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Resumen

En las altimas dos décadas, el avance en el conocimiento de la biologia del cincer ha
llevado a la identificacion de circuitos moleculares diferenciales en tumores solidos.
Estos reflejan alteraciones en vias de sefalizacion especificas que podrian estar involu-
cradas en la progresion maligna. El conocimiento de estas alteraciones ha generado un
gran panel de posibles biomarcadores que requieren ser probados y validados para ser
utilizados en el entorno clinico.

En este capitulo se describe un abordaje bioinformatico de andlisis transcriptomico
“metasignature” obtenido a partir de 40 estudios de expresion génica en muestras clini-
cas de cancer de pulmén (CP) disponibles en las bases de datos en linea GeneSigDB y
MolSigDB, en un esfuerzo por identificar genes como potenciales biomarcadores.

Los datos generados evidenciaron un grupo de 34 genes que podrian ser utilizados para
discriminar entre fenotipo tumoral y normal (p<0.01), segun el grupo de datos “data-
set” de Bittner, y para diferenciar entre los tipos histopatolégicos de CP, segtn el grupo
de datos de Takeuchi y col., 2006 . Ademas, el metasignature es capaz de discriminar
los adenocarcinomas pulmonares de buen y mal pronostico (p=0,028) y un subconjunto
de 13 genes del metasignature asociados con buen prondstico de sobrevida (p=0,0037).
Se identificaron tres modulos funcionales significativamente afectados en el metasigna-
ture, relacionados con alteraciones en el ciclo celular, remodelacion de la matriz extra-
celular, procesos metabolicos, transduccion de sefnales y reparacion del ADN.
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El cancer es una de las patologias con las mayores tasas de mortalidad en el mundo, con
una incidencia adn creciente (Parkin y col., 2005; Kanavos y col., 2006). Se caracteriza
por la acumulacion de alteraciones genéticas y epigenéticas que conllevan a la desregu-
lacion del ciclo celular y por ende al crecimiento descontrolado de células. Dentro de los
tipos de cancer, el de pulmén presenta una de las tasas mas altas de mortalidad (entre
80% y 85%) y una sobrevida del 15% a los 5 afios 2.

Los tratamientos actuales ofrecen la posibilidad de mejoria solo para los pacientes en
las primeras etapas de la carcinogénesis pulmonar, mientras que los resultados para
aquellos con enfermedad avanzada siguen siendo limitados. Los avances recientes en
las estrategias terapéuticas, incluyendo la quimioterapia adyuvante y las terapias biol6-
gicas dirigidas, han dado lugar a progresos modestos en la supervivencia de pequefios
subgrupos de pacientes. Son necesarios nuevos enfoques de tratamiento para ampliar
sustancialmente los resultados.
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Como ha sucedido para otros tipos tumorales, el analisis de los perfiles moleculares ha
permitido comprender mejor la patogénesis de la enfermedad e identificar subgrupos
de pacientes en los que las terapias actuales tienen mds probabilidades de ser eficaces
para el desarrollo de nuevos tratamientos.

A través del andlisis de los perfiles de expresion génica ¢ se han rastreado muchos
biomarcadores de cancer que han aportado informacion acerca del diagnostico, moni-
toreo, seguimiento y pronostico de los pacientes. Ademads, han contribuido a reducir la
mortalidad @ .

Por esto, la importancia de los estudios de perfiles moleculares es identificar los genes
cuya expresion se altera por cambios heredables en la funcién del gen y aquellos en que
los cambios son una consecuencia inevitable de la patogénesis de la enfermedad. La
correlacion de los resultados derivados de la transcriptomica y de la genémica permitira
analisis mas especificos de la gran cantidad de alteraciones genéticas identificadas en
los perfiles moleculares.

En CP, el estudio de los perfiles moleculares muestra patrones de expresion génica que
se asocian con fenotipos especificos y con el prondstico de los pacientes. Estas correla-
ciones pueden precisar, en las primeras etapas, los pacientes que estan en mayor riesgo
de recurrencia de la enfermedad, predecir el pronoéstico después de la reseccion qui-
rurgica completa y determinar quiénes podrian beneficiarse de la terapia adyuvante.
Ademis, contribuyen a identificar vias moleculares aberrantes que podrian ser utiles
como blancos terapéuticos en pacientes con enfermedad en estadio temprano, y por
consiguiente mejorar las estrategias de tratamiento 7%,

En el presente libro se describe una integracion global de 40 perfiles de expresiéon en
CP, en un esfuerzo por identificar los biomarcadores mas relevantes que podrian ser
aplicados en la deteccion, diagnostico temprano y prondstico de los pacientes con esta
patologia.

Marco conceptual

La bioinformatica y el descubrimiento de
biomarcadores de cancer

Los perfiles de expresion génica utilizando microarreglos (ADN y ARN) surgieron
como una tecnologia eficaz para evaluar tanto el genoma como el transcriptoma de
las células tumorales. Varios estudios han presentado el anilisis de muestras clinicas
identificando perfiles de expresion génica para los tipos y subtipos de cincer y han
descrito patrones de expresion que se correlacionan con el grado del tumor, estado de
diferenciacion, potencial metastasico y sobrevida de los pacientes. La utilizacion de esta
tecnologia ha generado una cantidad considerable de informacion relacionada con la
identificacion de grupos de genes involucrados en la modulacién de vias de sefializacién
diferencialmente afectadas en los tejidos tumorales con respecto a los tejidos sanos.
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La convergencia de estas tecnologias genémicas permiti6 el disefio y desarrollo de far-
macos contra dianas moleculares especificas, mediante la integracion de las herramien-
tas moleculares y los grandes conjuntos de datos generados. Con ello se han logrado ras-
trear genes que representan los diferentes estados biologicos presentes en la patologia,
los cuales podrian ser aplicados como potenciales blancos moleculares para su posterior
validacion experimental.

En este sentido, los biomarcadores son indicadores medibles de procesos biologicos
normales, de procesos patogénicos o de respuestas farmacologicas a una intervencion
terapéutica. Estan destinados a sustituir un criterio de valoracion clinica, basados en
evidencias epidemioldgicas, pruebas terapéuticas, cientificas y fisiopatologicas ©. Des-
de la perspectiva clinica, los biomarcadores tienen un alto impacto sobre el cuidado
de los pacientes que sospechen tener alguna enfermedad o presenten susceptibilidad
genética de desarrollarla. De acuerdo con esta categorizacion, los biomarcadores se cla-
sifican asi: de diagnostico, prondstico, potenciales blancos de manejo y tratamiento y
marcadores de deteccion. Estos ultimos son de gran interés debido a su capacidad para
predecir eventos futuros, pero en la actualidad son pocos los biomarcadores aceptados
para la deteccion de enfermedades 1% 11 19,

Los biomarcadores moleculares incluyen genes alterados o mutados, ARN, proteinas,
lipidos, carbohidratos y pequefios metabolitos que pueden estar correlacionados con un
comportamiento bioldgico o un desenlace clinico. La mayoria de biomarcadores de cin-
cer que actualmente se conocen fueron descubiertos por estudios de perfiles molecula-
res en muestras clinicas y en lineas celulares tumorales, basados en asociaciones o co-
rrelaciones entre los perfiles encontrados y el comportamiento de la enfermedad. Uno
de los primeros perfiles moleculares descritos fue el reportado por Golub et al., quien
mostro6 que los patrones de expresion podrian clasificar los tumores dando informacion
acerca del estado, grado de diferenciacion, curso clinico y respuesta al tratamiento @%.

En general, la busqueda, verificacion, interpretacion bioldgica, bioquimica, fisiologica y
la validacién de marcadores de enfermedad requiere de la innovacion en las tecnologias
de alto rendimiento, la bioestadistica y la bioinformatica, ademas del trabajo interdisci-
plinario de los clinicos, bidlogos, bioquimicos y bioinformaticos para llevar a cabo todos
los pasos de estudio de cohorte de los biomarcadores, su implementacién y control 4.

SIGNATURE: analisis de la expresion génica

Las firmas de expresion génica “signatures” son herramientas poderosas que pueden re-
velar las caracteristicas biologicas y de importancia clinica en las muestras. En los tltimos
anos, las firmas moleculares se han desarrollado para diferenciar subtipos de cancer, deta-
llar respuestas celulares al entorno (hipoxia), predecir resultados clinicos y como modelo
de activacion de vias de senalizacion @9, El poder de los signature se deriva de su capaci-
dad para conectar un estado experimental in vitro con uno in vivo, de una manera cuan-
titativa. Por lo general, el término firma de expresion génica “signature” se ha utilizado de
dos maneras. En la primera, la firma se compone de un conjunto de genes que comparten
un patrén comun de expresion, o genes que aumentan o disminuyen la expresion, pero
la caracteristica basica de la firma es la identidad de los genes. Por eso, estas firmas son
llamadas conjuntos de genes, que se han curado de la literatura y se recogen en bases de
datos como MSigDB y GeneSigDB ¢16:17),
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El segundo tipo de signature se refiere a la magnitud del aumento o disminucion en la
expresion génica, en la forma de valores ponderados, con un fenotipo biol6gico median-
te un modelo cuantitativo de prediccion #. Estas firmas suelen desarrollarse a partir
de las condiciones experimentales que controlan con precision el fenotipo de interés;
por ejemplo, la activacién de una via de sefializacion celular o la respuesta de las células
a un estimulo definido.

En resumen, el analisis de las firmas de expresion génica requiere de una confluencia de
conocimientos a través de una amplia gama de disciplinas, incluyendo la estadistica, la
biologia y ciencias de la computacion.

A continuacion se describen los enfoques computacionales mas comunes que tienen
aplicacion en el descubrimiento de nuevos blancos moleculares. A este respecto, los
analisis de los datos generados de microarreglos generalmente se dividen en dos catego-
rias: andlisis supervisado y analisis no supervisado. El andlisis supervisado utiliza iden-
tidades conocidas de muestras para generar predictores que clasifican muestras desco-
nocidas con propositos diagndsticos. Se emplea basicamente para encontrar una firma
molecular o un conjunto reducido de genes cuyo perfil de expresion permita clasificar
una muestra; es decir, partimos de un patron de expresion génica determinado. Una
aplicacion tipica es catalogar una muestra de un paciente con un sintoma determinado
en alguno de los grupos ya establecidos ?21.2213),

El andlisis no supervisado implica el uso de una distancia métrica para grupos de mues-
tras o genes % 2429 y tiene aplicaciones directas en el descubrimiento de blancos mole-
culares. El objetivo principal es delimitar los elementos que presentan un patrén simi-
lar, ya sean genes o muestras. La aplicacion de los métodos no supervisados es descubrir
los patrones de expresion que posteriormente podran usarse en andlisis supervisados,
en detectar genes co-regulados.

Para construir los grupos de genes o muestras con perfiles de expresion similares se
debe utilizar una medida de distancia. Las mas usadas son la euclidiana y la correlacién
de Pearson y de Sperman. En el caso de los métodos de agrupamiento jerarquicos hay
que definir, ademas, el método para determinar distancias entre conjuntos de genes.

Los métodos de agrupamiento por lo general no necesitan de una informacién de parti-
da sobre los cluster, sino que los algoritmos agrupan las muestras basindose en el grado
de similitud entre los perfiles de expresion de los genes en estudio. El método de agru-
pamiento mas empleado en datos de microarreglos es el agrupamiento jerarquico. Este
método no supervisado deriva una serie de particiones de los datos. En este caso, cada
dato sera el perfil de expresion de una muestra o gen. Asimismo, existen varios tipos
de métodos de agrupamiento jerarquico, tales como el aglomerativo y el divisivo; los
divisivos funcionan mejor para dividir los datos en pocos grupos de varios elementos.
El resultado de estos métodos es una estructura de arbol o dendograma 9,

De esta manera, los genes candidatos para ser evaluados como potenciales marcadores
pueden definirse por agrupamientos “clister” que tienen caracteristicas deseables de
expresion, por ejemplo expresion alta en los tumores con respecto a los tejidos nor-
males. Sin embargo, debido a que el cancer es una enfermedad heterogénea, es comdn
incluir tantas muestras como sea posible en un anilisis determinado para realizar el
analisis estadistico (ANOVA o la prueba t) ©° 27, ademas de utilizar el andlisis basado
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en gen por gen para establecer rangos de genes y asignar significancias estadisticas a
los resultados.

La variabilidad bioldgica de los resultados se reduce con la precision de las técnicas
de muestreo, como la microdiseccion laser, que puede disminuir la contribuciéon de
tipos celulares no relevantes para los perfiles de expresion. No obstante, los tumores
con caracteristicas histopatologicas similares e incluso el mismo diagnostico pueden
representar mas de una nica enfermedad a nivel molecular. Staudt y colaboradores uti-
lizaron la agrupacion jerarquica para subclasificar el linfoma difuso de células grandes
b en tres subtipos, cada uno caracterizado por grupos de perfiles de expresion de genes
especificos %,

Ademais, es probable que los genes que presenten patrones de expresion similares ten-
gan funciones relacionadas. Por lo tanto, la busqueda de estos genes similares a aquellos
ya conocidos como marcadores tumorales resulta un método efectivo para la busqueda
de nuevos candidatos de marcadores ®. Esta aproximacion se puede llevar a cabo me-
diante la comparacion de los patrones de expresion génica con un conjunto de datos
“dataset” para los marcadores conocidos, usando una distancia métrica apropiada (por
ejemplo, coeficiente de correlacion de Pearson) y eligiendo el rango mas alto de coinci-
dencias. La acumulacion de los datos generados de microarreglos para el descubrimien-
to de blancos de cancer es igualmente importante en estas metodologias.

Numerosos estudios de expresion génica en varios tipos de cancer se asocian a con-
juntos de datos que pueden ser descargados, en su mayoria, en repositorios publicos
dedicados especificamente a su difusion (Tabla 1). Estos incluyen sitios web como la
base de datos de microarreglos de Stanford (http://genome-www5.stanford.edu/Mi-
croArray/SMD), NCBI “GEO” (Gene Expression Omnibus) (http://www.ncbi.nlm.nih
gov/geo), el repositorio de EBI ArrayExpress (http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress) o
el programa de genoémica del cincer “MIT Cancer Genomics Program” (http://www.
broad.mit.edu/cancer/). Estos son recursos informaticos valiosos para el descubri-
miento de biomarcadores. Por ejemplo, la coleccion de datos del mapa global de cancer
“Global Cancer Map” Y, que contiene datos de 216 muestras tumorales de 14 tipos de
cancer, junto con 90 tejidos normales, se puede utilizar para encontrar genes altamente
expresados en CP, pero con baja expresion en tejidos normales. Todavia hay grandes
desafios en la integracion de los datos de los microarreglos de diferentes fuentes, y la
representacion de datos puede ser heterogénea e inconsistente, pero la estandarizacion
GV e integracion ¥ de los datos generados debe surgir en los proximos afios para permi-
tir la representacion uniforme de las matrices de datos para el descubrimiento efectivo
de blancos moleculares.

Finalmente, los blancos atractivos no solo se definen por sus patrones de expresion.
Otros criterios que incluyen el tipo de molécula (p.e. Quinasa), localizacioén subcelular
(p.e. membrana celular), via bioldgica (angiogénesis) son importantes en la decision
y seguimiento de nuevos biomarcadores moleculares. Para este fin, los recursos bioin-
forméticos como “Gene Ontology Project” (http://www.geneontology.org) y la “Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes Pathways Project” (http://www.genome.ad.jp
keggon) intentan poner los genes en el contexto de su funcion biologica, localizacion y
via de sefializacion ©%.
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Nombre Descripcion URL
Coleccion de genes de cancer basados ) ,
Cancer Genes ¢ http-//www sanger.ac.uk genetics/CGP/Census/
sobre datos de mutaciones
itoni microarreg n
Stanford Microarray Database (SMD), Repositorio de daios_ _de croarregios co http:/igenome-www5.stanford edu
herramientas de andlisis
Whiteh ead Insfiuls Center for Repositorio de datos de microarreglos de
Genome Research, cancer . A http://www broad.mit edu/cgi-bin/cancer/datasets.cgi
publicaciones de genémica del cancer
Genomics Project
Repositorio de datos de microarreglos, de ,
Il ression Omnil http//'www.ncbi.nml.nih.govigeo/
Gene Expres sion Omnibus (GEO) una variedad de fuentes incluyendo CGH g b govigeo
Vocabularo controlado que describe la
Gene Ontology Project (GO) funcion molecular, procesos biolégicos y hitp:/iwww.geneontology.org/
componentes celulares
Kyoto Encyclopedia of Genes and  [Redes de interaccdn molecular, incluyendo
Genomes Pathways (KEGG vias metabélicas y regulatorias y complejos |http://www.ncbi.nml.nih. govisage
Pathways) moleculares
SAGE Genle Métodos Analiticos de tag http:/iwww .cgap.ncl.nih.gov/SAGE
[Expresion digital de genes digital genes
DGEN herramienta de visualizacion cuantitativa que |hitp//icgap.nci.goviTissues/GXS
compara dos grupos de bibliotecas EST
Compara la expresién de genes de dos
fi i ar /xProfil
cDNAxProfiler grupos de librerias de EST http:/icgap.nci.govTissues/xProfiler
GEPIS E$T basado en los dal'ns de expresion http/icgl.ucsf edu/Research/gene.ntech/gepis/
génica de perfiles yanalisis
Progenetix Repositorio de anormalidades citogenéticas hito/www progenetixcom/

SKY/M-FISH and CGH Database

Repositorio de anormalidades citogenéticas
en cancer humano

http:/f

fwww.ncbi.nml.nih.govisky/

SNP500Cancer

SNPs validados en genes de cancer

http

/isnpS00cancer ncl nih.gowhome.cfm

Tabla 1. Recursos en linea para la bisqueda y analisis de blancos de cancer

Materiales y métodos

Identificacion de caracteristicas comunes
de expresion en las “firmas moleculares”
de cancer de pulmén

Para determinar los genes comunes que se superponen en las “firmas moleculares” de
expresion en CP, se emplearon las bases de datos en linea GeneSigDB 2.0 (http://com-

pbio.dfci.harvard.edu/genesigdb) y MolSigDB 3.0 (http:

www.broadinstitute.org,

gsea/msigdb /index.jsp). Estas son bases de datos de expresion génica curadas y estan-

darizadas manualmente, las cuales contienen informacion de estudios de cancer y de
células madre. De alli se seleccionaron 40 estudios de perfiles de expresion en CP (de
2002 a 2008) y se identificaron los genes mas relevantes. Posteriormente, se elabord
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un mapa de calor con la aplicacion GeneSigDB en color rojo o gris, segun la presencia o
ausencia de solapamiento de genes, respectivamente.

Extraccion de los datos y agrupacion jerar-
quica

La gestion de los datos de GeneSigDB y MolSigDB se realiz6 usando una herramienta
Java personalizada HEM2TEM para la extraccion de una matriz de texto sin formato
desde el mapa de calor a XML/HTML. Para permitir la clasificacién no supervisada y la
ilustracion de los genes comunmente superpuestos entre las 40 “firmas moleculares” de
CP, se utiliz6 el programa MultiExperiment Viewer (MeV 4.5) (http://www.tm4.org
mev/). Las agrupaciones jerarquicas se utilizaron para determinar la relacion entre los
40 “signatures” de expresion génica. Los clister jerarquicos se basaron en el indice de
correlacion de Spearman y el método de agrupacion completa.

Ademas, se evaluo si los términos semanticos (nombre de las firmas moleculares, nom-
bre de la plataforma o proceso biolégico) difieren a lo largo del agrupamiento, usando el
test exacto de Fisher. Para esto, todos los valores p fueron de dos colas, y un p < a 0,05
se consider¢ significativo.

Luego se seleccionaron los genes que se superponen con mayor frecuencia, aplicando
un cutoff de 5 genes de las firmas moleculares para generar el “metasignature” de ex-
presion para su analisis posterior.

Analisis de mineria de datos

Para realizar la anotaciéon funcional automatizada y la clasificacion de los genes que
se encontraron interesantes en el metasignature con base en Gene Ontology (GO), se
utilizé la base de datos para anotacién y visualizacion integrada DAVID 5 (http://david.
abcc.nciferf.gov).

Con el fin de identificar las vias moleculares que se vieron afectadas por el metasigna-
ture, se analizaron las redes de interaccion proteina/gen en el ntcleo comin de genes
superpuestos. La red de interacciéon proteina-proteina se gener6 utilizando la base de
datos String (http://string.embl.de/). Esta herramienta informatica permiti6 colectar,
predecir y unificar la mayoria de los tipos de asociaciones proteina-proteina, inclui-
das las asociaciones directas e indirectas. String ejecuta un conjunto de algoritmos de
prediccion y transfiere las interacciones conocidas desde organismos modelo a otras
especies, basado en la ortologia de prediccion de las proteinas respectivas. Con el fin
de identificar cada gen en la base de datos, se utilizaron tanto los nombres de los genes
como los identificadores de Ebsembl en la aplicaciéon modo proteina. Las opciones de
entrada para el andlisis fueron co-ocurrencia, co-expresion, experimentos, bases de da-
tos y mineria de texto, datos a alto nivel de confianza para predecir grupos de ortologia
humana.
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Expresion génica metasignature y analisis
de supervivencia

Para evaluar el valor prondstico del metasignature de expresion génica, se realizd un
andlisis de supervivencia. Los experimentos empleados para la validaciéon y compara-
cion fueron extraidos de los siguientes estudios:

- Takeuchi y col., 2006 (Agilent) ¢
- Bittner y col.,, 2000 ¢

Resultados y discusion

Con el objetivo de identificar biomarcadores moleculares relevantes que puedan ser
aplicados a diagnostico, monitoreo y seguimiento, pronoéstico y respuesta a tratamiento
en CP, se realiz6 un analisis bioinformatico de 40 “firmas moleculares” encontradas en
las bases de datos GeneSigDB 2.0 y MolSigDB 3.0 para generar finalmente un “metasig-
nature” de 34 genes involucrados en el proceso tumoral. Para esto se cumplieron cuatro
fases de analisis que se observan en la Figura 1: a) identificacion de genes superpuestos
o0 genes comunes entre las diferentes firmas moleculares de expresion; b) evaluaciéon de
la relacién entre las firmas moleculares de expresion génica por andlisis no supervisado
de dos vias; ¢) identificacion de las vias moleculares que se afectaron en el metasignatu-
re, seguida por d) la validacion de la expresion génica y evaluacion del valor prondstico
del metasignature en una serie de 163 muestras primarias de CP en el conjunto de datos
de Takehuchi y 117 muestras del conjunto de datos de Bittner

GeneSigDB MSigDB
Molecular Gignature

Curated Gen Gignature
Database

I |
\:

Extraccion y filtracion de perfiles de expresion de
cancer de pulmoén en las bases de datos (40)

\)

Se obtiene un metasignature

\)

34 genes resultantes

Diagrama de flujo del analisis bioinformatico. Comprende la extraccion de la informacion de perfiles de
expresion desde las bases de datos GeneSingDB y MSigDB, generacion del metasignature y evaluacion del poder

prondstico.
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Identificacion del metasignature de
expresion génica y analisis de mineria de
datos

De los 40 estudios de expresion génica analizados, se identificé un total de 216 genes
superpuestos (genes comunes) en mas de un estudio de expresion génica en CP (Figura
2) y 34 genes superpuestos en mas de 5 estudios de expresion “metasignature” (Anexo
1). Cuando se analiz6 el metasignature con el conjunto de datos de Bittner ¢, se gene-
raron dos cluster que diferenciaron el fenotipo normal del fenotipo tumoral (p<0.01)
(Figura 3). Adicionalmente, la comparacion de los 34 genes con el conjunto de datos de
Takeuchi y col. (2006) @9, conformado por 163 muestras primarias de CP, sugiere que
el metasignature podria discriminar los distintos tipos histologicos (Figura 4).
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Figura 2. Mapa de calor que representa los 34 genes identificados en el metasignature en los 40 estudios de expre-

Ir al contenido...

sion génica en cancer de pulmon.

Pagina | 13



—I1Claster 1
1 Claster 2

00

Figura 3. Validacion de los genes del metasignature con un conjunto de datos de 117 muestras de cancer de pulmon
de origen primario del conjunto de datos de Bittner. Agrupaciones jerdrquicas, cluster 1 (azul) tumoral, cluster 2
(rojo) normal.

Figure 4. Validacion de los genes del metasignature con un conjunto de datos de 163 muestras de cancer de pulmoén
de origen primario de Takeuchi y col. (2006), el cual es capaz de diferenciar los tipos histologicos de CP.
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El andlisis de Kaplan—Meier mostrd que el metasignature puede discriminar dos grupos
de adenocarcinomas (con buen y mal pronéstico) —aqui denominados como Cluster 1
y Claster 2—, los cuales poseen diferencias significativas en cuanto a la supervivencia
global (p=0,028) (Figura 5A). Sin embargo, con un analisis adicional en la plataforma
BioPlat, se encontraron 13 genes subconjunto de los 34 del metasignature que se aso-
cian con mejor supervivencia global y mejor sobrevida (p=0,0037) (Figura 5B). Los 13
genes corresponden a: MAD2L1, PTTG1, CCNB1, PGK1, NKX2-1, PLS3, KRT15, PRC1,
PCNA, MYC, E2F3, SNRPB y KRT8.
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Figura 5. Curvas de Kaplan—Meier de supervivencia global de los genes del metasignature comparados con 163
muestras de pacientes con CP de origen primario obtenidos del estudio de Takeuchi y col. (2006). (A)
Supervivencia global de los 34 genes del metasignature. (B) 13 genes subconjunto de los 34 encontrados que son
indicadores de supervivencia global con la plataforma BioPlat, que mejoran la supervivencia.

Vias de senalizacion biolégicas
enriquecidas (Kegg)

http://www.genome.jp/kegg

Las vias de sefalizacion enriquecidas en el metasignature se analizaron con Kegg-
Pathway, un recurso bioinformatico (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) que
contiene una coleccion de mapas de interacciones moleculares y redes de sefalizacion
conocidas.

La anotacién funcional de los genes evidenci6 5 vias de sefializacién enriquecidas con
significancia estadistica en el grupo de 34 genes identificados en el “metasignature”
(Tabla 5). Las vias identificadas fueron: ciclo celular p 5,1 E-11 (E2F3, MAD2L1, WEE,
BUB1B, CDK1, CCNB1, CCNB2, PTTG1, PCNA y MYC); meiosis del ovocito 4,0E-4
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(MAD2L1, CDK1, CCNB1, CCNB2 y PTTG1), genes de reparacion 2,6 E-3 (MSHG,
PCNA y RFC4); maduracién del ovocito mediada por progesterona 2,7 E-3 (MAD2L1,
CDK1, CCNB1 y CCNB2), y la via de sefalizacién de p53 2,1 E-2 (CDK1, CCNB1 y
CCNB2).

. Ciclo celular (29,4%)
Meiosis del Ovocito (14,7%)

Reparacion (8,8%)

' . Maduracién del Ovocito mediado por progesterona (11,8%)
. Via de sefializacion (8,8%)

. Otras vias (26,5%)
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La figura 6A muestra la red de interacciones proteina-proteina asociada al grupo comun de genes a lo largo de
las firmas de expresion génica “signatures”. La grafica fue generada con el recurso en linea String, basado en la
alta confidencia de los datos. La figura 6B evidencia fuertes interacciones a lo largo de un grupo de 34 proteinas
derivadas del metasignature. La arquitectura de la red sugiere la existencia de tres modulos funcionales (un grupo
de genes que actian en conjunto para cumplir una funcion especifica): a)un médulo relacionado con ciclo celular y
reparacion (circulos azules y amarillos); b) un mddulo relacionado con proteinas de matriz extracelular (circulos
rojos), y ¢) un modulo involucrado en metabolismo celular (circulos verdes).
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Moédulos de expresion génica asociados
con el metasignature
Moédulo de ciclo celular y reparacion del ADN

El ciclo celular es el conjunto ordenado de eventos que tienen lugar en una célula cuan-
do necesita proliferar ¢®. En condiciones de homeostasis, tanto la apoptosis como la
proliferacién son complementarias. La proliferacion celular estd determinada por la
necesidad de un recambio celular en respuesta a la muerte por apoptosis. Este proceso
requiere de la orquestacion de un grupo de proteinas que controlan la division celular,
la interfase y la mitosis. Para esto, la célula presenta puntos de control (checkpoints),
que le permiten regular el inicio y terminacion de su division celular ¢”. Estos puntos
de control estin regulados por diferentes cambios conformacionales de las proteinas
que regulan su funcién, determinando la entrada/permanencia o salida del ciclo celular
G%), Sin embargo, si estos puntos de control se encuentran alterados, como ocurre con el
céncer, se favorece la progresion del proceso neoplasico .

Como previamente describimos la anotacion funcional de 34 genes de metasignature,
20 de ellos se encontraron significativos en ciclo celular (Figura 6), ilustrados en cir-
culos amarillos y azules. A continuacion se describen las implicaciones de estos genes
en CP.

Regulacién de la transicion G1/S del ciclo
celular “E2F3”

Las proteinas E2F se consideran reguladores importantes de la proliferacion celular,
en especial de la fase de transicion G1/S. Estos regulan la actividad transcripcional de
genes requeridos para la entrada a la fase S y la sintesis de ADN, transicion G1/S “9.
Los miembros de la familia E2F se subdividen en grupos de acuerdo con sus propieda-
des transcripcionales; E2F1-3 son potentes activadores transcripcionales y su papel es
activar genes blanco (ciclina E, cdc25, weel), esenciales para la correcta progresion a
través del ciclo celular “* 49, E2F4 y 5 estdn implicados en la “represion” de genes con
respuesta a E2F1-3, reclutando proteinas de la familia Rb (p130, 107) y asocidndose a
histonas deacetilasas. E2F6, 7 y 8 se consideran represores transcripcionales que regu-
lan los genes blanco del factor de transcripcion #4243,

Recientemente se ha descrito que la amplificacion y sobreexpresion del gen E2F3 re-
presenta un evento oncogénico durante el desarrollo de cancer de pulmén. Adicional-
mente, se ha encontrado sobreexpresion de la proteina E2F3 en tumores de prostata y
se ha propuesto un modelo de desarrollo para estos dos tipos de cancer, en el cual la
sobreexpresion de E2F3 coopera con la eliminacion del supresor pRB en la transicion
G1/S del ciclo celular “¥. Estas alteraciones en la via de retinoblastoma pRb también
se han encontrado en CP y se cree que el 100% de los tumores pulmonares de célula
pequefia (SCLC) tienen defectos en esta via de sefializacion “%.

Los SCLC presentan mutaciones en el gen RB1 en el 90% de los casos, mientras que
el 10% restante, inactivacion del gen p16 (CDNKN2A /INK4a/p16) (46474849 En este
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sentido, la eliminacién de pRB y la sobreexpresion de E2F3 podrian representar un
mecanismo para el desarrollo neoplasico pulmonar.

La sobreexpresion de E2F3 se ha observado en SCLC, en carcinoma neuroendocrino
de célula grande (LCNEC) ©*5%52) en adenocarcinomas y carcinomas escamocelulares
(SQC). Sin embargo, no se ha podido detectar una asociacion entre los niveles de la pro-
teina E2F3 y el desarrollo de metéstasis tumoral, lo que sugiere que la sobreexpresion
de la proteina podria representar un evento temprano en el desarrollo del CP.

Es posible que en adenocarcinoma y SCLC, la sobreexpresion nuclear de E2F3 coopere
con mutaciones del gen CDKN2A, el cual inactiva al inhibidor de p16 CDK4 y conlleva
indirectamente a la inactividad de pRb. A este respecto, Coe y col., han reportado que
la baja-regulacion de CDKN2A es una caracteristica consistente de los tumores pulmo-
nares de célula no pequefia &,

Las observaciones de Cooper y col., del alto nivel de expresion de E2F3 en SCLC, junto
con las alteraciones del gen RB1, a nivel del RNAm y/o de la proteina codificada, sugie-
ren que este mecanismo podria ser relevante para el desarrollo de CP y que E2F3 podria
ser una posible diana terapéutica 9.

Regulacion del punto de control del huso
mitético MAD2L1, BUB1B y CENP-A

El punto de control del huso mitotico es un mecanismo de vigilancia crucial para man-
tener el correcto nimero de cromosomas durante la division celular. Los componentes
principales de este punto de control comprenden MAD1, MAD2, BUB1, BUB3, BUBR1
y MPS1. Las alteraciones en el punto de control del huso mitético se encuentran impli-
cadas en la generacion de aneuploidias (ganancia o pérdida de cromosomas completos),
lo cual es una caracteristica frecuente en cancer.

MAD2 es un regulador clave de este punto de control por bloquear la funcién Cdc20 y
reclutar a los sustratos de un complejo ubiquitina ligasa, conocido como el complejo de
promocion de la anafase (APC), el cual desempefia un papel importante en la progre-
sion de la mitosis ¢, La sobreexpresion de MAD2 es un evento comin en varios tumo-
res humanos: cincer de higado 657, cincer de mama ©®, sarcoma de tejidos blandos y
linfoma de células B. A pesar del hallazgo de altos niveles de expresion de MAD2 en CP,
la asociacion con los pardmetros clinico-patoldgicos y el prondstico es desconocido 9.
Recientemente se ha demostrado que la sobreexpresion de MAD2 conduce a la inicia-
cién y progresion del tumor a través de la adquisicion de la inestabilidad cromosémica
(€M) en ratones y, por ende, a la aneuploidia ©?.

La aneuploidia es una caracteristica de la mayoria de tumores humanos, es el resultado
de la segregacion anomala de cromosomas durante la mitosis. El punto de control del
huso retrasa el inicio de la anafase, hasta que todos los cinetocoros se unen al huso
mitotico y se alinean en la metafase V. El homdlogo humano de MAD2 (MAD2L1) fue
aislado por primera vez en un tamizaje de nimero de copias de supresores sensibles a
tiabendazol (un inhibidor del ensamblaje del huso mitdtico) en levaduras que carecen
de CBF1, componente del cinetocoro . MAD?2 inhibe el complejo promotor de la
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anafase (APC) para prevenir la separacion de las cromatides hermanas hasta los micro-
tabulos que irradian desde los polos del huso y se han unido a todos los cinetocoros 3.
Varios estudios reportan que MAD2 se encuentra involucrado en la respuesta al dafio
del ADN, asociandose con la expresion de yH2AX. Ello sugiere su posible papel en la in-
hibicién de la reparacion del ADN en respuesta a rompimientos de doble cadena ¢+ 6566,

Ademads, MAD2 regula al gen E2F manteniendo sus niveles de expresion y asegurando
la euploidia.

La segregacién cromosémica anémala se ha encontrado en las células generadas a partir
de ratones MAD2-knockout 7. La delecion de un alelo de MAD2 resulta en la altera-
cion del punto de control mitdtico en las células humanas de cancer de colon y fibro-
blastos primarios embrionarios murinos ©“®. Curiosamente, el alto nivel de expresion
de MAD2 parece tener fuertes propiedades mutagénicas. Los tumores de ratones trans-
génicos MAD2 parecen mucho més agresivos que los de MAD2 de ratones haploinsufi-
cientes >, La sobreexpresion de MAD2 también resulta en la destruccién incompleta
de ciclina B y securina en la metafase tardia, que a su vez puede perjudicar la activacién
de separasa . Al carecer de una via Rb funcional, E2F es hiperactivo, lo que resulta
en la sobreexpresion de MAD2 en células de cancer humano y facilita la aneuploidia in
vitro. Ello también conduce a la tetraploidizacion, dafio cromos6mico estructural, y a la
formacion de tumores agresivos en un amplio espectro de tejidos y tipos celulares ¢V,

La sobrerregulacion de MAD2 esta asociada con el pobre pronoéstico de los pacientes
con CP 7059,

BUBI es uno de los primeros componentes del punto de control del huso mitético ne-
cesario para ensamblar el cinetocoro naciente en la profase temprana @ y es una ver-
dadera proteina del punto de control. El reclutamiento del cinetocoro por BUB1 ocurre
a través de la directa interaccion entre la repeticion tetratricopeptido (TPR) de su do-
minio N terminal y blinkin (también conocido como hKNL1, AF15q14, D40 y CASC5),
miembro de la red de proteinas del cinetocoro *7®. BUB1 determina el reclutamiento
de varios blancos del cinetocoro, incluyendo las proteinas centroméricas E y F (Cenp-E
and Cenp-F, respectivamente), BUB3, Mad3/BubR, Mad1 y Mad2 7+77,

Alteraciones en el punto de control del huso mitético en el gen BUBL, el cual se localiza
en el cromosoma 2q14, se han asociado con inestabilidad cromosémica (CIN) en cancer
de colon. Las células que pierden la expresion de BUB1 pueden escapar de la apopto-
sis, continuando con la progresion en el ciclo celular. En este sentido, a medida que el
ciclo celular “alterado” progresa, las células hijas reciben complementos cromosémicos
anormales, y se genera la aneuploidia. En lineas celulares carcinoma de colon se han
identificado dos mutaciones en el gen BUB1 7, las cuales actdan de manera negativa y
conllevan al desarrollo de CIN y a aneuploidia. Sin embargo, existe poca evidencia de
la participacion de BUB1 en CP.

El centromero es una estructura especializada de la cromatina, que actia como una
plataforma sobre la cual ocurre la formacion de los cinetocoros durante la mitosis y la
meiosis ™. El cinetocoro sirve como el sitio de union de los microtubulos del huso. Va-
rias proteinas y subcomplejos que residen en el cinetocoro cumplen diversas funciones
como la regulacién de la division celular a través de la activacion del punto de control
mitotico.
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CENP-A es el determinante clave de 1a formacion de centrémero y ensamblaje del cine-
tocoro ®?. El componente del cinetocoro interno CENP-A es una histona H3 especifica
del centromero. CENP-A contiene nucleosomas que pueden ensamblarse in vitro y son
mas compactos y conformacionalmente mas rigidos que los correspondientes heterote-
trameros de las histonas H3-H4 #1832 En vivo, los nucleosomas de CENP-A se interca-
lan con nucleosomas H3 en las fibras de cromatina extendidas.

En NSCLC, se ha descrito que CENP-A se localiza en el ndcleo y su expresion es posi-
tiva en un 65,15% de los tumores; no obstante, en lesiones benignas, la expresion de la
proteina es negativa (P<0.05). En los tumores pulmonares bien diferenciados se ha ob-
servado expresion en el 38,89%, y en los tumores pobremente diferenciados, 75%, pero
disminuye la expresion de la proteina. La expresion de CENP-A es mas alta en pacientes
fumadores, comparada con los no fumadores, lo que sugiere que podria ser utilizado
como marcador de pronéstico en los pacientes con CP (http://www.res-edical.com

oncology/35797)

Proteinas del complejo Polycomb y cancer
de pulmén

Las proteinas del grupo Polycomb, el cual se establece durante el desarrollo temprano
mediante el control de estructura de la cromatina, mantienen el patron de expresion
génica de las diferentes células. En los mamiferos, existen dos complejos principales del
grupo Polycomb: Polycomb represivas 1 (PRC1) y 2 (PRC2). PRC1 compacta la croma-
tina y cataliza la monoubiquitilacion de la histona H2A. PRC2 también contribuye a la
compactacion de la cromatina y cataliza la metilacion (di y tri) de la lisina de la histona
H3 (H3K27me2/3)3, @ a través de sus subunidades enzimaticas EZH1 y EZH2. PRC2
estd implicada en diversos procesos bioldgicos, incluyendo la diferenciacion, el mante-
nimiento de la identidad celular, la proliferacion y la plasticidad de las células madre ©2.

La expresion de los componentes de PRC2 estd incrementada en los diversos tipos de
cancer como el melanoma, el linfoma y el cincer de mama y de prostata. Se ha descrito
que EZH2 es un indicador de las fases agresivas de cancer de prostata y de mama #4859
y su sobreexpresion promueve la transformacion neoplasica de células normales ®9 de
prostata y la hiperplasia de mama ®7. La expresion de los componentes de PRC2 esta re-
gulada por la proteina de retinoblastoma (pRB) y la via de los factores de transcripcion
E2F; por lo tanto, se asocia con células en proliferacién 8, Ademas, varios micro-
RNAs controlan la expresion de EZH2. La delecion de los componentes de PRC2 en las
células somaticas condujo a una reduccién marcada en la proliferacion celular ¢+, un
efecto que podria estar relacionado con la regulacién de PRC2 dependiente del locus
de Ink4/Arf (también conocido como el locus CDKN2A), que codifica las proteinas
supresoras de tumores p16Ink4a, p19Arf y p15Ink4b ¢,

Dados estos hallazgos, se ha propuesto que EZH2 funciona como oncogén ®®. Sin em-
bargo, no existe evidencia de la participacion de PCR2 y sus componentes en CP.
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Significado clinico de ciclina B1 (CCNB1),
ciclina B2 (CCNB2), ciclina A2 (CCNA2) y
WEE en cancer de pulmoén

La progresion en el ciclo celular estd gobernada por una serie de ciclinas y quinasas
dependientes de ciclinas (Cdks). Las ciclinas actuan a diferentes fases del ciclo celular
por unirse y activar las cdks y juegan un papel importante en el control del ciclo celular
(36, Varios complejos ciclinas/cdk involucrados en la regulacion del ciclo celular, ciclina
D1/cdk4/cdk y ciclina B1/cdc2, son de particular interés porque dirigen la transicion
G1/S ylafase G2/M y son esenciales para la sintesis de ADN y la proliferacion celular.
La expresion desregulada de estas ciclinas y cdks podria llevar al crecimiento celular
descontrolado y a la transformaciéon maligna.

El complejo ciclina B1/cdc2 esta involucrado en la maduracion/promocion de la mito-
sis en la transicion G2/M durante el ciclo celular @9, Asi, la desregulacion de la expre-
sion de ciclina B1 podria estar involucrada en el crecimiento celular descontrolado y en
la trasformacién maligna.

La ciclina B1 es una importante ciclina mitotica en las fases G2 y M del ciclo celular. Su
asociacion con la forma activa de cdc2 inicia la condensacion cromosémica, destruccion
de la membrana nuclear y el ensamblaje del uso mitético. El incremento en la expresion
de ciclina B1 es un evento frecuente en las células tumorales; su sobreexpresion se ha
demostrado en cancer colorrectal, prostata, seno, eséfago, cabeza y cuello, y en linfoma
de Hodgkin y de MALT ©**9. Diferencias significativas en el indice de marcaje de cicli-
na B1 entre lesiones benignas/premalignas en cancer de seno sugieren su papel en la
transformacion maligna de células epiteliales. Sin embargo, se conoce poco del estado
de expresion de ciclina B1 en CP y su potencial aplicacion clinica. Ademas, la actividad
del complejo ciclina B1/cdc2 se inhibe por la fosforilacion del residuo tirosina quina-
sa 15 (Tyr15) sobre cdc2 ©V. La fosforilacién de Tyr15 se lleva a cabo por la quinasa
Weel, una proteina nuclear que retrasa la mitosis hasta la terminacion de la replicacion
del ADN en células con ADN dafiado ©9. En células de carcinoma de colon se ha obser-
vado la disminucion en la expresion de Weel, sugiriendo que podria actuar como un
supresor de tumores ©%.

En CP se han observado altos niveles de ciclina B1; se ha reportado como factor pronos-
tico para este tipo de cancer, sugiriendo que su expresion podria servir como marcador
pronodstico en los pacientes con esta patologia.

Ciclina B2 es un miembro de la familia de las ciclinas, especificamente de ciclinas tipo B.
Las ciclinas tipo B (B1 y B2) son componentes esenciales en la regulacion de la maqui-
naria del ciclo celular. La ciclina B2 se une al receptor del factor transformante 8, y asi la
ciclina B2/cdc2 podria jugar un papel en el control del ciclo celular mediado por TGFB.

Se han identificado dos miembros de la familia de ciclinas tipo A en humanos: la ciclina
A1 (CCNA1) embrionaria-especifica y la ciclina A2 ©” somitica. La ciclina A1 se ex-
presa durante la meiosis en los embriones tempranos, mientras que la ciclina A2 esta
presente en la proliferacion de las células somaticas y juega un papel fundamental en la
progresion del ciclo celular. La ciclina A2 se produce en el inicio de la sintesis de ADN
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en la proliferacion de las células somdticas y promueve el paso a través de la fase G1/S
por la formacién de un complejo con CDK2.

La ciclina A2 también esté presente en la transicion G2 /M del ciclo celular por activar la
quinasa CDK1 y es degradada por la via de proteolisis dependiente de ubiquitina en las
fases tempranas de la mitosis ®®. La ciclina A2 se expresa ubicuamente en varios tejidos
y su sobre-expresion se asocia con la carcinogénesis de diferentes tipos de cincer. La
expresion de CCNA2 en la superficie del eso6fago de Barrett se encuentra asociada con
la progresion de la displasia del es6fago a adenocarcinoma ©®. Se sabe que la expresion
de la ciclina A2 aumenta gradualmente desde el tejido normal, a través de la hiperplasia
al adenoma, en carcinoma colorrectal temprano ©. El aumento de la proteina CCNA2
incrementa significativamente en estados avanzados de cincer de es6fago y aumenta en
carcinomas pobremente diferenciados con fuerte invasividad @°”. A pesar de que la am-
plificacion génica de CCNAZ2 se ha reportado en cancer de seno con elevada expresion
de la proteina, y se conoce que su expresion es inducida por varios factores (c-Myc,12
p53,13 p21wafl/cipl p57kip2,14 p107 ras y raf16), los mecanismos subyacentes a la
sobreexpresion de CCNA2 en los diferentes tipos de cancer no se ha dilucidado. Se han
hallado varios polimorfismos (SNP) en los promotores o los exones de las ciclinas, pero
su relacion con el riesgo de cancer no ha sido estudiado extensivamente 1.

En un estudio de firmas moleculares “signatures” en CP se encontrd que el ciclo celular
es la via mayormente alterada (P = 0.044), con cuatro genes significativamente aso-
ciados, entre los que se incluye CCNA2 (PLA2G6 P = 0.001, CCNA2 P = 0.006, GSK3
beta P = 0.007 y EGF P = 0.013). Es de anotar que la mayoria de genes del ciclo celular
asociados a CP pertenecen a la via AKT, esencial en la regulacion de la progresion del
ciclo y la supervivencia celular, y pueden ser importantes en la etiologia de este tipo de
cancer 1o,

Varios autores sugieren que el papel oncogénico de las ciclinas se encuentra relacionado
con los cambios en sus patrones de expresion a través del ciclo celular 4°», Indepen-
dientemente de la causa, la presencia continua de las ciclinas puede generar la activa-
cion de las quinasas asociadas (CDK). Esto, a su vez, podria conducir a la fosforilacion
de varias proteinas y pasar por los respectivos puntos de control.

Relevancia prondéstica de la expresion de
PCNA en cancer de pulmoén

El prondstico clasico de CP incluye factores como el estadio del tumor, el estado funcio-
nal y la pérdida de peso en los pacientes. El papel pronéstico de los nuevos marcadores
tumorales, como la ploidia del ADN, marcadores de proliferacion (PCNA) y mutaciones
de los genes supresores tumorales o proto-oncogenes siguen siendo motivo de contro-
versia (199,

La alteracién molecular mis comun en CP es la mutacion del gen supresor p53 (104109,
Esta anormalidad ocurre también en otros tumores como colon, seno e higado ¢*. El
gen p53 se encuentra involucrado en ciclo celular, reparacion del ADN, apoptosis, dife-
renciacion celular, senescencia y angiogénesis @°7. El nivel de la proteina p53 aumenta
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en el nucleo después de exponer a las células a estrés, lo cual incluyedafo del ADN,
hipoxia y dafio oxidativo (5199 El valor pronostico de p53 en CP es polémico (108 106);
algunos autores reportan corta superviviencia en los pacientes con mutaciones en este
gen 19 donde otros no encuentran correlacion 1. El papel de p53 en proliferacion
celular ha impulsado la bisqueda de otros marcadores de ciclo celular posiblemente
correlacionados con la expresion de p53. Un ejemplo de ellos es el antigeno de prolife-
racion nuclear (PCNA) (11112,

PCNA (Antigeno Nuclear de Proliferacion Celular) es una proteina no-histona de 36 Kd
y de 261 aminoécidos con alto contenido de dcido glutimico y aspartato ¢'¥, Esta pro-
teina se encuentra involucrada en un amplio rango de funciones celulares que incluyen:
replicacion del ADN, reparacién y mantenimiento epigenético, y ademas es usado como
marcador de diagnéstico y prondstico 1+ 119, PCNA, también conocido como ciclina o
proteina auxiliar para la ADN polimerasa d y de la ADN polimerasa € 1117 est4 aso-
ciada con la replicacion del ADN y la proliferacion celular 7. La expresion de PCNA
se incrementa al final de la fase G1, llega al maximo en la fase S, disminuye durante la
fase G2 y es ausente durante la fase mitdtica y en células quiescentes 115117, PCNA fue
identificado en pacientes con lupus eritematoso 1% . La inmunorreactividad nuclear
de PCNA se ha utilizado como un marcador de indice de proliferaciéon en varios tumo-
res, incluyendo CP 1. Desde que se describi6 la utilizaciéon de PCNA como marcador
de proliferacion celular, ha sido relacionado con la agresividad tumoral 417118 invasion
vascular " y comportamiento clinico @15 117,

Algunos estudios han demostrado que la expresion de PCNA constituye un marcador
de mal prondstico de los pacientes con CP y otras neoplasias 112118120 Ademas, se ha
sugerido que p53 puede regular al tanto la expresion del ARNm como la expresion de la
proteina, mientras que mutaciones en p53 puede activar directamente el promotor @19

A pesar del gran numero de datos cientificos que describen la funcién de p53 y la expre-
sion de PCNA en CP, algunos aspectos de este problema han quedado sin resolverse. En
primer lugar, se debate la asociacion entre las ocurrencias de p53 y PCNA en células tu-
morales, asi como el valor prondstico de ambas proteinas. Por otra parte, la mayoria de
los estudios analizan el valor pronéstico de p53 y PCNA como variables independientes,
mientras que su expresion combinada no ha sido investigada a fondo. Este aspecto pare-
ce relevante dadas las posibles interacciones entre las dos proteinas.

Topoisomerasa II (TOPA2) y resistencia en
cancer de pulmoén

Las alteraciones de la topoisomerasa II son un ejemplo de como una variacion en la
diana molecular de los firmacos puede ser causante de resistencia a multiples medi-
camentos. La resistencia ligada a estas enzimas ha sido ampliamente estudiada a nivel
experimental 421129, Algunos autores la denominan resistencia “atipica” a multiples far-
macos 129, ya que consideran “tipica” o “clasica” la relacionada con la proteina Pgp. Las
topoisomerasas son enzimas muy importantes en el metabolismo del ADN, en tanto lo
rompen de forma controlada y posteriormente vuelven a unir las cadenas de nucledti-
dos (29, Existen dos tipos de topoisomerasas: la I y la II. La I rompe una sola cadena,
mientras la II rompe ambas cadenas a la vez. Las rupturas del ADN permiten el paso
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de una cadena a través de la otra, lo cual es imprescindible para mantener la homeos-
tasis de la arquitectura y dindmica de la doble hélice durante los diversos procesos de
replicacion y expresion génica. Las isoformas de la topoisomerasa II se denominan a 'y
B (129, Estas presentan una regulacion diferente y sus propiedades y probablemente sus
funciones también lo son. Los fairmacos inhibidores de las topoisomerasas se fijan a ellas
y al ADN, estabilizando y bloqueando las rupturas de la cadena.

Al impedirse el restablecimiento de la integridad del ADN, se inicia el proceso de la
muerte celular 27, El topotecin y el irinotecdn o CPT11 son firmacos inhibidores de
la topoisomerasa I, y las epipodofilotoxinas como el VP16 o etopdsido y el VM26 o te-
niposido, las antraciclinas y otros como el mitoxantrone y la dactinomicina inhiben de
la topoisomerasa II. Varios de estos medicamentos se emplean en el tratamiento del CP
(128,129 Hay evidencia de que los niveles de topoisomerasa Ila en carcinomas escamo-
sos, adenocarcinomas y carcinomas de células grandes de pulmén son menores que en
los carcinomas de células pequefas, lo que podria contribuir a su diferente sensibilidad
a la quimioterapia 1?¥. Las alteraciones de la topoisomerasa ITa pueden jugar un papel
en la resistencia a la quimioterapia del CP, pero los estudios clinicos, en general, no
encuentran relacion con la respuesta a la quimioterapia ni con otras variables clinicas
(30 A pesar de ello, algunos estudios han detectado una menor supervivencia en los
pacientes que presentan altos niveles de topoisomerasa ITa 139,

Familia de proteinas Ras
GTPasas

En las ultimas décadas se han descrito vias y elementos involucrados en la sefializacion
celular, entre los cuales se encuentran las proteinas Rho GTPasas. Las proteinas Rho
forman una de las subfamilias de la superfamilia Ras de GTPasas. Los mas de cincuenta
miembros de dicha superfamilia se agrupan en funciéon de la homologia en su com-
posicion de aminoacidos en las siguientes subfamilias: Ras, Rho, Rab, Arf y Ran @39,
Estas proteinas tienen pesos moleculares semejantes (20-25 kDa) y se denominan ge-
néricamente “GTPasas pequefias” (small GTPases o small GTP-binding proteins). Asi,
se diferencian del resto de las proteinas con actividad GTPasa como las proteinas G
heterotriméricas.

Las Ran GTPasas son proteinas expresadas en varios tumores humanos y presentan ba-
jos niveles en la mayoria de tejidos normales. El silenciamiento de Ran en las células tu-
morales provoca defectos en el ensamblaje del huso mitotico, disfuncion mitocondrial
y apoptosis. La sefializacion de Ran-GTP est4 presente en el ensamblaje del huso acro-
matico 32 liberando moléculas blanco como TPX2 (33, el cual afecta la dindmica del
microttbulo y promueve la formacion del huso. La evidencia sugiere que esta via puede
ser estudiada y aplicada en cincer. Varios efectores de Ran se han caracterizado como
genes de cancer, diferencialmente expresados o mutados en las células trasformadas, e
incluye a la quinasa oncogénica Aurora A *¥ y un complejo de proteinas de reparacion
del ADN BRCA1/BARD1, que cumple funciones criticas en la integridad genomica 139,
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Influencia del gen transformante de
tumores de pituitaria PPTG1 en cancer de
pulmoén

Los progresos en la investigacion en cancer a nivel molecular han llevado al descubri-
miento y mejor entendimiento de los genes involucrados en el desarrollo neoplésico.
En 1997 se identificé un nuevo proto-oncogén en las células tumorales de la pituitaria
que secretan la hormona de crecimiento, asociado con fenotipo maligno @39. Se le llamé
gen de trasformacion tumoral en la pituitaria (PTTG1). Consiste en una proteina de 23
kDa con 202 aminoécidos, localizada sobre el cromosoma 5g33, un locus asociado pre-
viamente con progresion de CP 3. PTTG-1 se expresa fisiologicamente en diferentes
6rganos (testiculo, colon y pulmén), mientras que la sobreexpresion se ha observado en
varios tumores malignos y lineas celulares tumorales, en los que se incluyen carcinomas
del tracto gastrointestinal, seno, pulmon, en leucemia y linfoma. El posible papel de
PTTG-1 como proto-oncogén se evidencié cuando la linea celular de fibroblastos NIH
3T3 fue transfectada con la secuencia codificante completa del PTTG-1. La transfeccion
condujo a cambios morfologicos, a alteraciones en el crecimiento de fibroblastos y a la
formacion del tumor cuando se inyectd en ratones.

Algunas investigaciones sugieren que PTTG-1 actta en la regulacién de la transcripcion
(38 tal como la induccién de factor de crecimiento basico de fibroblastos (Zhang y col.,
1999) o la activacion de c-Myc *?, lo cual conduce al aumento de la angiogénesis y
proliferacion celular de PTTG-1 (39,

Se ha observado que la sobreexpresion de PPTG-1 se asocia con un prondstico favorable
(3,5 meses) de los pacientes con CP de célula pequefia (SCLC). En contraste, los pacien-
tes con CP de célula no pequefa (NSCLC) con sobreexpresion de PPTG-1 tienen un mal
prondstico (5,2 meses), comparado con personas sanas.

Estos resultados reflejan la diversidad de funciones que cumple PTTG-1 en Ia fisiopato-
logia de los diferentes subtipos histologicos de CP, como lo reportan estudios recientes
donde la sobreexpresion de PTTG-1 se relaciona con la induccion de apoptosis mediada
0 no por p53 en células de cancer de seno 19, La expresion de PTTG-1 incrementa la
proliferacion celular e inhibe la apoptosis. Varios estudios asocian la sobreexpresion de
PTTG-1 con la inestabilidad cromos6mica, incremento de la angiogénesis y metastasis e
invasividad tumoral @4V como causa de un fenotipo tumoral agresivo. Ademas, este gen
se correlaciona significativamente con un diagnostico desfavorable de los pacientes con
NSCLC, metéstasis a nddulos linfaticos, presencia de metéstasis a distancia e incremen-
tos en los niveles de LDH. En este sentido, PTTG-1 obedece a los requerimientos de un
biomarcador en pacientes con NSCLC. En este contexto, PTTG-1 podria ser utilizado
como un marcador predictivo para la toma de decisiones en pacientes con NSCLC que
podrian ser tratados con quimioterapia adyuvante o radiacion después de la confirma-
cion por histopatologia.

En conclusion, las funciones de PTTG-1 son complejas y podrian diferir en cada célula
tumoral, como lo indica la diferencia en la supervivencia de pacientes con sobreexpre-
sion del gen, dependiendo del subtipo histologico. Estos hallazgos muestran la impor-
tancia de PTTG-1 en la biologia de CP.
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Familia de genes MYC y cancer de pulmoén

Esta familia conformada por los genes MYC, MYCN (aislada de neuroblastoma) y
MYCL1 (aislada de CP) codifica una serie de factores de transcripcion que activan la
sintesis de ADN, el metabolismo del ARN y la progresion del ciclo celular. En carcinoma
de pulmon se han detectado alteraciones en los tres miembros de la familia. El mecanis-
mo general de alteracion es la amplificacion y por lo tanto su sobreexpresion proteica,
correlacionada con la regulaciéon de un set de genes, principalmente proapoptoéticos y
antiapoptoticos. Ello soporta 1a idea de un balance alterado de la apoptosis en SCLC
regulado en parte por los genes MYC (42,

Los oncogenes de la familia MYC tienen la capacidad de cooperar con otros oncogenes
como Ras y Bcl-2 en relacion con diversos procesos implicados en la tumorigénesis 043

El impacto terapéutico y el efecto de la inhibicion sistémica de los MYC se analizaron
en un modelo de ratén con adenocarcinoma de pulmon inducido por Ras. Asi, se com-
probo que la inhibicion de estos factores de transcripciéon provoca una rapida regresion
de tumores nacientes y establecidos en pulmén, lo que indica que participan en el man-
tenimiento de tumores in vivo, dependientes de Ras. Igualmente, se observé que esta
inhibicion tiene un efecto negativo en la regeneracion de tejido normal, aunque estos
efectos son bien tolerados y completamente reversibles. Esto demuestra la eficiencia de
inhibicion de MYC, MYCN y MYCL1 en la terapia de CP (4.

MYC (“Avian Myelocytomatosis Viral Oncogene Homolog”) o c-Myc, ubicado en
8q24.12-q24.13, contiene tres exones. El gen MYC codifica un factor de transcripcion
pleiotropico con estructura bHLHZ (basic-Hélice-Loop-Hélice/leucine-Ziper) que
coordina la expresion de diversos programas intra y extracelulares necesarios para el
crecimiento y expansion de células somaticas (49,

MYC promueve la proliferacion y transformacion celular por activaciéon de genes invo-
lucrados en crecimiento celular. Induce transcripcion de los genes E2F1, E2F2 y E2F3 y
asimismo requiere de estos para inducir las células a fase S (E2F2 o E2F3) y a apoptosis
(E2F1). Para que MYC pueda realizar activacion génica requiere formar un complejo
heteromérico con proteinas MAX y MAD, el cual se une a secuencias E-box (5’ -CACG-
TG-3’). El reconocimiento de las cajas E-box determina si la célula se divide y prolifera
(MYC-MAX) o si se diferencia y entra en quiescencia. La desregulacion de MYC ha sido
implicada en el desarrollo de muchos tipos de cincer, incluyendo linfoma de Burkitt,
neuroblastomas y CP (49,

Se ha demostrado que también participa en el control de la replicacion de ADN, interac-
tuando con complejos prerreplicativos. La sobreexpresion de MYC causa incremento de
actividad en los origenes de replicaciéon con subsecuente dafio del ADN y activaciéon de
puntos de chequeo (47,

La proteina MYC se sobreexpresa en varios tipos de cincer: mama, colon, carcinoma
hepatocelular, tumores hematoldgicos y CP (49,

MYCN (“Avian Myelocytomatosis Viral-Related Oncogene, Neuroblastoma-Derived”),

ubicado en 2p24.1 y compuesto por 6.447 bases, codifica 464 aminodcidos que confor-
man este factor de transcripciéon, miembro de la familia Myc, es una proteina nuclear, al
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igual que MYC forma heterodimeros con la proteina MAX. Esta interaccion es esencial
para la activacion transcripcional, induccion de la progresion del ciclo celular y trans-
formacion celular 4.

Se ha demostrado que MYCN puede sustituir la funciéon de MYC durante la embriogé-
nesis, indicando que los dominios funcionales de MYCN son implicitamente idénticos
alos de MYC 049,

MYCN se ha visto amplificado de 25 a 700 veces en 8 de 9 lineas celulares de neuroblas-
toma, y también se ha visto amplificado en retinoblastoma y CP @59,

MYCL1 (“Avian Myelocytomatosis Viral Oncogene Homolog 1, Lung Carcinoma-De-
rived”), compuesto por 3 exones, estd ubicado en 1p34.3. Miembro de la familia Myc,
homologo de MYCN y MYC, se ha asociado a sus mismas funciones, principalmente
regulacion del ciclo celular, proliferacion, apoptosis y diferenciacion celular 049,

Se ha visto sobreexpresado en CP y se correlaciona con la regulacion de varios genes
con funciones neuronales conocidas como NEFL, PRSS12. Andlisis de polimorfismos de
fragmentos de restricciéon (RFLP) en MYCL1 en CP indican que este gen puede ser un
marcador de metéstasis 5V,

Fosfoglicerato quinasa (PGK1) y cancer de
pulmoén

La fosfoglicerato quinasa PGK1 es una enzima requerida en el sexto paso de la via gli-
colitica de los mamiferos. Cataliza la transferencia de fosfatos entre la posicion 1 de
1,3-bifosfoglicerato y y-fosfato de Mg-ATP. Sin embargo, las evidencias han mostrado
que es una molécula multifuncional. PGK-1 puede afectar la replicacion y reparacion del
ADN en el ntcleo 52 y estimular la sintesis del RNAm viral en el citosol. Esta enzima
también puede actuar como una proteina de unién al RNAm y estar involucrada en la
regulacion postranscripcional del RNAm del receptor activador de plasmindgeno tipo
uroquinasa (uPAR). Se ha reportado que la sobreexpresion de PGK-1 reduce la expre-
sion de uPAR en las células. Ademds, PGK-1 puede actuar en la inhibicion de la angio-
génesis tumoral por promover la formacion extracelular de angiostatina desde plasmina
(53 Péptidos de PGK-1 pueden aumentar la citotoxicidad de los infiltrados de linfocitos
T aislados de cancer de colon por estimular la expresion de IFN-y 952, En consecuencia,
puede considerarse a PGK-1 una molécula blanco candidata para realizar inmunoterapia
especifica de cancer.

Otro estudio encontr6 que los niveles del RNAm de PGK-1 se asocian con pobre super-
vivencia de tumores pulmonares en suero. La expresion de PGK1 refleja el incremento
de la glicolisis en las células tumorales y actia como catalizador de la conversion re-
versible de 1,3, difosfoglicerato a 3-fosfoglicerato con la generaciéon de una molécula
de ATP. Al mismo tiempo, se ha reportado que PGK1 induce resistencia a maltiples
farmacos 1%, El incremento en la expresion de los genes involucrados en la glicolisis se
ha relacionado con el potencial metastasico de lineas celulares de cincer de colon @59,
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Genes de reparacion
(MSH6, PCNA y RFC4)

Reparaciéon del ADN y CP

La exposicion al humo del tabaco y los xenobioticos mutagénicos causan varios tipos
de dafio en el ADN de las células pulmonares ?59. Las lesiones y mutaciones que sur-
gen de ellos pueden conducir a alteraciones en el programa normal del ciclo celular y
crecimiento, y favorecer el desarrollo de cincer. Para esto, las células contrarrestan los
efectos nocivos del ADN danado a través de diferentes vias y estrategias de reparacion,
incluyendo el control del ciclo celular y la induccion de apoptosis @57,

La via de “reparacion por escisiéon de bases” (BER) es el principal mecanismo para
eliminar las bases incorrectas o danadas, incluso las formadas por especies reactivas
de oxigeno (por ejemplo 8-hydroxyguanine) y agentes de metilacion (por ejemplo,
7-metilguanina y 3 metiladenina) @. La via de reparacion de apareamientos erroneos
(MMR) corrige los errores de replicaciéon del ADN que escapan a las funciones de co-
rreccion de las ADN polimerasas. Este mecanismo se ha relacionado con la activacion
de punto de control del ciclo celular y 1a muerte celular, y por lo tanto las alteraciones
en este proceso pueden tener consecuencias para la célula @,

RFC4 es una proteina que se une en un complejo con el antigeno nuclear de prolifera-
cion (PCNA) para regular el alargamiento de las plantillas de ADN por las ADN polime-
rasas (1016 Este complejo también funciona en la reparacién del ADN no programada
y en la comprobacion del punto de control a través de interacciones con el complejo de
ADN Rad17 911. Se ha descrito que PKCI regula la expresion de RFC4, sugiriendo que
PKCi puede modular la sintesis de ADN y el punto de control de ADN dafiado en las
células tumorales.

Rohrbeck y col. (2008) reporto la sobreexpresion de RFC4 en carcinoma escamocelular
de pulmon @6,

La funcién primaria del sistema de reparacion MMR es eliminar los errores de no apa-
reamiento correctos de una sola base y los bucles de inserciéon-delecion que podrian
surgir durante la replicacion del ADN U3, Bucles de insercion/delecion resultan de
ganancias o pérdidas de pequefias unidades repetidas dentro de las secuencias de los
microsatélites, también conocido como inestabilidad de microsatélites (MSI). Para esto,
se requieren al menos seis diferentes proteinas MMR. Para el reconocimiento del no
apareamiento correcto de las bases, la proteina MSH2 forma heterodimeros con MSH6
0 MSH3, dependiendo del tipo de lesién que debe ser reparado (MSH6 se requiere para
la correccion de desapareamiento de una sola base donde MSH3 y MSH6 podrian con-
tribuir a la correccion de bucles de insercion/deleciéon). Un heterodimero de MLH1 y
PMS2 coordina la interaccion entre el complejo de reconocimiento de desapareamiento
y otras proteinas necesarias para MMR.
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Estas proteinas adicionales pueden incluir al menos exonucleasa 1 (EXO1), posiblemen-
te helicasas, el antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA), proteina de unién al
ADN de cadena sencilla (RPA) y ADN polimerasas.

Se han descrito mutaciones en MSH6 para cancer colorrectal, cincer de seno @59, pros-
tata 69 vesicula 199 y esdfago 197, pero no hay reportes en cancer de pulmén 09,

Modulo de proteinas de
matriz extracelular y
metabolismo celular

Relevancia de las citoqueratinas y TTF-1
(NKX2-1) en cancer de pulmén

Los marcadores tumorales en suero tienen varias aplicaciones potenciales en la clinica
oncoldgica. Estas incluyen tamizaje, diagnostico y prondstico. Sin embargo, los marca-
dores tumorales en suero pueden ser de gran ayuda durante el monitoreo a la respuesta
a terapias anticincer y para evaluar el curso de la enfermedad @%. Los marcadores
tumorales pulmonares componen un grupo heterogéneo de moléculas con un amplio
rango de aplicaciones clinicas. Entre ellos, los productos de degradacion de las citoque-
ratinas es el grupo més promisorio 47,

Las queratinas epiteliales, o citoqueratinas (CK), constituyen una familia de 20 polipép-
tidos que se distinguen por su peso molecular y punto isoeléctrico. Se dividen en dos
grupos: las tipo 1 (CK9-20), las cuales son polipéptidos acidicos pequefios, y las tipo 2
(CK1-8) 47V, La familia de las citoqueratinas se expresa en las células epiteliales y cons-
tituye un marcador ttil de la diferenciacion epitelial. La expresion de cualquiera de las
citoqueratinas o una combinacion de ciertas citoqueratinas son tejido especificas. Por
ejemplo, las citoqueratinas 7 y 8 son altamente expresadas en el epitelio de triquea y
urotelio. Durante la transformacion maligna de las células epiteliales normales, los pa-
trones de citoqueratinas se mantienen; asi, las citoqueratinas mas abundantes en carci-
nomas son la CK7, 8, 18, 19 y se encuentran en el epitelio simple @72, Las CK se encuen-
tran intratumoralmente y en la sangre, donde circulan como complejos parcialmente
degradados @7? y se depositan en el tumor, haciendo de estas sustancias blancos poten-
ciales para radioinmunodeteccion y radioinmunoterapia, mientras que sus fragmentos
proteoliticos son solubles y pueden ser medidos en suero y otros fluidos biologicos 72,

La clasificacion histopatologica de carcinoma pulmonar es importante como factor pro-
nostico para la evaluacion de las modalidades de tratamiento. No obstante, la clasifica-
cion de esta patologia por la organizaciéon mundial de 1a salud (OMS) se basa en andlisis
microscopico e inmunohistoquimica.
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En 1984, Blobel y col., demostraron por inmunofluorescencia y electroforesis en dos di-
mensiones que las células alveolares de CP contenian citoqueratinas (CK), polipéptidos
tipicos del epitelio (CK7, 8, 18, and 19). Por otra parte, las células basales del epitelio
bronquial expresan CK5 y pequefios aumentos de CK6. Los autores también encontra-
ron en el epitelio tipo simple citoqueratinas en todos los adenocarcinomas (AC) y en los
carcinomas de célula pequena (SCLC) (Blobel y col., 1985), mientras que en los carci-
nomas escamocelulares (SCC) presentan un fenotipo mis complejo de citoqueratinas
(CKs5, 6, 8,13,17, 18,y 19). Los carcinomas escamocelulares (carcinoma epidermoide)
tienen un fenotipo CK5+/TTF-1-, y al menos el 20% son positivos para CK7. La ma-
yoria de carcinomas no epidermoides tienen el fenotipo especifico de pulmén CK5-/
TTF-1+, y todos los carcinomas de células pequenas, el fenotipo CK5-/CK8+/TTF-1+,
los adenocarcinomas CK5-/CK7+/TTF-1+, y los carcinomas de célula grande CK5-/
CK7+/TTF-1+ (173).

TTF-1 es una proteina de transcripcion nuclear expresada por un gen de la familia NKx
2 que se identifica en las células epiteliales embrionarias del pulmoén y de la glindula
tiroides. TTF-1 se ha utilizado con fines diagndsticos, ya que es detectado inmunohis-
toquimicamente en carcinomas de tiroides y pulmén @79, TTF-1 interviene en la ac-
tivacion de los genes de la tiroglobulina y la tiroperoxidasa en las células foliculares
tiroideas y de pulmoén, en los genes que codifican las proteinas A, B y C del surfactante
pulmonar, asi como también de las proteinas de las células claras del alvéolo pulmonar
(7% El Factor 1 de Transcripciéon Nuclear Tiroideo (TTF-1) ha resultado ser bastante
especifico para ser utilizado en el inmunomarcaje de los tumores de origen pulmonar,
especialmente en los adenocarcinomas no mucinosos y en los tumores de células re-
dondas.

Los tratamientos modernos antineopldsicos han conducido al aumento de la sobrevida
de los pacientes con cancer, y cada vez se estimula mis el interés por el dilema frecuente
del verdadero origen de los tumores solitarios o multiples en el pulmoén. El valor de la
inmunohistoquimica para esclarecer el diagnostico de tumores pulmonares en pacien-
tes tratadas por cdncer de mama es un ejemplo muy frecuente de esta situacion 47, Las
ventajas de la inmunohistologia para diagnosticar los tumores metastiticos en sitios
extrapulmonares se favorecen con el Factor de Transcripcién Nuclear (TTF-1), capaz
de inmunomarcar los ntcleos de al menos el 76% de los casos de tumores de origen
pulmonar.

Colageno en CP

Colageno I (Col-Ial) es el mayor componente fibrilar de muchos tejidos, como la piel,
hueso, ligamento y otros tejidos blandos. Es un heterodimero que tiene dos cadenas
idénticas: al y a2. Estas cadenas alfa son sintetizadas como precursoras o pro-cade-
nas con terminaciones amino terminal (PINP) y carboxilo terminal (ICTP) llamadas
polipéptidos. Luego de la secrecion celular, los polipéptidos son proteoliticamente re-
movidos para producir mondémeros de colageno “telopéptidos”. Estas regiones de te-
lopéptidos juegan un papel importante en el entrecruzamiento intermolecular de los
monomeros de coldgeno, y son liberados durante la digestiéon enzimaitica del coldgeno
tipo I maduro en los tejidos humanos @77. Se ha reportado que los niveles de PINP e
ICTP se incrementan en los pacientes con CP comparado con controles sanos, lo que

30 Ir al contenido...



sugiere que la resorcion y formacion de coldgeno de tipo I son procesos que ocurren si-
multineamente en pacientes con carcinoma de pulmoén y las células tumorales inducen
la lisis celular de coligeno tipo I.

La concentracion de coldgeno tipo I (Col-Ial) se correlaciona con la agresividad de los
tumores malignos de carcinoma de seno @7® y la invasividad tumoral se correlaciona
con su habilidad de degradar componentes de la matriz extracelular. Se ha demostrado
que los niveles de coligeno en suero estin asociados con el tamafio tumoral y con el
estado clinico de la enfermedad en los pacientes con CP. Estas observaciones sugieren
la posibilidad de aplicar la proteina como marcador potencial de agresividad y como
predictor de los resultados de los pacientes en carcinoma pulmonar @79,

Proteina surfactante C (PS-C) para la
deteccion de CP en sangre periférica

En el pulmon se sintetizan fosfolipidos y proteinas que de forma conjunta rebajan la
tension superficial alveolar, evitando que ocurra una atelectasia al final de la espiracion.
Aunque los lipidos son los que ejecutan la accion directa sobre la tension superficial, hay
varias proteinas que regulan esa actividad surfactante ¢8”, Hasta ahora se han identifi-
cado dos glicoproteinas de la familia de las colectinas, denominadas surfactantes A 'y D
(PS-A y PSD), y otras dos pequefias proteinas, muy hidrofébicas: la PSB y la PS-C 18D,
La PS-C esté codificada por un gen de unos 3.500 pb con 6 exones, situado en el brazo
corto del cromosoma 8, que se transcribe en un RNAm de unos 900 pb. La proteina co-
dificada tiene 191 aminoacidos y corresponde a la proteina PS-C, que posteriormente se
modifica para convertirse en la forma activa (PS-C) de 34 aminoacidos en los cuerpos
lamelares de los neumocitos tipo IT @82,

Previos reportes han mostrado que el RNAm de la proteina surfactante A y C se detecta
en efusiones pleurales de pacientes con adenocarcinoma de pulmoén. Estas evidencias
hacen pensar que el RNAm de estas proteinas podria ser un marcador molecular poten-
cial para detectar células de carcinoma en la sangre periférica de los pacientes.

Otros autores han descrito que el RNAm tanto de la proteina surfactante A como de la
C se ha identificado en pacientes con CP de célula no pequefia (NSCLC), sugiriendo
que estas proteinas son altamente especificas para detectar marcadores primarios de
cancer (89,

Cancer de pulmoén invasivo y expresion de
la molécula de adhesién 1 (ICAM-1)

Las células tumorales que hacen metastasis presentan alteraciones morfologicas y mole-
culares para invadir los tejidos vecinos. La invasion puede estar facilitada por la expre-
sion de moléculas de adhesion como la molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1)
(89 JCAM-1 es un miembro de la familia de las inmunoglobulinas y su expresion es
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esencial para la migracién transendotelial de los linfocitos desde los capilares a los teji-
dos. En tumores malignos, la expresion de ICAM-1 se ha asociado con lesiones agresivas
en melanoma, cincer gistrico, de seno, de pulmén y otros tipos de cancer epiteliales
(184189 1,05 niveles de ICAM-1 en suero se incrementan en pacientes con NSCLC (89
y niveles elevados se han correlacionado con el estado avanzado de la enfermedad @&
189) Histologicamente, los niveles de expresion de ICAM-1 en los tejidos de tumores
pulmonares son proporcionales al estado del tumor y se encuentran asociados con la
metistasis a nédulos linfoides 8% 190,

El papel de las moléculas de adhesion en la patogénesis, diagnostico y pronostico de
cancer ha sido intensamente investigado. En CP, ICAM-1 y E-cadherina son reconocidas
como marcadores en suero, y a nivel celular, en la transformacion maligna y metas-
tasis. ICAM-1 es inducible en el microambiente inflamatorio tumoral. Anticuerpos
que bloquean ICAM-1 resultan en la inhibicion de la invasion, sugiriendo su aplicacion
terapéutica 18+ 189),

Expresion diferencial de la enzima
superdxido dismutasa (SOD2) en cancer de
pulmén

La primera linea de proteccién del cuerpo contra las especies reactivas de oxigeno
(ROS) incluye la participacion de tres enzimas superdxido dismutasas (SOD) que con-
vierten los radicales superdxidos a peréxido y oxigeno (Kinnula y col., 2003). Todas
las isoformas de SOD (SOD1 (CuZnSOD), SOD2 (MnSOD) y SOD3 ECSOD) se han
identificado en tejido pulmonar humano. Estudios en ratones transgénicos y knockout
han sugerido que MnSOD (SOD2) es la enzima mds importante in vivo @°Y, Sin em-
bargo, la importancia relativa de estas enzimas intracelulares (MnSOD, CuZnSOD) y
extracelulares (ECSOD) en pulmdén humano y enfermedades malignas pulmonares no
estd bien entendida.

El cigarrillo es la principal fuente de produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
en el pulmon, y estas pueden danar el ADN, las proteinas y los lipidos, hasta conducir
eventualmente al desarrollo de cincer. Varios estudios demuestran que altas concen-
traciones de antioxidantes en la dieta se encuentran asociados con bajo riesgo de CP
(192 La enzima manganeso superoxido dismutasa (SOD2) cataliza la dismutacion de los
radicales superdxido (una forma de ROS) en peroxido de hidrogeno y juega un papel
importante en la proteccién contra el estrés oxidativo en tejidos pulmonares % 199,
Debido a su funcién en el metabolismo celular, las mitocondrias son el sitio principal
para la producciéon de ROS. SOD2 es la inica enzima captadora de superoxidos en la
mitocondria, y por lo tanto podria ser importante en la regulacion de los niveles de ROS.
La mitocondria cumple una importante elemental en apoptosis y proliferacién celular,
y SOD2 podria estar involucrada directamente en carcinogénesis para proteger contra
el dafio mitocondrial @,

Se ha descrito que el genotipo Val/Val de SOD, polimorfismo Alal6Val puede aumen-
tar el riesgo de desarrollar CP, puesto que corresponde a la baja eficiencia de SOD2 de
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transportar a la mitocondria y disminuir los altos niveles de ROS, y por ende el incre-
mento de los dafios en el pulmén @99,

Svensk y col. (2004) describieron que la expresiéon de SOD en tumores pulmonares
humanos ocurre al mismo tiempo. Encontraron perfiles diferentes en la expresion de
las enzimas intracelulares SOD2 (MnSOD), SOD1 (CuZnSOD) y la enzima extracelular
SOD3 (CuZnSOD) @99,

Aldehido deshidrogenasa (ALDH1A1) y CP

Las aldehidos deshidrogenasas (ALDH) son una familia de enzimas intracelulares que
catalizan la oxidacién de una variedad de aldehidos (196199, Dos isoenzimas citosdlicas,
la clase 1A1 (ALDH1A1) y la clase 3A1 (ALDH3A1), tienen una tarea en resistencia a
farmacos *9. Varios estudios han determinado que la sobreexpresion de ALDH1A1y
ALDH3A1 en lineas celulares confiere resistencia in vitro a oxazafosforinas, incluyen-
do ciclofosfamida y sus metabolitos (Moreb y col., 1996; Sreerama y col., 1995). Se ha
demostrado previamente que la expresion disminuida de ALDH1A1 por la utilizacion
de ARN interferente e incrementa in vitro la sensibilidad de las células tumorales a la
4-hidroperoxiciclofosfamida, un metabolito activo de la ciclofosfamida 0% 20V,

ALDH1A1 y ALDH3A1 son altamente expresadas en lineas celulares de NSCLC (202).
Considerando las actividades metabolicas de estas enzimas, se ha hipotetizado que su
sobreexpresion contribuye al fenotipo de resistencia a fArmacos que usualmente carac-
teriza a los diferentes tipos de NSCLC. Ademas, estas enzimas participan en los proce-
sos de detoxificacion de los aldehidos carcinogénicos y estan relacionadas con el habito
de fumar y el desarrollo de CP.

Patel y col. @7 reportaron que los adenocarcinomas y los carcinomas escamocelulares
de pulmoén expresan altos niveles de ALDH1A1y ALDH3A1, mientras que los SCLC
expresan bajos niveles de estas enzimas, similar a los neumocitos normales ?%.

Debido a la contribuciéon de dichas enzimas a la resistencia a cisplatino ?°209 estos
resultados podrian explicar por qué el cisplatino no es el firmaco de eleccion para el
tratamiento de NSCLC, pero tiene buenos resultados en quimioterapia combinada en
SCLC @,
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Ontologia

Ontologia GO: procesos bioldgicos

http://www.geneontology.org

Dentro de los procesos bioldgicos enriquecidos identificados por GEO con significancia
estadistica (p < 0,001), fueron representativos los vinculados a los procesos de ciclo
celular, reparaciéon del ADN y procesos metabolicos, como se muestra en la Tabla 2:

Genes | Count %

cell orcle procesy BRI & 14 34 1,1E-10
i wstaadle BRI = 15 3.6 4.06-10
cell drvison BRI & 10 24 1368
cefl cygle phase BRI @ 11 27 1668
M phase Bl = 10 2.4 J4E-8
; mitel cell Cxde. Bl = 10 2.4 9268
| oo BRI & 8 1.9 5.2€-7 |
| pustear duision BIa 8 19 527
Mohase of mtotc cell oydle BRI & 8 1.9 586-7
 oraanele beson BIa 8 19687
;mmm BRI & @ 2.2 1,365 |
imm BRI = 8 19 4.6E-5
es0onse Lo DNA Jamage stmius RI = 7 1.7 1,764
im.ua: BRI & L 1.4 4364
| aoh. ok Drot: al protesn process BRI & 4 1,0 4.3E-4
immmwm i 4 1.0 5,664
regulation of ubsoustin-protemn kaase actily BRI & 4 10 74€4 |
iwmm BRI & 4 1.0 8264
| ehosohonosmde medaled SaNAbND RI & 4 1.0 1.06-3
I of protein BI & 4 1.0 1.5€-3
| celhdar response to stress RI & 7 1.7 1.6€-3
i al protem DIOCeSS BRI & 4 1,0 1,68-3
e protein catabolc process BRI & 4 10 1,66-3
b ol crcde chedpont EIi 3 07433
mecrotubule bl at BRI & 4 1.0 4.58-3 |
| spandle OrQANZAVO0 BRI & 3 0.7 47E-3
requlation of meotxc cel Cycle AT i . 10 5063
immsm Bl & 9 2.2 6,1E-3
cegulation of cell cvcle BRI & s 1,2 6,66-3
| ptia renbcation Bl i 4 10923
‘ BRI & s

1.2 9.5€-3

Tabla 2. Procesos biolégicos enriquecidos en el metasignature con significancia estadistica.
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Ontologia GO: componente celular

http://www.geneontology.org

Los términos de la ontologia GO: Cellular Component que resultaron enriquecidos, con
significancia estadistica, en la lista de genes propuesta son los siguientes:

Count = &% = PVaue =
RT = 12 29 24E6
RI = 18 43  34E-6
RI = 18 43  34E-6
RI = 11 2,7 9,766
RI = 13 31  14E-S
BRI & 6 14 155
RI & 9 22 1665
RI & 8 1,9 4,6E-5
RT = 7 1,7 1,6E4
RI = 11 2,7 6,564
RI = 12 29 8,164
BRI = 12 29 98E4
RI & 12 29 1,263
RI = 9 22 6263
RI & 3 0.7 7,1E-3
BRI & 4 10 7363
RI & 4 10 7.7€-3
RI & 3 07 9,1E-3
Tabla 3. Componentes celulares enriquecidos en el metasignature con significancia estadistica.
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Ontologia GO: funcién molecular

http://www.geneontology.org

Los términos de la ontologia GO: Funcion Molecular que resultaron enriquecidos, con
significancia estadistica, en la lista de genes propuesta son los siguientes:

P-Valye =
\chromatin binding RT M 4 1,0 3,6E-3
|DNA insertion or deletion binding RI 2 05  1,0E-2
MutLalpha complex binding BRI i 2 0,5 1,2€-2
|mismatch repair complex binding RI 2 05 1,7E-2
|double-stranded DNA binding o+ G 3 07 1,7€-2
\purine ribonudeotide binding RI = 9 2,2 2,962
nbonucleotide binding RI = 9 2,2 2,9-2
structure-specific DNA binding RI & 3 0,7  3,6E-2
purine nudeotide binding RT = 9 22 3,762
mismatched DNA binding BRI 2 05 3,92
structural molecule activity RI & 5 1,2 4,062
\protein complex binding RE:- 0 3 0,7  6,26-2
ATP binding RI & 7 1,7 7062
|nudleotide binding RI ~ 2 2,2 B,1E-2
adenyl nbonudleotide binding RI “ 7 1,7  83E-2
\DNA binding RI = 9 2,2 9,6E-2

Tabla 4. Funciones moleculares enriquecidas en el metasignature con significancia estadistica.
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Conclusiones

El CP representa un grupo heterogéneo de enfermedades en términos de su biologia y
su curso clinico. El diagnostico y clasificacion de los tumores pulmonares se basa en
la histologia y los métodos inmunocitoquimicos, para diferenciar entre CP de célula
pequefia (SCLC) y CP de célula no pequeiia (NSCLC). La patogénesis molecular de CP
incluye alteraciones genéticas y epigenéticas como la activaciéon de proto-oncogenes
y la inactivacién de genes supresores de tumores (2-4). Estas alteraciones conllevan a
un fenotipo maligno, resultando en cambios en la estructura celular, adhesion celular
y proliferacion.

Actualmente, son varios los esfuerzos dirigidos a identificar los posibles genes o gru-
pos de genes alterados en el proceso de carcinogénesis pulmonar. Basicamente, se han
buscado herramientas para su clasificaciéon molecular y para entender mejor el proce-
so de carcinogénesis. Sin embargo, cuando se obtenga una lista de genes que reflejen
las alteraciones del CP en nuestra poblacion, el siguiente paso serd desarrollar técnicas
para detectar estas alteraciones tanto en los tejidos tumorales como en otras muestras
bioldgicas que puedan obtenerse en la rutina clinica y de modo minimamente invasivo.
La necesidad de desarrollar nuevas estrategias de deteccion y estrategias terapéuticas
novedosas ha conducido a una bisqueda muy activa y productiva de alteraciones cro-
mosoOmicas, genéticas, epigenéticas y fenotipicas asociadas al CP. En este sentido, los
andlisis bioinformaticos han aportado numerosos datos que demuestran abundantes
cambios en los genes implicados en la patogénesis pulmonar. A pesar de la complejidad
de los cambios gendmicos observados en esta neoplasia, se han detectado algunos pa-
trones comunes o mds frecuentes.

Los estudios basados en microarreglos de ADN y ARN han ampliado el conocimien-
to de las diferencias en la biologia de los tumores pulmonares, lo que ha permitido
identificar nuevos genes candidatos con valor diagnoéstico, prondstico y terapéutico. Se
han publicado varios estudios de perfiles de expresion génica en CP, pero aun es dificil
compararlos debido a las diferencias en las metodologias, plataformas de los arreglos,
normalizacion de los datos y los enfoques de los anilisis bioestadisticos, los cuales pue-
den influenciar la reproducibilidad y comparabilidad. Asi, estas diferencias podrian
conducir a resultados divergentes, con solapamiento limitado de los genes descritos.

El presente estudio gener6 una lista de 34 genes significativamente alterados en cincer
de pulmén que se encuentran involucrados en las vias de sefializacion de ciclo celular,
reparacion, metabolismo y proteinas de matriz extracelular. A este respecto, son varios
los estudios que han hallado alteraciones asociadas a la patogénesis pulmonar, y estas
alteraciones se han clasificado segtn el subtipo histoldgico. A continuacion se muestran
los genes identificados en el metasignature, teniendo en cuenta el subtipo histolégico,
los que actualmente se utilizan como marcadores pronostico, y se muestra en qué otros
tipos de cancer se han identificado (Tabla 5).
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Gen Tip ot Gtros fipos de cancer
Ciclo celular y reparacién del ADN
RAN CGarcinoma escamocelular, SGLG Rohrbeck y col., 2008; Yan y col, 2010, Barrés y col, 2010 Puede s.ejruﬁ‘w.;mm de Pulmén, avario
" - Wortalldad asociado a habito de fumar, Pulmén, ovaro,
TOPZA Adenocarcinoma 2';;%"*'_’;‘,""" ;WMS:"F":;'S'“;“ZQ:"QT 'ggl"'%"fo resistencia a medicamantos, pobre vesicula, estomaga,
: ycol.. 3 yeol, . Xuy col., prondstico péncreas, colon, seno
WEET NSCLC Voshida y col., 2004 Warcagor pronGstioo Pulmén
Myc Carcinoma escameceiular, NSCLC Kapoor y col., 2005, Rohrbeck y col, 2008 Asociado a metastass Pulmén
- Yashi Marcador prondstico, la sabreexpresion
const NSCLC Volm 2000; Yoshiday col., 2004 relacionada con dferenciacion e invasion Pulmén
vasoular
Fulmén, iroides
MADZL1 | Carcinoma escamocelular, SCLC Rofrbeck y col., 2008; Xuy col,, 2010 esblago, colon,
péncress, esiomago
Morlalidad asociado a habilo de fumar, Pulmén, coian
BUBIB | Carcinoma escamocelular, SCLC Landi y col,, 2008; Rohrbeck y col., 2008 asociado a estadios lempranos de cancer :
de pulman no fumadores
E2F3 Carci NSCLC Kapoor y col., 2005 Ken y col., 2008 Pulmén
PTTG1 Carcinoma escamaceiular, SCLC Gardon y col., 2006; Rohrbeck y col., 2008 Asociado con w*:‘f":&m Pulmén, cancar de sno
oK1 NSGLG Eyminy Gozzen, 2009 Blanc de Iratamianio para los nfibidores Pulmén
ccna2 SCLC Moy col., 2010 Matcador para monilorear matistasks. y Pulmén
. " ‘ ‘Asociado a estadios tempranos en cancer
RACGAP1 ‘Carcinoma escamoceluar, SCLC Landi y col., 2008; Rohrbeck y col.,, 2008 de pulmen na fumadares Pulmén
CENPA 3 scLe Rohrbeck y col., 2008 Pulmén
Asociado a estadios lempranos en cincer | Pulmén, seno,
PRCT Carcinoma escamocslular, SCLC |  Landiy col., 2008; Rohrbeck y col., 2008; Xuy col. 2010 | de puimén no fumadores, asociadoa | pancreas, estémago
smiento tumoral
- Asociado a estadios lempranos en cancer Pulmén
ccNaz Carcinoma escamocelular, ScLe | H0sgo0dily col., g‘;‘ag: rondly oo ‘2,_?,?3" Rohrbeck y col.. | "4g'0 iimdn no fumadores, asociado a
 Kim y cot. ibilidad a cancer de pulmén
RFC4 Carci sCLC Rhodes y col., 2004; Rohrbeck y col., 2008 Pulmén
Pulmén, cancer de
MSHE Carcinoma escamocelular, SCLG Karidlay col,, 2006; Rohrbeck y col,, 2008 n, prostata, vesieula,
dometrial, ovario
Asotiado a metsiasis, imporanis bianco Pulmén
PGK1 Adenocarcinoma, NSCLC Chen y col.. 2003; Xi y col., 2005; Tang y col., 2008 terapéulico para terapia farmacaldgica o
n
SFTPC NSCLC Yamamoto y col, 2005 Marcador en suero Pulmén
PCNA Carcinama mlmﬁt SCLC, Volm 2000; Roh ycol., 2008 Factor de mal pronastico Pulmén
Matriz extracelular Puimén
RABLZE AdsroRTERO, CHEo Rohback y col, 2006 Fuimén
KRT1S Adenocarcinoma Xi y col, 2005; Edgerton y ool 2007, Rohrbeck y col., 2008 Asociado a metislasis Puimén
KRTT Adenocarcinoma Chen y col., 2003; Rohrbeck y col.. 2008 Pulmén
KRTS Adenocarcinoma Cheny col.. 2003 Fuimén
KRTS Adenocarcinoma, carcinoma Gordon y col,, 2006; Rohrbeck y col., 2008 Pulmén
Facilfta la diferenciacion patologica entre Fuimén
TR C"“"""“m""“ SCLE. | Gordony col.. 2006: Kalhor y col.. 2006 Penery col., 2008 |  SCLC y carcinomas escamocelulares
PLS3 ‘Adenccarcinoma, carcnoma Rohrbeck y ool 2008 Puimén
Asociado @ meldsiasis, promueve la | Pulmén, seno. colon.
coLiat Adenocarcinoma, carcinoma Kobayashiy col.. 1999; Xiy col., 2005; Lan Guo y col., 2006; | tansicion epitelio-mesenquimal en células péncreas
‘escamocelular yecal., 2008; Shintani y col., 2008; Xu y col.. 2010 | de cancer de puimén, marcador tumoral en
suero

Tabla 5. Genes identificados en el metasignature, teniendo en cuenta el subtipo histologico, los que se utilizan
como marcadores prondstico y en qué otros tipos de cancer se han identificado.
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Anexos

Vias de senalizacion biolégicas
enriquecidas en el metasignature
Los genes identificados en el metasignature acttian en diferentes vias de sefializacién

celular. A continuacion se muestran los esquemas de las vias generados con el recurso
bioinformatico KEGG pathway.
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Figura 7. Ciclo celular. Genes del metasignature involucrados en la via de sefializacion de ciclo celular (estrellas
rojas).
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Figura 8. Genes del metasignature involucrados en la via de reparacion del ADN (estrellas rojas).

Figura 9. Genes del metasignature involucrados en la via de reparacion del ADN (estrellas rojas).
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Simbolo
Nombre del Gen Funcién
coL1a1 Colageno tipo | alpha Adhesién focal, interaccién con la matriz extracelular
KRTS Keratin & Constituyente del citoesqueleto
RFC4 Replication factor C El ion del de ADN
MAD2L1 Mitotic Arrest deficient 2 Impide la entrada de |la anafase hasta que todos los cromosomas
estén perfectamente alineados en la
. R Quinasa control de la mitosis, requerida para la progresién normal de
Budding uninhibited by I - H
BUB1B benzimidazoles 1 homolog bsta Lalnr:;;zsels‘ inhibe la actividad del complejo APC/C promotor de la
RACGAP1 Rac GTPase activating protein 1 Estadios tempranos de embriogénesis y puede tener papel en los
pasos dependientes de microtibulos en citocinesis
PTTG1 Pituitary tumor-transforming 1 Estabilidad de los cromosomas, reparacion del ADN y la via de
pS53/TP53
CCNB1 Cyclin B1 Control de ciclo celular fase G2/M
PGK1 Phosphoglycerate kinase 1 Enzima glicolitica, cofactor de la polimerasa alfa
SoDp2 Superoxide dismutase 2, mitochondrial | Destruye radicales libres
NKX2-1 (TITF-1) | NK2 homeobox 1 Desarrollo de pulmén y homeostasis
TOP2A topoisomerase (DNA) Il alpha Replicacion del ADN
CYB5A cytochrome b5 type A Transportadora de electrones
. Componente citoesqueleto, bloquea la interfase dependiente de
KRT7 Keratin 7 interferén y estimula la sintesis de ADN en células
PLS3 Plastin 3 Proteina de unién a actina
KRT15 Keratin 15 Componente de citoesqueleto
ICAM1 Intercellular adhesion molecule 1 Adhesion celular
RABL2B RAB, member of RAS cncogene Oncogén, regulacion de la transcripcion génica de genes
family-like 2B relacionados con el crecimiento celular
CCNB2 Cyclin B2 Control del ciclo celular a nivel de |a transicion G2/M
PRC1 Protein regulator of cytokinesis 1 Proteina de union a microtubulos
Variante de la Histona 3, en el nucleosoma de la cromatina
CENPA Centromere protein centromerica. Requerida para el reclutamiento y ensamblaje de las
proteinas del quinetocoro, marcador epigenético
CDK1 (CDC2) |Cyclin-dependent kinase 1 Reguladora ciclo celular, entrada en fase S y mitosis
PCNA Proteina auxiliar de la DNA polimerasa involucrada en el control de
Proliferating cell nuclear antigen replicacién del ADN
MSHE MutS homolog 6 Reparacion del ADN
Esencial para el control del ciclo celular inicio de la fase G1/S y la
CCNA2 Cyclin A2 transicién a la fase G2/M
v-myc myelocytomatosis viral Oncegén, regulacion de la transcripcion génica de genes
MYC oncogene homolog (avian) relacionados con el crecimiento celular
Importe de proteinas al nicleo. Condensacion de cromatina y control
RAN Member RAS oncogene family del ciclo celular
Factor de transcripcion, regulacion de la entrada en la fase S del ciclo
E2F3 E2F transcription factor 3 celular
Rol morfo -genético. En los ostecblastos, suprime la transcripcién
MSx2 Msh homeobox 2 impulsada por el elemento de respuesta a la osteocalcina FGF
(OCFRE) (267 bis)
ALDH1A1 a'deh"deﬂeh‘fd“’ge"a‘“‘e 1 family, Convierte y oxida retinaldehido a 4cido retinaico
WEE1 'WEE1 homolog (S. pombe) Regulador negativo de la entrada a mitosis transicion G2/M
SFTPC surfactant protein C Promueve |a estabilidad alveolar
small nuclear ribonucleoprotein -
SNRPB polypeptides B and B1 Pre-RNA splicing
KRT8 Keratin 8 Componente del citoesqueleto, princig en células musculares

Tabla 6. Lista de los 34 genes identificados de los 40 estudios de expresion génica en cancer de pulmon, con
nombre oficial y la funcion.
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