido por completo la pleura mediastinica, la

carina, los grandes vasos, el corazon principalmente.

+ Region y nédulo linfoide
NX: region del nodulo linfoide el cual no es evaluado.
NO: en nddulos linfoides no existe metastasis.

N1: existe metastasis en nodulos peribronquiales y nédulos intrapulmonares

con extension envolvente directa.
N2: existe metastasis en nodulos linfaticos ipsilateral mediastinico.

N3: existe metastasis en nodos linfaticos contralaterales del mediastino.

2.4.2 Metastasis
MX: metéstasis a distancia no evaluada.
MO: no hay metéstasis a distancia.

M1: existe metastasis a corta distancia.

——————————————— 10
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Mla: existe separacion del tumor en los nddos linfatico del I6bulo

contralateral, invadiendo pleura del pericardio.

M1b: existe metastasis a gran distancia.

Adicional a lo anterior, los avances en el estudio de las alteraciones
genéticas y moleculares en el cancer pulmonar esta permitiendo definir
patrones moleculares asociados con la poblacién de alto riesgo a desarrollar
esta enfermedad, asi como la capacidad de detectar pacientes de alto riesgo a
desarrollar recidiva tumoral, ademas de permitir el disefio de terapias
especificas basados en los hallazgos clinicos demostrados (Goldstraw P. y Col
2007).

Diversos reportes basados en la estadificacion TNM sefialan al
diagnostico en estadios tempranos con mayor margen probabilidad de
reseccion quirdrgica curativa, al mostrar indice de sobrevida a cinco afios
superiores al 40%, lo cual contrasta con pacientes con estadificacion avanzada
o tardia con tumores quirargicamente no-resecables y sobrevida en promedio
menor a 1 afio (Barch P. y Col 1999).

El cancer de pulmén aparece como consecuencia de acumulacion
secuencial de cambios multiples en el genotipo y fenotipo de las células
expuestas a cancerigenos como el humo del tabaco, entre otros factores de

riesgo.

Adicionalmente otras alteraciones genéticas, involucradas en la
inhibicion de la apoptosis, promocion de la angiogénesis y alta capacidad de
invasion y metastasis, asi como la inactivacion epigenética de algunos de estos
incluyendo genes supresores de tumor a través del mecanismo de metilaciéon
del DNA gendmico representan vias de escape a los mecanismos de control

del ciclo celular.
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2.5 Factores de riesgo en cancer pulmonar
2.5.1 Ambientales

El proceso de carcinogénesis se basa en la acumulacion de alteraciones
en genes esenciales para el control del crecimiento y la divisién celular. En
individuos expuestos al humo del tabaco, las células del epitelio bronquial se
encuentran bajo constante agresion fisica y quimica por la accion de los
compuestos carcindgenos derivados de la combustidén del tabaco (tales como
benzopireno, nitrosaminas, entre otras) las cuales producen diversas
alteraciones genéticas reflejados en cambios o alteraciones en los niveles de
expresion de ciertos RNA mensajeros (RNAmM) y proteinas, diferenciandose las
células histologicamente normales hacia células tumorales (Mollerup S. y Col
2002).

Adicionalmente, se considera la exposicion a diversos agentes quimicos
como el arsénico, el asbesto, el cadmio, silice, niquel, cromo; entre otros,
contaminantes ambientales en suspensiéon, como el humo de lefia, asi como
factores de dieta (Stabile L. y Col 2002).

2.5.2 Hormonales

En personas no fumadoras el viable papel de las hormonas son
dependientes del género para su posible desarrollo del cancer pulmonar, el
papel biolégico del estrégeno en la carcinogénesis pulmonar es promotor de la

proliferacion celular (Fasco M. y Col 2002).

Mientras que ambos receptores de estrogenos ERa y ER se expresan
en ambos géneros en tejido pulmonar; se ha detectado que la expresion de
ERpB es mayor en personas no-fumadoras en contraste de aquellos pacientes

en condicion fumadora (Fasco M. y Col 2002).

Estudios epidemioldgicos proponen que tales estrégenos tanto exégenos

y enddgenos, pueden asociarse con el desarrollo de cancer pulmonar.
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Sin embargo, las alteraciones moleculares en tumores de distinto origen
son diversas generadas en vias bioquimicas muy concretas, tales como la
divisién celular, muerte celular programada (apoptosis), deteccién y reparacion
del dafio al DNA, vias transductores de sefiales y moléculas de adhesion
celular, entre otras. Dentro de cada via bioguimica existen numerosas
proteinas con diferentes grados de importancia biolégica para el desarrollo del

tumor.

En los ultimos afios se ha trabajado especialmente en la identificacién de
aquellas moléculas que se encuentran alteradas en los tumores pulmonares,
aunque hasta el momento se conocen tan so6lo unas pocas con alta

especificidad pulmonar (Fasco M. y Col 2002).

2.5.3 Virales

Se ha calculado que entre el 15-25% de los tumores malignos en
humano estan vinculados hacia una etiologia viral, uno de ellos es el virus de
papiloma humano (HPV) involucrado en la patogénesis del cancer de pulmén
(Zur H. y Col 1999).

Por otro lado la frecuencia de HPV, como elemento de deteccidon
temprana asociada al cancer pulmonar muestra alta variacion dependiente de
la zona geografia de la poblacién, con diversas variantes de HPV16 y HPV18,
se han propuesto su participacion en el desarrollo de cancer de pulmoén en
personas mayores frecuentemente no-fumadoras, restringido en areas
geograficas definidas por su alta frecuencia e incidencia en diversas
poblaciones (Zur H. y Col 1999).

Por otro lado, se ha descrito la infeccion por B-retrovirus (JSRV),
asociada principalmente en las ovejas, es capaz de inducir la proliferacion del
arbol respiratorio distal, causando frecuentemente edema pulmonar o el
fallecimiento (Zur H. y Col 1999). Adicionalmente, la capacidad secundaria de

JSRV, por causar cancer de pulmén en ovejas, ocurre de forma similar en
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frecuencia a la encontrada, en cancer pulmonar en humano para pacientes no-
fumadores (Zur H. y Col 1999).

2.5.4 Genéticos

En cancer pulmonar en general han sido asociadas diferentes
alteraciones genéticas, entre otras, mutaciones, polimorfismos genéticos de
una sola base (SNPs, por sus siglas en inglés), pedida de heterocigosidad,
aberraciones cromosomicas ganancias, amplificaciones, perdidas y delesiones
asi como la variacion en el niumero de copias (CNV) y/o cambios epigenéticos
(metilacibn del DNA y/o acetilacion-metilacion de histonas), afectando la
remodelacion de la cromatina, probablemente en contribucion de Ila
transformacion neoplasica (Rodenhiser D. y Col 2006). Ello, principalmente en
genes que potencian el establecimiento o desarrollo de la neoplasia llamados
oncogenes (Matakidou A. y Col 2005).

Al respecto, si bien el cancer pulmonar es considerado como una
enfermedad causada por la exposicion ambiental, los factores genéticos e
incluso aquellos de tipo heredo-familiar, muestran su efecto reflejado en la
susceptibilidad al cancer pulmonar, como ha sido descrito para el locus

citogenética 6g23-25 en cancer broncogénico (Matakidou A. y Col 2005).

En relacion a trabajos de casos y controles en pacientes no-fumadores,
para el estudio de enzimas de fase 1y fase 2 de detoxificaciébn a xenobioticos,
ha permitido identificar la presencia de polimorfismos para el citocromo P450
1:1 (CYP1Al) tales como (1462V), el cual es homocigoto para casos de
pacientes con supresion de la Glutation S-Transferasa (GSTMI) debido al
genotipo GSTM-I NULO, donde aumenta el riesgo de 2-4 veces al desarrollo de

cancer pulmonar (Hung R. y Col 2003).

Otros genes importantes estudiados en cancer pulmonar son: XRCCI,
XRCC3 ERCCZ, ERCCI, ERCC2, OGGI y XPA involucrados en la reparacion
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de dano al DNA, los cuales han sido sefalados con fuerte asociacion al

desarrollo del cancer broncogénico (Znou W. y Col 2003).

No obstante lo anterior, el factor mas significante es la exposicion a
factores de riesgo externos, como el consumo de tabaco. Al respecto de
acuerdo con reportes previos cerca del 80% de los casos de NSCLC se

asocian al tabaquismo (Rodenhiser D. y Col 2006).

Sin embargo a la fecha continban en aumento los casos de cancer
pulmonar no asociados al tabaquismo (Sun S. y Col 2007), en cuyo caso
probablemente intervienen otros factores de riesgo, predisposicion genética
y/o reprogramacion epigenética.

2.6 Alteraciones epigenéticas (Metilacion del DNA) en cancer pulmonar

En particular la metilacion consiste en la transferencia de un grupo metilo
(CHB3), en la posicién 5 del carbono de la base nitrogenada pirimidina llamada
citosina del DNA, mayoritariamente situadas previa y contiguamente a la base

purina conocida como guanina (Steven A. y Col 2004).

Puesto que la metilacion es fundamental como un mecanismo de
regulacion y silenciamiento de la expresion génica, es capaz de provocar
alteraciones en el proceso de la transcripcibn genética, en ausencia de
alteraciones en la secuencia primaria del DNA, siendo uno de los mecanismos

responsables de la plasticidad fenotipica (Steven A. y Col 2004).

La adicion del grupo metilo al DNA, en la citosina, ocurre a través de la
accibn de las enzimas DNA Metil-Transferasas (DNMT). Donde
aproximadamente 70% del contenido de las secuencias di-nucledtido CpG
estan presentes en el genoma de mamiferos (Clare S.y Col 2004).

A este respecto el proceso que dispara el aumento en los niveles de
metilacion de secuencias CpG asociado a ceélulas cancerosas tiene su

explicacion debido a procesos de metilacion temprana debido a sobre-
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activacion de las DNMTs asociadas, asi como, a desbalances en los
mecanismos de acetilacion y/o metilacién de histonas, como mecanismos
iniciales encargados de la remodelacion de la cromatina, reflejados en

modificaciones en los perfiles de expresion genética.

Las alteraciones genéticas y epigenéticas son frecuentes en céncer,
entre ellas ha destacado la hipermetilacion de genes supresores de tumor,
genes que codifican proteinas que intervienen en la reparacion de dafio al DNA

y genes involucrados en promover la metastasis (Keith D. y Col 2005).

Otro ejemplo es la hipermetilacion del gen pl16 como evento frecuente
del cancer en humanos. Mientras que, el nivel de metilacién es menor para el
gen pl5 ubicado en la regién adyacente al gen pl6, ubicados en la regién
9p21. En este sentido la hipermetilaciéon del gen pl15, se ha observado mas
bien asociada entre otras, con el desarrollo de neoplasias malignas de origen
hematopoyético, plasmocitomas y linfoma cerebral (Keith D. y Col 2005).

Distintas evidencias sefialan alteraciones en los mecanismos que
regulan la interaccion entre el DNA metilado con los procesos de remodelacion
de la cromatina, entre ellos destacando la modificacion quimica de histonas

(figura 1, tomada y adapta de Jean P.y Col 2004).
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De novo methyiation Methylated
Unmethylated (DNMT3A, DNMT3B) ? ?

ATCGAATGCTGCGGA ATCGAATGCTGCGGA

TAGCTTACGACGCCT TAGCTTACGACGCCT

Silencing complex

(histone deacetylation, histone H3K9
methylation, HP1 binding)

Epigenic reprogramming

(embryogenesis)

Restored
methyiation

? ? Silenced ?_;_-‘;:z_?

ATCGAATGCTGCGGA ATCGAATGCTGCGGA

TAGCTTACGACGCCT

) o @=""=@

\ Hemi-methylated

Maintenance methylation -

(DNMTH) ? ? DNA replication
e SO e SRR e NS o ST

ATCGAATGCTGCGGA

Figura 1. Metilacion del DNA observado en la embriogénesis, la metilacion del DNA (5-Metil-Citosina), mediante DNA—
metil-transferasa-3a (DNMT3A) y la DNMT3B, que afecta la metilacion De Novo en islas CpG, activa una cascada de
procesos como la replicacion del DNA, sintetiza nuevamente DNA (color verde), el resultado es la replicacion de la
metilacion y el silenciamiento se mantiene durante la embriogénesis temprana. (Tomado de Jean P. y col 2004).

A este respecto el DNA esta empaquetado y enrollado en las histonas
conformando la heterocromatina, mientras que su modificacion quimica la
transforma en eucromatina, lo cual se consideran actualmente como los
principales mecanismos de regulacion de la expresion genética (Dustin E. y Col
2008).

+ Modificacion de las histonas como acetilacion, metilacion, fosforilacion y
sumoylacion son capaces de afectar tanto la estructura global de la

cromatina como la activacion o represion genética.

«+ Metilacion del DNA genomico en los segmentos de regulacion
transcripcional como las secuencias promotoras las cuales contienen
dinucleédtidos CpGs (islas CpGs) como mecanismo silenciador de la
transcripcion. La pérdida del imprinting de metilacion del DNA genomico

(hipometilacion), como probable evento inicial del cancer, también se ha

e —————————————————— 17
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asociado frecuentemente con el avance neoplasico en proporcion con la

severidad de la enfermedad (Robertson K. y Col 2005).

De acuerdo a ello, las alteraciones en los mecanismos de regulaciéon
epigenética dan lugar a alteraciones en los perfiles de expresion, que
contribuyen al desarrollo del cancer. Las células cancerosas en términos
generales muestran hipometilacion global del DNA gendmico. Sin embargo
hipometilacion de islas CpGs de secuencias promotoras o incluso segmentos
llamados bahias CpGs cercanas al promotor, asi como alteraciones en los
patrones de modificacion quimica de las histonas (Dustin E. y Col 2008).

El conocimiento de la expresién génica en los carcinomas pulmonares,
permite establecer no solo el conocimiento de las vias de sefializacion en este
tipo de neoplasia, sino establecer normas de definicion en términos de su
prondstico y perfil genético, como posibles elementos de deteccién temprana
de este tipo de tumores. Adicionalmente, estudios de orden genético-
epigenético han permitido el avance en el estudio de la eficacia de nuevos

farmacos frente al cancer pulmonar (Felsenfeid G. y Col 2003).

2.7 Alteraciones en laregulacién de la expresion génica en cancer

Los cambios en la expresion génica son el resultado de los patrones de
la expresion de sus genes. Un gen gue codifica para un RNA mensajero esta
constituido por un segmento determinado de la cadena del DNA,
principalmente en las regiones promotoras del gen y las interacciones de estos
factores con sus secuencias reguladoras, desencadenan eventos que tendran
como resultado la activacion o la represion en la expresién de un gen o un

grupo de genes (Felsenfeid G. y Col 2003).

En un proceso de regulacién epigenética es posible identificar 2
procesos generales: la metilacion del DNA directamente impide la unién de
factores de transcripcion e indirectamente proporcionando la estructura

‘cerrada” de la cromatina (Salozhin S. y Col 2005). En cancer la
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hipermetilacion de secuencias CpGs se ha involucrado con el silenciamiento de
genes supresores de tumor y la hipometilacibn con la sobre-expresién de
genes que codifican para proteinas involucradas en la invasion y metéastasis
(Shhulz W. y Col 2005).

En la regulacion de la expresion genética influye un gran ndmero de
procesos celulares, tanto normales como anormales, a lo largo de la vida de
una ceélula, en sus inicios el estudio de la expresion génica parecia considerar
Unicamente la necesidad de atraer a las RNA polimerasas a regiones cercanas
al sitio de inicio de transcripcion y llevar a cabo la expresion de un gen (Shulz
W.y Col 2005).

La participacion de la dinamica nuclear en la regulacion de la expresién
génica, son los procesos de re-localizacion y asociacion entre regiones de la
cromatina con factores reguladores de la transcripcion en forma dinamica a las
zonas de la heterocromatina o eucromatina, ocasionando la represion o
activacion de la expresion génica (O'Brien y Col 2009), lo cual se encuentra en

continuo proceso de alteraciéon en cancer pulmonar.

2.8 Alteraciones en los perfiles de expresion del RNAm en céancer

pulmonar

Entre las distintas alteraciones moleculares estudiadas en neoplasias
pulmonares, destacan la intencion de establecer vias de sefializacidbn que
alteran los patrones de expresion transcripcional involucradas en la
carcinogénesis pulmonar. Entre ellas, cabe destacar la presencia de
alteraciones genéticas como secuencias microsatélites, metilacion aberrante
del DNA, alteraciones en la expresion del RNAm, asi como otras alteraciones
en genes relacionados con receptores a factores de crecimiento, receptores
autocrinos, y el sobre-expresion de ribonucleoproteinas (hnRNPS), entre otras
(Toledo G. y Col 2000).
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Algunos tumores pulmonares presentan aberraciones cromosOmicas entre
ellas, deleciones de la region cromosémica 9p21, afectando uno o mas genes
supresores de tumor como el gen p16 (INK4A), el cual actia sobre el control
del ciclo celular en la transicion de fase G1 a fase S. Al respecto, mientras que
en SCLCs se han descrito tales alteraciones de pl6, en cambio estas
alteraciones son mas frecuentes en NSCLCs deleciones o mutaciones

puntuales, presentes en un 10% al 40% de los casos (Toledo G. y Col 2000).

Se ha sugerido que las mutaciones en pl6 pueden asociarse a la progresion
tumoral, mediante ensayos de metastasis in vitro sobre tumores primarios,
adicionalmente la deteccion inmunohistoquimica de la proteina P16 en tumores
primarios NSCLCs, muestra que el porcentaje de negatividad aumenta en
relacion con el avance del estadio clinico. Esta tendencia a perder la expresion
de la proteina no se confirma en otros estudios pero todos coinciden en que
hasta un 30% o0 40% de NSCLCs en estadios tempranos presentan ausencia
de expresion de pl16, por lo que se concluye que la ausencia de la expresion
del RNA de P16 constituye un factor predictor de pobre sobrevida en pacientes
con NSCLCs (Toledo G. y Col 2000).

Por otro lado, se ha descrito aumento en la expresion de la telomerasa en
lesiones pre-invasoras (pre-malignos) en carcinomas de pulmén con bajo grado
de actividad en lesiones como hiperplasia, displasia y carcinoma in situ en
comparacion con el carcinoma invasor de pulmén, mientras que en células de
la capa basal del epitelio bronquial normal e hiperplasico adyacente a zonas
tumorales, se observa débil expresion de RNA telomerasa. Esta expresion
aumenta con relacion a la progresiéon tumoral de moderada a fuerte, a través de
las distintas capas del epitelio en metaplasias y displasias, observandose
también un aumento en el carcinoma in situ en contraste del tejido adyacente al
tumor invasor. Estos hallazgos han sugerido que la telomerasa podria servir
como marcador potencial en la deteccion temprana del cancer pulmonar, sin
embargo la expresion del RNAm de la telomerasa no ha sido detectada en
algunas muestras estudiadas de hiperplasia adenomatosa atipica (HAA), estos
hallazgos indican dos posibilidades: i) que las lesiones de HAA no son lesiones

Unidad de Biomedicina UBIMED, FES-Iztacala, UNAM. Unidad de Investigaciéon. | N E R.

20



FES Zaragoza UNAM \9:‘}'\:5:-4 Serrano Ramirez Rafael.

precursoras de lesiones pre-neoplasicas de Adenocarcinoma, o ii) que la
activacion de la telomerasa sea un suceso tardio en la patogénesis de los
carcinomas periféricos tipo AD (Toledo G. y Col 2000).

3. Antecedentes directos

3.1 Aberraciones cromosdmicas y Variacion en el Niumero de Copias en

cancer pulmonar.

Los andlisis alelo-tipicos en tumores y derivados de lineas celulares se
han orientado principalmente sobre el estudio de las aberraciones estructurales
del DNA presentes en etapas avanzadas o tardias de las neoplasias

pulmonares.

A este respecto, se han realizado estudios mediante el uso de
hibridacibn genomica comparativa (CGH), sobre metafases de cromosomas
(Luk C y Cols 2001) y micro-arreglos de DNA gendmico de baja resolucion
(aprox. 50-100 mega bases), destacando la perdida/delecion de las regiones
completas 3p21, 8p22, 9p21-22, 13922, 17pl2-13, asi como, la
ganancia/amplificacion de las regiones 1q31, 3q25-27, 5pl13-14, 8g23-24
(Petersen H. y Col 1997).

Cabe mencionar que este tipo de estudios han mostrado limitaciones en
cuanto a la posibilidad de identificar regiones discretas que sefialen genes o
marcadores genéticos asociados a los diferentes estadios clinicos de los

pacientes con carcinomas pulmonares.

En este sentido los estudios basados en las alteraciones a nivel genético
y, expresion geénica en tumores de pulmon o modelos celulares, son
necesarios para dar una profunda comprension de la biologia del cancer

pulmonar.

A este respecto han destacado la integracion de consorcios para el

estudio del cancer pulmonar, entre ellos uno conformado por Institutos y
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Universidades de 4 paises quienes basado en el uso de plataformas de analisis
masivo del genoma en micro-arreglos de DNA, ha permitido el estudio de
secuencias polimorficas del DNA gendmico (Plataforma Affymetrix SNP250k).

Este consorcio logro identificar con alta precisibn micro-deleciones,
micro-amplificaciones, asi como la variacion del numero de copias (CNV) de
regiones citogenéticas sobre aproximadamente 250 muestras de tumores
pulmonares tipo Adenocarcinoma en estadios clinicamente avanzados.
Destacando CNV de mayor frecuencia en las regiones 14q13.3, 5p15.33,
7pl1.2, y 17912; ademéas de micro-deleciones presentes en las regiones
5911.2, 79q11.22 y 9p23 (Weir B. y Col 2007).

Aungue algunas de estas alteraciones no estan precisamente asociadas
al tabaquismo principal factor de riesgo del cancer pulmonar- a este respecto
se han realizado diferentes estudios donde se han confirmado alteraciones de
alta prevalencia de orden genético en cancer pulmonar, entre ellas destacando
en el gen EGFR, las cuales consisten en micro-deleciones, inserciones o
mutaciones puntuales que han sido relacionadas con el desarrollo del cancer
pulmonar (Sonobe M.y Col 2005).

Sin embargo, son muy pocos los estudios orientados al estudio del
cancer pulmonar no asociado al tabaquismo, cuyo padecimiento se plantea
como otro tipo de enfermedad pulmonar no-exposicional, cuyo lugar ocupa ya
la séptima causa de muerte por tumores malignos, sefialando el posible
aumento en la incidencia neoplasico pulmonar maligno libre de factores de

riesgo en los proximos afos a nivel mundial (Sun S. y Col 2007).

La importancia de estudiar CNV en cancer pulmonar radica en la
posibilidad de encontrar una correlacion entre CNV con alteraciones en los
niveles o perfiles de expresién genética, es decir, a mayor aumento de CNV
para un conjunto de genes mayor sobreexpresion del RNAm, o bien
alteraciones en los mecanismos epigenéticos de control (metilacion del DNA vs
acetilacion de histonas), capaces de afectar funciones celulares en el desarrollo

y establecimiento del cancer y/o evolucion clinica de los pacientes con cancer
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pulmonar (Aitman B. y Col 2007). A este respecto, no obstante se han descrito
CNV en distintos locus citogenéticos, relativamente reciente han destacado
CNV en el cromosoma 7, cuyos analisis lo posicionan como posible nuevo

indicador de progresion y pronostico en cancer pulmonar.

3.2 CNV de alta frecuencia en el cromosoma 7, en cancer pulmonar.

Estudios previos sobre cancer pulmonar han descrito micro-aberraciones
cromosOmicas de alta frecuencia, mediante el analisis masivo del genoma a
través de hibridacibn génomica comparativa (CGH), logrando evidenciar
aberraciones genéticas tales como deleciones de alta penetracion y frecuencia
en la poblacién de pacientes con carcinomas pulmonares del grupo NSCLC. A
este respecto, cabe mencionar que estudios previos han demostrado

aberraciones frecuentes en el cromosoma 7 asociados con el grupo

histopatolégico NSCLC (Pei J.y Col 2001).

Por lo anterior, las alteraciones del cromosoma 7 se cree generalmente
surgen a través de procesos de seleccion que conllevan a la activacion del
oncogén EGFR en la region del brazo corto del cromosoma 7 (7p12). Mientras
que otros autores han demostrado que la amplificacién de la regién del brazo
largo 7931, también puede ocurrir de manera frecuente (Engelman A. y Col
2007).

Un estudio previo, demostré también que varias regiones citogenéticas
recurrentemente alteradas del cromosoma 7, son contiguas a la regién donde
residen los genes EGFR y MET frecuentemente alterados y de interés
terapéutico en pacientes con cancer pulmonar (Garnis C. y Col 2006).

Adicional con la anterior, un estudio relativamente reciente mediante
analisis por CGH y su andlisis de expresion in silico demostro un alto grado de
correlacion indicando que a mayor CNV del gen, mayor aumento en la

expresion del RNAmM en micro-aberraciones frecuentes del brazo corto de Chr:
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7, entre ellas destaca en patrticular la regiéon 7p15.3-7p11.2 (Stephen L. y Col
2008).

Dicho estudio incluyo el analisis de 30 lineas celulares del grupo
NCLSC, lo cual permiti6 establecer la posible correlacion entre el aumento de
CNV con aumento en la expresion del RNAm entre otros de los genes FIGNL1,
EGFR, LANCL2, ECOP, FKBP9 y MRPS17 (Stephen L. y Col 2008).

Dicho analisis identifico nuevos candidatos a oncogenes en cancer de
pulmén, entre ellos destacan: FTS12, NUDT1, TAF6, POLR2J, asi mismo
permitié confirmar genes previamente conocidos de importancia clinica, tales
como: EGFR y MET. Adicional a ello, 17 de 30 lineas celulares incluidas al
estudio mostraron amplificacion de la regién 7p15.3-p11.2 la cual contiene 28
genes, de los cuales 8 mostraron aumento de CNV con aumento significativo
en la expresion del RNAm, entre ellos destacan los genes: MCM7, NUDTI,
CCT64, GNB2, esta correlacion, se observa también para el gen EGFR, la cual
correlaciona con gran variedad de tipos histolégicos de cancer pulmonar
incluyendo al grupo NSCLC (Stephen L. y Col 2008). Recientemente, nuestro
grupo de investigacion mediante el uso de herramientas de analisis masivo
(Affymetrix, SNP500K) ha identificado y propuesto el aumento de CNV
posiblemente surgidas en etapas tempranas del cancer pulmonar, ubicados en
la region subtelomérica 7p21.1, a través del analisis de muestras de pacientes
gue representan la progresion histopatolégica del cancer pulmonar es decir a
partir del estudio de lesiones pulmonares tanto precursoras, como tejido
neoplasico pulmonar premaligno in situ, asi como maligno/invasor en contraste
con su contraparte de tejido pulmonar normal adyacente (Avila Moreno F.y Col
2011).

Dado que a la fecha se desconoce con certeza cuales pudieran constituir
las alteraciones citogenéticas y epigenéticas tempranas a lo largo de la
progresion neoplasica de pacientes con carcinomas pulmonares, el presente
estudio pretende describir y proponer aquellas alteraciones en la expresion del
RNAmM dependientes o independientes del aumento de CNV o dependientes de

su regulacidn epigenética por metilacibn de secuencias promotoras 0
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remodelacion de la cromatina de aquellos genes localizados en la region
7p21.1, como region candidata a presentar CNV alta frecuencia en tumores
sOlidos de pacientes con cancer pulmonar primario, cuyos genes pudieran
constituir posibles marcadores tempranos o blancos de relevancia funcional en

la progresion neoplasica pulmonar.

A este respecto estudios recientes han demostrado la presencia de
alteraciones tanto estructurales como posiblemente epigenéticas para el gen
STX1A ubicado en el brazo largo del cromosoma 7, en la region citogenética
7911.23. Asi como, del gen HIF1A en la regién 14g23.2, ambas regiones
descritas como regiones de alta frecuencia en pacientes con cancer pulmonar
(Lau K. y Col 2007), ello mediante el uso de plataformas de analisis para el
estudio de secuencias polimorficas (SNPs) (SNP-array “Affymetrix 250K o
500K”), algunas de ellas, posiblemente tempranas o especificas de estadios
tardios del DNA gendmico de alta frecuencia y prevalencia ubicadas en la
region 7p22, 7p21y 7p15 (Avila M. y Col 2011), ademés del cromosoma 14 en
la regidon 14g23.2 en pacientes con cancer pulmonar (Lau K. y Col 2007).

Escasos estudios al respecto pero realizados sobre muestras de cancer
de vejiga han demostrado importantes hallazgos para el estudio de su
regulacion genético-epigenética de un locus citogenético dependiente de
aumento de CNV e independiente de metilacion del promotor, no obstante
dependiente de mecanismos de remodelacion de la cromatina mediante
modificacién quimica covalente -acetilacion- de histonas. Dichos estudios han
descrito alteraciones para el cromosoma 7, 8 y 10.0bservando alteraciones en
los perfiles de expresion en las regiones 7p21.3 (7-1), 8pl2 (8-1) y 10926.3
(10-4) asociados al aumento de CNV, dicho analisis realizado en 57 muestras
de pacientes, permitio analizar hasta 8,555 genes, de los cuales se pudo
concluir que la expresion de los genes EIF3S9 (7p21.3), ASH2L (8pl2) y
SHOC2 (10926.3) son dependientes del aumento de CNV; sin embargo otros
genes entre ellos vecinos como PLCD1 y DLEC1 (3p22.3) ubicados en el
cromosoma numero 3, son dependientes de mecanismos de remodelacion de

la cromatina, mientras que parcialmente dependientes de metilacion del DNA,

Unidad de Biomedicina UBIMED, FES-Iztacala, UNAM. Unidad de Investigaciéon. | N E R.



FES Zaragoza UNAM 5‘3\?:4 Serrano Ramirez Rafael.

esto pese a mostrar aumento de CNV (Stransky N. y Col 2006). No obstante
dichos antecedentes, en el caso de cancer pulmonar se desconoce si la
regulacion de la expresién genética de genes localizados en la regién 7p21.1,
son dependientes o independientes de CNV, asi como dependientes de su
regulacion epigenética como mecanismo asociado con malignidad o progresion
del cancer pulmonar; adicionalmente su posible asociacion con la exposicion a

factores de riesgo ambientales.

3.3 Alteraciones epigenéticas en el cromosoma 7, en cancer pulmonar.

Estudios relativamente recientes sobre lineas celulares de cancer
pulmonar tipo AD (A-549 derivada del ATCC) han indicado hipermetilacion
global del genoma; asi mismo se ha determinado alto nivel de metilacion en el
cluster de los genes HOMEOBOX-A (HOXA) relacionados con el desarrollo
embrionario y localizados en el brazo corto del cromosoma 7 (7p15.3). Lo
anterior, evidenciado mediante andlisis epigenémico basado en el estudio de
metilacion del DNA de alrededor de 39 islas CpG, mediante el uso de ensayos
de recuperacion de islas CpG metiladas (MIRA, por sus siglas en inglés de
Methylated CpG Island Recovery Assay). Cabe mencionar que la region
estudiada posee un tamafo de 155Kb (cluster HOXA). Adicionalmente, dicho
estudio determino el perfil de metilacion de los 4 clusters de genes Hox
ubicados en los cromosomas 2, 7, 12, y 17. Para el caso del cluster HOXA en
la regién 7p15.3 dicha metilacién provoca directamente el silenciamiento en la
expresion de los genes HOXA lo cual posiblemente contribuya a la progresion
neoplasica pulmonar, esto para el caso de ambos clusters tanto HOXA como
HOXD (Rauch T.y Col 2007).

Pese a lo anterior, escasa informacion al respecto no permite conocer el
comportamiento de su regulacién genético-epigenética del cromosoma 7 en
cancer de pulmon, en particular de la region Chr:7p21.3-p21.1, la de mayor
frecuencia de acuerdo con datos obtenidos en pacientes mestizos mexicanos,

como se indica en el presente trabajo.
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Por otro lado, algunos estudios pareados en tumores pulmonares y su
contraparte de tejido pulmonar histolégicamente normal adyacente, asi como
lineas celulares del cancer pulmonar, han demostrado que el aumento en el
nivel de expresion del gen TSLC1 (11923.2) esta asociado con hipometilacion
del promotor. Lo anterior, ha sido descrito mediante PCR cuantitativo por
tiempo real y secuenciacibn combinada con transformacion quimica de
citosinas por bisulfito de sodio. Evidenciando que la perdida de metilacion en la
region promotora del gen TSLC1 en muestras de tejido normal pulmonar,
mientras que hipermetilacion en lineas celulares de cancer pulmonar tipo AD
asi como en algunas lineas celulares de cancer pulmonar tipo AD (A-549) y tipo
SCC (Calu-3 y NCI-H446). Por lo que, el silenciamiento del gen TSLC1 en
cancer de pulmonar, ocurre debido a hipermetilacion de su regiébn promotora
(Ming S. y Col 2010).

Un estudio reciente, en el cual se analizé la amplificacion de los factores
de transcripcion TFDP1 y CTNND1 en céncer pulmonar, se confirmé la
presencia de amplificacion del DNA en 2 segmentos genéticos ubicados en la
region cromosomica 11g12 y 13g34 con una frecuencia de 3% en los casos de
tumor. Al respecto, cabe mencionar que ambos genes codifican para 2
oncogenes, como fuertes candidatos de inmunosupresion frente a tumores
pulmonares. No obstante, a pesar de la baja frecuencia de amplificacion para
este gen, se ha concluido que su alta expresion en cancer pulmonar del grupo
NSCLCs responde a modificaciones epigenéticas causadas por el
funcionamiento de la proteina E2F asociada al factor transcripcional TFDP1
como candidato a oncogén en cancer pulmonar, lo cual permitid la
identificacion de 2 nuevas regiones cromosomicas 11ql12 y 13q34, y la region
cromosdmica 13934 es un fuerte candidato a oncogen NSCLCs (Castillo S. y
Col 2010).

Adicional a lo anterior, la regulacion epigenética por metilacion de islas
CpGs de secuencias promotoras es importante para el estudio de la
tumorogenesis ,basado en ello, se ha demostrado la capacidad de control
epigenético empleando el modelo de linea celular H460 y H1299 (NSCLCs), a
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través del cual el analisis por micro-arreglos, revelo diferencias en 1,091 genes
los cuales presentan metilacibn con una significancia estadistica p<0.5
incluyendo genes involucrados en la adhesion y comunicacion celular,
regulacion transcripcional y traduccion de sefales, de los cuales 747 genes
presentan hipermetilacion principalmente en la linea celular H1299 mediante el
andlisis de PCR en Tiempo Real, en contraste el promotor en 344 genes estan
hipometilados en la linea celular H460, esta gran diferencia en ambas lineas
celulares es de trascendencia para el estudio de la regulacion epigenética en

células del cancer pulmonar (Kim E. y Col 2010).

Adicionalmente trabajos recientes han demostrado que el uso de 3-
metil-colantreno y di-ethyl-nitrosamina, son capaces de inducir lesiones pre-
cancerosas Yy lesiones neoplasicas pulmonares en rata, probablemente
semejantes de aquellas presentes en humano. A partir de estos modelos ha
sido posible plantear el estudio secuencial de cambios dinamicos en los perfiles
de metilacion de secuencias promotoras en diversos genes entre ellos,
aquellos que participan en el control del ciclo celular durante la carcinogénesis
pulmonar. Dicho andlisis demostré aumento en el porcentaje de metilacién para
el promotor del gen CDKN1B (p27), asi como CDKN1C (p57), el cual aumenta
de 11% en lesiones precursoras (metaplasias escamosas), 18.9% en
displasias, 26.7% en carcinoma in situ hasta alcanzar un nivel de 36% en
tumores invasores. Lo cual correlacioné con disminucion en la expresion de la
proteina tanto p27 como p57, lo cual fue revertido después del tratamiento con
inhibidores de metilacién del DNA aprobados por la FDA en U.S.A., como la 5-
aza-2-deoxicitidina (Lui W. y Col 2010).

Un estudio reciente, identific6 posibles marcadores asociados con la
prediccion benéfica pacientes del grupo NSCLCs, para ello se utilizo un total de
264 pacientes adultos en fase clinica IlI, 1Ib/IV con un historial de régimen de
una 0 mas sesiones de quimioterapia, asi también bajo el tratamiento con el
medicamento erlotinib (150 mg/dia ), se utilizaron muestras de biopsias de
tumores primarios un total de 102 para un analisis masivo de genes mediante

microarreglos (Affymetrix GeneChip), estos analisis revelaron tres genes
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ubicados en el cromosoma 7 EGFR (7pll.2), PSPH (7pl2), RAPGEF5
(7p15.3), con sobre expresion representando una estimacion de 63% de sobre
expresion de estas muestras con respecto al gen RAPGEFs5 el cual muestra
expresion nula con una estimacion de 0.89% de los casos 0 muestras
analizadas, llegando a la conclusion que para el uso de terapia con erlotinib
como alternativa quimioterapéutica en pacientes puede contrarrestar la
proliferacion avanzada de NSCLCs, debido a los altos niveles de expresion del
gen EGFR, ubicado en el cromosoma 7 (Tan E. y Col 2010), en cuyos
pacientes dicha sobre-expresién puede estar bajo el control tanto genético

como epigenético, no obstante se desconoce.

Por otro lado mediante el estudio, de analisis de hibridacion de
fluorescencia in situ (FISH), en muestras de pacientes con cancer pulmonar
en rango de edad 45 a 82 afos, en tumores primarios (n=38) de los cuales 29
presentan metastasis, y 19 en combinacion con metaplasia avanzada, siendo
50% del tipo AD, 20% SCC, y el resto carcinomas de células grandes. Se
realiz6 un analisis masivo por el método FISH para detectar el gen EGFR
localizado en la region 7pl1.2, observando como positivo en 65% de los
tumores primarios de los cuales en 7 casos fueron positivos por FISH y en 20
muestras presentaron ser negativos y correspondieron a procesos
metastasicos, lo cual correlaciona con ausencia de mutacion para el EGFR,
con lo cual se concluye que la expresién de EGFR en la region 7p11.2 ocurre a
debido a cambios tanto genéticos como epigenéticos durante la progresion en
metastasis de NSCLCs (Lorenzo M.y Col 2010).

No obstante los antecedentes mencionados acerca del comportamiento
genético-epigenético del cancer pulmonar, actualmente son escasos los
estudios que describan en su conjunto alteraciones de alta frecuencia de orden
genético-epigenético del cromosoma 7 en cancer pulmonar que permitan
describir nuevos posibles marcadores de aparicion temprana o exclusivos de
estadios clinicos, asi como histopatolégicos o prondstico en pacientes con
cancer pulmonar para una mayor compresion de esta patologia en nuestra

poblacion.

Unidad de Biomedicina UBIMED, FES-Iztacala, UNAM. Unidad de Investigaciéon. | N E R.

29



FES Zaragoza UNAM ?J}‘\ﬁ:-a Serrano Ramirez Rafael.

4. Planteamiento del problema

A nivel de la secuencia lineal del DNA gendémico ocurren mecanismos de
regulacion tanto genéticos como epigenéticos capaces de influir en la
regulacion transcripcional de ciertos genes. Siendo de este modo posible
identificar eventos en cascada que preceden a la transcripcién en cancer. Asi
mismo, la modulacion de la estructura de la cromatina ha mostrado un papel
critico en la regulacion epigenética. De este modo el silenciamiento epigenético
de genes supresores de tumor, genes de reparacién de dafio al DNA, genes
inductores de apoptosis, entre otros, son capaces de contribuir en gran parte al
comportamiento biolégico del tumor y muy probablemente en la evolucion
clinica del paciente con cancer pulmonar. Sin embargo, a la fecha no existen
estudios que describan en su conjunto alteraciones en los mecanismos de
control estructural del DNA, entre ellos CNV, Metilacion del DNA y/o
remodelacion de la cromatina, ello en las distintas fases de la progresion
histopatolégica pulmonar (lesiones pulmonares precursoras, pre-malignas y
malignas/invasoras). Para ello, a partir del andlisis masivo del genéma en
muestras de pacientes con lesiones precursoras y neoplasicas pulmonares se
llevaron a cabo ensayos de andlisis genémico de CNV, analisis de metilacion
de secuencias promotoras y expresion del RNAm mediante PCR en tiempo
real. Asi mismo, mediante ensayos de cultivo in vitro se realizaron ensayos
para demostrar si dichas alteraciones genéticas-epigenéticas son reversibles a
través del uso de inhibidores de metilacibn del DNA y/o inhibidores de
desacetilasas de histonas (HDACs), como aguellas enzimas capaces de
remodelar la cromatina, a través del estudio de lineas celulares establecidas a
partir de pacientes con diagnostico de cancer pulmonar tipo AD, bajo atencion

médica en el INER.
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5. Justificacion

Ante la problematica actual relacionada con la incidencia y altos indices
de mortalidad en cancer de pulmédn, recientemente se han disefiado estudios
enfocados en la busqueda de posibles marcadores genéticos que puedan
servir como métodos de diagndstico temprano; sin embargo, tales estudios sélo
han reflejado las alteraciones cromosdOmicas y genéticas presentes en etapas
avanzadas del cancer pulmonar, por lo que, no ha sido posible sugerir con
cierto grado de certeza, posibles marcadores de aparicibn temprana que
permitan proponer un diagnostico temprano e incluso que por su funcién estos
marcadores permitieran disefiar estrategias terapéuticas en contra del cancer
pulmonar. Debido a lo anterior, el presente trabajo de investigacion basica esta
enfocado al analisis de posibles alteraciones de CNV en correlacion con su
nivel de metilacion de secuencias promotoras de genes residentes de la region
citogenética 7p21.1, la cual sefialamos de alta frecuencia en pacientes con
cancer pulmonar bajo atencidbn médica en los institutos nacionales de salud
entre ellos el INER. Lo anterior, nos permitird proponer y analizar alteraciones
en la expresion génica a lo largo de la progresion neoplasica pulmonar a partir
de etapas tempranas de lesiones neoplasicas pulmonares, asi como su
dependencia de posibles mecanismos de regulacidn epigenética, permitiendo a
mediano plazo la identificacion de nuevos blancos de diagnostico y/o
tratamiento oportuno o prondstico de los pacientes con cancer pulmonar en

México.

6. Hipotesis

La descripcion de alteraciones en la expresion génica dependientes de la
variacion del nimero de copias o metilacion de secuencias promotoras en
genes residentes de la region 7p21.1, durante la progresion histopatolégica del
cancer pulmonar, permitira proponer o establecer nuevos probables
marcadores localizados en el brazo corto del cromosoma 7, asociados al

diagndstico temprano en la patogenia del cancer pulmonar.
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7. Objetivo general

+ Determinar alteraciones en la expresion génica dependientes de la
variacion en el nimero de copias 0 metilacion en genes residentes

de la region 7p21.1 en carcinomas pulmonares.

8. Objetivos particulares.

Analizar el aumento en la variacion del namero de copias (CNV) de genes
residentes de la regién citogenética 7p21.1 en lesiones precursoras y
carcinomas pulmonares, a través de ensayos de validacion por PCR

cuantitativo en tiempo real.

Analizar los niveles de expresion de los genes con aumento de CNV, tanto
en lesiones precursoras como carcinomas pulmonares derivados de

pacientes.

Correlacionar CNV y cambios en la expresion del RNAmM mediante PCR en
tiempo real en lesiones precursoras, carcinomas pulmonares y linea celular

de cancer pulmonar.

Determinar la presencia o falta de correlacion entre el nivel de expresién del
RNAmM dependiente de regulacion epigenética o CNV mediante ensayos de
inhibicibn de metilacion del DNA o inhibidores de remodelacién de la

cromatina en muestras de pacientes con cancer pulmonar.

Unidad de Biomedicina UBIMED, FES-Iztacala, UNAM. Unidad de Investigaciéon. | N E R.

32



FES Zaragoza UNAM j—sj&‘i Serrano Ramirez Rafael.

9. Estrategia experimental

OBTENCION DE TEJIDO PULMONAR:
NORMAL ADJACENTE
LESIONES PRECURSORAS
TUMORES PULMONARES
LINEAS CELULARES CANCER PULMONAR

CONFIRMACION
HISTOPATOLOGICA,
PROCESAMIENTO DEL TEJIDO
PULMONAR

CULTIVO CELULAR

ENSAYOS DE INHIBICION
EPIGENETICA IN VITRO

EXTRACCION DE ACIDOS
NUCLEICOS DNA (CNV) y
RNAmM

PCR EN TIEMPO
REAL

ANALISIS DE CORRELACION CNV
Vs METILACION DEL DNA SOBRE
LA EXPRESION DEL RNAm
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10. Materiales y métodos

10.1 Medio de cultivo RPMI-1640

Se emple6 medio de cultivo RPMI-1640, suplementado entre otros, con
10%, de Suero Fetal Bovino, L-Glutamina al 1%, Gentamicina al 0.1, Hepes
Buffer (1M) 0.5%, Piruvato de Sodio al 1%.

10.2 Medio de congelacion

Se emple6 Suero Fetal Bovino al 89%, DMSO al 11.0%

10.3 Preparacion de PBS 10X

Se emple6 NaCL: 80gr, KCL: 2gr, Na2HPOa4: 14.4gr, KH2POa4: 2.4qgr. y se
lleva a un litro de solucién ajustando el pH a 7.4. El buffer PBS fue empleado
debido a su capacidad en mantener una constante de pH incluyendo su
osmolaridad y la concentracion de iones de la solucion por lo general coinciden

con los del cuerpo humano conociéndose como una solucion isoténica.

10.4 Obtencién y procesamiento de tejido pulmonar

Las muestras de tejido pulmonar se obtuvieron a traves de la unidad de
urgencias e investigacion de enfermedades respiratorias, Departamento de
cirugia y Departamento de patologia. Todo ello bajo los criterios y normas
actualmente probadas por el comité de bioética de Instituto y normas vigentes

del sector salud.

Las muestras en fresco fueron colocadas y trasportadas en frascos

estériles con 15 ml de medio RPMI para su uso posterior.
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10.5 Procesamiento de tejido pulmonar

Se realizé una seleccidon de lesiones respectivas de tejido pulmonar, el
cual fue procesado y almacenado el tejido fresco en triviales de capacidad de
2ml, asi como tejido fijado en formaldehido al 10% y procesados en parafina,
mediante el andlisis histopatolégico y confirmacion de diagndstico respectivo

con ayuda de un patodlogo.

10.6 Cultivos celulares

Fueron estandarizadas las condiciones de cultivo in Vitro para lineas
celulares derivadas de carcinomas pulmonares de células no-pequefias, entre
otras: INER 37e INER 51 ambas establecidas a partir de pacientes mexicanos
con derrame pleural con diagnostico de cancer pulmonar tipo AD (Ponce L. y
col 2005), asi como la linea A-427 de origen caucésico (obtenida del ATCC).

Bajo condiciones de humedad relativa al 5%, CO2 5%, y temperatura de
37°C, realizando recambios de cultivo cada 48hrs, empleando tripsina al 1%,
para despegar la mayor cantidad de células adheridas a la pared de la caja de
cultivo, y con ello se obtuvo la mayor poblacion celular y cierta poblacién
celular se guarddé como stock en medio de congelacién, en nitrégeno liquido

para su almacenamiento.

10.7 Viabilidad celular

Fue evaluada la proporcion de células viables, sobre cada cultivo de
lineas celulares y posibles cultivos primarios, mediante el uso de camara de

Neubauer, empleando el colorante vital azul de tripano 0.1%.
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10.8 Extraccion de DNA, RNA y proteina

Existen diversos métodos de purificacion de acidos nucleicos, estos
varian segun se desee aislar DNA o RNA, asi como del grado de pureza

requerido.

Esta purificacion de acidos nucleicos se realizé primero un aislamiento
rapido por lisis celular, después una vez teniendo las células lisadas se
procede a la separacion electroforética en gel de agarosa y se pueden ver

claramente dichos acidos nucleicos.

Es importante sefialar que no siempre es necesario efectuar el
procedimiento de extraccion de los acidos nucleicos para la realizacion de la
PCR.

Se utilizd para esta extraccion el Kit; All Prep ™ DNA / RNA / Protein Kit
de QIAGEN numero de catalogo; 80004.

El cual especifica que para una extraccion o6ptima se deben utilizar 30
ug de tejido fresco o de 15 a 20 ug de tejido congelado, el método utilizado
para la extraccion en su fase inicial corresponde al peso de 30 ug

aproximadamente.

A continuacién se indican las distintas fases del protocolo:

10.8.1 Extraccidn a partir de tejido fresco congelado.

Se disgreg0 este tejido en un mortero colocando nitrégeno liquido para
evitar la degradacion y éste se molié perfectamente hasta llegar a pulverizarlo,
se coloco esta pulverizacion de tejido a un tubo eppendorf de capacidad de
2ml.

— 36
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10.8.2 Extraccion de RNAm.

Se colocé 600ul del buffer RLT y Mercaptanol 600:6, éste se preparé al
momento ya que tiene que ser fresco y se colocé en el tubo eppendorf que
contenia el tejido fresco pulverizado, el cual fue bortexeado por 1 min
aproximadamente esto es para favorecer la lisis celular, se procedié pasar el
contenido del tubo eppendorf a una columna que contiene el kit y se procedio
a centrifugar a 10,000 rpm por un minuto se utilizé el liquido filtrado y

recolectado a través de la columna.

La columna se paso a un tubo nuevo eppendorf se sello, y se guardé a

temperatura ambiente ya que se utilizé mas adelante.

El liquido recolectado se le agregd 400ul de etanol absoluto y se
procedié a mezclarlo con ayuda de una pipeta, se pasé este liquido a una
columna de RNA (si este liquido contenia algun precipitado también se colocé

en la columna), y se procedi6 a centrifugar a 10,000 rpm por 1 min.

El liquido filtrado y saliente a través de la columna se guardé a

temperatura ambiente y se utilizé posteriormente.

En la columna se coloco 200ul del buffer RW1 y precedio a centrifugar a
10,000 rpm por 30seg, se desecho el sobrenadante y se volvio a lavar con
500 pl de buffer RPE y se volvio a centrifugar a 10,000 rpm por 2 min, se
desecho el sobrenadante, se volvid a centrifugar sin ningun buffer a méaxima
velocidad por 1 min para quitar el exceso de buffer , se procedié a pasar la
columna a un tubo nuevo eppendorf de capacidad de 1.5 ml se dejo incubar
por 5 min a temperatura ambiente transcurrido este tiempo se le coloco 15 pl
de agua libre de RNAsas, que contiene el Kit, el agua se coloco directamente a
la membrana de la columna sin tocarla justo al centro de ésta posteriormente
se procedio a centrifugar por 1 min esto con la finalidad de realizar un lavado
se recomienda realizarlo por duplicado para que el rendimiento en

recuperacion del RNA sea el 6ptimo. El liquido obtenido contiene el RNA y se
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procedié a guardarlo previo etiquetado a -20°C para su posterior cuantificacion

y UsO.

10.8.3 Extraccion del DNA.

Se retom6 la columna que se guardd a temperatura ambiente y se le
afiadio 500ul del buffer AW1, y se centrifugo por 30 segundos a 10,000 rpm,
se tir6 el sobrenadante y se pas6 la columna a un tubo nuevo que contenia el
Kit, y se le coloco 500 ul de buffer AW2 y se volvid a centrifugar a maxima

velocidad por 2 minutos y se tir6 el sobrenadante.

Se colocé la columna en un tubo nuevo eppendorf de capacidad de 1.5
ml y se agregé 20 ml de agua libre de RNAsas y dejé incubar por 5 min, a
temperatura ambiente se hizo este paso dos veces. Una vez que transcurri6 el
tiempo se centrifugé por 1 min a 10,000 rpm, al término la fase liquida contiene
el DNA el cual se procedi6 a etiquetar y almacenar a -20°C para su posterior

cuantificacion y uso.

10.8.4 Extraccion de proteinas.

Se retomd el liguido que se guardé en el paso anterior, que esta
contenido en el eppendorf, se le agrego6 a este liquido 600 ul de buffer APP y
se mezcld vigorosamente y se incub6 a temperatura ambiente por 10 min.
Después se centrifugd por 10 minutos a maxima velocidad y se tiro el

sobrenadante.

Se adicion6 500ml| de etanol al 70% y volvié a centrifugar a maxima
velocidad por 1 min nuevamente al tubo se retir6 cuidadosamente el
sobrenadante con ayuda de una pipeta Pasteur, se recomienda retirar todo el

liguido posible del tubo.
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Se dejo secar la pastilla en el tubo eppendorf, durante 5-10 min
aproximadamente, posteriormente se incub6 por 5 min a 95°C, para
desnaturalizar las proteinas posteriormente se dejé incubar a temperatura
ambiente, al término se centrifugd por 1 min a maxima velocidad, para eliminar
residuos posibles con la finalidad de solubilizar la proteina. Al final las muestra

fueron guardadas a -20°C.

10.9 Cuantificacion e integridad del DNA, RNA.

El DNA fue cuantificado empleando un método espectrofotométrico
(NanoDrop Spectrophotometer ND-1000), y llevaron a cabo ensayos de PCR
en tiempo real para el andlisis de validacion del nimero de copias del DNA y
expresion del RNAm.

10.10 Disefio de oligonucleétidos

Uno de los parametros mas importantes para tener éxito en la
amplificacion por PCR es el disefio de los oligonucle6tidos cebadores (oligos o

primers).

Se disefiaron oligonucleétidos convencionales empleando entre otros
programas bio-informaticos: Vector Primer y File Builder (Applied Biosystems),
tanto para el andlisis del DNA en secuencias promotoras y expresion del RNAm
mediante ensayos de PCR en tiempo final/tiempo real.

10.10.1 Disefio de primers;

v El disefio de los primers debera incluir la amplificacion de mas de
un exon, por lo que fueron disefiados de forma que la secuencia de al menos
uno de los primers estuviera contenida en la unién de 2 exones o bien que los

primers forward y reverse se encontraron en diferentes exones.
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- Fueron seleccionados amplicones entre 100 a 250 pb.

- El tamafio GCs de la sonda y primers, contener entre 30-60%.

- Evitar secuencias que contengan 4 o mas Gs continuas.

- Respecto a la Temperatura (Tm), se recomienda disefiar primers
con una Tm, entre 55-60°C, o Tm cercanas, para el uso de condiciones de
amplificacion estandar, si es posible. La sonda debe tener Tm 10°C superior a
la Tm de los primers.

- Primers: los ultimos 5 nucleétidos del extremo 3’ no deber& tener
mas de 2 Gs” y/o C’s para evitar la formacion de dimeros de primers. Se deben
evitar primers con complementariedad interna o formacién de dimeros de
primers.

v Los primers no deben contener G en el extremo 5’ el cual actia
como un quencher natural.

- Los primers deberan ser especificos para la secuencia del gen de
estudio, tener especial cuidado con la existencia de diferentes isoformas,
diferentes transcritos debido a promotores o poli-adenilacion alternativa,
familias de genes de gran homologia, pseudo-genes, se recomienda realizar
una comparacion de la secuencia del amplificado y de los primers contra todo
el genoma para comprobar que es una secuencia Unica.

- Se recomienda analizar la estructura secundaria del amplificado y
evitar las posibles estructuras secundarias, dichas estructuras deben tener un

Tm inferior a Tm del par de primers.

Sobre la regién de alta frecuencia ubicada en el brazo corto del cromosoma 7
“Tp21.17fueron seleccionados una lista de genes por sus caracteristicas

funcionales a nivel celular (ver anexo tabla B).

De esta lista se eligieron una serie de oligonucleotidos a partir de su
temperatura de alineamiento, a partir de los cuales se realizo el analisis de
CNV en la progresion neoplasica pulmonar, (tabla 1), asi como el analisis de

expresion del RNAm en la progresion neoplasica pulmonar, (tabla 2).
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Oligonucleédtidos Secuencia 5°-3° Tm Region Tm Tamaiio
Teo Exp.
ZF12med CATGGTCTACGAGATGCTAC 57.2 7p22.1 55 232pb
ATACCGTGACTCTATTTCCC
MEOX2 med GTCCAGCAGGAGATAGGAAG 60.4 7p22.1 55 205pb
AGAGTGGGAGAGGTTGAAGC
TP13 GAGGTGCTGTCATATTTCTCC 60.1 7p21.1 55 225pb
CTGGCAGGGAACAAAGGTAG
AG3 ACCCCTAACCCCAGAGATTC 62.9 7p21.1 55 245pb
ATCAGGAAAGCCTCCATTC
AHR CAGTCCCATTGGTTGTCTAC 59.4 7p15 55 252pb
TTCCATTCCGTCTTCCTTG
HDAC9 med AAGCACGTTCCTATTTCCC 60.5 7p21.1 55 304pb
TGTCTGCAGCATATTCCAG
TWIST1 med GGGAGGACGAATTGTTAGAC 59.9 7p21.2 55 284pb
CGAGGTCCAAAAAGAAAGC
TWISNB CGTAATGCAGCGAAAAGAGG 64.5 7p21.1 55 270pb
GGCATGAGTAGCGACTGTTC
HNB1 ini TTTTCTGGCGGGGGTTATC 65.7 7p15 55 205pb
AATTGCGGAAGGCTAGAGTC
CBX3 med CTGAGGAGACTCCGGTAC 62.6 7p15.2 62 120pb
CTACAGCTCAAGCCACATCC
EVX1 med TCATCGGTGTTAGATCAAGG 60.1 7p15-14 62 300pb
CAGCGAAGATGAAAGGAAAC
EVX2 med GGCGCTGCATGATTAGGAC 65.6 2g31.1 62 205pb
GAGGCGAGAAGAGACAAGTG

Tablal, lista de oligonucleétidos empleados para el andlisis de CNV en muestras de tejido que representan la

progresion neoplasica pulmonar.

Oligonucleétidos Secuencia Tm Region Tm. Tamaiio
Teo. Exp.
AHR GGCCTGAACTTACAAGAAGG 53.7 7p15 60 215pb
GGAAGAACATTCAAGTCCGG
TWIST1 GAGTCCGCAGTCTTACGAG 60 7p21.2 60 160pb
GAGCATTCTGACGCCTGAG
HDAC9 CGACAGCAAAAGCTTCTTGTAG 58 7p21.1 60 192pb
GATGTTCTTCGAAAACGACAGC
EVX1 CGAGTACCAGCACAGCAAAG 63.2 7p15-14 60 270pb
GAAACGACACGACCATGAGC
MEOX2 TCCTGTGCTCCAACTCTTC 60.0 7p22.1 60 203pb
CTTCTCAACCTCGTGTCCT
B-actina CGACAGCAAAAGCTTCTTGTAG 59.1 7P15-12 60 210pb
GATGTTCTTCGAAAACGACAGC

Tabla 2, lista de oligonucleétidos empleados para el andlisis de Expresion en muestras de tejido que representan la

progresion neoplasica pulmonar.

Unidad de Biomedicina UBIMED, FES-Iztacala, UNAM.

Unidad de Investigacién.

I'N ER.

41



FES Zaragoza UNAM ?J}‘\ﬁ:-a Serrano Ramirez Rafael.

10.10.2 Condiciones de amplificacion por PCR en tiempo final y PCR en
tiempo real.

PCR en tiempo real es un tipo de PCR cuantitativo que mide la cantidad
de DNA o de RNAmM en una muestra, o en una poblacion de células, el tiempo
real se utiliza comunmente para determinar la expresion del RNAm de un gen,
y el nivel de variacion en numero de la copia del RNAm durante ciertas

condiciones.

Esta técnica se fundamenta en la propiedad de las DNA polimerasas
para replicar hebras de DNA, para lo cual emplea ciclos de altas y bajas
temperaturas alternadas para separar las hebras de DNA recién formadas
entre si tras cada fase de replicacién y a continuacion, dejar que vuelvan a

unirse a polimerasas para que vuelvan a duplicarse.

Las bases de la reaccion de PCR intervienen tres segmentos de DNA: el
segmento de doble cadena que queremos amplificar, y dos pequefios
fragmentos de cadena sencilla, los oligonucle6tidos, que tienen la misma

secuencia que los extremos flanqueantes del DNA molde.

El primer paso necesario en este proceso de la sintesis es la
desnaturalizacion del DNA puesto que el molde es una molécula de DNA de
doble cadena, sera necesaria la separacidon de éstas para que los oligos
puedan acceder a sus secuencias complementarias y unirse a ellas en el
siguiente paso, llamado de alineamiento, una vez que los oligos se han unidos
a las cadenas, sirven como cebadores para la accion de la DNA polimerasa, la
cual comienza a crear a partir de ellos nuevas cadenas de DNA
complementarias, en el proceso de elongacion, estos tres pasos consecutivos

(desnaturalizacion, alineamiento y elongacion) constituyen un ciclo de sintesis.

Para la cuantificacion del DNA se midi0 en cada ciclo de PCR la
cantidad de amplicén producido, la cuantificacion del producto, se produce
mediante la adicion del fluorocromo (SYBR Green) que se une a la doble hebra
del producto amplificado (amplicén) de forma cuantitativa, de forma que a

mayor producto mayor fluorescencia sera emitida. Esto permite cuantificar sélo

Unidad de Biomedicina UBIMED, FES-Iztacala, UNAM. Unidad de Investigaciéon. | N E R.

42



FES Zaragoza UNAM ;ﬁjﬁ‘i Serrano Ramirez Rafael.

una secuencia por reaccion pero tiene la ventaja de utilizar primers para su
realizacion. El equipo empleado para el andlisis de PCR en tiempo real fue de
la marca AB Applied Biosystems, modelo Stepone con software V2.0.

A continuacién se describen las condiciones de reaccién para el uso de
SyBR Green (Fermentas-USA) tabla 3.

RACTIVOS CANTIDAD
Marca FERMENTAS
SYBR Green 15ml
Primer iml
Templado Iml
(25ng/ml)

H20 5.5ml
Volumen total por reaccion 15ml

Tabla 3, condiciones utilizadas para el analisis de cada uno de los ciclos en la reaccion de PCR en tiempo real,
utilizando SYBR Green de Fermentas.

A continuacién se describen las condiciones de reaccién para el uso de
SYBR Green (Applied Biosystems — USA) tabla 4.

RACTIVOS CANTIDAD
Marca APPLIED BIOSYSTEMS
SYBR Green 15ml
Primer Iml
Templado Iml
(25ng/ml)
H20 5.5ml
Volumen total por reaccién 15ml

Tabla 4, condiciones utilizadas para el analisis de reaccién por PCR en tiempo real, utilizando SYBR Green de la marca
Applied Biosystems
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En tabla 5, se muestran las condiciones de amplificacion con respecto a
su temperatura de alineamiento, empleando SYBR Green de la marca
Fermentas.

FRIMER PASO 40 CICLOS | CURNA DE DISCCIACITN

=] ]

100 |

Tabla 5, condiciones utilizadas para la amplificacién en el andlisis de cada uno de los ciclos en la reacciéon de PCR en
tiempo real.

En la tabla 6, se muestran las condiciones de amplificacion con respecto
a su temperatura de alineamiento empleando SYBRGreen de la marca Applied

Biosystems.

FRIMER PAZO 40 ACLO= | CURWS DE DISOCIACION

Tabla 6, condiciones utilizadas para la amplificacion en el analisis de cada uno de los ciclos en la reaccion de PCR en

tiempo real.
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11. Desarrollo de curvas de dilucion estandar y validacion de productos

especificos mediante curvas de disociacion por PCR en tiempo real.

Empleando el Ct, como valor matematico, permitié obtener resultados
fiables, a fin de conocer la cantidad de DNA inicial. Para ello, adicionalmente es
preciso realizar calculos mateméaticos de regresion lineal que permitié conocer
la eficiencia de amplificacion por PCR en tiempo real, a través de la
construccion de curvas de dilucidbn seriada llamadas curvas estandar de

dilucioén.

La representacion de la curva estandar se obtiene a partir de la
obtencion de lecturas con base logaritmica de fluorescencia respecto del
tiempo (numero de ciclo=Ct) y recta del calibrador, con un orden de magnitud
gue disminuye con respecto a la concentracion de un DNA diploide control
(200ng, 20ng, 2ng, y 0.2ng). De este modo, los valores de Ct obtenidos estan
en funcién de la cantidad del DNA diploide inicial, a partir de cuyos valores se
establece la normalidad diploide del DNA en nimero de copias, a partir del cual
los datos son extrapolados para conocer la variacion de CNV de las muestras

de pacientes con cancer.

Para el desarrollo de la curva disociacion también llamada curva de
fusion en un solo producto especifico, se emplearon, muestras de
concentraciones de DNA iniciales, amplificadas mediante PCR en tiempo real,
en un mismo experimento, empleando un fluorocromo de unién inespecifica a
la doble hebra del DNA(generalmente SYBR Green), a partir del cual se
identifican los fragmentos amplificados de DNA especificos de un fragmento
amplificado de interés, cuyos resultados son obtenidos a partir de la
observacién de la curva de disociacion de las muestras de DNA positivas y

analizadas.

Lo anterior, permite el posterior empleo de técnicas de electroforesis
para visualizar los productos amplificados de todas las muestras. Los

rendimientos representados corresponden a “n” reacciones, cuya fiabilidad se
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debe a la existencia de réplicas independientes por reaccion, la fluorescencia

se muestra en unidades arbitrarias de fluorescencia.

11.1 Ensayos In Vitro de Inhibicion de la Metilacion del DNA vy
Remodelacién de la Cromatina.

La metilacion del DNA es un proceso epigenético que participa en la
regulacion de la expresion génica. Los genomas de las células comparten
cambios importantes en los niveles de metilacién, que constituyen eventos
tempranos en el desarrollo de algunos tumores, entre los que se encuentran, la
inhibicion de la trascripcidon, con la consecuente pérdida de la expresion de

genes constitutivos e individuales y de genes supresores de tumores.

Se emplearon lineas celulares de cancer pulmonar las cuales fueron
estimuladas con los siguientes farmacos: Acido Valproico (AV), que posee la
capacidad de inhibir desmetilasas de histonas (HDACSs), e Hidralazina (HIDR)
la cual induce principalmente inhibicién de la metilaciéon de novo del DNA.

Estos ensayos se realizaron con cultivo celular por 24 horas y por 96hrs
con estimulos de los dos farmacos en concentraciones de Hidralazina con
5mM y 1mM y de Acido Valproico con 5mM y 10mM, para los cuales se
eligieron un grupo de genes por su funcién del cromosoma 7 que son MEOX2,
AHR, HDAC9, TWIST1, EVX1, B-actina como gen enddgeno-control para el
desarrollo de andlisis de normalizacion de la expresion genética de cada gen

estudiado.

Un total de 22 tumores con su tejido normal adyacente neopléasico, y 22
muestras de tejido pulmonar derivado de bloques en parafina de diferentes
patologias pulmonares fueron estudiados. Estas Ultimas obtenidas del
departamento de patologia del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias INER, cada muestra de tejido fue examinado por el patodlogo para
confirmar el diagnostico definitivo de patologia, y agrupados por grupo y tipo de

lesion pulmonar.
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Por otro lado, fueron realizados ensayos de inhibicion de la metilacion
del DNA sobre cultivos de las lineas celulares INER-37 e INER-51. Por
periodos de 24hrs y 96hrs. En placas de 6 pozos, el cultivo se realizd con una

poblacién de 500,000 células por pozo aproximadamente.
Cada placa fue estimulada con:

«+ Hidralazina; inhibe la metilacion del DNA reduciendo la metilacion de

novo. Se utiliz6 como concentracion inicial de ImMy 5mM.

+ Acido Valproico; causa inhibicion de desacetilasas de histonas usadas
en tumores causando re-induccién de la expresion del RNAmM vy

proteinas. Se utilizé como concentracion inicial de 5mM y final de 10mM.

La estimulacion de las placas se realizo de la siguiente manera:

5mM+

/ 5mM 10mM 5mM \

10mM+
10mM 10mM

(- -

/

‘ Hidralazina
@ Acido Valproico

‘ Mezcla Hidralazina y Acido Valproico.
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Con relacion a los tratamientos en combinacion fueron empleadas las
siguientes concentraciones: Un primer cultivo con la mezcla de 5mM de Ac.
Valproico y 10mM de Hidralazina. Ademéas de una mezcla con 10mM de Ac.
Valproico y 10mM de Hidralazina. Para cada ensayo fueron incluidos cultivos
en condiciones control libres de tratamiento, que incluyeron el uso del vehiculo

de dilucién del farmaco (Etanol 70%).

Después del cultivo se recupero el medio que contiene el boton celular
se fijan en 1ml de trizol, y esto se hizo para cada uno de los pozos de la placa.
Y se procesa para la extraccion de DNA, RNA, Proteinas, cDNA y se procede a

realizar una PCR en tiempo real.

Dichos ensayos fueron realizados por duplicado a diferentes tiempos de
incubacion el primero fue por 24 hrs, y el siguiente por 96 hrs para la linea
celular INER-37 e INER-51.

12. Analisis estadistico

Para el estudio de correlacibn de aumento de CNV, Metilacion y
Expresion Relativa del RNAm, fueron empleadas prueba exacta de Fisher y
andlisis de covarianza para establecer diferencias estadisticas entre los
distintos tipos de lesiones histolégicas de pacientes y tratamientos de inhibicion
epigenética sobre lineas celulares in vitro, considerando estadisticamente
significativas aquellas diferencias p <0.05 aplicando pruebas de 2 colas,

empleando para ello el programa estadistico SPSS (version 11.0)

El método de analisis estadistico utilizado para el desarrollo de PCR en
tiempo real fue basado en el andlisis del AACt mediante el cual se comparan
ambos tanto el ACt de la muestra problema con respecto a la muestra control o
referencia, para ello fue necesario que la eficiencia de amplificacion para todos
los genes estudiados fueran similares, y con ello se obtuvieron los resultados

para el analisis de CNV.
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Otro método de analisis estadistico utilizado fue basado en el AACt, pero
corregido o normalizado con genes de referencia o enddgenos y con ello
obtener el indice de expresion para muestras problema con respecto al indice
de expresion de muestra control. Lo anterior tanto en ensayos de expresion de
tejido pulmonar como en ensayos de expresion en lineas celulares de cancer

pulmonar.
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13 Resultados
13.1. Identificacion de CNV de alta frecuencia en el cromosoma 7

Analisis masivo del genoma realizados previamente por el grupo han
indicado la presencia de aumento de CNV en carcinomas pulmonares de
pacientes con diagnostico definitivo de NSCLCs (Limoén Rivas D. y Col 2011).
Dicho analisis de CNV, tabla 7, indica alta frecuencia o prevalencia en la region
7p22.3-7p21.1 e incluso la region 7p15.3-p15.2 (Regidon con aumento de CNV

indicada en color rojo).

FRECUENCIA
UBICACION COMIENZO FIN (bp) REF SEC. GEN SIMBOLO [EN CANCER
7p22.3 1573494 1576155 18891|NM_032302 PSMG3 68
7p22.3 1620631 1622854 117089|NR_001288 TFAMP1 72
7p22.3 1750632 1754116 99786 |NM_001128636 |ELFN1 72
7p22.1 6694588 6713091 26920 (NM_006956 ZNF12 72
7p21.3 7188770 7250506 856449 |NM_020156 C1GALT1 60
7p21.3 7643099 7724763 856449 |NM_002947 RPA3 60
7p21.3 7974947 8095234 45496 |NM_138426 GLCCI1 60
7p21.2 13897380 13995289 3348707 |NM_004956 ETVi 60
7p21.2 14151198 14847600 3348707 |NM_004080 DGKB 60
7p21.1 15617361 15692833 3348707 |NM_005924 MEOX2 60
7p21.1 16097683 16427472 3348707|NM_001101417 [LOC729920 60
7p21.1 16652283 16712672 150674|NM_014038 BZW2 56
7p21.1 16759875 16790686 38005[NM_014399 TSPAN13 60
7p21.1 16797959 16811133 72616 [NM_006408 AGR2 60
7p21.1 16865554 16888138 1213086/ NM_176813 AGR3 60
7p21.1 17304831 17352299 1213086 [(NM_001621 AHR 60
7p21.1 18032924 18034011 1213086 |NM_175886 PRPS1L1 60
7p21.1 18501893 19003517 651318|NM_178423 HDAC9 60
7p21.1 19121615 19123820 101430|NM_000474 TWIST1 60
7p21.1 19150929 19151569 101430|NM_152898 FERD3L 60
7p15.3 19701609 19715185 1364459|NM_001002926 | TWISTNB 60
7p15.3 20653740 20761821 76919 (NM_178559 ABCB5 60
7p15.3 20788419 20793030 113248|NM_182700 SP8 60
7p15.3 21434213 21520676 174422|NM_003112 SP4 60
7p15.3 21907041 21952042 832114|NM_018719 CDCA7L 60
7p15.3 22124432 22363058 832114|NM_012294 RAPGEF5 60
7p15.3 22733342 22738145 329685 |NM_000600 IL6 56
7p15.2 26196080 26206938 124838|NM_002137 HNRNPA2B1 56
7p15.2 26207848 26219501 124838|NM_016587 CBX3 56
7p15.2 27099138 27102150 247715[NM_153620 HOXA1 56
7p15.2 27106497 27108919 247715|NM_006735 HOXA2 56
7p15.2 27112333 27120141 247715[NM_153632 HOXA3 56
7p15.2 27134650 27136924 247715|NM_002141 HOXA4 56
7p15.2 27147520 27149812 247715[NM_019102 HOXA5 56
7p15.2 27159862 27162821 247715[NM_006896 HOXA7 56
7p15.2 27168581 27171674 247715[NM_152739 HOXA9 56
7p15.2 27176734 27180480 247715[NM_018951 HOXA10 56
7p15.2 27203023 27206250 247715|NM_000522 HOXA13 56
7p15.2 27248688 27252717 247715[NM_001989 EVX1 56

Tabla 7, muestra la regién de aumento de CNV de alta frecuencia en el brazo corto del cromosoma

7, donde se indica la localizacién de genes seleccionados para su estudio.
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Lo anterior, mediante el uso de la plataforma de microarreglos SNP500K
(Affymetrix), no obstante mediante el analisis in sillico de la funcion de los
genes ubicados en la regién antes mencionada, a través del uso de la base de
datos del Genome Browser y Genome Data Bases (Gene bank), fueron
seleccionados genes indicados en color amarillo (tabla 7) y el disefio de

oligonucledtidos para su validacion en PCR en tiempo real (tabla 1).

13.2 Ensayos de validacion de CNV mediante PCR en tiempo real.

Para el desarrollo de ensayos de validacion en tiempo real, se realizé un
pool de muestras de DNA de 6 individuos clinicamente sanos, a partir del cual
se desarrollaron curvas estandar de amplificacion para el analisis cuantitativo
por PCR en tiempo real con la finalidad de establecer analisis de extrapolacion

de CNV para su posterior analisis estadistico.

Al comparar los porcentajes de Ct en cada uno de los genes analizados
se observd que solo en cinco, de una lista de once genes (MEOX2, HDAC9,
AHR, TWIST1, EVX1) presentan variacion en el numero de copias en la
progresion neoplasica; Asi mismo cabe mencionar que dichos genes fueron
analizados con relacion a un gen endégeno control propuesto como es EXV2,

el cual esta localizado en la regién 2g31.1 en el cromosoma numero 2.

Figura 2, muestra el valor de amplificacién por PCR en tiempo real, el eje
vertical nos indica unidades relativas de fluorescencia normalizada (ARn) y el

eje horizontal el tiempo 0 numero de ciclos.

Figura 3, indica los valores de amplificacion por PCR en tiempo real
detectado cambios significativos en las unidades relativas de fluorescencia, asi
como las curvas de amplificacion que determinan el valor Ct o ciclo umbral de
amplificacion empleado para la cuantificacion tanto absoluta (Analisis de CNV)
como relativa (Analisis de expresion). El célculo del Ct se estima basado en la

fase exponencial de la curva de amplificacion.
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Figura 2, amplificacion en PCR en tiempo real de diferentes muestras neoplasicas (curvas en colores) y con ello

conocer el valor del ciclo justo donde se empieza su amplificacion.
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Figura 3, amplificacién de PCR en tiempo real en muestras neoplasicas pulmonares (Tumor pulmonar en tonalidad azul
marino, en tonalidad verde claro muestras de precursora y en muestras de tejido pulmonar normal adyacente en color
azul claro), el cual nos determina el valor de Ct para conocer la cuantificacion en cada una de las muestras analizadas.
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Adicional con lo anterior, fue importante verificar la amplificacion de un
producto especifico en PCR en tiempo real, mediante curvas de disociacion del
producto Unico amplificado (a), asi como las curvas de amplificacion de dilucién
seriado curva estandar de DNA diploide para su posterior analisis (b), mientras
que analisis de regresion lineal logaritmica de la curva estandar y sus valores
de eficiencia de amplificacién (c) figura 4.
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Figura 4. curva de disociacion para el gen MEOX2 que indica la amplificacion de un producto especifico, asi como la
construccion de curvas estandar basadas en la dilucién serial del DNA, para el desarrollo de andlisis de eficiencia de

amplificacion y pendiente de regresion lineal logaritmica para PCR en tiempo real para los oligonucleétido estudiado.
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Andlisis de curvas de disociacion, curvas Estandar y regresion lineal
para curvas de eficiencia de amplificacion, fueron realizados mediante el uso
de DNA obtenido de células mononucleares de sangre periférica a partir de dos
muestras o0 pools de DNA constituido de seis donantes clinicamente sanos
cada uno, respectivamente. Lo anterior para el desarrollo de PCR en tiempo
real para cada gen propuesto en el presente estudio (tabla. 7). Todos los
ensayos de amplificacibn mostraron porcentajes de eficiencia de amplificacién
superiores a 98%, con pendientes entre el rango de -3.0 y -3.5, un coeficiente
de regresién lineal (R?) de 0.99 (figura 4).

+ Nota: Cabe mencionar que a menor Ct de amplificacion obtenido
por PCR en tiempo real sobre el DNA gendmico, esto indica
mayor variacion del nimero de copias (CNV); mientras que a

mayor resulta en menor CNV.

A continuacién se muestran los resultados obtenidos de ensayos de
validacion por PCR para el estudio de la variacion en el numero de copias
(CNV) de genes localizados en la region 7p21.1y 7p21.3, entre ellos: MEOX2,
HDACY9, AHR, TWIST1, HNB1, EVX1; asi como EVX2 localizado en el
cromosoma 2. Los resultados representan la media + la desviacion estandar
(S.D.) del valor de Ct, obtenido ordenado por grupos de estudio, como se

muestra en la figura 4.
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Figura 5, andlisis de CNV para el gen MEOX2, mediante ensayos de PCR en tiempo real, donde las muestras de DNA
Diploide (2 pools de DNA construidos a partir de 6 donantes c/u) n=2 en color gris a rayas, lesiones precursoras en
color gris n=21, tejido pulmonar normal adyacente a la neoplasia en color blanco n=9, y tumores pulmonares en color
negro n=14.

En la figura 5, se observa aumento de CNV tanto en tumores
pulmonares (22.9078) como en tejido pulmonar histolégicamente normal
adyacente a la neoplasia (22.4347), representado mediante el analisis del valor
del Ct obtenido por PCR tiempo real, todo ello en contraste con el nivel de
amplificacion obtenido del DNA diploide de donantes clinicamente sanos. Cabe
mencionar que de igual forma aumento de CNV fueron detectados en las lineas
celulares A-427, INER-37 e INER-51 (datos no mostrados).
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Figura 6, analisis de CNV para el gen HDAC9, mediante ensayos de PCR en tiempo real, donde las muestras de DNA
Diploide n=2 (2 pools de DNA construidos a partir de 6 donantes c/u) en color gris a rayas, lesiones precursoras en
color gris n=21, pulmén normal adyacente a la neoplasia en color blanco n=5, y tumores pulmonares en color negro
n=9.

En la figura 6, se observa aumento de CNV en tumores pulmonares
(21.9822), como en tejido pulmonar histologicamente normal adyacente a la
neoplasia (21.8737), representado mediante el analisis de Ct por PCR tiempo
real, respecto del nivel de amplificacion obtenido del DNA diploide de donantes
clinicamente sanos. Asi mismo, aumento de CNV fueron detectados en las
lineas celulares A-427, INER-37 e INER-51 (datos no mostrados).
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Figura 7, andlisis de CNV para el gen AHR, mediante ensayos de PCR en tiempo real, donde las muestras de DNA
Diploide n=2 (2 pools de DNA construido a partir de 6 donantes c/u) en color gris a rayas, lesiones precursoras en color
gris n=21, tejido pulmonar normal adyacente a la neoplasia en color blanco n=5, y tumores pulmonares en color negro
n=10.

En la figura 7, se observa aumento de CNV tanto en tumores
pulmonares (22.1405), como en tejido pulmonar histolégicamente normal
adyacente a la neoplasia (21.6595), representado mediante el andlisis de Ct
por PCR tiempo real, respecto del nivel de amplificacion obtenido al analizar el
DNA diploide de células de sangre periférica de donantes clinicamente sanos.
Adicionalmente, aumento de CNV fueron detectados en las lineas celulares A-
427, INER-37 e INER-51 (datos no mostrados).
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Figura 8, analisis de CNV para el gen TWIST1, mediante ensayos de PCR en tiempo real, donde las
muestras de DNA Diploide n=2 (2 pools de DNA construido a partir de 6 donantes c/u) en color gris a rayas, lesiones
precursoras en color gris n=21, tejido pulmonar normal adyacente a la neoplasia en color blanco n: 5, y tumores
pulmonares en color negro n: 10.

En la figura 8, se observa aumento de CNV en tejido pulmonar
histolégicamente normal adyacente a la neoplasia (23.1339), representado
mediante el analisis de Ct por PCR tiempo real, respecto del nivel de
amplificacion obtenido al analizar DNA diploide de donantes sanos. Siendo de
igual forma detectado aumento de CNV en las lineas celulares A-427, INER-37
e INER-51 (datos no mostrados).
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Figura 9, analisis de CNV para el gen EVX1, mediante ensayos de PCR en tiempo real, donde se indican las muestras
de DNA Diploide n=2 (2 pools de DNA construido a partir de 6 donantes c/u) en color gris a rayas, lesiones
precursoras en color gris n=21, tejido pulmonar normal adyacente a la neoplasia en color blanco n=10, y tumores
pulmonares en color negro n=17.

En la figura 9, se observa una tendencia al aumento de CNV en tejido
pulmonar histolégicamente normal adyacente a la neoplasia (22.2131), como
en los tumores pulmonares (21.8812), siendo solo este ultimo estadisticamente
significativo mediante el analisis de Ct por tiempo real, con respecto del nivel
de amplificacién obtenido en muestras de DNA diploide control e incluso frente
a lesiones precursoras, donde no se observaron cambios en los niveles de
expresion del RNAm. Adicionalmente aumento de CNV fueron detectados para
las lineas celulares A-427, INER-37 e INER-51 (datos no mostrados).
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Figura 10, andlisis de CNV para el gen EVX2, mediante ensayos de PCR en tiempo real, donde se indican las muestras
de DNA Diploide n=2 (2 pools de DNA construido a partir de 6 donantes c/u) en color gris a rayas, lesiones precursoras
en color gris n=21, tejido pulmonar normal adyacente a la neoplasia en color blanco n=10, y tumores pulmonares en
color negro n=15.

Por altimo respecto al andlisis de CNV para el gen EVX2 localizado en el
cromosoma 2, en la figura 10, se muestran ausencia de cambios en CNV,
representado mediante el andlisis de Ct por tiempo real, comparando el nivel
de amplificacion obtenido a partir del DNA diploide. El analisis del gen EVX2
fue utilizado como gen enddgeno control que permitiera la comparacion con
genes de una region citogenética fuera de la region 7p21.1 y dado que no
existen reportes de alteraciones de CNV para dicho gen EVX2. Tal resultado

confirma que los cambios observados en el aumento de CNV para los genes
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propuestos en el presente estudio son debidos a alteraciones de tipo genético

en lesiones del cancer pulmonar y no debido a errores metodolégicos.

Respecto a lo anterior, es importante sefialar que resulta sorprendente el
aumento de CNV en pulmén normal adyacente a la neoplasia en la mayoria de
los casos excepto en el gen propuesto como enddgeno control EVX2 fuera de
la regidon citogenética 7p21.1; mientras que el comportamiento de lesiones
precursoras pulmonares es muy semejante al observado en el DNA diploide

obtenido de sangre periférica de donantes clinicamente sanos.

Debido a lo anterior, resulté importante estudiar los niveles de expresion
de estos y otros genes residentes de la region 7p21.1., que pudieran 0 no
depender del aumento de CNV o bien de otros mecanismos de regulacion
epigenética. Por lo que, a continuacion se indican los ensayos del analisis de
expresion genética de los genes seleccionados de la regién 7p21.1 y 7p21.3
entre ellos: MOX2, HDACY9, AHR, TWIST1, EVX1 todos ellos normalizados

contra el gen enddgeno B-actina.
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A continuacion se describe el resultado de las condiciones de
amplificacion y ciclaje para el andlisis de expresion del RNAm, por PCR en

tiempo real (figura 11).
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Figura 11, amplificacion del RNAm de muestras neoplasicas pulmonares (tumor pulmonar en tonalidad rosa, precursora
en color azul y pulmén normal adyacente en tonalidad rojo), el cual nos determina valor del Ct para conocer la

cuantificacion en cada una de las muestras analizadas para cada juego de Oligonucleotido empleado.

13.3 Analisis de expresion del RNAm de genes en la region 7p21.1 en

cancer pulmonar.

Los ensayos de PCR en tiempo real, se realizaron mediante el andlisis
de muestras que representan la progresion neoplasica pulmonar, asi como
también el andlisis de dos lineas celulares de cancer pulmonar tipo AD
llamadas INER-37 e INER-51 las cuales se utilizaron como modelo de estudio
in vitro del cancer pulmonar, a partir de las que fue sintetizado cDNA.
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Figura 12, andlisis de expresion que muestra el indice relativo de expresion normalizado contra B actina, para el gen
MEOX2, mediante ensayos de PCR en tiempo real, donde se indican 3 grupos de muestras en estudio, tejido pulmonar
normal adyacente a la neoplasia en color blanco n= 9, lesiones precursoras pulmonares en color gris n=10, y tumores
pulmonares en color negro n=16.

En la figura 12, podemos observar una tendencia de aumento en la
expresion del RNAmM del gen MEOX2 en lesiones precursoras pulmonares, ya
que presenta mayor nivel en la media de expresion relativa (AACt= 3.2245),

cuyos valores se encuentran normalizados contra 3 actina.
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Figura 13, andlisis de expresion que muestra el indice relativo de expresion normalizado contra  actina, para el gen
HDAC, mediante ensayos de PCR en tiempo real, donde se indican 3 grupos de muestras en estudio, tejido pulmonar
normal adyacente a la neoplasia en color blanco n= 9, lesiones precursoras pulmonares en color gris n= 10, y tumores
pulmonares en color negro n=16.

En la figura 13, podemos observar una tendencia de aumento en la
expresion del RNAm del gen HDACS9 tanto en lesiones precursoras como tumor
pulmonar, ya que presenta mayor nivel en la media de expresion relativa
(AACt=3.1600 y 2.9449, respectivamente), con relacion al tejido
histologicamente normal, en cuyo caso todos los valores se encuentran

normalizados contra [ actina.
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Figura 14, andlisis de expresion que muestra el indice relativo de expresion normalizado contra  actina, para el gen
AHR, mediante ensayos de PCR en tiempo real, donde se indican 3 grupos de muestras en estudio,, tejido pulmonar
normal adyacente a la neoplasia en color blanco n= 9, lesiones precursoras pulmonares en color gris n= 10, y tumores
pulmonares en color negro n=16.

Al igual que en la figura anterior, en la figura 14, podemos observar una
tendencia de aumento en la expresion del RNAm del gen AHR tanto en
lesiones precursoras como tumor pulmonar, ya que presentan mayor nivel en la
media de expresion relativa (AACt=3.2994, y AACt=2.9753, respectivamente),
con relacion al tejido histolégicamente normal, todos los valores se encuentran

normalizados contra [ actina.
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Figura 15, andlisis de expresion que muestra el indice relativo de expresion normalizado contra B actina, para el gen
TWIST1, mediante ensayos de PCR en tiempo real, donde se indican 3 grupos de muestras en estudio, tejido pulmonar
normal adyacente a la neoplasia en color blanco n=9 lesiones precursoras pulmonares en color gris, n=10 lesiones y
tumores pulmonares en color negro n=16.

En la figura 15, en contraste con la figura anterior (figura 14), podemos
observar una tendencia en la disminucion del indice de expresion relativa del
RNAmM para el gen TWIST1 en lesiones precursoras con AACt= 1.860, en
contraste de tumores pulmonares Yy tejido pulmonar histolégicamente normal
adyacente a la neoplasia con valores de expresion relativa AACt= 3.4545 y

AACt= 3.78, respectivamente.
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Figura 16, andlisis de expresion que muestra el indice relativo de expresion normalizado contra  actina, para el gen
EVX1, mediante ensayos de PCR en tiempo real, donde se indican 3 grupos de muestras en estudio, tejido pulmonar
normal adyacente a la neoplasia en color blanco n=9, lesiones precursoras pulmonares en color gris n=10, y tumores
pulmonares en color negro n=16.

En la figura 16, en contraste con la figura anterior (figura 15), podemos
observar una tendencia de aumento en la expresion del RNAm para el gen
EVX1 la cual destaca en lesiones precursoras (AACt= 3.4497), mientras que en
menor grado en tumor pulmonar (AACt= 2.9016), comparado con tejido
pulmonar histolégicamente con valores promedio de expresion relativa de

AACt= 2.2911).
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Respecto a todo lo anterior, llama la atencibn que pese a mostrar
aumento de CNV tanto en tejido histolégicamente normal como en tejido de
tumores pulmonares, en contraste de lesiones precursoras pulmonares, las
tendencias de expresion del RNAm, sean diferentes en los distintos tipos de
lesiones ingresadas al presente estudio. Dicho lo cual, nuestro siguiente
objetivo fue determinar la posible participacion de posibles mecanismos de
regulacion epigenética (metilacion del DNA o modificacion quimica de histonas
por acetilacion). Por lo que, ensayos de inhibicién de la metilacién e inhibicién
de desacetilasas de histonas in vitro fueron realizados sobre muestras de
pacientes con cancer pulmonar tipo AD (INER-37 e INER-51), en cuyos ambos
casos poseen aumento de CNV. Sin embargo, datos preliminares de andlisis
de su epigendma indican diferencias en cuanto al nivel de metilacion del DNA
genodmico (datos en preparacion). Todo lo anterior, con el fin de encontrar
posibles grados de correlacion de aumento de CNV o regulacién epigenética
sobre los niveles de expresion del RNA en muestras de pacientes con cancer

pulmonar.
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13.4 Ensayos In vitro de Inhibicion de la Metilacion de secuencias y des-

acetilasas de histonas sobre lineas celulares de cancer pulmonar.
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Figura 17, andlisis de expresion para el gen MEOX2, mediante ensayos de PCR en tiempo real, sobre las muestras de
las lineas celulares tipo AD pulmonar; INER-51(A) e INER-37(B); en color blanco el control negativo libre de
tratamiento, bajo tratamiento Hidralazina (HIDR) concentracion 5Mm color gris claro, Acido Valproico (AV)
concentracién 5Mm en color gris oscuro, mientras que un tratamiento combinando de ambos HIDR 5mM, y AV 5Mm en
color negro, el cultivo celular in vitro se realizé por 96 hrs.

En la figura 17, podemos observar el analisis in vitro del cultivo en ambas
lineas celulares con HIDR y AV, representado mediante el analisis del indice de
Expresion relativa AACt por PCR en tiempo real, puede apreciarse que la
expresion el gen MEOX2 es dependiente de mecanismos de regulacion
epigenética, tanto con el uso de Hidralazina como Acido Valproico en la linea
celular INER-37 (B) con valor promedio de expresién relativa de 3.35; mientras
que la expresion de MEOX2 en la linea celular INER-51 al parecer muestra ser
dependiente del aumento de CNV alcanzado valores promedio de expresion
relativa de entre 4.19 y 4.67, tanto en ausencia como en presencia de
tratamiento con AV, respectivamente (A).
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Figura 18, andlisis de expresion para el gen AHR, mediante ensayos de PCR en tiempo real, sobre las muestras de
lineas celulares tipo AD pulmonar; INER-51(A) e INER-37(B), en color blanco como control negativo libre de
tratamiento, bajo tratamiento Hidralazina (HIDR) concentracion 5Mm color gris claro; Acido Valproico (AV)
concentracion 5Mm en color gris oscuro, mientras que un tratamiento combinando de HIDR 5mM y AV 5Mm en color
negro, el cultivo celular in vitro se realizé por 96 hrs.

En la figura 18, casi semejante en tendencia al gen MEOX2, la expresion del
gen HDACD9 en la linea celular INER-37 (B) es dependiente de mecanismos de
regulacion epigenética observado con el uso de ambos tratamientos tanto
HIDR como AV (a partir de valores promedio de expresion relativa hasta
alcanzar 2.16). Mientras que la expresion de HDAC9 en la linea celular INER-
51 (A) muestra de forma mayoritaria ser dependiente de CNV, no obstante
podemos observar un efecto sinérgico de expresion cuando se administra de
forma combinada el tratamiento HIDR+AV.
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Figura 19, andlisis de expresion para el gen AHR, mediante ensayos de PCR en tiempo real, sobre las muestras de
lineas celulares tipo AD pulmonar; INER-51(A) e INER-37(B), en color blanco como control negativo libre de
tratamiento, bajo tratamiento Hidralazina (HIDR) concentracion 5Mm color gris claro; Acido Valproico (AV)
concentracién 5Mm en color gris oscuro, mientras que un tratamiento combinando de HIDR 5mM y AV 5Mm en color
negro, el cultivo celular in vitro se realizé por 96 hrs.

En la figura 19, podemos observar el andlisis in vitro del cultivo de ambas
lineas celulares tratadas con HIDR y AV, representado mediante el andlisis del
indice de expresiéon el AACt por PCR en tiempo real, a través del cual se
observa que la expresion del RNAm del gen AHR es mayoritariamente
dependiente de mecanismos de regulacién epigenética observado con el uso
ambos farmacos. No obstante continua siendo preponderante el efecto de
regulacion epigenética sobre la linea celular INER-37(B) alcanzando valores
promedio de expresion relativa de AACt= 3.54 hasta alcanzar AACt= 4.29 (B),
comparado con niveles de expresion en condiciones control con AACt= 1.63.
Mientras que, la expresion de AHR es parcialmente dependiente de CNV y
metilacion del DNA/modificacion quimica de histonas en la linea celular INER-
51 (A) alcanzando valores de AACt= 3.3 a partir de condiciones control con
AACt= 2.3.
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A Nivel de Expresion RNAmM de TWIST1 en Linea Celular INER-51
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Nivel de Expresion RNAm de TWIST1 en Linea Celular INER-37
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0.6738
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Figura 20, analisis de expresion para el gen TWIST1, mediante ensayos de PCR en tiempo real, sobre las muestras de
lineas celulares tipo AD pulmonar; INER-51 (A) e INER-37 (B), en color blanco como control negativo libre de
tratamiento, bajo tratamiento Hidralazina (HIDR) concentracion 5Mm color gris claro, Acido Valproico (AV)
concentracién 5Mm en color gris oscuro, mientras que un tratamiento combinando de HIDR 5mM y AV 5Mm en color
negro, el cultivo celular in vitro se realizé por 96 hrs.

En la figura 20, podemos observar que el tratamiento con HIDR y AV, causa un
efecto adverso sobre la linea celular INER-37 (B) disminuyendo los valores de
expresion relativa hasta AACt= 0.08, a partir de niveles de expresion control
con AACt= 2.95 para el gen TWIST1, mientras que, de forma contraria la
expresion del gen TWIST1 permanece mayoritariamente dependiente de CNV
en la linea celular INER-51 (A), con valores promedio de expresion relativa de
AACt= 4.06 a partir de valores de expresion en condiciones control con AACt=
2.76, sefialando su parcial dependencia de aumento de CNV y metilacién del
DNA, acetilacion de histonas.
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Nivel de Expresion RNAm de EVX1 en Linea Celular INER-51

0.98255
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I i ——
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Figura 21, andlisis de expresion para el genEVX1, mediante ensayos de PCR en tiempo real, sobre las muestras de
lineas celulares tipo AD pulmonar; INER-51 (A) e INER-37 (B), en color blanco como control negativo libre de
tratamiento, y bajo tratamiento Hidralazina (HIDR) concentracion 5Mm color gris claro, Acido Valproico (AV)
concentracién 5Mm en color gris oscuro, mientras que un tratamiento combinando de HIDR 5mM y AV 5Mm en color
negro, el cultivo celular in vitro se realizé por 96 hrs.

En la figura 21, podemos observar que el tratamiento con ambos HIDR y
AV, causa un efecto adverso en ambas lineas celulares de cancer pulmonar,
destacando el efecto adverso sobre INER-51 (A) provocando casi abatimiento
en la expresion del RNAm para el gen EVX1, cabe mencionar que la expresion
del RNAm del gen EVX1, se mantiene con discreta disminucion, al inhibir tanto
metilacion del DNA como actividad de des-acetilasas de histonas, dicho efecto
sobre la linea celular contrasta con lo previamente observado para genes antes
analizados como MEOX2, AHR y TWIST1.
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Todo lo anterior, a partir del estudio de las lineas celulares de cancer
pulmonar INER-51 e INER-37, indic6 que se logr6 determinar que a
concentraciones bajas de AV e HDR los mecanismos de regulacion epigenética
se encuentran activos probablemente a nivel de su secuencia promotora
observando que a mayor concentracion del farmaco existe una disminucion o
apagado en la expresion probablemente debido a hipermetilacién del promotor
o remodelacién de la cromatina, cuyos resultados a concentraciones de 10Mm

y 5Mm pueden verse en las figuras de anexos (C, D, E, F, G, H, |, J, K, L).
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14. Discusion

El cancer de pulmén afios atras se consideraba exclusivo de personas
de la tercera edad, sin embargo hoy en dia se presenta con mayor frecuencia
en personas de corta edad, por lo que se sugiere brindar mas atencion a este
grave problema de salud publica, principalmente a las alteraciones que existen
a nivel genético, que pueden heredarse de generacion en generacion, y que
dichas alteraciones se manifiestan en alteraciones en los mecanismos de
expresion génica bajo la influencia de alguna agresion externa que involucra al
medio ambiente sobre el individuo. Por ello, la investigacion experimental es
una herramienta muy importante en nuestros dias para profundizar en la
comprension de los mecanismos celulares tanto genéticos como epigenéticos
que nos permitan a mediano plazo proponer la posible deteccion temprana del
cancer pulmonar, en beneficio de mayor sobre-vida y calidad de vida del

paciente.

La presente tesis representa la fase inicial de un estudio que pretende
describir y analizar las alteraciones genéticas y epigenéticas de mayor
frecuencia en nuestra poblacion especificamente CNV, metilacion de
secuencias de promotoras; asi como su relacién con los patrones de expresion
del RNAm bajo la influencia tanto de factores internos del individuo como
externos ambientales, en la busqueda de marcadores que nos conlleven a la

posible deteccion temprana del cancer pulmonar.

Respecto a la obtencion y procesamiento de muestras de tejido
pulmonar, estas actividades se llevaron a cabo de forma exitosa mediante la
colaboracion con el departamento de cirugia, asi como el departamento de
patologia este Ultimo con la revisién histolégica del tejido y emision del
diagnéstico definitivo por un patélogo especialista. Lo cual permitid la seleccién
de muestras de tejido para su ingreso al estudio. Ello a pesar que las muestras
fijadas mediante formol-parafina mostraron baja calidad del DNA, posterior a su

extraccién y purificacion.
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Cabe mencionar que muestras de DNA con alto grado de degradacion
fueron eliminadas del estudio, principalmente aquellas muestras derivadas del
archivo del departamento de patologia preservadas mediante fijacion por
formaldehido. En contraste muestras procesadas mediante el método de
fijacion Hope-parafina o muestras de tejido en fresco por congelacion
permitieron mayor rendimiento en términos de calidad de resultados sobre el

analisis de CNV del DNA genomico y expresion del RNAm.

Al respecto nuestros resultados indicaron la confirmacion del aumento
de CNV, principalmente en muestras de tumor pulmonar, asi como en muestras
de tejido histologicamente normal adyacente a la neoplasia pulmonar. Lo cual
llama la atencién y es congruente con datos previamente reportados que
indican, aumento en CNV en tejido neoplasico y tejido circundante en
correlacion con niveles de expresion incluso de forma independiente del nivel
de metilacion (Castillo SD y col 2010).

Diversas pruebas experimentales han demostrado, que el aumento de
CNV para un gen determinado, puede o no correlacionar con aumento en la
expresion del RNAm, posiblemente bajo el control del nivel de metilacién de su
secuencia promotora. Lo cual, dependiendo de la funcion del gen, éste podria
repercutir en las funciones celulares del cancer y/o evolucion clinica de los
pacientes como ha sido previamente sugerido en tumores pulmonares tipo AD
(Barbara A. Weir y Col 2007, Avila Moreno F y Col 2011).

Por otro lado, con el fin de identificar aquellas alteraciones en la
expresion génica de carcinomas pulmonares, el analisis por PCR cuantitativo
en Tiempo Real, permitié determinar los niveles de expresion en genes de la
region citogenética 7p21.1 en Aprox., 21 tumores pulmonares con su tejido
histol6gicamente normal adyacente a la neoplasia, muestras de lesiones
precursoras pulmonares; asi como tres lineas celulares de pacientes con
cancer pulmonar y con ello observar la posible correlacion entre aumento de
CNV vy su regulacién epigenética (Metilacién o remodelacion de la cromatina),
tomando como antecedente alteraciones en dicha regién del cromosoma 7
(Garnis y Col 2006).
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El analisis de expresion demuestra que algunos genes de forma
preponderante dependen del aumento de CNV tales como: MEOX2, AHR vy
EVX1. Mientras que el patron y niveles de expresion del RNAm para HDAC9 y
TWIST1,sugiere ser independiente CNV, en particular el gen TWIST1 para el
cual en pacientes no existe aumento significativo de CNV comparado con el
DNA diploide control. Sugiriendo su dependencia epigenética de expresion

como lo sugieren reportes previos (Garnis y Col, 2006).

El andlisis de la expresion génica en los tumores pulmonares, permite no
solo profundizar sobre el conocimiento de vias de sefializacion activas en este
tipo de tumor, sino establecer sistemas de definicién para su pronostico y de
perfil genético, utilizados en la posible deteccidén precoz de este tumor, ademas
este tipo de estudios han permitido desarrollar el uso y adecuacion de nuevos
farmacos oncoldgicos incluso tipo neoadyuvantes (Felsenfeid G.y Col, 2003).

Con el fin de describir las diferencias en los niveles de expresion
posiblemente ocurridas en la progresion neoplasica pulmonar, se propuso el
analisis de grupos de genes localizados en la region 7p21.1 como lesion de alta
frecuencia en tumores pulmonares en nuestra poblacion. Al respecto, los
andlisis de expresion pareado en muestras de tejido pulmonar normal
adyacente y tumores pulmonares, nos permitio intentar validar su efecto a nivel
de su expresion génica en un modelo celular in vitro como lineas celulares del

cancer pulmonar.

Décadas atras los estudios de expresién génica parecian considerar
unicamente la necesidad de lograr atraer a las RNA polimerasas a regiones
cercanas al sitio de inicio de la transcripcion, para llevar a cabo la expresion
del transcrito de gen especifico. Asi como, el micro-ambiente en el cual deben
ocurrir la mayoria de los eventos de regulacién del control de la progresion del
ciclo celular, replicacion y reparacion del DNA asi como de recombinacion,
impronta genética; sin embargo actualmente deben ser considerados otros
mecanismos que dan lugar al contexto de la remodelacion de la cromatina
(Garnis y Col, 2006).
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Por tanto y de manera integral respecto a la transmision de la
informacion genética, principalmente codificada en la molécula del DNA, no
puede entenderse sin una parcial o total dependencia de los procesos de
regulacion epigenética, entre ellos la metilacibon del DNA en secuencias
promotoras e intergénicas no promotoras, asi como algunos segmentos del

DNA que forman parte del marco abierto de lectura de algunos genes.

Los mecanismos de regulacion de la expresion génica se manifiestan
bajo dos posibles vias: i) de forma directa al impedir la unién de factores de
transcripcion e ii) indirecta proporcionando una estructura “cerrada” de la
cromatina (Salozhin SV y Col, 2005). A este respecto la hipermetilacion del
DNA se encuentra involucrada con el silenciamiento de genes, cuyo
mecanismo es parcialmente responsable de la compactacion de la cromatina
debido al reclutamiento continuo de HDACs, a través de la interaccion con
proteinas con dominios MBD (Methyl Binding Domain). Mientras que, la
hipometilacién correlaciona con aumento en la expresion del RNAm de genes
posiblemente involucrados en procesos de invasion y metastasis del cancer
(Shhulz W. y Col 2005).

Por lo que, respecto a lo anterior la perdida de metilacion del DNA
gendmico (hipometilacion), como evento primario del proceso de
transformacién neoplasica, se ha reportado frecuentemente asociado de forma
proporcional con la severidad de enfermedades neoplasicas malignas
(Robertson KD. y Col 2005). Por lo que, se ha propuesto que la maquinaria de
metilacion y sus consecuencias contribuyen en si mismo como un posible
marcador esencial en el desarrollo del cancer pulmonar situado con el mismo
nivel de importancia que los eventos genéticos o ambientales (Roman G. y Col
2005).

Adicional a lo anterior, la participacion de la dinamica nuclear en la
regulacion de la expresidon génica, la cual consiste en procesos de
relocalizacién tanto regiones de la cromatina, como de factores de transcripcion

en zonas de la heterocromatina o eucromatina, se ha descrito representan
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mecanismos represion o activacion de la expresion génica (O” Brien. y Col

2003), incluidos en cancer.

Aunque existen pocos trabajos que valoren el de metilacion o estado de
activacion compactacion de la cromatina presente tanto en la progresion
neoplasica pulmonar como en modelos celulares in vitro, el objeto del presente
trabajo fue analizar la dependencia de mecanismos de metilacion del DNA o
remodelacion de la cromatina en cancer pulmonar. Para ello resultados en
lineas celulares de cancer pulmonar permiti6 sugerir que secuencias
promotoras para los genes MEOX2, AHR y EVX1 se encuentran
mayoritariamente hipometiladas en la linea celular INER-51. Mientras que
Hipermetilacion en secuencias CpGs de promotores para los mismos genes en
la linea celular INER-37 provoca baja expresion independientemente del
aumento de CNV, como ha sido reportado para genes supresores de tumor
(Roman G. y Col 2005).

Como se esperaba, el agrupamiento jerarquico de niveles de expresion
génica en muestras de cancer pulmonar, dieron como resultado aumento en la
expresion de genes como: MEOX2, AHR, TWIST1, EVX1, lo que hace posible
que el estudio en la expresion de estos y otros genes cercanos o relacionados
al locus 7p21.1 permita determinar su vinculacién estrecha al aumento de CNV
comportamiento epigenético aberrante en cancer (Castillo SD. y Col 2010),
permitiendo predecir el comportamiento de tumores de pacientes, de forma

temprana en la progresion o de nivel pronéstico.

Por lo que, los andlisis de cultivo in vitro de lineas celulares de cancer
pulmonar de pacientes mexicanos, mostraron mayor dependencia de CNV
cuando sus secuencias promotoras mostraron niveles bajos de metilacién del
DNA. Observando el aumento significativo en los niveles de expresion génica,
en presencia de tratamiento a concentraciones bajas de ambos farmacos, al

inhibir la metilacion como la remodelaciéon de la cromatina.

Debido a los efectos observados, podemos sugerir en nuestros modelos

experimentales demostrar que modificaciones de las histonas se encuentran
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epigeneticamente ligadas a la metilacion del DNA (Garnis y Col 2006), lo cual
nos lleva a mencionar que la linea celular INER-51 es dependiente del
mecanismos de regulacion genética en la region 7p21.1; mientras que
dependientes de regulacion epigenética (metilacion como remodelacion de la
cromatina) en la linea celular INER-37 como quedd demostrado con el uso AV
e HIDR.
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15. Conclusiones

+ Ensayos de validacién cuantitativa por PCR en tiempo real demostraron
aumento de CNV para genes residentes de la region 7p21.1, tanto en
tejido neoplasico pulmonar como en tejido pulmonar histologicamente

normal.

+ Se observé aumento de CNV entre otros genes como MEOX2, HDAC9,
AHR y EVX1, mientras que variaciones no significativas de CNV para el
gen TWIST1, localizado en la misma regiébn 7p2l1.1. Mientras que
ausencia de CNV para el gen EVX2 (localizado en la region 2g31.1) gen

Homeobox relacionado con EVX1 como MEOX2.

+ Lesiones precursoras pulmonares no muestran aumento significativo de
CNV para todos los genes aqui estudiados; sin embargo poseen
aumento en los niveles de expresion para los genes MEXO2, HDAC9,
AHR, y EVX1, lo cual contrasta con la disminucion en los niveles de
expresion del gen TWIST-1, sugiriendo que el primer grupo de genes
(MEOX2, HDACY9, AHR, y EVX1) poseen expresion temprana en la
progresion histopatolégica pulmonar de manera independiente de
aumento de CNV.

w El andlisis de inhibicion de la metilacion In vitro de la expresion génica
en lesiones neoplasicas pulmonares demostrdo que la expresion de
MEOX2, HDAC9, y AHR, son parcialmente dependientes del aumento
de CNV como de su regulacién epigenética por metilaciéon del
DNA/Acetilacion de histonas. Mientras que la expresién de los genes
TWIST y EVX1, muestran mayor dependencia de los mecanismos de

regulacion epigenética, de forma independiente del aumento de CNV,
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ello mediante el analisis in vitro con el uso de AV e HIDR sobre lineas
celulares derivadas de pacientes bajo atencion médica en el instituto con
cancer pulmonar (INER-37 e INER-51).

w+ Los ensayos de inhibicion in vitro con AV sugieren que los mecanismos
de activacién de la cromatina estrechamente ligados a los perfiles de
metilacion del DNA gendmico ocurren como eventos tempranos en la
progresion histopatolégica pulmonar, mientras que en lesiones
pulmonares neoplésicas malignas, emplean ambos mecanismos de

regulacién transcripcional tanto CNV como epigenéticos.
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16. Perspectivas

El avance tecnoldgico mediante el uso de analisis masivo del gendma
asi como métodos de analisis epigenético estad contribuyendo de forma
importante la compresion de la regulacion transcripcional de potenciales
nuevos marcadores de la biologia del cancer. Por lo que, el desarrollo de
andlisis gendémico en la poblacién, debiera ir acompafado de estudios
regulacion epigenética como es el uso de agentes inhibidores de
modificaciones epigenéticas como posibles tratamientos adyuvantes del
cancer.

El presente estudio contribuye en parte al andlisis genémico de las
neoplasias pulmonares, con la idea de identificar aberraciones citogenéticas
mas frecuentes en nuestra poblacién de pacientes. Por lo que adicionalmente
nuestro grupo de investigacién sobre cancer pulmonar, trabaja en el estudio del
epigendéma lo cual permita el estudio amplio de la regulaciéon tanto genética
como epigenética de las neoplasias pulmonares, con el objeto de identificar la
expresion de nuevos posibles marcadores tempranos o tardios para el
desarrollo de pruebas de diagndstico temprano o prondéstico en los pacientes
oncoldgicos, bajo atencion médica pulmonar en los institutos nacionales de
salud como el INER, e INCAN en colaboracién con las unidades de

investigacion biomédica de la UNAM.
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18. ANEXOS

Tabla A, clasificacion TNM para neoplasia pulmonares: comparacion entre la sexta y
séptima edicion (Tomado y Adaptado de Cerecedo Zapata M. y Col, 2009).

T TUMOR PRIMARIO
SEXTA EDICION SEPTIMA EDICION
TX El tumor primario no puede ser evaluado | Sin cambios
o la presencia del tumor se sugiere por
la presencia de células malignas en
esputo o lavado bronquial o no ha sido
visualizado en imagen o broncoscopia
TO No evidencia de tumor primario Sin cambios
Tis Carcinoma in situ Sin cambios
T1 Tumor que mide menos o igual a 3 cm | Sin cambios
en su eje mayor rodeado por pulmén o
pleura visceral, sin evidencia
broncoscopica de invasion mas
proximal que el bronquiolobar, no en
bronquio principal.
Tla No existe Tumor que mide menos o igual a 2 cm
en su eje mayor
T1b No existe Tumor que mide mas de 2 cm vy
menos o igual a 3 cm en su eje mayor
T2 Tumor que mide mas de 3 cm en su eje | Tumor que mide mas de 3 cm y
mayor o tumor que tiene alguna de las | menos o igual a 7 cm en su eje mayor
siguientes caracteristicas; involucra | o tumor que tiene alguna de las
bronquio principal a mas de 2 cm de la | siguientes caracteristicas; involucra
carina, invade pleura visceral o esta | bronquio principal a mas de 2cm de
asociada con atelectasias o neumonitis | carina, invade pleura visceral o esta
obstructiva que se extiende a la regién | asociada con atelectasias o
hilar, pero no involucra el pulmén entero. | neumonitis  obstructiva que  se
extiende a la regioén hiliar, pero no
involucra el pulmén entero, (si
presenta alguna de estas
caracteristicas y mide menos de 5
sera clasificado como T2a).
T2a No existe Tumor que mide mas de 3 cm y
menos o igual a 5 cm en su eje mayor
T2b No existe Tumor que mide mas de 5 cm y
menos o igual a 7 cm en su eje mayor.
T3 Tumor de cualquier tamafio que invade | Tumor mayor de 7 cm o que invade,
pared toraxica diafragma, nervio frénico, | pared toracica, diafragma nervio
pleura mediastinica, pericardio parietal o | frénico, pleura mediastinal pericardio
tumor en el bronquio parietal a menos de 2 cm de la carina
principal, pero sin involucrarla, o
asociada a atelectasias o nodulo (s)
separado (s) del tumor en el mismo
I6bulo.
T4 Tumor de cualquier tamafio que invade | Tumor de cualquier tamafio que
pared toraxica invade alguna de las siguientes
estructuras; mediastino, corazon,
grandes vasos, traquea, nervio

laringeo recurrente, es6fago, cuerpos
vertebrales, carina o que presenta
nédulo(s) separados del tumor en un
diferente l6bulo ipsilateral.

Unidad de Biomedicina UBIMED, FES-Iztacala, UNAM.

Unidad de Investigaciéon. | N E R.

92



FES Zaragoza UNAM ?‘-‘njf‘i Serrano Ramirez Rafael.

N 3
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Continuacion tabla A.

N LINFONODOS REGIONALES
SEXTA EDICION SEPTIMA EDICION
NX Los linfonodos regionales no pueden ser evaluados Sin cambios
NO Sin presencia de metastasis a linfonodos regionales Sin cambios
N1 Metéastasis a linfonodos ipsilaterales peribronquiales, | Sin cambios

hiliares y/o intrapulmonares incluyendo los envueltos
por extension directa.

N2 Metastasis en lifonodos mediastinales y/o | Sin cambios
subcarinales ipsilaterales.
N3 Metéstasis en linfonodos mediastinales | Sin cambios

contralaterales, hilares contralaterales, escalenos o
supraclaviculares.

M METASTASIS
SEXTA EDICION SEPTIMA EDICION

MX La metastasis a distancia no pueden ser valoradas Sin cambios

MO Sin metastasis a distancia Sin cambios

M1 Metéastasis a distancia Sin cambios

Mla No existe Nédulo (s) separados del
tumor en un Iébulo
contralateral; tumor con
nodulos pleurales o
derrame pleural o]
(pericardio) maligno.

M1b No existe Metastasis a distancia.
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Tabla B, donde se observa la lista de oligonucleétidos disefiados para el analisis de
CNV y Metilacion, los cuales estan, ubicados en el cromosoma 7 de la region de alta
frecuencia, de los cuales se seleccionaron algunos genes por su importancia a nivel

celular para su posterior estudio.

Oligonucleétidos Secuencia ™m Regidn m Tamafio
Teo. Exp
EVX1 fin-s CCAGCGGTACTGTAATGACG 63.1 7p15-14 60 270pb
EVX1 fin-as GGTTGCAAGAGGGAGAAAG 61.4
EVX1 med-s TCATCGGTGTTAGATCAAGG 60.1 7p15-14 60 300phb
EVX1 med-as CAGCGAAGATGAAAGGAAAC 61.3
MX2 ini-s GGAATCAGGGTGCTAGGTTG 63.3 7p22.1 60 297pb
MX2 ini-as CCCAGAGAACTGCTTTCAGG 63.8
MX2med-s GTCCAGCAGGAGATAGGAAG 60.4 7p22.1 60 205phb
MX2med-as AGAGTGGGAGAGGTTGAAGC 62.4
TWTL1 ini-s TGAGACATCACCCACTGTGTAG 62.7 7p21.1 60 275pb
TWT1 ini-as ATTCGTCCTCCCAAACCATTC 65.9
TWT1lmed-s GGGAGGACGAATTGTTAGAC 59.9 7p21.1 60 284phb
TWT1lmed-as CGAGGTCCAAAAAGAAAGC 61.3
AH med-s CAGTCCATTGGTTGTCTAC 59.4 7p15 60 252pb
AH med-as TTCCATTCCGTCTTCCTTG 62.6
CBX3 med-s CTGAGGAGACTCCGGTCAC 62.6 7p15.2 60 120pb
CBX3 med-as CTACAGCTCAAGCCACATCC 62.4
CBX3fin-s CCTTCGGATGTGGCTTGAG 65.8 7p15.2 60 130pb
CBX3 fin-as CATCTGAAGCACCACCAGC 64.6
A2B1ini-s TTTTCTGGCGGGGGTTATC 65.7 7p15 60 205pb
A2Bl ini-as AATTGCGGAAGGCTAGAGTC 62.2
A2BL1 fin-s AAGTAACGTCGGGTACTGTC 58.1 7p15 60 258pb
A2B1 fin-as TGCTCGAGAAACAACTCTG 59.2
HDACS9 ini-s ACCCTAGCAGCCTGAAGAAC 62.3 7p21.1 60 293pb
HDACS9 ini-as AGACCTGGACACTTTTCCC 60.5
HDAC9 med-s AAGCACGTTCCTATTTCCC 60.5 7p21.1 60 304pb
HDAC9 med-as TGTCTGCAGCATATTCCAG 60.0
AG3ini-s ACCCCTAACCCCAGAGATTC 62.9 7p21.1 60 245pb
AG3ini-as ATCAGGAAAGCCTCCATTC 60.6
TWTNB fin-s CGTAATGCAGCGAAAAGAGG 64.5 7p21.1 60 270pb
TWTNB fin-as GGCATGAGTAGCGACTGTTC 62.4
TPA13-s GAGGTGCTGTCATATTTCTCC 60.1 7p21.1 60 225pb
TPA13-as CTGGCAGGGAACAAAGGTAG 63.5
ZF12 med-s CATGGTCTACGAGATGCTAC 57.2 7p22.1 60 232pb
ZF12med-as ATACCGTGACTCTATTTCCC 57.0
ZF12 fin-s GTCACGGTATTTGTCCTGGG 64.1 7p22.1 60 214pb
ZF12fin-as CAAAGCCTGGGAACTAGGG 63.4
EVX2 fin-s GCCTTCCTCCTCACTTGTC 61.4 2q31.1 60 202pb
EVX2 fin-as CTTCCGATCCCGAGATGTC 64.6
GADPH 200 AGGTGGAGCGGGCTAGC 64.7 2p13.31 60 200pb
TTTTGCGGTGGAAATGTCCT 66.4
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Nivel de Expresion del RNAm de MEOX2 en Linea Celular INER-51 (C)
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Figura C,D, andlisis de expresion para el gen MEOX2, mediante ensayos de PCR en tiempo real, sobre las muestras
de las lineas celulares tipo AD pulmonar; INER-51 e INER-37, en color blanco como control negativo libre de
tratamiento, bajo tratamiento Hidralazina (HIDR) concentracion 5mM y 10mM color gris claro; Acido Valproico (AV)
concentracién 5mM y 10mM, en color gris oscuro, mientras que un tratamiento combinando de HIDR 5mM + AV 5mM y
HIDR 10mM + AV 10mM en color negro, el cultivo celular in vitro se realizé por 96 hra.

En la figura C, D, podemos observar el analisis in vitro del cultivo en
ambas lineas celulares con HIDR y AV, representado mediante el analisis del
indice de expresién relativa AACt por PCR en tiempo real, puede apreciarse el
aumento en la expresiéon para el gen MEOX2, en concentraciones bajas (5Mm),
dependiente del mecanismos de regulacion epigenética, con el uso de
Hidralazina y Acido Valproico.
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Nivel de Expresion del RNAmM de HDAC9 en Linea Celular INER- 37 (F)
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Figura E, F. Andlisis de expresion para el gen HDAC9, mediante ensayos de PCR en tiempo real, sobre las muestras
de las lineas celulares tipo AD pulmonar; INER-51 e INER-37, en color blanco como control negativo libre de
tratamiento, bajo tratamiento Hidralazina (HIDR) concentracién 5Mm y 10Mm color gris claro; Acido Valproico (AV)
concentracién 5Mm y 10Mm, en color gris oscuro, mientras que un tratamiento combinando de HIDR 5mM - AV 5Mm
HIDR 10mM - AV 10Mm en color negro, el cultivo celular in vitro se realizé por 96 hrs.

En la figura E, F, podemos observar el analisis in vitro del cultivo en ambas
lineas celulares con HIDR y AV, representado mediante el analisis del indice de
expresion el AACt por PCR en tiempo real, puede apreciarse el aumento en la
expresion para el gen HDACY9, en concentraciones bajas (5Mm), dependiente
del mecanismos de regulacién epigenética, con el uso de Hidralazina y Acido
Valproico.
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Figura G,H. Andlisis de expresion para el gen AHR, mediante ensayos de PCR en tiempo real, sobre las muestras de
las lineas celulares tipo AD pulmonar; INER-51 e INER-37, en color blanco como control negativo libre de tratamiento,
bajo tratamiento Hidralazina (HIDR) concentracion 5Mm y 10Mm color gris claro; Acido Valproico (AV) concentracién
5Mm y 10Mm, en color gris oscuro, mientras que un tratamiento combinando de HIDR 5mM - AV 5Mm HIDR 10mM -
AV 10Mm en color negro, el cultivo celular in vitro se realiz6 por 96 hrs.

En la figura G, H, podemos observar el analisis in vitro del cultivo en ambas
lineas celulares con HIDR y AV, representado mediante el analisis del indice de
expresion el AACt por PCR en tiempo real, puede apreciarse el aumento en la
expresion para el gen AHR, en concentraciones bajas (5Mm), dependiente del
mecanismos de regulacion epigenética, con el uso de Hidralazina y Acido
Valproico.
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Figura 1,J. Analisis de expresién para el gen TWIST1, mediante ensayos de PCR en tiempo real, sobre las muestras de
las lineas celulares tipo AD pulmonar; INER-51 e INER-37, en color blanco como control negativo libre de tratamiento,
bajo tratamiento Hidralazina (HIDR) concentracion 5Mm y 10Mm color gris claro; Acido Valproico (AV) concentracién
5Mm y 10Mm, en color gris oscuro, mientras que un tratamiento combinando de HIDR 5mM - AV 5Mm HIDR 10mM -
AV 10Mm en color negro, el cultivo celular in vitro se realiz6 por 96 hrs.

En la figura |, J, podemos observar el analisis in vitro del cultivo en ambas
lineas celulares con HIDR y AV, representado mediante el analisis del indice de
expresion el AACt por PCR en tiempo real, puede apreciarse el aumento en la
expresion para el gen TWIST1, en concentraciones altas (10Mm), dependiente
del mecanismos de regulacion epigenética, con el uso de Hidralazina y Acido
Valproico.
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Figura K,L. Andlisis de expresion para el gen EVX1, mediante ensayos de PCR en tiempo real, sobre las muestras de
las lineas celulares tipo AD pulmonar; INER-51 e INER-37, en color blanco como control negativo libre de tratamiento,
bajo tratamiento Hidralazina (HIDR) concentracién 5Mm y 10Mm color gris claro; Acido Valproico (AV) concentracién
5Mm y 10Mm, en color gris oscuro, mientras que un tratamiento combinando de HIDR 5mM - AV 5Mm HIDR 10mM -
AV 10Mm en color negro, el cultivo celular in vitro se realiz6 por 96 hrs.

En la figura K, L, podemos observar el analisis in vitro del cultivo en ambas
lineas celulares con HIDR y AV, representado mediante el analisis del indice de
expresion el AACt por PCR en tiempo real, puede apreciarse el aumento en la
expresion para el gen EVX1, en concentraciones altas (10Mm), dependiente
del mecanismos de regulacién epigenética, con el uso de Hidralazina y Acido
Valproico.
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RESUMEN

El cancer broncogénico continta siendo un grave
problema de salud publica en México y a nivel mun-
dial, ocupando la primera causa de muerte por neo-
plasias malignas en ambos géneros. Dicho panora-
ma es debido a la falta de un diagndstico
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Entre los factores de riesgo asociados
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cién, hidrocarburos policiclicos, PM, s, PMyg, etc., asi
como factores protectores como la alta ingesta de
boro, terapia de reemplazo hormonal y consumo
abundante de frutas y vegetales, estos ultimos ac-
tualmente en controversia. Con relacion al inicio del
tratamiento quimio y/o radioterapéutico, el pacien-
te debe ser estadificado conforme a la clasificacion
TNM, donde se distinguen dos grupos, aquéllos be-
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ABSTRACT

Bronchogenic carcinoma remains a serious public
health problem in Mexico and worldwide, repre-
senting the first cause of death due to malignant
neoplasms in both genders. This situation is moti-
vated by the lack of an early diagnosis due to the
low specificity of clinical data and the low sensitiv-
ity of diagnostic methods in early stages. Lung car-
cinomas are divided in two groups: small cell lung
carcinomas and non-small cell lung carcinomas, the
last being the most frequent type comprising 80%
cases. Associated risk factors include: tobacco habit,
exposure to asbestos, radiation, polycyclic hydrocar-
bons, PM, s, PMy, etc., as well as protective factors
such as a high ingestion of boron, hormone re-
placement therapy and abundant intake of fruits

and vegetables, though these last are still in contro-
versy. With relation to the beginning of chemother-
apy and/or radiotherapy, the patient must be staged
according to TNM classification, where two groups
are distinguished, those beneficed by surgery and
those with unresectable tumors. Although several
internationally described therapeutic schemes exist,
until now they offer no significant advantages over
those recommended by the American Society of Clin-
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neficiados por cirugia y aquéllos con tumores con-
siderados irresecables. A pesar de distintos esque-
mas terapéuticos internacionalmente descritos, nin-
guno a la fecha ofrece ventajas significativas sobre
los recomendados por la Sociedad Americana de
Oncologia Clinica. Sin embargo, se tienen resulta-
dos alentadores provenientes de la investigacion
basica y clinica que, mediante el uso de herramien-
tas de analisis masivo del genoma, han identifica-
do marcadores genéticos y epigenéticos predictores
de respuesta al tratamiento, sobrevida, recaidas,
etc., mismos que estan en espera de ser aceptados
como normadores del tratamiento en carcinoma
broncogénico.

ONCOLOGIA PULMONAR
Cancer pulmonar

El cancer pulmonar es un grave problema de sa-
lud pablica a nivel mundial debido a su alta inci-
dencia y letalidad. En México, causa altos costos
econdmicos, tanto para instituciones del sector
salud como del sector productivo con un costo
anual promedio por paciente mayor a $100 mil,
de acuerdo con proyecciones del sector salud en
2001. Dichas estimaciones por paciente a nivel
nacional, incluyen entre otros gastos, atencion
hospitalaria especializada, servicios de oncologia
clinica, quirdrgica y quimioterapia.l Este panora-
ma es debido, en parte, a la incapacidad de los
servicios de salud para ofrecer un diagndéstico y
tratamiento oportunos. Al respecto, se sabe que
un paciente diagnosticado en estadios clinicos
tempranos, con hallazgo radiogréafico de imagen
de térax de nédulo pulmonar solitario asintoma-
tico, posee mayor indice de respuesta a tratamien-
to tanto quirdrgico como quimio y/o radiotera-
péutico cercano al 70%. En contraste, sélo el
15% de pacientes responden parcialmente en
estadios avanzados con pobre indice de sobrevi-
da de acuerdo con reportes de Estados Unidos
México.3 Reportes de Estados Unidos (1997) han
sefialado un indice de sobrevida de cinco afios
(clasificacion TNM, sexta edicion) cercano al 5%
para el estadio clinico I11B y practicamente nulo
(1%) para estadios 1V; en contraste con el alto
indice de sobrevida alcanzado por pacientes diag-
nosticados en estadios clinicos tempranos 1A

ical Oncology. Nevertheless, there are encouraging
results from basic and clinical research that through
massive genome analysis have identified genetic
and epigenetic markers associated with the predic-
tion of response to therapy, survival, relapses, etc.,
and that await to be accepted as guiders for the
treatment of bronchogenic carcinoma.

(61%); 1B (38%); y 1A (34%), mientras que
para estadios 1B y I11A son de 24 y 13%, respec-
tivamente.2

Estos datos, desde el punto de vista epide-
mioldgico, se relacionan con diversas causas de
exposicion a factores de riesgo, aunado a la baja
especificidad del cuadro clinico de los pacientes
debido, en parte, a la baja sensibilidad de los mé-
todos diagndsticos empleados durante la etapa
asintomatica. Asi, en la actualidad no se ofrece
solucion alguna, lo que conlleva a altos indices
de mortalidad y baja eficiencia terapéutica.

Tipos histologicos

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS), el cancer pulmonar puede dividir-
se en dos grandes grupos: carcinomas pulmona-
res de células pequefias (SCLC, por sus siglas en
inglés) y carcinomas pulmonares de células no-
pequefias (NSCLC, por sus siglas en inglés). Los
cuales y de acuerdo con distintos reportes sefia-
lan al grupo NSCLC con cerca del 80% de todos
los casos de cancer pulmonar, integrado a su vez
por tres tipos histopatolégicos principales: car-
cinoma de células grandes (LCC), carcinomas
epidermoides o carcinomas de células escamo-
sas (SCC) y adenocarcinomas (AD); abarcando el
SCCy AD, cerca del 85% de todos los casos de
NSCLC.4 En México, dicha incidencia se conser-
va de acuerdo con datos del Registro Histopato-
I6gico de Neoplasias Malignas.5

No obstante que SCC y AD poseen diferencias
en cuanto a la evolucién clinica de los pacien-
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tes y/o asociacion a factores de riesgo como el
tabaco,6 los esfuerzos clinico-quirdrgicos y terapéu-
ticos permanecen genéricos y ampliamente inefec-
tivos, muy lejos de contrarrestar los elevados indices
de mortalidad y pobres indices de sobrevida.

Hoy, la clasificacion histopatologica de tumo-
res pulmonares y pleurales propuesta por la OMS
y la Asociacion Internacional para el Estudio del
Cancer Pulmonar (conocida como WHO/IASLC
[realizada en 1999]), considera a esta neoplasia
como un conjunto de tumores epiteliales.7 Esta
clasificacion incluye tanto lesiones precursoras
como preinvasoras, las cuales juegan un papel
interesante en el cancer pulmonar al representar
lesiones del epitelio bronquial con capacidad de
progresar hacia los principales tipos histolégicos
de céncer pulmonar; p. ej., la hiperplasia adeno-
matosa atipica cominmente encontrada en zonas
periféricas del pulmén, representa el precursor de
tumores tipo AD en el 23.2% de los casos, no
obstante su alta heterogeneidad histolégica.?

En nuestro pais, estudios retrospectivos (1971
a 1990) sobre la prevalencia del tipo histopatold-
gico sefialaron en una muestra de 923 casos del
Hospital General de México para el género mas-
culino, 34.2% del tipo SCC y 28.4% del AD; mien-
tras que en el femenino, 28.9% correspondieron
aSCCy 38.9% al AD.8

Estimaciones del Instituto Nacional de Enferme-
dades Respiratorias Ismael Cosio Villegas durante
un periodo de 40 afios muestran un cambio en
el tipo histolégico predominante, como el reem-
plazo del tipo histolégico SCC por el tipo AD.
Dicho anélisis incluyo pacientes bajo atencion
médica a partir de 1957 a 1996, encontrando que
la incidencia de AD se modifico gradualmente por
década, representando en 1957-1966, 21%;
1967-1976, 14%; 1977-1986, 41%,; alcanzando
en 1987-1996, 62%. En contraste, el tipo SCC
disminuyd su incidencia durante el mismo perio-
do de tiempo a partir del 61%, pasando por
36%, hasta alcanzar 26%.
sulta congruente con la reportada a nivel mundial
con la disminucion en la predominancia del tipo
histol6gico SCC y aumento del tipo AD.10 g,
México, en datos mas recientes (2000 a 2002),
se confirma también esta apreciacion con el 49%
de casos del tipo AD; 19%, SCC; 16%, SCLC; y
14%, metastaticos no-primarios pulmonares.2

Oncologia clinica, genémica y epigendmica en cancer broncogénico

Adicional al diagnostico histopatolégico de
neoplasias pulmonares, se ha intentado predecir
el tipo histologico de lesiones neoplasicas bron-
quiales a partir de estudios de imagen; sin em-
bargo, este método ha mostrado una minima cer-
teza sobre los resultados definitivos que ofrece el
estudio histopatoldgico de una biopsia pulmonar.2

Epidemiologia en cancer pulmonar

En 2005, a nivel mundial, fueron reportadas
aproximadamente 7.6 millones de defunciones por
algun tipo de céancer, considerando 40% de es-
tas muertes prevenibles. En México, ese mismo
afio, las defunciones por esta causa fueron aproxi-
madamente de 64 mil personas, de ellas 37 mil
fueron menores de 70 afios; con base a esto,
proyecciones de la OMS habian sefialado que
para ese afio, el cancer provocaria alrededor
de 12.5% del total de muertes en México.11

El cancer de pulmdn, bronquios y traquea
ocupa el segundo lugar de incidencia en ambos
géneros;12 sin embargo, mundialmente6 cinclu-
yendo a Estados Unidos12 y México,8 el cancer
pulmonar se ubica como la neoplasia de mayor le-
talidad, ocupando la primera causa de muerte
por neoplasias malignas en ambos sexos,8,12,13 re-
afirmandose hoy como un serio problema de sa-
lud publica. La incidencia de esta patologia
neoplasica se presenta en orden de mayor a me-
nor en Estados Unidos, Nueva Zelanda, Reino
Unido, Holanda, Africa y el sur de Asia. Mientras
que al separar al género femenino, este orden de
incidencia cambia, siendo Estados Unidos, Canada
y Dinamarca los paises con mayor incidencia; y
Francia, Japon y Espafia los de menor incidencia.14

En México reportes de 2002, han indicado una
tasa de mortalidad por neoplasias malignas de
57.1 por cada 100 mil habitantes, cifra que au-
mento en 2004 a 61 por cada 100,000;5 para
2007 fue la tercera causa de muerte con 65,112
defunciones de un total de 514,420, oficialmente
reportadas.15 Durante ese mismo afio en el estado
de Chiapas, las neoplasias malignas ocuparon el
primer lugar como causa de mortalidad, para el res-
to de las entidades federativas dicho grupo de
patologias se encontraban entre los tres primeros
lugares como causa de mortalidad.15 Adicional-
mente, mientras el cancer pulmonar representa
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la primera causa de muerte por tumores malig-
nos constituyendo el 11.8% de todas las muer-
tes ocurridas por neoplasias malignas, ésta repre-
sentd una tasa de mortalidad de 6.6 por cada 100
mil habitantes en 1998.5 Sin embargo, al limitar-
se a personas mayores de 65 afos, la tasa repre-
sentd 87.9 por cada 100 mil habitantes en el
2000; y 85.8 por cada 100 mil habitantes en 2004.
Al compararse con otras patologias neoplasicas y
no-neoplasicas ocupa el décimo lugar en causas de
muerte en personas mayores de 65 afios.16

En general, reportes del afio 2001 pronostica-
ban para el 2010, la existencia de mas de 10 mil
muertes anuales en nuestro pais a causa del can-
cer pulmonar, lo cual seria posible si se tomara en
cuenta el aumento de la esperanza de vida, pues
el grupo de edad mas afectado es la poblacion
cercana, en promedio, a los 75 afios, ademas de
tomar en cuenta el incremento en el consumo
de tabaco;17 esto contrarresta con los datos pro-
porcionados por otros autores, quienes sefialan
una disminucién en la incidencia para hombres a
partir de 1990 y para mujeres en 1980.18

Con base en lo anterior, es posible considerar
que la falta de un diagnostico oportuno, casi
siempre ocurre en estadios clinicos avanzados
I11b y 1V, deja sin oportunidad de reseccion qui-
rurgica curativa al paciente;13 explicando con ello,
la alta tasa de mortalidad y el pobre indice de
sobrevida a cinco afios, en promedio menor al
14%,19 indice que contrasta con neoplasias de
origen no pulmonar, cuyos indices de sobrevida
son superiores al 60%; también contrasta con
pacientes diagnosticados por hallazgo explorato-
rio en estadio clinico | de cancer pulmonar, cuya
tasa de sobrevida a cinco afios es cercana al 70%
con respuesta favorable a la terapia y menor tasa
de recurrencia poscirugia.20

Factores de riesgo en cancer pulmonar

Los reportes epidemioldgicos, en términos gene-
rales, destacan su principal relacién con el taba-
co, observando un desfase de aproximadamente
20 afios entre el aumento del indice de tabaquis-
mo y el momento de aparicion de sintomatolo-
gia o aparicidn de nuevos casos de cancer pul-
monar. Esto se ha demostrado a través del analisis
en paises donde el tabaquismo ha aumentado en

mujeres y que, sin embargo, muestran baja in-
cidencia de neoplasias pulmonares, a diferencia
de otros paises donde su consumo sociocultural
es mas antiguo y constituyen regiones de alta in-
cidencia dentro del mismo género femenino.14
Esta relacion contrasta paradéjicamente en la po-
blacion femenina de China que muestra bajos
indices en el consumo del tabaco, pero alto nd-
mero de casos de cancer pulmonar, probable-
mente atribuido a factores de riesgo adicionales
o predisposicion genética.14

Dicha correlacion epidemioldgica en cancer
pulmonar ha considerado el estudio de distintas
variantes, como inicio, duracion y tipo de tabaco
consumido, siendo los dos primeros criterios los
mas importantes, observando un aumento de 8
a 15 veces la probabilidad del desarrollo de can-
cer pulmonar en hombres, y de 2 a 10 veces el
riesgo en mujeres. De igual modo, al suspender-
se el tabaquismo es posible observar disminucion
en el riesgo de desarrollar cancer pulmonar, al-
canzando valores estadisticamente significati-
VoS posterior a cinco afos, lo que de ningln
modo logra alcanzar valores de riesgo de indivi-
duos no consumidores activos de tabaco.14 Mun-
dialmente, incluido México, en los Ultimos afios
se ha propuesto un alto grado de correlacién en-
tre tabaquismo y desarrollo de carcinomas pulmo-
nares tipo SCC.6,21

Actualmente, en un estudio realizado a través
de metaanélisis por Taylor et 4l muestran una re-
lacién causal entre el tabaquismo pasivo y cancer
pulmonar en el género femenino, dicho anélisis
arrojé una razén de momios de 1.27 (1C95%
1.17-1.37).10 No obstante, destacan otros facto-
res de riesgo, entre ellos la exposicion ocupacional
y laboral-habitacional como es la exposicién a as-
bestos que combinada con el tabaquismo, mul-
tiplica el riesgo de cancer pulmonar y mesotelio-
ma.14 Otro factor de riesgo es la radiacion, como
sucede en sobrevivientes a explosiones o acci-
dentes por radiacion atdmica y tratamientos radio-
terapéuticos, asi como la exposicion a particulas
alfa emitidas por gas raddn, tanto en la indus-
tria minera como en zonas conurbadas.is Tam-
bién, la contaminacidon del aire en espacios ce-
rrados, secundario al uso de calentadores y
coccidn de alimentos a altas temperaturas, es la
posible causa del alto indice de cancer broncogé-
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nico en mujeres del continente asiatico principal-
mente en China provocado por el uso de aceites
vegetales no refinados, que eleva niveles de ben-
Zopireno.us

Los hidrocarburos policiclicos aromaticos deri-
vados de la combustién de materia organica son
propuestos como participantes en la carcinogéne-
sis pulmonar. Cabe sefialar que los compuestos po-
liciclicos aromaticos modificados a su forma procar-
cinogénica, tales como derivados del diolepoxido
a través de los miembros de la familia del citocro-
mo P450, poseen capacidad de unién covalente al
DNA en la posicién N2 de la base nitrogenada
guanina y N6 en adenina.22 A este respecto,
nuestro grupo de investigacion, recientemente ha
propuesto la identificacion de aberraciones estruc-
turales del DNA (aumento en la variacion del nu-
mero de copias), asi como variaciones en el pa-
trén de metilacién de secuencias promotoras del
gen AHR residente de la region citogenética
7p21.1, region con aberraciones estructurales de
alta frecuencia en la progresion del cancer pulmo-
nar (datos enviados a publicacidn). La proteina del
gen AHR posee la capacidad de actuar como re-
ceptor a nivel citoplasmatico de intermediarios de
hidrocarburos arométicos y, posteriormente, como
factor transcripcional involucrado en la modifica-
cién de los niveles de expresion de distintos ge-
nes, entre otros aquellos que codifican para enzi-
mas de fase | y 1| metabolizadoras de agentes
xenobidticos, como CYP1A1, etc. De acuerdo con
nuestros resultados, alteraciones en estos genes
probablemente generen presion de seleccion des-
de etapas tempranas del desarrollo neoplésico pul-
monar, potenciados por la exposicion a factores de
riesgo ambientales como los derivados de hidro-
carburos aromaticos.

Por otro lado, diferentes estudios han sugerido
la posible correlacién entre la dieta y el desarro-
Ilo de cancer broncogénico. Entre las mas estu-
diadas destaca la relacion con el consumo de
frutas y verduras; a este respecto, las evidencias
no dejan clara una conclusion. En 1996, el estu-
dio CARET concluye que la suplementacion de la
dieta con beta-carotenos aumenta el riesgo
de desarrollar cancer pulmonar.2s Sin
embargo, otro estudio realizado en 200 en
mas de 400,000 personas, concluye que la
alta ingesta de umbe- liferas (representado
principalmente por zanaho-
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ria rica en beta-caroteno) es un factor protector
para cancer pulmonar.24 Asimismo, el alto consu-
mo de boro provoca aumento en los niveles de
17-beta-estradiol, semejante al factor protector
causado por la terapia de reemplazo hormonal
estrogénica para cancer pulmonar.25 Contraria-
mente, el consumo de café26 y la obesidad aso-
ciado a multiples causas de morbimortalidad, au-
mentan el riesgo de cancer pulmonar reforzado
por el consumo de tabaco.27

En otro aspecto, destacan la participacion de
distintas particulas respirables PM, sy PMyq (lla-
madas asi por su didmetro en micrdmetros) con
capacidad carcinogénica y genotdxica. Ambas de-
rivadas de diversos materiales, entre otros: cris-
tales de silice (cuarzo y cristobalita), fibras de as-
besto y polvos de algunos tipos de madera, etc.,
son consideradas como factores de riesgo ocupa-
cional-ambiental capaces de transformar vias de
transduccion de sefiales, proliferacion celular y
aumento de especies reactivas del oxigeno, tanto
a nivel local como sistémico durante la respues-
ta inflamatoria a través de NFxB y AP-1 miembros
de la via de activacién de MAPKSs.28 Asimismo,
causan dafio estructural al DNA genémico evi-
denciado en lineas celulares de cancer pulmonar29
y sobreactivacion in vitro de células de la respues-
ta inmune innata derivadas de pacientes con
afecciones pulmonares.30

Cirugia y tratamiento oncolégico en cancer
pulmonar

Una vez establecido el diagnostico de cancer pul-
monar, el siguiente paso es determinar el esta-
dio clinico bajo el cual se norma el tratamiento
y pronéstico,s: siendo, al respecto, la interpreta-
cién anatomopatolégica sélo una herramienta
confirmatoria del diagnéstico y el tipo histopato-
légico del paciente, con limitaciones respecto al
factor pronostico. Al momento de estable-
cer la estadificacion se identifican dos grupos de
pacientes, aquéllos con tumores quirtrgicamen-
te resecables, o pacientes con tumores no-rese-

cables. Lo cual permite la toma de decision frente

a procedimientos adicionales, como son los es-

quemas de quimioterapia, radioterapia, tratamien-

tos paliativos, etc.,s2 e impacto en el prondstico

y sobrevida de los pacientes.

221



222

Con relacion a lo anterior, diversos reportes
basados en la estadificacion TNM sefialan al diag-
néstico en estadios tempranos con mayor margen
de curabilidad, al mostrar indices de sobrevida a
cinco afios superiores al 40%, lo que contrasta
con pacientes estadificados en estadios tardios
con tumores no resecables y sobrevida en pro-
medio menor a 1 afio.33

El SCLC es considerado como una enferme-
dad sistémica al momento de su manifestacion
sintomatica. Cerca de dos tercios de los casos
presentan enfermedad fuera del torax e involu-
cran al menos un 6rgano. Debido a que no se
pueden identificar las micrometastasis, la quimio-
terapia es considerada la primera linea de trata-
miento. Por ello, la clasificacion TNM no es usada
para el grupo SCLC.34

En relacién con la NSCLC, la estadificacion rea-
lizada a través del sistema TNM (sexta edicion)
identifica cuatro estadios subdivididos, los tres
primeros en A 'y B, siendo los estadios 1A, IB, I1A
y 1B estadisticamente con mayor beneficio a tra-
vés de la intervencién quirdrgica. No obstante,
ciertos casos en estadios I11A pueden ser viables
a reseccion quirurgica, en cuyo caso es obligado
el uso coadyuvante de quimioterapia y radiotera-
pia, mientras que estadios 111B y IV son conside-
rados inoperables.32 Actualmente se ha propuesto
la séptima edicion para clasificacion TNM vy es-
tadios clinicos. En la Tabla | se muestra la com-
paracion de la sexta y septima edicion de la cla-
sificacion TNM; y en la Tabla Il, la estadificacion
de acuerdo con la séptima edicién TNM compa-
rada con la sexta edicion.35

Con base a lo anterior, el impacto de la ciru-
gia oncopulmonar sobre el indice de sobrevida de
pacientes oncoldgicos depende principalmente
del estadio clinico de éstos; siendo en estadio I,
50%; estadio 11, 30%; estadios 1A'y 1B, 17%

y 5%, respectivamente; mientras que en estadio
IV, el indice de sobrevida es nulo.

tido el uso de quimioterapia en pacientes cuya
reseccion pueda ser completa; al respecto, un

dio del 5%, en contraste de aquellos pacientes
con ausencia de quimioterapia adyuvante.36 Sobre
ello, se ha intentado determinar diferencias so-
bre el éxito de la cirugia de acuerdo con la raza,
etnicidad, etc.; sin embargo, la Unica diferencia
probable es la falta de acceso a los servicios de
salud y, por consecuencia, el acceso al tratamien-
to médico-quirdrgico. Concluyendo que la sobre-
vida entre pacientes de raza blanca y negra resulta
similar.33
En 2003, la Sociedad Americana de Oncolo-
gia Clinica edita la actualizacion del tratamiento
no quirdrgico para pacientes con diagndstico
NSCLC considerados inoperables. Para pacientes en
estadio I11, recomienda el inicio de quimioterapia
basada en derivados del platino en combinacién
con radiacion torécica, pues dicha combinacion ha
demostrado beneficiar la sobrevida de los pacien-
tes en contraste con aquellos que estan bajo un
solo esquema de terapia.32 Mientras que para
pacientes en estadio 1V, s6lo deberd iniciarse tra-
tamiento con quimioterapia, ya que ha demos-
trado sostener la sobrevida de estos pacientes. En-
tre ellos, la primera linea de quimioterapia
recomienda una combinacién de dos farmacos,
uno derivado del platino y otro farmaco libre de
platino por no mas de 6 ciclos, debiendo suspen-
derse al 4 ciclo en pacientes que no responden
al tratamiento. A este respecto, se recomienda
como tratamiento de segunda linea el docetaxel
(miembro de los taxanos, analogo de paclitaxel)
para pacientes que han progresado a pesar de la
primer linea de tratamiento con derivados del
platino, este tratamiento resulta benéfico en lo
que respecta a sobrevida de pacientes que pre-
viamente han recibido tratamiento con esquemas
combinados y con derivados del platino.32,37 g,
caso de falla con doxacetel se recomienda su re-
emplazo con gefitinib32 o erlotinib (ambos inhibi-
dores de tirosin-cinasa en EGFR) debido a la alta
presencia de EGFR en carcinomas broncogénica
Dicha recomendacion se comprueba en un
estudio que arroja indices de sobrevida a 1 afio

estudio multicéntrico en pacientes con tumores del 33% en pacientes tratados con erlotinib, con-

resecados totalmente, demostrd que el trata-
miento de quimioterapia en combinaciones de
cisplatino con alguno de los siguientes farmacos:
vindesina, vinblastina, vinorelbina o etopdsido
aumento la sobrevida a cinco afios en prome-

tra 22% del grupo placebo otorgando mejoria en
la calidad de vida del paciente bajo previa segun-
da linea de tratamiento.38 Al separar los grupos,
se observo mejor respuesta en asiaticos, mujeres,
tumores tipo AD y pacientes no fumadores.ss ge
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Oncologia clinica, gendmica y epigenémica en cancer broncogénico

Tabla I. Clasificacion TNM para neoplasias pulmonares: comparacion entre la sexta y séptima edicion.

T Tumor primario
Sexta edicion Séptima edicién
Tx El tumor primario no puede ser evaluado o Sin cambios
la presencia del tumor se sugiere por la
presencia de células malignas en esputo
o0 lavado bronquial o no ha sido visualizado
en imagen o broncoscopia
TO No evidencia de tumor primario Sin cambios
Tis Carcinoma in situ Sin cambios
T1 Tumor que mide menos o igual a 3 cm en Sin cambios
su eje mayor rodeado por pulmdn o pleura
visceral, sin evidencia broncoscépica de
invasion mas proximal que el bronquiolobar,
no en bronquio principal
Tla No existente Tumor que mide menos o igual a2 cm en su
eje mayor
T1b No existente Tumor que mide mas de 2 cm y menos o igual
a 3 cm en su eje mayor
T2 Tumor que mide mas de 3 cm en su eje Tumor que mide mas de 3 cm y menos o igual
mayor o tumor que tiene alguna de las a7 cmen su eje mayor o tumor que tiene
siguientes caracteristicas: involucra bronquio alguna de las siguientes caracteristicas:
principal a méas de 2 cm de la carina, invade involucra bronquio principal a mas de 2 cm de
pleura visceral o esté asociada con la carina, invade pleura visceral o esta asociada
atelectasias 0 neumonitis obstructiva que con atelectasias 0 neumonitis obstructiva que
se extiende a la region hiliar, pero no se extiende a la region hiliar, pero no
involucra el pulmén entero involucra el pulmén entero, (si presenta
alguna de estas caracteristicas y mide menos
de 5 cm sera clasificado como T2a)
T2a No existente Tumor que mide més de 3 cm y menos o igual
a5 cmen su eje mayor
T2b No existente Tumor que mide mas de 5 cm y menos o igual
a7 cm en su eje mayor
T3 Tumor de cualquier tamafio que invade, Tumor mayor de 7 cm o que invade, pared
pared toracica, diafragma, nervio frénico, toracica, diafragma, nervio frénico, pleura
pleura mediastinal, pericardio parietal o mediastinal, pericardio parietal o tumor en el
tumor en el bronquio principal a menos de bronquio principal a menos de 2 cm de la
2 cm de la carina principal, pero sin carina principal, pero sin involucrarla, o
involucrarla, o asociada a atelectasias o asociada a atelectasias o neumonitis
neumonitis obstructiva del pulmén entero obstructiva del pulmén entero o nédulo(s)
separado(s) del tumor en el mismo Iébulo
T4

Tumor de cualquier tamafio que invade
alguna de las siguientes estructuras:
mediastino, corazon, grandes vasos,
traquea, nervio laringeo recurrente,
esofago, cuerpos vertebrales, carina o
derrame pleural o pericardico maligno o
que presenta nddulo(s) separados del tumor
en un diferente l6bulo ipsilateral
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Tumor de cualquier tamafio que invade

alguna de las siguientes estructuras:
mediastino, corazon, grandes vasos, traguea,
nervio laringeo recurrente, eséfago, cuerpos
vertebrales, carina o que presenta nddulo(s)
separados del tumor en un diferente 16bulo

ipsilateral
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Continuacién Tabla I.

N Linfonodos regionales
Sexta edicion Séptima edicion
NX Los linfonodos regionales no pueden ser Sin cambios
evaluados
NO Sin presencia de metastasis a linfonodos
regionales Sin cambios
N1 Metastasis a linfonodos ipsilaterales

peribronquiales, hiliares y/o
intrapulmonares incluyendo los envueltos

por extension directa Sin cambios
N2 Metastasis en linfonodos mediastinales y/o
subcarinales ipsilaterales Sin cambios
N3 Metastasis en linfonodos mediastinales
contralaterales, hiliares contralaterales,
escalenos o supraclaviculares Sin cambios
M Metastasis
Sexta edicion Séptima edicion
MX Las metéstasis a distancias no pueden Sin cambio
ser valoradas
MO Sin metastasis a distancia Sin cambio
224 M1 Metastasis a distancia Sin cambio
Mla No existente N6dulo(s) separados del tumor en un lébulo

contralateral; tumor con nédulos pleurales o
derrame pleural o (pericardico) maligno

M1b No existente Metéstasis a distancia

Adaptada de: Goldstraw P, Crowley J, Chansky K, (referencia 35).

Tabla 1. Estadificacion clinica de neoplasias pulmonares de acuerdo con la descripcion T/M entre la sexta
y séptima edicion.

T/M 6a., edicion T/M Ta., edicion NO N1 N2 N3
T1 (menor o igual a 2 cm) Tla 1A A 1A 111B
T1 (més de 2a3cm) Tib 1A A 1A 1B
T2 (menor o igual a 5 cm) T2a 1B 1IB—IIA* 1A 1B
T2 (mésde5a7cm) T2b IB—IIA 11B 1A 111B
T2 (mayor a 7 cm) IB—1IB IBIA MMA B
T3 (invasion) T3 1B 1A 1A 1B
T4 (nédulos en mismo l6bulo) 111B—11B HIB—I1IA HIB—I1IA 111B
T4 (extension) 11B 11B
M1 (pulmén ipsilateral) IV—I111B IV—I111B
T4 (derrame pleural) Mla 1HIB—IV HIB/IV HIB—IV 1HIB—IV
\Y \Y v v

M1 (pulmdn contralateral)
M1 (distante) M1b v v v v

* La flecha en negritas indica el cambio entre la sexta edicion y la séptima nueva clasificacion, clasificacion
recientemente propuesta.

Adaptada de: Goldstraw P, Crowley J, Chansky K, (referencia 35).
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ha intentado estudiar medicamentos agregados al
esquema combinado, basado en derivados del
platino como el erlotinib, que en combinacion
con carboplatino y paclitaxel no ofrece ventajas
en la sobrevida, en comparacion con el esquema
original carboplatino-paclitaxel en pacientes sin
tratamientos previos. Sin embargo, en pacientes
nunca fumadores existe aparente mejora en la
sobrevida.39 Otro medicamento que se ha agre-
gado al doble esquema es el bevacizumab. El
tratamiento de paclitaxel con carboplatino y beva-
cizumab, anticuerpo dirigido en contra de VEGF
(factor de crecimiento endotelial vascular), es ca-
paz de aumentar la sobrevida significativamente
contra el tratamiento inicial de paclitaxel-carbo-
platino. La sobrevida a 1 afio mediante esque-
ma triple alcanza 51% contra el 44% del esquema
doble; y a 2 afios de 23% contra 15%, respec-
tivamente. Sin embargo, el esquema triple con
bevacizumab presenta mayores efectos adversos
particularmente fiebre, neutropenia y hemorragia
pulmonar.40

En contraste, pacientes que no reciben trata-
miento alguno presentan sobrevida en promedio
de cuatro a cinco meses e indice de sobrevida a
1 afio del 10%,41 datos que son escasamente
menores a los obtenidos de pacientes sometidos
a quimioterapia;42 empero, el impacto de estos
esquemas terapéuticos se ve reflejado en la me-
jora de su calidad de vida y disminucion de sin-
tomas.43 Se ha tratado aln sin éxito establecer
algin esquema basado en citostaticos que otor-
gue a los pacientes aumento de sobrevida como
puede observarse en un estudio comparativo de
cuatro esquemas quimioterapéuticos, basados en
cisplatino y paclitaxel, cisplatino y gemcitabine,
cisplatino y docetaxel, asi como cisplatino y pa-
clitaxel, bajo el estudio de un total de 1,155
pacientes, organizados en grupos de 290 pacien-
tes por esquema. Observando valores promedio
de sobrevida de 7.9 meses y una tasa de sobre-
vida a 1 afio de 33%. Mientras que a 2 afios es
de 11%, sin haber diferencias significativas entre
los 4 esquemas.44 Otros esquemas estudiados son
cisplatino con pemetrexed y cisplatino con gem-
citabine, entre los cuales se encontro para el pri-
mer esquema sobrevida a 1 afio de 43.5% y a 2
afios de 18.9%. Para el segundo esquema se
observo sobrevida a 1 afio de 41.9% y a 2 afios
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de 14%. Al comparar ambos esquemas existe
mejor tolerancia al primero, con mejor respues-
ta para tipos histolégicos no escamosos.45 Tam-
bién, se ha comparado docetaxel contra peme-
trexed y gefitinib como segunda linea de
tratamiento, encontrando que los efectos en so-
brevida son similares, pero con menor presencia
de efectos adversos para pemetrexed y mejor to-
lerancia para gefitinib, motivo por el cual pueden
ser propuestos como esquema de segunda linea
de tratamiento.46,47 Indicaciones sobre el inicio de
tratamiento quimioterapéutico y/o radiacion para
estadios I11'y IV sefialan su comienzo inmediato
al diagnostico y/o estadificacion del tumor no-
resecable, debido al rapido deterioro del estado
general del paciente en detrimento de beneficios
del tratamiento.32 Al respecto, la radioterapia pue-
de ser empleada no sélo como tratamiento cura-
tivo, sino también de manera paliativa, dicha te-
rapia puede usarse como tratamiento de radiacién
de haz externo (TRHE) o endobronquial llamada
braquiterapia endobronquial (BEB).48

En estadios avanzados las acciones terapéuticas
se limitan a controlar los sintomas y mantener la
calidad de vida que se ve seriamente afecta-
da por la oclusion bronquial bajo lo cual, el tratamiento
en contra de dicha oclusién puede basarse en el
uso de diversas estrategias, entre ellas: THRE,
BEB, reseccion laser, criocirugia, electrocauterio,
cirugia endobronquial y colocacién de stent
endoluminal. Se ha evaluado al TRHE como palia-
tivo en pacientes con NSCLC avanzados ya que
controla parcialmente los sintomas del tumor in-
tratoracico, aunque aln permanece ambigua su
efectividad y tolerancia al tratamiento en pacien-
tes.48 Con relacion a BEB ha sido empleada para
un mejor control local, incluso en combinacién
con otros tratamientos, este procedimiento cuenta
con ventajas tedricas de mayor dosis de radiacion
al tumor, disminucién rapida de la dosis precisa
y adaptabilidad a la forma del tumor. La BEB se
aplica en dos modalidades, intraluminal e inters-
ticial. La intersticial es utilizada al momento de la
reseccion quirurgica y es colocada por via percu-
tanea o toracoscopica. Se divide en dosis bajas,
intermedias y altas, siendo la dosis baja 1 Gy/h
y dosis alta mayor a 10 Gy/h, ambas, con dosis
totales de 20 a 40 Gy. Al respecto, se recomien-
da aplicacion de 2 a 4 tratamientos con interva-
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lo de una semana. Las complicaciones de este
tratamiento son hemoptisis masiva, fistulas tra-
queoesofagicas, broncoespasmo, estenosis bron-
quial y bronquitis por radiacion, las evidencias al
comparar ambos métodos, TRHE y BEB, sefialan
que TRHE es mas efectiva como tratamiento pa-
liativo que la BEB.48

Anadlisis masivo del genoma: marcadores
genéticos para la eleccion y respuesta al
tratamiento, prondstico y sobrevida en
cancer broncogénico

En la actualidad se desarrollan multiples expecta-
tivas a futuro sobre la eleccion del tratamiento
basado en diversas alteraciones genéticas detec-
tadas en el tumor. Tales estudios estan bajo in-
vestigacion basica a través del analisis masivo del
DNA gendmico (gendmica y epigendmica) e in-
vestigacion preclinica aplicada fase | y fase 11,
permanecen en espera de establecerse como
normadores del tratamiento en cancer broncogé-
nico.32 Estudios recientes que incorporan dichas
tecnologias de alto rendimiento para el estudio
del genoma en céncer y su correlacion a nivel
funcional de respuesta al tratamiento, han conso-
lidado el camino que posiblemente aportaré la
medicina gendmica y epigendmica sobre la on-
cologia clinica pulmonar.

Respecto a lo anterior, en un estudio reciente
publicado por Sos et al,49 analiz6 el perfil gend-
mico (mediante Affymetrix 250K) de 84 lineas
celulares de cancer pulmonar (AD, SCC, LCC). El
cual mostrd cierto grado de semejanza al ser
comparado con 371 tumores pulmonares prima-
rios tipo AD,50 registrando el impacto terapéuti-
co que a nivel celular in vitro causé el uso de 12
farmacos. Entre otros, algunos vigentes en la
préctica oncoldgica como: erlotinib, dasatinib,
sunitinib, esto permitio correlacionar su efecto
con la presencia de mutaciones previamente des-
critas en oncogenes asociados al cancer pulmo-
nar como son: KRAS, EGFR, BRAF, NRAS y
PIK3CA, observando alto grado de quimiorresis-
tencia. También fue posible detectar mayor efi-
cacia del farmaco 17-AAG, miembro de los lla-
mados antibioticos antitumorales, disminuyendo
la alta tasa de proliferacion celular tumoral, inde-
pendientemente del tipo de alteraciones genéti-

cas en los diferentes genes estudiados. Analisis
como éstos sugieren que los NSCLC poseen un
grado de susceptibilidad heterogéneo a distintos
agentes quimioterapéuticos, ademas de correla-
cionar resultados de ensayos in vitro de alto grado
de similitud con ensayos clinicos in vivo, permi-
tiendo la identificacion de grupos de pacientes
con capacidad de respuesta alta, baja o nula al
tratamiento oncoldgico pulmonar.49

Distintos marcadores genéticos han sido eva-
luados en cuanto a la prediccion de respuesta al
esquema quimioterapéutico mas adecuado a tra-
vés de distintos tipos de neoplasias como en can-
cer de mama; la asociacion entre la amplificacion
de ERBB2,50 con alta eficacia al tratamiento
con trastuzumab; en leucemia mieloide crénica
con traslocacion de BCR/ABL, con mayor res-
puesta a imatinib.51 Mientras que para tumores
estromales gastrointestinales y melanomas con
mutacién en cKIT, existe eficacia al uso de inhi-
bidores de EGFR, como gefitinib y erlotinib.52

Sin embargo, es ampliamente conocido que
dichos farmacos pierden efectividad frente a mu-
taciones en EGFR, tanto en su region extracelular
como intracelular en tumores pulmonares. Por lo
que dichas alteraciones genéticas comienzan a
posicionarse como fuertes predictores de sensi-
bilidad a inhibidores de EGFR. Al respecto, mu-
taciones de KRAS, se consideran como indicador
de sensibilidad al farmaco 17-AAG, actualmente
bajo evaluacion de fase | y fase 11, al igual que
tumores con aumento del nimero de copias de los
genes ABL2 y SRC, con alta sensibilidad a inhi-
bidores de SRC/ABL como dasatinib.49

Asi, derivado de estudios de anélisis masivo del
DNA gendmico ha llegado a consolidarse la iden-
tificacién de marcadores genéticos con la predic-
cién de respuesta a la terapia y sobrevida de pa-
cientes con cancer broncogénico. Respecto a lo
anterior, un estudio orientado al andlisis de ex-
presion masivo del RNAm, ha sido posible iden-
tificar la sobreexpresion de aproximadamente 158
genes potencialmente predictivos en pacientes
NSCLC, tanto de etapas clinicas tardias como
tempranas, permitiendo el agrupamiento de pa-
cientes en términos prondsticos y sobrevida.53
Dicho estudio realizado en Ontario Cancer Insti-
tute, Canada, incluyo el analisis masivo de 165
muestras de tejido pulmonar de una cohorte de
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pacientes con diagndstico NSCLC, de las cuales
147 muestras ingresaron al analisis de validacion
cuantitativo por PCR (del inglés, polymerase
chain reaction) en tiempo real. Dicho estudio
concluyd una posible huella génica basada en la
sobreexpresion de tres genes de alta penetrancia,

con aumento en la sobrevida, bésicamente detec-
tados en estadios clinicos tempranos El y Ell.s3

Cabe destacar la ubicacion citogenética del gen
STX1A en laregion 7q11.23, asi como del gen HIF1A

en la region 14g23.2, ambas regiones reciente-

mente confirmadas como regiones de alta frecuen-

cia a través de estrategias de analisis masivo y pla-
taformas de analisis para el estudio de secuencias
polimdrficas (SNPs) (SNP-arrays "Affymetrix 250K
0 500K"). Identificando la presencia de alteracio-
nes estructurales y epigenéticas, posiblemente
tempranas o tardias del DNA gendmico de alta
frecuencia en la region 7p22, 7p21y 7p15 (da-
tos enviados para publicacion) y cromosoma 14s4
en cancer pulmonar. Con relacion al gen STX1A,
destaca su previa identificacion a nivel prondstico
en una cohorte de pacientes del estado de Mi-
chigan, Estados Unidos, con diagnéstico histopa-
tologico tipo AD.ss

Finalmente, anlisis masivos para la expresion
génica han identificado alrededor de 672 genes
asociados con actividad invasiva en cancer pulmo-
nar.ss Mientras que un analisis reciente sobre una
cohorte de 125 pacientes asiaticos de Taiwan-
China con diagndstico NSCLC (60 AD, 52 SCCy
13 otros tipos), sefiald la sobreexpresion de 485
genes con un coeficiente de variacion superior al
3%, que posterior al analisis de regresion univa-
riado (Cox test), identificé 16 genes con cierto
grado de correlacion hacia reaparicion de tumo-
res pulmonares a cinco afios poscirugia. De ellos,
12 genes se confirmaron de riesgo, mientras que
4 correlacionaron con proteccién. Dichos resulta-
dos fueron validados
estadisticamente emplean-
do pruebas de rango y correlacién mediante
estimaciones cuantitativas por PCR en tiempo
real. Concluyendo una huella de 5 genes
(DUSP6, MMD, STAT1, ERBB3 y LCK) como indi-
cadores de sobrevida en dos grupos de pacientes
de bajo y alto riesgo en cancer pulmonar.s7 Asi,
el desarrollo de pruebas de caracter genético per-
manecen en espera de ser incorporados a los
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procedimientos de diagnostico en la oncologia
broncopulmonar.
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