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RESUMEN

La aplicacion de tecnologia de alto rendimiento para
el estudio masivo del genoma y epigenoma conti-
nuan revolucionando las aportaciones al mundo
de la oncologia broncopulmonar. Esto sugiere
fuertemente la posibilidad de incorporar marca-
dores genéticos y epigenéticos como po-
tenciales normadores y predictores del
manejo quimioterapéutico, radiotera-
péutico o quirdrgico de los pacientes es-
tadificados conforme a las normas de
clasificacion TNM. Sin embargo, pese a
los avances de investigacion basica y cli-
nica en cancer broncogénico, las pruebas
genéticas/epigenéticas contintian en es-
pera de ser aceptadas con este proposi-
to. Resultados preliminares de nuestro grupo de in-
vestigacion sobre el analisis epigenémico en cancer
broncogénico sugieren la presencia de una huella
epigenética en carcinomas pulmonares asociados al
tabaquismo, en comparacion con aquellos pacien-
tes sin exposicion a ese factor de riesgo. Al respec-
to, los avances de investigacion a nivel internacio-
nal buscan consolidar y confirmar en un futuro
inmediato el desarrollo de pruebas diagndsticas
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ABSTRACT

Application of high-throughput technologies for
the massive analysis of genome and epigenome is
still revolutionizing the contributions into the bron-
chopulmonary oncology area. This fact strongly
supports the possibility that genetic and epigenet-
ic markers could be incorporated as potential guid-
ers and predictors of the chemotherapeutic, radio-
therapeutic and surgical management of patients
staged according to TNM classification norms. Nev-
ertheless, in spite of advancements from basic and
clinical research in bronchogenic cancer, incorpora-
tion of genetic/epigenetic tests still awaits their ac-
ceptance with this purpose. Preliminary results from
our research group over epigenomic analysis in
bronchogenic cancer suggested the presence of an
epigenetic fingerprint in smoking-related pulmo-
nary carcinomas, as compared with patients unex-
posed to such risk factor. In this context, advance-
ment of research internationally is trying to
consolidate and to confirm in the near future the
development of genetic/epigenetic confirmatory
diagnostic tests for the selection of the best treat-
ment scheme for treating patients with bronchoge-
nic cancer.
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confirmatorias de cardcter genético/epigenético para
el establecimiento del mejor esquema de tratamien-
to para los pacientes con cancer broncogénico.

GENOMICA EN CANCER PULMONAR:
ABERRACIONES VS.
MICROABERRACIONES CROMOSOMICAS

Al presente, es amplio el nimero de alteracio-
nes genéticas descritas en cancer pulmonar; en-
tre otras estan, mutaciones, alteraciones microsa-
télites, variaciones genéticas de una sola base
(polimorfismos genéticos [SNPs, por sus siglas en
inglés]), presentes en diversos genes. Dentro de
éstos, aquéllos involucrados en la detoxificacion
a agentes xenobioticos, farmacos y derivados de
contaminantes ambientales,'? genes supresores
de tumor, oncogenes, factores de crecimiento,
genes de reparacion de dafio al DNA y reguladores
de los procesos de control del ciclo celular.®#

Asimismo, han destacado estudios sobre el tipo
y frecuencia de aberraciones cromosémicas, co-
mo pérdidas, deleciones, translocaciones, ganan-
cias o amplificaciones, producto de la inestabilidad
cromosomica, promovidas por diversos factores
externos, fisicos, quimicos e incluso factores in-
ternos de caracter genético p.ej., la participacion
de micro-RNAs localizados en sitios fragiles del
genoma.® Sobre ello, se ha propuesto que el de-
sarrollo de aberraciones cromosomicas posiblemen-
te sean promovidas desde etapas tempranas de
la progresion neoplasica pulmonar como las lesio-
nes precursoras o preneoplésicas pulmonares. Tal
es el caso de las metaplasias cuboides que pro-
gresan a hiperplasias adenomatosas atipicas,
mismas que avanzan a carcinomas bronquioloal-
veolares y adenocarcinomas (AD) invasores;® asi
como, hiperplasias de tipo basal escamosa, me-
taplasias escamosas y/o displasias escamosas, las
cuales progresan a carcinomas pulmonares tipo
epidermoide (SCC). Mientras que, por otro lado,
destacan la hiperplasia celular neuroendocrina
idiopatica difusa que da origen a tumores carci-
noides pulmonares o carcinomas pulmonares de
células pequefias (SCLC).”

Reportes de 1992-1994, han registrado el ori-
gen e inicio de la hibridacién genémica compa-
rativa (CGH, por sus siglas en inglés),®** dejando
de manifiesto la transicion metodoldgica ocurrida
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en torno al estudio masivo del genoma, desde el
uso de metafases de cromosomas para, después,
dar paso a la impresion de regiones o bandas ci-
togenéticas completas y mas tarde al disefio de
arreglos de DNA (microarreglos) en segmentos
de DNA en megabases (Mb). A partir del cual,
lanzar el disefio de arreglos de alta resolucion en
submegabases (Sub-Mb). Recientemente, es
amplio el conocimiento sobre la presencia de
microarreglos de DNA para el estudio de variacio-
nes genéticas de una sola base o SNPs (gj., Affy-
metrix, 100,000 "100K", 500,000 "500K", 1.8
millones de SNPs "SNP6.0"), que permiten el ana-
lisis amplio, profundo y de alta resolucion del
genoma, incluyendo el estudio de la variacién en
el nimero de copias (CNV) de genes conocidos.

En cancer pulmonar, mediante el uso de CGH
de baja resolucidn, se han descrito diferentes
aberraciones cromosomicas de frecuencia varia-
ble en regiones cromosomicas extensas (en Mb) o
brazos cromosdmicos completos, tales como: 1q,
3p, 5p, 649, 7p, 8q, 9p, 11q, 12p, 12q, 14q, 159
y 17q.1213 Ademas de otras de mayor precision en
su ubicacién citogenética como: 5p15-p14,
8022, 8g24.1 y 17p13-pl2;** 11922, 6921,
3026-27, 11922;* y 3923-29;¢ siendo la regién
citogenética 3926 la de mayor frecuencia en di-
ferentes tipos de cancer.

Entre las diferentes aberraciones cromosomi-
cas estudiadas destacan la presencia de algunos
genes de relevancia en la oncologia basica y cli-
nica pulmonar, como TP53 gen supresor de tu-
mor presente en la region 17p13.1,%* clAP1 y
clAP2 residentes de un fragmento de 1.2 Mb
ubicado en 11922, participando como inhibido-
res de la apoptosis.’> EBAG9/RCASL codifica para
un antigeno de superficie celular implicado en el
escape inmunolégico antitumoral;*® asi como el gen
TERC que codifica componentes de la DNA te-
lomerasa.'® La mayoria de ellos, validados median-
te diferentes métodos; entre éstos destacan la
hibridacién por fluorescencia in situ (FISH), cario-
tipificacion espectral (SKY),12-1416.17 gsf como PCR
(del inglés, polymerase chain reaction) en tiempo
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real, Southern, Northern y Western Blot e inmu-
nohistoquimica.

Adicionalmente, mediante el uso de microarreglos
de DNA de resolucion intermedia "2-10 Mb", se
han sefialado un conjunto de aberraciones cro-
mosémicas frecuentemente asociadas a cancer
pulmonar, como la pérdida de las regiones 3p21,
8p22, 9p21-22, 13922, 17p12-13; asi como la
frecuente amplificacién de las regiones 1931,
3025-27, 5p13-14, 8923-24.1417-21 Sin embargo,
ha sido de manera reciente empleando microarre-
glos de DNA de alta resolucion que contienen
aproximadamente 13,281 regiones mapeables
del genoma, como se han descrito y analizado de
manera profunda el genoma de los carcinomas
pulmonares.? Al respecto, un estudio sobre 44
tumores pulmonares (18 AD y 26 SCC) y 34 li-
neas celulares tipo AD y SCC, identificé 319 re-
giones con aumento en la CNV. De las cuales,
220 correspondieron a regiones minimas de alta
relevancia oncogénica. Mientras que s6lo 93 son
regiones minimas de alta penetrancia, correspon-
diendo a 74 amplificaciones y 19 deleciones de
segmentos con tamafio en promedio de 0.5-1.5
Mb. De éstas, fue posible confirmar sélo 21
regiones con segmentos en Sub-Mb cercanos a
0.5 Mb, conteniendo en promedio 5 genes por
region.?

Con base en lo anterior, ha sido posible propo-
ner la participacion de nuevos genes previamente
no estudiados o asociados al cancer broncogéni-
co, algunos de los cuales fueron sugeridos para
su posterior analisis funcional. Al respecto, des-
tacan RASSF1, TUSC2, SEMA3B y FHIT, residen-
tes de la region 3p21, con alta frecuencia de
pérdida de heterocigocidad;? asi como, alta fre-
cuencia de delecién en genes como ERBB3, gen
homalogo del gen supresor de tumor PTEN.?? Al
presente, los analisis de alta resolucion por CGH
han permitido identificar en carcinomas pulmona-
res, tanto aberraciones citogenéticas comunes
entre ambos tipos histolégicos AD y SCC como
aberraciones cromosoémicas diferencialmente pre-
sentes entre ambos tipos. Un ejemplo es el seg-
mento 3026-29 (3q188-199 Mb), amplificado
exclusivamente en tumores pulmonares tipo
SCC81921 con frecuencia del 50-85% de los ca-
sos de acuerdo con distintos reportes.t®-2* También
han destacado métodos de alta resolucion como el

llamado submegabase resolution tiling-arrays (SMRT-
Arrays),?* con una resolucion de hasta 300 Kb, es
decir, en Sub-Mb para la identificacion de micro-
amplificaciones y microdeleciones. Método des-
crito por primera vez en neoplasias pulmonares
de estadios clinicos avanzados, permitiendo iden-
tificar mediante analisis gendmico focal la ampli-
ficacién del gen BCL2 (18g21) y MYC (8qg24); asi
como, microamplificaciones de alta recurrencia
ubicadas en los cromosomas 13, 15, 16 y 22, pre-
viamente no descritas,? como regiones de poten-
cial uso clinico actualmente en estudio en cancer
pulmonar.

Sobre el desarrollo de estudios de gendmica
funcional en cancer pulmonar, destacan reportes
sobre el aumento en la expresion del gen TERC
con aumento en la actividad de telomerasa en
96% de los casos estudiados de carcinomas pul-
monares. Lo cual correlaciona con amplificacion
0 aumento de CNV del gen TERC residente de
la regién 3g26, en contraste con tejido pulmonar
histolégicamente normal adyacente a la lesion
neoplasica pulmonar.*® Estudios como éstos han lo-
grado proponer a regiones citogenéticas de alta
frecuencia; entre ellas, la 3926 principalmente
en carcinomas pulmonares tipo SCC,® ubicando-
se como potencial marcador o posible blanco te-
rapéutico en carcinomas pulmonares tipo SCC.

Respecto a lo anterior, se desconoce si dichos
hallazgos correlacionan con la exposicién a facto-
res de riesgo como el tabaquismo, asi como su
penetracion o frecuencia en diversas poblaciones
de pacientes con cancer broncogénico. Aunado
a ello, ha sido evaluado el impacto causado por
el tabaquismo en el genoma mediante estudios
de analisis gendmico masivo de segregacion fa-
miliar, como el realizado en 52 familias con an-
tecedentes de cancer de laringe, orofaringe e hi-
pofaringe, identificando que la principal aberracion
citogenética de alta penetrancia (90% frecuen-
cia) asociada al tabaquismo es la region 6g23-25,
donde residen un namero importante de genes
candidatos a genes supresores de tumor, entre
ellos: SASH1, LATS1, IGF2R y PARK2, ubicados
en 6gq148.8Mb, 6q150Mb, 6q160.45Mb y
69161.7Mb, respectivamente. Proponiendo a di-
cha regién como marcador tumoral del epitelio
bronquial pulmonar,? lo cual sugiere que indi-
viduos relacionados genéticamente poseen un
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factor de riesgo, probablemente debido a la se-
leccién o herencia de sitios fragiles en esta ubi-
cacion citogenética que aumenta su frecuencia
con relacién al aumento en el indice tabaquico.®

Wong et al , en 2002 sefialaron imbalances
alélicos y aberraciones de alta frecuencia
(75%), ubicadas en 2q, 6p, 10p, 13q, 16q, 17q,
19p, 19q, 20p y 20q, proponiendo a estas regio-
nes como posibles blancos del proceso neoplasico
de carcinomas pulmonares tipo AD no asociados
al tabaquismo. En contraste, se han identificado
aberraciones cromosémicas frecuentes localizadas
en 1q, 2p, 3p, 39, 79, 8p, 9p, 99, 10q, 11q, 13q,
14q, 17p, 18qy 21q para tumores tipo AD, tanto
en pacientes fumadores como no fumadores.?®
Sugiriendo que solo ciertas aberraciones en el
genoma son preponderantes independientemen-
te del factor de riesgo, quiza porque intervienen
factores ambientales externos sobre aquellos fac-
tores internos de predisposicion genética comu-
nes en la poblacién.

Por otro lado, en un estudio de 18 tumores
tipo AD de pacientes no fumadores y 27 tumo-
res tipo AD de pacientes fumadores se identifi-
c6 imbalances alélicos en comdn; sin embargo,
dichas aberraciones fueron de mayor frecuencia
en AD de pacientes con alto indice tabaquico
(>10 cajetillas por afio), en contraste con AD de
pacientes no fumadores (<100 cigarrillos en toda
la vida), para las regiones: 3p (37% vs. 6%), 6q
(46% vs. 12%), 9p (65% vs. 22%), 16p (28% vs.
096), 17p (45% vs. 11%), y 19p (58% vs. 16%0).%7
Lo anterior confirma al tabaquismo como factor
predominante en la induccion de aberraciones
citogenéticas de alta frecuencia, contrario a los
pacientes no fumadores. Sin embargo, es nece-
sario mencionar que el alcance de estos estudios,
ha sido limitado debido al método empleado para
la deteccion de ganancia alélica y/o pérdida de
heterocigocidad a través del analisis restringido
de marcadores microsatélites sobre regiones cro-
mosomicas preseleccionadas y sesgadas, soslayando
un analisis robusto y amplio del genoma.

Sobre ello, estudios recientes donde se han
analizado tumores pulmonares primarios tipo SCC
y AD en estadios clinicos tempranos con datos de
tabaquismo (32-95 cajetillas por afio), emplean-
do microarreglos de cDNA con un total de 8,000
BACs y representando 6,894 genes conocidos,
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permitié describir 228 genes aberrantes en tumo-
res tipo SCC y 194 genes en tumores tipo AD,
de los cuales s6lo 25 muestran aumento de CNV
y 63 alto indice de pérdida/delecién, comunes
entre ambos AD y SCC. Mientras que 57 genes di-
ferencialmente aberrantes entre ambos,? sugirie-
ren el probable desarrollo de aberraciones cromo-
sdmicas comunes desde etapas tempranas del
desarrollo neoplasico pulmonar tipo AD y SCC.
Asi, se han descrito recientemente aberraciones
comunes entre carcinomas in situ'y carcinomas pul-
monares invasores tipo SCC, destacando aberra-
ciones localizadas en la region 5p15.2 'y 5p13.2,
las cuales poseen potenciales blancos terapéuticos
como: TRIO y GDNF, entre otros.?° De este
modo, con el uso de dichas plataformas en Sub-
Mb ha sido posible correlacionar el aumento en CNV
con aumento en los niveles de expresién génica
de estos loci frecuentemente amplificados (<0.5
Mb), destacando genes como p63, claudina y
fosfatidil inositol glycano-X.2? También es posible
la deteccién de aumento en la expresion génica
con ausencia del aumento en CNV o ganancia/
amplificacién,?? sugiriendo la participacion de al-
teraciones a nivel epigenético mientras que, por
el contrario es posible amplificaciones del brazo
corto del cromosoma 3 (3q) en correlacién con
aumento en la expresion del gen PIK3CA,*?
gen importante en la patogenia de NSCLC. Estu-
dios como éstos han destacado debido al uso de
arreglos de alta resolucidn, si bien basados en
BACs pero en Sub-Mb en serie (SMRT), permi-
tiendo la identificacién de nuevos genes como
posibles candidatos a marcadores prondstico
0 posiblemente de predisposicién genética en
cancer pulmonar.

En un estudio reciente publicado por la revista
Nature Genetics (2008), mediante el uso de pla-
taformas de alta resolucion para el estudio de se-
cuencias polimérficas (lllumina), se ha demostra-
do una alta asociacion de variaciones genéticas
de una sola base presentes en la regién telo-
mérica 5p13.33 con predisposicidn genética al
desarrollo de cancer broncogénico. Dicho estudio
de casos y controles incluy6 el andlisis de 315,194
SNPs sobre 1,291 pacientes y 1,561 controles,
adicional a la inclusion in silico de la base de da-
tos de tres cohortes de pacientes previamente
reportadas (Casos y controles de Toronto, cohor-
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te HUNT2/Troms@ y cohorte CARET), para un
total de 3,259 pacientes y 4,159 individuos con-
trol. De éstos, mediante un analisis de segrega-
cién por marcadores de ancestria (europeos) y
analisis de desequilibrio de ligamiento fue posible
identificar SNPs de alta significancia (aproximada-
mente 8 SNPs), sobre un total de 2,971 pacien-
tes y 3,746 controles, entre los que destacan el
SNP rs402710 localizado en la regién codifican-
te del gen CLPTMLL, involucrado en la induccién
de apoptosis, asi como el polimorfismo
rs2736100 localizado en el intron 1 del gen
TERT.® Al respecto, un estudio adicional median-
te el uso de esta plataforma de microarreglos
[llumina (HumanHap550), analiz6 cerca de
561,466 SNPs, sobre 1,978 casos y 1,478 contro-
les, confirmé la identificacion de SNPs asociados
al riesgo de cancer pulmonar en la misma region
5p15.33 con alta significancia para el SNP
rs401681 del gen CLPTM1L.% Sobre este aspecto
es importante sefialar que con dichos estudios de
alta resolucién es posible resaltar la alta relevan-
cia probable que juega dicha regién telomérica
5p13.33, siendo particularmente el gen residente
mas visible la telomerasa (TERT), recientemen-
te asociado al riesgo en carcinomas pulmonares
tipo AD,* asimismo, ha sido posible evaluar no
s6lo su papel funcional en cancer, sino a nivel
cuantitativo sus niveles de expresion en sus isofor-
mas alfa y beta de los transcritos de TERT, los que
han sido asociados con la progresion neoplasica y
pobre prondstico en pacientes con cancer pulmo-
nar.® Asi, podemos mencionar que tanto TERC®
como TERT,%32 permanecen como potenciales
marcadores funcionales o posibles blancos tera-
péuticos en cancer broncogénico por su ubicacion
telomérica o subtelomérica, adicional al posible au-
mento en CNV como lo sugieren algunos autores.

Por otra parte, reportes relativamente recien-
tes sefialan microaberraciones cromosémicas
representadas por el aumento en CNV, capaces de
inducir aumento en los niveles de expresion gé-
nica aunque, por el contrario, también es posible
identificar alteraciones en los niveles de expre-
sién génica independientes del aumento en
CNV. Siendo esto Ultimo, mas bien dependien-
te de alteraciones epigenéticas, llamando la aten-
cién de que alteraciones en la expresién génica
de la region subtelomérica 7p22.3-p22.1 sea de-

pendiente de CNV, y que la regiéon 7p15.2 con
mayor ubicacién subcentromérica sea indepen-
diente de CNV e incluso, quizas, independiente
de metilacion de su promotor aunque dependien-
te del estado de activacion de la cromatina como
la acetilacién de histonas, como lo sugieren los
resultados obtenidos por Stransky et 4/.3* Auna-
do a lo anterior, es importante sefialar que re-
sultados recientes (de nuestro grupo) indican al-
teraciones como aumento en CNV de alta
frecuencia en regiones subteloméricas, como
7p22.3-p22.1y 7p21.3-p21.1; asi como subcen-
troméricas 7p15.3 y 7p15.2, durante la progre-
sién neoplasica pulmonar (datos enviados a publi-
cacion). Dichas regiones, las cuales probablemente
contengan genes dependientes y/o independien-
tes de mecanismos genéticos (CNV) o epigené-
ticos (metilacion del DNA y/o modificacion de
histonas), puedan muy probablemente consoli-
darse a mediano plazo como marcadores gené-
ticos y/0 epigenéticos tempranos o prondéstico en
cancer pulmonar.

EPIGENETICA: HIPERMETILACION DEL
DNA GENOMICO EN CANCER PULMONAR

Desde el punto de vista biolégico y clinico, el si-
lenciamiento epigenético por metilacion de ge-
nes supresores de tumor, genes de reparacion de
dafio al DNA, genes inductores de apoptosis,
entre otros, contribuyen en parte al comporta-
miento biolégico del tumor y muy probablemente
en la evolucién clinica del paciente. Su estudio
abre la posibilidad de identificar aberraciones
tempranas del epigenoma durante la transforma-
cién maligna pulmonar mediante procedimientos
no invasivos en los pacientes. A este respecto,
se ha propuesto que la deteccion de alteraciones
epigenéticas del DNA libre en circulacion puedan
consolidarse como herramientas para la identifi-
cacion de biomarcadores de eventos oncoldgicos
tempranos o tardios sobre el prondstico o sobre-
vida de los pacientes en cancer broncogénico.%

Estudios recientes en carcinomas pulmonares
tipo AD describen correlacion entre bajo grado
de metilacién, con aumento en la expresion gé-
nica y alto indice de ganancia/amplificacion en
genes antiapoptéticos miembros de la familia
Bcl-2 (1g21-23), vecinos del gen Mcl1 inhibidor
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de apoptosis.®” Adicionalmente, diversos genes
ampliamente estudiados en distintos tipos de
neoplasias han destacado: APC, BRCA-1, E-cad-
herina, LKB1, VHL, hMLH1, MGMT.® Algunos
de los cuales sufren pérdida de la expresion gé-
nica a través de hipermetilacién del DNA. Con-
tribuyendo a la inestabilidad cromosémica, asi
como a la permanencia de alteraciones microsa-
télites, acumulacion acelerada de mutaciones o
epimutaciones debido a fallas en la capacidad de
reparacion del dafio al DNA.38:3

En cancer pulmonar, frecuentemente los es-
tudios han sido enfocados al andlisis de grupos
preseleccionados de genes convencionalmente
asociados al cancer en general, como P53, cicli-
na D, Rb, p15, p16, etc. Estos ultimos, codifican-
do para inhibidores de cinasas-dependientes de
ciclinas, reguladores de las vias de fosforilacion
de Rb e implicadas en el control del ciclo celu-
lar. No obstante, es necesario resaltar que ambos
genes, P15 y p16 residentes de 9p21, se en-
cuentran frecuentemente hipermetilados en dis-
tintos tipos de neoplasias.*®4!* Aungue esta regién
que con frecuencia es eliminada en carcinomas
pulmonares tipo AD y SCC,#21.22 probablemen-
te explique por qué sélo en 60% de los casos es
posible detectar su hipermetilacion que aumen-
ta conforme avanza el estadio clinico de carcino-
mas pulmonares particularmente del tipo SCC, de
acuerdo con reportes de hace una década.*? Asi,
es posible identificar marcadores citogenéticos y/o
epigenéticos en comun o diferencialmente presen-
tes de acuerdo con el avance del estadio clinico
de los pacientes con cancer broncogénico.

Sin embargo, de manera contradictoria otros re-
portes indican que el grado de metilacién es depen-
diente del tipo y origen histoldgico del tumor pues
los patrones de metilacion parecen no cambiar en-
tre bajo y alto grado de diferenciacién.”® Lo cual,
probablemente apoya la hipétesis donde el patron
de alteraciones epigenéticas son comunes a las dis-
tintas etapas del desarrollo neoplasico pulmonar.
Mientras que, las aberraciones citogenéticas o
cromosOmicas mantienen un comportamiento dife-
rente, dependientes del tipo histoldgico, grado de
diferenciacion y exposicion a factores de riesgo.

Al respecto, un estudio de 107 tumores pul-
monares primarios (45, AD; 43, SCC; y 19, otros
tipos) demostrd que 82% de los casos presenta-
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ban hipermetilacion en secuencias promotoras en
s6lo 1 de 8 genes estudiados, convencionalmen-
te asociados al cancer. Entre ellos: p16™4 RAR-
b (receptor de acido retinoico-b), E-Cadherina
(ECAD), DAPK, RASSF1A (involucrados en apop-
tosis), O8-methyl-guanina DNA-methyl-transfera-
sa (MGMT) (reparacion del DNA), y TIMP-3 (in-
hibidor tisular de metaloproteinasas),* reflejando
gue el andlisis selectivo o sesgado de genes hi-
permetilados asociados al cancer en general, no
ha permitido proponer o consolidar su detec-
cion clinica en circulacion. Donde es probable
gue un grupo de genes aln no identificados pue-
dan ser propuestos como marcadores de alta
representacion, sensibilidad y especificidad para el
diagndstico, pronostico o disefio terapéutico.

Lo anterior queda confirmado en un estudio
de 85 pacientes, 64 tipo AD y 21 tipo SCC, evi-
denciando hipermetilacién del DNA en circula-
cién en baja frecuencia 6-18%, comparado con
1-8% de pacientes de patologias pulmonares
benignas para los genes p16™K4 RAR-b, DAPK,
RASSF1A y MGMT.* Quedando de manifiesto
su escasa sensibilidad y especificidad diagnostica.
Aunado a esto, un estudio en lineas celulares de
cancer pulmonar y carcinomas pulmonares prima-
rios tipo AD y SCC, empleando microarreglos de
DNA para la deteccion de metilacion de secuen-
cias promotoras demostrd, que sélo cerca del
11% de 288 genes estudiados relacionados con
cancer muestran hipermetilaciéon. Destacando
entre otros: HIC1, ASC, RASSF1A, RIPK3, PRKC-
DBP y PAX3, previamente estudiados en otros ti-
pos de cancer con mayor frecuencia de metila-
cién; evidenciando cierto grado de correlacion
entre hipermetilacion del promotor con bajo ni-
vel de expresién del RNAm sélo en lineas celu-
lares y no para tumores primarios.“® No obstante,
trabajos recientes han propuesto la deteccién de
hipermetilacién del gen ASC/TSM1 en muestras
de esputo como factor prondstico en una fre-
cuencia de 52-77%, principalmente en pacien-
tes con tumores tipo AD en estadios clinicos
avanzados.*

En la actualidad, los estudios restringidos a un
grupo preseleccionado de genes convencional-
mente asociados al cancer, muestra sesgos V li-
mitaciones sobre la identificacion de verdaderos
marcadores hipermetilados de potencial uso diag-
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nostico temprano, tardio o pronéstico. Con lo
que ha sido necesario el desarrollo de estrategias
de anadlisis masivo del DNA gendmico relacio-
nados con los eventos epigenéticos de metilacion
del DNA, asociados al comportamiento biolégico
y evolucion clinica de los carcinomas pulmonares.
Asimismo, resultados recientes publicados por
Anglim et dl, 2008, sobre el analisis de 42 loci
genéticos en carcinomas pulmonares tipo SCC,
mostraron que so6lo 8 loci mantienen aumento en
los niveles de metilacion (p<<0.0001), comparado
con tejido pulmonar adyacente libre de lesion.
Mostrando niveles de especificidad y sensibilidad
diagnostica del 95% sobre genes como: GDNF,
MTHFR, OPCML, TNFRSF25, TCF21, PAXS,
PTPRN2 y PITX2. Sin embargo, sé6lo GDNF y
MTHFR mostraron criterios suficientes como po-
tenciales biomarcadores, independientemente del
estadio clinico, género y/o factor de riesgo; es
decir, como potenciales marcadores no-estadio
especificos, como lo sugieren los autores.*®

Recientes evidencias contintian aportando co-
nocimiento en torno a la pertinencia de incorporar
al diagnéstico en cancer broncogénico, la detec-
cién del DNA metilado en circulacién en plasma
de pacientes como una herramienta de analisis
cuantitativo-especifico enfocada a la prediccion
de indices de sobrevida y/o pronéstico de los
pacientes con cancer broncogénico.*®

PERSPECTIVAS: EPIGENOMICA EN LA
BUSQUEDA DE NUEVOS
BIOMARCADORES TEMPRANOS O
BLANCOS TERAPEUTICOS EN CANCER
BRONCOGENICO

Recientemente se ha impulsado el desarrollo de
nuevas estrategias para el analisis sistematico y
masivo de la regulacion epigenética del cancer en
general.®*5t Asimismo, han surgido planteamien-
tos necesarios sobre el papel de la regulacion
epigenética en términos comparativos entre cé-
lulas normales (no neoplésicas), tumores prima-
rios y metastaticos. Asi como las posibles interac-
ciones de regulacion entre el genoma y
epigenoma en cancer, basado necesariamente
en el analisis computacional y bioinformaético.5?
No obstante, es importante hacer mencién so-
bre los diferentes métodos de enriquecimiento de

los segmentos metilados del genoma, dentro de
éstos destacan cuatro estrategias en general: i) la
conversion por bisulfito de sodio, donde son trans-
formadas in vitro aquellas secuencias no metiladas
(citosinas no metiladas hacia uracilo) a través de
una reaccion por sulfonacién-desaminacion-desul-
fonacién alcalina, permaneciendo intactas las se-
cuencias metiladas e hipermetiladas para su pos-
terior analisis; /i) enriquecimiento por enzimas de
restriccion sensibles a metilacion a través del
cual, la mayor parte de las secuencias CpGs no
metiladas seran eliminadas por restriccion, perma-
neciendo de igual modo las secuencias CpGs me-
tiladas; i) purificacion del DNA genémico metilado
por ensayos de afinidad, empleando proteinas que
contienen dominios de unién al DNA metilado (del
inglés, methyl binding domains [MBD]); v, iv)
método de inmunoprecipitacion por anticuerpos
anti-5’metil-citosinas a través de los cuales es po-
sible la hibridacion en diferentes plataformas de
microarreglos (illumina, affymetrix, agilent, solexa,
nimbleGen, etc.) para su posterior interpretacion
bioinformética.>®

En cancer broncogénico destacan entre el afio
2007 y 2008 los primeros trabajos sobre el anali-
sis sistematico de los perfiles de metilacion global
del DNA gendémico, como mecanismo de regula-
cion de la expresién génica en carcinomas pulmo-
nares del grupo NSCLC. Tales estudios dieron su
inicio promovidos por la empresa NimbleGene
(Roche NimbleGene, Inc. Madison WI, EU). En un
primer estudio empleando el método de purifica-
cion de DNA metilado llamado MIRA (del inglés,
methylated-CpG island recovery assay), basado en
la técnica MBD e hibridacién en arreglos que re-
presentan por separado a los cromosomas 2, 7, 12
y 17, los cuales contienen 385,000 oligonucledti-
dos de un tamafio de 50 bases c/u, alcanzando
una cobertura o resolucién por cromosoma de
38pb entre cada oligonucle6tido impreso por mi-
croarreglo (NimbleGen ENCODE array), fue posi-
ble identificar hipermetilacion, tanto en lineas ce-
lulares tipo AD comparado con lineas celulares de
tejido bronquial normal como en carcinomas pul-
monares tipo AD y SCC de estadios clinicos tem-
pranos para los segmentos génicos que contienen
clusters de genes HoxA y HoxD, cromosomas 7'y
2, respectivamente. Entre los que destacan HoxA3
y HoxADb, con alto grado de metilaciéon 75-100%
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en carcinomas tipo SCC. Mientras que HoxA7 y
HoxA9, mostraron alto nivel de metilacién (80%b)
en carcinomas estadio clinico I, comparado con
tejido normal pulmonar adyacente. Ubicandose
HoxA9 como un nuevo potencial biomarcador de
estadios clinicos tempranos en NSCLC.** Lo cual
quedé confirmado mediante el uso de una segun-
da plataforma de microarreglos integrado por se-
cuencias CpGs, que contienen 237,000 oligonu-
cledtidos cubriendo aproximadamente 27,800 islas
CpGs de secuencias promotoras (Agilent, Sta., Cla-
ra, CA).>

En un segundo trabajo, 2008, utilizando mi-
croarreglos de DNA con una resolucion de hasta
100pb (NimbleGen, HG18Tiling Set 17, 19) para
el estudio de los cromosomas 6, 7 y 8, permitio
analizar diferencias en los perfiles de metilacion del
DNA gendmico entre distintos estadios clinicos de
carcinomas pulmonares tipo SCC. Haciendo posi-
ble identificar mayor grado de metilacién hacia la
region telomérica y subtelomérica del brazo cor-
to del cromosoma 8 en carcinomas tipo SCC de
estadio clinico temprano |, comparado con tejido
pulmonar normal. Adicionalmente, esta aproxima-
cién en torno a la progresion clinica de carcinomas
pulmonares tipo SCC de estadios clinicos I, Il 'y 111,
arrojo tres biomarcadores hipermetilados en sus
secuencias CpGs promotoras. Siendo éstos: OTX1,
OSR1 y NR2E1, con 100% de frecuencia de un
total de 20 carcinomas tipo SCC comparado con
tejido pulmonar normal. Ubicandose como nuevos
marcadores adecuados a ser validados en estudios
clinicos y diagndsticos de estadios tempranos en
cancer pulmonar.%

Por altimo, queremos mencionar que, al pre-
sente, en la unidad de investigacién del Institu-
to Nacional de Enfermedades Respiratorias Is-
mael Cosio Villegas (INER) desarrollamos una
linea de investigacién enfocada al estudio del epi-
genoma (metilaciéon del DNA) en la progresion
neoplasica pulmonar (lesiones pulmonares pre-
cursoras, lesiones neoplésicas in situ'y carcinomas
invasores- metastaticos). Parte de este trabajo de
investigacion ha sido desarrollado, mediante dos
estrategias de enriquecimiento del DNA gendmi-
co metilado, como son el uso combinado de en-
zimas de restriccién sensibles a metilacion e in-
munoprecipitacion del DNA metilado mediante
anticuerpos anti-5-metil-citosinas; a través del
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cual, resultados preliminares realizando CGH en
la plataforma de microarreglos en Sub-Mb SMRT-
27K, ha sido posible identificar regiones genéti-
cas hipermetiladas e hipometiladas de alta preva-
lencia en muestras de pacientes bajo atencion
médica en el INER. Al respecto, la Figura 1 mues-
tra el perfil de hibridacién mediante la emision de
fluorescencia del DNA gendmico hipermetilado
(marcado previamente en rojo) e hipometilado
(verde) de un mismo cuadrante impreso en mi-
croarreglos SMRT-27K, donde son comparadas
dos muestras de pacientes con carcinoma bron-
cogénico tipo AD. En dicha imagen se observan
diferencias en el patron de metilacién de un pa-
ciente no expuesto a factores de riesgo (1A),
comparado de otro paciente con datos de taba-
quismo (1B), el cual muestra mayores segmentos
(puntos en rojo) hipermetilados. En la Figura 2, se
muestra el tipo de andlisis bioinformaético realiza-
do posterior al CGH; asi como, un acercamiento
al cromosoma 7 de una muestra de carcinoma
broncogénico derivada de paciente masculino de
52 afios con ausencia de factores de riesgo. Las
imagenes mostradas indican de forma preliminar
segmentos citogenéticos mayoritariamente hipo-
metilados en pacientes sin antecedentes de fac-
tores de riesgo, de manera contraria a los pacien-
tes con tabaquismo (hipermetilados).

Dicha estrategia experimental estandarizada
por nuestro grupo de investigacion en el INER,
permitira identificar y evaluar los patrones de
metilacion del genoma de neoplasias pulmonares
asociados a factores de riesgo en la poblacion de
pacientes oncolégicos de este Instituto. Asimis-
mo, nos encontramos en el desarrollo experi-
mental y analisis de una cohorte de pacientes con
cancer broncogénico bajo atencién médica en el
INER en conjunto con el Instituto Nacional de
Cancerologia (previa firma de consentimiento
informado de pacientes). Esto permitira sentar las
bases para la generacién de nuevos conocimien-
tos de caracter basico y clinico sobre el epigeno-
ma (estado de activacién de la cromatina, blan-
cos génicos regulados por metilacion y/o factores
de transcripcién aberrantes en cancer broncogé-
nico) para la identificacién de posibles biomarca-
dores de aparicion temprana en la progresion
neoplasica pulmonar. Todo ello, como propues-
ta para el desarrollo de un diagnéstico temprano,
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Hibridacion genémica comparativa (CGH) sobre plataforma de microarreglos de DNA de alta resolucion en
submegabases, SMRT-27K

Figura 1. CGH en microarreglos de DNA que muestra un mismo cuadrante impreso en microarreglos SMRT-
27K, con el perfil de metilacion (fluorescencia en verde, hipometilado; amarillo, hemimetilado; y rojo, hiper-
metilado) del DNA gendmico de carcinomas pulmonares tipo AD de dos pacientes, no expuesto a factores de
riesgo (A) y expuesto a tabaquismo (B). Imagen capturada empleando escaner y el programa GenePix.
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Analisis epigenémico del perfil de metilacion del DNA, mediante CGH en microarreglos, SMRT-27K

Figura 2. Analisis bioinformatico posterior a CGH en microarreglos SMRT-27K, que muestra el perfil de me-
tilacion del cromosoma 7 de una muestra representativa de carcinomas pulmonares tipo AD, en ausencia de
factores de riesgo. Los recuadros indican regiones genéticas (puntos) hipermetiladas (rojo) e hipometiladas
(verde). Analisis empleando los programas bioinformaticos MD-SeeGH y CGH-Explorer version 3.1.
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