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RESUMEN

El cancer de pulmén continda siendo la principal causa de
muerte por cancer en hombres y mujeres. La falta de herramientas
pararealizar un diagndstico precoz es uno de los problemas, asi como
la escasez de terapias dirigidas. En trabajos anteriores identificamos
por técnicas de ultrasecuenciacion una serie de biomarcadores
de adenocarcinoma pulmonar (LUAD) y carcinoma epidermoide
de pulmdn (ISCC), en este trabajo comprobamos cudntos de ellos
se comportan de forma estable en poblaciones de pacientes con
ambos tipos de cancer. Para ello se han medido la expresion de 10
genes en 29 pacientes usando RT-qPCR de muestras de tejido sano y
tumoral y se ha calculado la expresion diferencial usando genes de
referencia. Se ha constatado que tres de esos genes, ADCYAP1, BMX
y TUBATA parecen conformarse como bhiomarcadores estables para
cancer de pulmon.

Palabras clave: Biomarcadores, cancer de pulmodn, PCR,
genes, adenocarcinoma, carcinoma epidermoide.

INTRODUCCION

El avance conjunto de las técnicas de secuenciacién
y de la bioinformatica hace posible conocer la génesis
de enfermedades, lo que puede contribuir a mejorar
su diagndstico y tratamiento. Gracias a esto, en los
ultimos anos se ha logrado un mejor conocimiento de
enfermedades como el cancer.

En todo el mundo, el cancer de pulmén es el segundo
tipo de cancer mas diagnosticado y es la principal causa
de muerte por cancer en hombres y mujeres. Su tasa de
supervivencia a los 5 afos es del 13%'. Esto es debido,
entre otros factores, a la falta de herramientas para un
diagnostico precoz, y a la escasez de terapias dirigidas
frente al tumor, lo que contribuye al mal prondstico.
Es necesario, por tanto, un mejor conocimiento
etiopatogénico de la enfermedad para poder realizar una
medicina personalizada que consiga mejores resultados
con respecto a su tratamiento y frente a las resistencias
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ABSTRACT

Lung cancer remains the leading cause of cancer death in men
and women. The lack of tools to make an early diagnosis is one
of the problems, as well as the shortage of targeted therapies. In
previous works, we identified using ultrasequencing techniques
a series of biomarkers for lung adenocarcinoma (LUAD) and lung
squamous cell carcinoma (ISCC); in this work we verified how many
of them behave stably in populations of patients with both types of
cancer. To do this, the expression of 10 genes has been measured
in 29 patients using RT-qPCR of healthy and tumor tissue samples
and the differential expression has been calculated using reference
genes. It has been found that three of these genes, ADCYAP1, BMX
and TUBATA, seem to be stable biomarkers for lung cancer.

keywords: Biomarkers, lung cancer, PCR,
adenocarcinoma, squamous cell carcinoma.

genes,

que estas terapias producen a lo largo del tiempo. Sin
embargo, y hasta hace poco, la busqueda de anomalias
genéticasdeformamasivanoerarentable por sucoste, por
el tiempo requerido, ni por la disponibilidad de material
tumoral. El desarrollo de la tecnologia de secuenciacion
masiva parece estar siendo la solucién, ya que abre la
posibilidad de determinar, de manera simultaneay con un
coste aceptable, las variaciones genéticas y las diferencias
de expresion génica relacionadas directamente con esta
enfermedad. La informacién derivada de estos estudios
podria ser la base de nuevos biomarcadores.

Por otro lado, la deteccién temprana del céncer
de pulmén podria reducir su mortalidad, ya que con
frecuencia se diagnostica en estadios avanzados de la
enfermedad, donde los tratamientos disponibles son
poco o nada efectivos. En la actualidad se estan realizando
numerosos estudios para intentar determinar que genes
podrian estar implicados en esta patologia’ sin embargo,
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su uso como método diagnostico no esta auin establecido,
principalmente por existir resultados incoherentes entre
ellos. Por tanto, existe un gran potencial en el uso, por
ejemplo, de los cambios de expresion de los genes tanto
para el diagnostico como para el pronéstico, es decir, que
estos elementos se comporten como biomarcadores, lo
que hace necesario nuevos estudios para llevarlos a su
aplicaciéon en la practica clinica.

Entodos estos procesos de establecimientos de nuevos
biomarcadores, uno de los puntos mas importantes, en
cuanto a su utilidad, es su validaciéon poblacional para
asi minimizar estas incoherencias. Para ello, la técnica de
Real-Time Quantitative Polymerase Chain Reaction (RT-qPCR) es la mas
utilizada en los estudios de investigacion y diagndstico.
En este caso, la RT-gPCR se considera el método mas
fiable para determinar la expresién relativa (RE) de un
biomarcador en una muestra biolégica. La RE se define
como el cociente entre un biomarcador candidato y una
referencia (generalmente admitida por la comunidad
cientifica como housekeeping), obteniendo asi, una expresién
relativa de ese biomarcador para cada tejido histolégico.

En relacién a este punto, nuestro grupo de
investigacién ha descrito ya, mediante técnicas de
secuenciacién masiva, una serie de biomarcadores que
podrian filiar de forma fiable los dos tipos principales
de cancer de pulmén: adenocarcinoma pulmonar
(LUAD) y carcinoma epidermoide de pulmén (ISCC) [3-
5]. Determinar si estos biomarcadores se comportan de
forma estable en poblaciones de enfermos con ambos
tipos de cancer de pulmén es el objetivo final de este
trabajo.

MATERIALES Y METODOS

1 Genes candidatos

Resultados previos descritos en nuestro grupo de
investigacién marcaban como posibles biomarcadores
diana la diferencia de expresion entre tejido tumoral y
sano de los genes: C4BPB, CAPNS8-2, IYD, MSLN, MUC1,
SLC44A4, TMC5, ADCYAP1, BMX y TUBA1A. De estos
posibles biomarcadadores candidatos, la sobreexpresion
(medida como logartirtmo de las veces de cambio, logf()
en tejido tumoral de los genes C4BPB, CAPN8-2, IYD,
MSLN, MUCT, SLC44A4 y TMCS5, seria determinante para
la identificacion de adenocarcinoma pulmonar; mientras
que la baja expresion en tejido tumoral de los genes de
todos ellos, serian determinantes para la identificacion de
carcinoma epidermoide de pulmon.

2 Muestras de estudio

Se seleccion6 una cohorte de 29 pacientes (n = 29),
analizando tejido tumoral y sano pulmonar no parafinado.
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Esta cohorte esta clasificada en 17 pacientes intervenidos
de adenocarcinoma pulmonar (LUAD) y 12 pacientes
intervenidos de carcinoma epidermoide de pulmén
(ISCCQ). El total de las 58 muestras estaban almacenadas
en Biobanco del Sistema Sanitario Publico de Andalucia,
BSSPA (http://www.juntadeandalucia.es/salud/
biobanco/). Se excluyeron del estudio aquellos pacientes
que recibieron quimioterapia o radioterapia previa
a la intervencidon quirdrgica, asi como los pacientes
que previamente hubiesen tenido un tumor en otra
localizacién. La extracciéon del RNA total de las muestras
de LUAD vy ISCC se realizé siguiendo las especificaciones
marcadas por el BSSPA.

3 Validacion técnica y bioldgica: RT-qPCR para evaluacion de
expresion

Los niveles de expresion de los candidatos a
biomarcadores seleccionados se evaluaron mediante
la técnica de RT-qPCR utilizando 10 ng de RNA para la
retrotranscripcion a cDNA. Para cada gen, se disefaron
cebadores especificos y sondas indicadoras (Tagman)
desde ThermoFisher (Alemania). La RT-qPCR se realiz6 en
un volumen total de 25 pl, conteniendo 2,5 ul, del cDNA
molde obtenido utilizando la ADN Hotmaster ™ Taq
Polimerasa (5 Prime, Alemania). Las muestras se analizaron
por triplicado. Para corregir posibles desviaciones en los
calculos de expresion se utilizardn los genes 18s rRNA y
RPLPO, como control de expresion de la RT-qPCR, y los
genes HPRT, GADPH, ACTB y GUSB, como control de
expresioén, es decir, genes de expresién constante ante la
enfermedad®®.

Los ensayos multiplexados de RT-gPCR se realizaron
utilizando placas de 96 de Temoficher. Las imagenes
resultantes se analizaron con el software Applied Biosystems
QuantStudio 12K Flex Real-Time PCR System, usando parametros
estandar. La expresion génica se midié a partir del
denominado ciclo umbral o threshold cycle ((t). Para cada uno
de los genes candidatos, en tejido tumoral y en tejido
sano, se calculé un umbral Ct. Los datos de Ct (expresiéon
génica) se procesaron con un script de R hecho a medida.

Serealizd una normalizacién de la expresion utilizando
los genes de referencia, calculdandose una expresiéon
relativa (RE) para cada gen. Los datos de RE normalizados
se emparejaron en muestras de tejido tumoral y sano para
candidato a biomarcador en cada paciente, separadas
por tipo tumoral, LUAD y ISCC. Asi, para cada candidato
se calculd un incremento de Ct (AACTP. La significancia de
los AACT se estudié aplicando un coeficiente de correlacion
de Pearson. Se marcaron como significativos aquellos 4A(T
con un p-value <0,05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1 Analisis de expresion de los genes candidatos

La evaluacion de las modulaciones del perfil de
expresion génica entre tejido tumoral y sano de cada gen
en cada paciente se han estudiado utilizando el método
AACT (valor incremental de Ct). Los datos de 4ACT se han
normalizado utilizando distintos genes de referencia: 18s
rRNA y RPLPO, HPRT, GADPH, ACTB y GUSB.

Apartirdelarepresentacionenformadeboxplot (figura
1) de la normalizacién de la RE en base a la expresion del
gen GADPH, y posterior calculo de los AA(T, observamos
que los genes de referencia 18s rRNA y RPLPO, HPRT, ACTB
y GUSB presentan el mismo nivel de expresiéon entre
tejido tumoral y sano en adenocarinoma de pulmoén.
Sin embargo, estos mismos genes de referencia tienen
un comportamiento erratico en carcinoma epidermoide
de pulmén (figura 1). De este resultado deducimos que
los AACT calculados para los biomarcadores candidatos
utilizando este gen de referencia no serian fiables, dato
que se corrobora con los coeficientes de correlacion de
Pearson para la referencia GADPH, donde no se muestra
ningun valor significativo (tabla 1).

Por otro lado, la representaciéon en forma de boxplot
(figura2) de la normalizacion de la RE en base a la expresion
del gen GUSB, y posterior calculo de los 4A(T, observamos
que los genes de referencia 18s rRNA y RPLPO, HPRT, ACTB
y GADPH presentan el mismo nivel de expresién entre
tejido tumoral y sano en adenocarinoma de pulmén. En
carcinoma epidermoide de pulmén sélo los genes de
referencia GADPH y HPRT presentan un comportamiento
errdtico (figura 2). De estos resultados podemos deducir
los AACT calculados para los biomarcadores candidatos
si serian fiables a nivel poblacional. Los coeficientes de
correlacién de Pearson para la referencia GUSB, nos indica
que si existe una AACT significativa en los genes ADCYAP1
y TUBAI1A, al menos para carcinoma epidermoide de
pulmon (tabla 1).

Si realizamos los célculos de RE y AACT en base
al gen de referencia HPRT, observamos que los genes
de referencia 18s rRNA y RPLPO, GUSB, ACTB y GADPH
vuelven a presentar el mismo nivel de expresién entre
tejido tumoral y sano en adenocarinoma de pulmén
(figura 3) . Por el contrario, los genes de referencia ACTB
y GADPH no muestran comportamientos fiables (figura 3).
De estos resultados podemos deducir los 4ACT calculados
para los biomarcadores candidatos si serian fiables a nivel
poblacional. Los coeficientes de correlacion de Pearson
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para la referencia GUSB, nos indica que si existe una

AACT significativa en los genes TUBAITA, al menos para

adenocarcinoma de pulmén (tabla 1).

Por ultimo, al realizar los célculos de RE y AT en
base al gen de referencia RPLPO, observamos que los
genes de referencia 185 rRNA y RPLPO, GUSB, HPRT,
ACTB y GADPH presentan de nuevo el mismo nivel de
expresion entre tejido tumoral y sano en adenocarinoma
de pulmoén (figura 4) . En esta ocasién, y para carcinoma
epidermoide solo el gen de referencia GADPH no muestra
un comportamientos fiable entre tejido tumoral y sano
(figura 3). Al igual que en los casos anteriores, podemos
deducir que los 4ACT calculados para los biomarcadores
candidatos si serian fiables a nivel poblacional. Los
coeficientes de correlacion de Pearson para la referencia
RPLPO, nos indica que si existe una AA(T significativa en los
genes ADCYAP1, BMX y TUBATA, al menos para carcinoma
epidermoide de pulmon (tabla 1).

En la literatura cientifica ya se muestra resultados
donde el gen ADCYAP1, también conocido como PACAP,
puede ser un marcador para el cancer de pulmén de
células no pequenas . Por otro lado, se conoce que BMX
promueve el crecimiento en LUAD y en otros tipos de
cancer", . Con respecto al gen TUBAIA es bien conocida
su relacion con el cancer® " Todas estas evidencias
nos hace pensar que sean tres posibles biomarcadores
poblacionales para la filiacion del cancer de pulmon.

GADPH como gen de referencia

Adenocarcinoma Carcinoma epidermoide
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Figura 1: Boxplot del incremento de Ct de los candidatos a
biomarcadores normalizado por la expresion del gen GADPH.
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Tabla 1: Valores de p-value del indice correlacidon de Pearson para cada gen en cada tipo tumoral, indices corregidos por sus
respectivos genes de referencia.

ADCYAP 046522 00265323 (75644 (11792 O8B211 009272 075910 0.01454485

BMX Q15071 (.02494925 022272 (80903 014606 084676 034188 0.08573544

C4BP8 070881 06558005 O 77536 OOBS99 (62277 031305 174 05572666

C4BPB 028050  0.06669905 0.13718  OJBBI6 024250 063672 0AI0I1  0.1709346

VD 067593 05759265 025567 096137 009195 036783 04415¢ 04811931

MSLN 0.97435 (0.2623404 044583 024184 (0.35988 005128 052998  0.6654264

MuCi 068951 (.8503001 G.36630 079501 0.56344  0.14882 089816 05451442

SLCadAa 044271 (0.158245 019384 071052 (39812 087644 054976 02044324
TMCS 037602 0,919956 GB1640 (53237 05655 017876 0230458 07025885

TUBATA 0QB5138 004605167 072641 (54891 005802 058810 051038  0,003950808

Figura 2: Boxplot del incremento de Ct de los candidatos a
biomarcadores normalizado por la expresion del gen GUS. Figura 4: Boxplot del incremento de Ct de los candidatos a
biomarcadores normalizado por la expresién del gen RPLPO.
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Figura 3: Boxplot del incremento de Ct de los candidatos a
biomarcadores normalizado por la expresién del gen HPRT.

144
Rev Esp Patol Torac 2024; 36 (2) 141-145



ORIGINALES

CONCLUSION

En conclusién, nuestro estudio confirma que los genes
ADCYAP1, BMX y TUBA1A parecen conformarse como
biomarcadores poblacionales para la determinacién
mediante broncoscopia de enfermos con cancer
de pulmén. Como perspectiva de futuro se podria
comprobar si los cambios de expresién de algunos de
estos genes podrian detectarse en fluidos, como plasma

o suero, haciéndolos viables en biopsias liquidas.
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