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RESUMEN

La enzima SMUG1 forma parte del mecanismo de Reparacion por Escision de Bases
(BER) y escinde uracilo, derivado de la oxidacién de timina o de la desaminacion de
citosina metilada, en el ADN. Diversos estudios sugieren que cambios en el promotor
de genes asociados a este mecanismo pueden influir en el riesgo de desarrollar
cancer. Este estudio incluyd a pacientes diagnosticados con cancer de pulmén de
células no pequefias, especificamente adenocarcinoma en etapa IV, con una edad
promedio de 76 afos. A partir de muestras de sangre periférica, se llevo a cabo la
secuenciacion de un fragmento del promotor del gen SMUGL1. Posteriormente, se
realiz6 un estudio de docking molecular entre el factor de transcripcion YY1 y la
secuencia analizada. En un paciente, se identificaron las variantes Chr12:54190744
G/Ay Chrl12:54190674 G/A, ubicadas en una region reguladora de cromatina abierta,
la cual esta silenciada por mecanismos epigenéticos en tejido pulmonar. Aungque no
se observaron cambios en la secuencia de union entre los grupos, el analisis de
docking molecular revelé una interaccion mas fuerte y una mayor energia
electrostatica entre YY1 y esta region, en comparacion con la secuencia co-
cristalizada previamente reportada para este factor. Dado que no se ha reportado
previamente una relacion entre YY1y SMUGL, este hallazgo sugiere que esta region
podria funcionar como una zona de union, y estudios experimentales reportan que
esta region regula negativamente la expresion de SMUGL1. Se cree que las variantes
encontradas podrian ser relevantes debido a su baja frecuencia en la poblacion y su
ubicacion en el genoma. Ademas, este proyecto sugiere, por primera vez, la
interaccion in silico entre el factor YY1 y el promotor de SMUGL1 en una region de
cromatina abierta. Como perspectiva, se propone recopilar datos sobre la frecuencia
del alelo alternativo en la poblacibn mexicana, y realizar estudios adicionales que
ayuden a comprender el papel de YY1 en la regulacion del gen SMUGL.



INTRODUCCION

De acuerdo con datos publicados por la Organizacion Mundial de la Salud, dentro de
todos los tipos de canceres, en 2020 se diagnosticaron 2.21 millones de personas
con cancer de pulmén, con 1.8 millones de defunciones por la misma causa, siendo
asi, el tipo de cancer que caus6 un mayor numero de fallecimientos en ese mismo
afo. Dentro del marco particular de México, en el mismo afio, el Instituto Nacional de
Salud Publica reporté que se registraron 7 mil 811 casos nuevos y 733 defunciones
atribuibles a esta enfermedad, situandola en el séptimo puesto entre las causas de

mortalidad y como la principal causa de muerte por cancer.

Se estima que entre el 30 % y el 50 % de los casos de cancer se podrian prevenir al
reducir factores de riesgo y aplicar estrategias basadas en evidencia. Aunque fumar
es el factor de riesgo primario del cancer de pulmaén, y el 80-90 % de los casos en el
mundo estan relacionados con los carcindgenos liberados en la combustién del
mismo, esta enfermedad también afecta a no fumadores, lo que sugiere que la

genética y otros factores internos pueden influir en su desarrollo.

Detectar el cancer de pulmén en etapas tempranas es clave para mejorar el
tratamiento y la calidad de vida. Debido a que en etapas tempranas es una
enfermedad asintomatica, la mayoria de las personas son diagnosticadas en
estadios tardios y la tasa de supervivencia a 5 afios es tan sé6lo del 8 %, mientras
gue los pacientes a quienes se les diagndéstica de manera oportuna presentan una
tasa de supervivencia a 5 afios mayor al 60 %. En México, las técnicas diagndsticas
se centran en caracterizar el estadio del cancer. Por ende, para determinar el tipo de
tumor y la etapa en la que se encuentran, se utilizan procedimientos como la
broncoscopia, la realizacion de biopsias, la medicion de marcadores tumorales, la

citologia de esputo y estudios de imagen.

En afios recientes, la secuenciacion de nueva generacion ha facilitado la
identificacion de diversos loci que contienen variantes genéticas que influyen en la
expresion genética y modifican la susceptibilidad genética individual al cancer

mediante diferentes mecanismos.



Uno de los mecanismos para contrarrestar los dafios al material genético por
especies reactivas de oxigeno (ROS) es la via de Reparacion por Escision de Bases
(BER). En ella, un conjunto de enzimas se encarga de retirar los nucleétidos que han
sido mal apareados. Un ejemplo de dichas enzimas es la glicosilasa uracil-ADN
glucosilasa monofuncional 1 selectiva (SMUG1). Especificamente, la glucosilasa
SMUGL1 se encarga de escindir el uracilo que resulta de la oxidacién de la timina o
de la desaminacion de una citosina metilada. Existe poca informacion sobre la
regulacion de su expresion, pero, se ha reportado que el factor de transcripcion
NFI/CTF puede actuar como un elemento cis en el promotor de SMUGL1, y que este
factor de transcripcidén contribuye de manera positiva a la regulacién de su expresion.
Relativo a su expresion, se ha demostrado que, en fibroblastos alveolares de
pacientes con enfisema severo (provocado por la exposicion al humo del cigarrillo)
esta se encuentra considerablemente reducida. Por lo tanto, considerando un estudio
realizado en mujeres chinas con cancer cervical, donde se reportd un posible efecto
protector asociado a una variante en el promotor del gen APEL1 (enzima crucial en la
via de reparacion BER) que aumentaba la afinidad de los factores de transcripcion
con el promotor y resultaba en una mayor expresion del gen, se podria sugerir que
modificaciones en el promotor que reduzcan la expresion de la enzima SMUG1,

podrian contribuir a la patogénesis del cancer de pulmon.

Es asi que este estudio se propone como objetivo el secuenciar, identificar y analizar
el efecto de variantes genéticas sobre el promotor del gen SMUGL1 para proponerlas

como un posible factor de susceptibilidad en el desarrollo de cancer de pulmon.



1. ANTECEDENTES

|. Cancer

Actualmente, el cancer es la principal causa de muerte en el mundo, provocando en
2020 cerca de 10 millones de defunciones, de los cuales, los tipos de cancer que
causaron un mayor numero de fallecimientos fueron: pulmén (1.6 millones),
colorrectal (916 mil), hepatico (830 mil), gastrico (769 mil) y de mama (685 mil).
Respecto al panorama en México durante ese mismo afio, se report6 que el 8 % de
las muertes fueron causa de tumores malignos. (Instituto Nacional de Estadistica y
Geografia, 2022; Organizacion Mundial de la Salud, 2022).

La palabra cancer hace referencia a un grupo de mas de 100 enfermedades
diferentes que pueden afectar cualquier parte del organismo y se caracteriza por la
rapida multiplicacion de células anormales que tienen la capacidad de invadir partes
adyacentes o0 propagarse a otros érganos y/o tejidos por la presencia de mutaciones
acumuladas en genes relacionados con su crecimiento y mitosis. Se produce cuando
células normales son afectadas por la interaccion entre factores genéticos de la
persona afectada y tres tipos de agentes externos: carcindgenos fisicos,
carcinégenos quimicos y carcindégenos biologicos. Ademas de factores genéticos y
los factores de riesgo, la incidencia también aumenta con la edad debido a la pérdida
de eficacia de los mecanismos de reparacion celular (Organizacion Mundial de la
Salud, 2022).

Los factores de riesgo conductuales, los factores genéticos, el acceso limitado a la
atencion médica, la edad y la deteccion tardia son algunos de los mayores problemas
gue contribuyen a la alta mortalidad por cancer en el mundo. Se estima que en la
actualidad entre el 30 % y el 50 % de los casos de cancer se pueden evitar al reducir
los factores de riesgo y al aplicar estrategias preventivas que estén basadas en

evidencia (Organizacion Mundial de la Salud, 2022).

La estratificacion del cancer hace referencia a la clasificacion que se asigna con base

a la fase, la extension, el tamafio del tumor y si las células se han diseminado desde

3



donde se formé el cancer por primera vez hasta otra parte del cuerpo. Existen
diversos sistemas de estratificacion, pero el mas utilizado en el mundo es el sistema
TNM que se enfoca tres principales componentes (Instituto Nacional del Céancer,
2022):

1. Tumor (T): Describe el tamafio y extension del tumor primario.
2. Nodos (N): Indica si el cancer se ha diseminado a los ganglios linfaticos, y de
ser asi, cuantos estan afectados.

3. Metéstasis (M): Indica si hay presencia de metastasis.
Bajo estos parametros, los estadios suelen numerarse del 0 al IV:

1. Estadio 0: No hay céncer, pero se presentan células anémalas.

2. Estadio I, Il y Ill: Se confirma la presencia de cancer. A medida que el nimero
de etapa aumenta, el tamafio del tumor canceroso es mayor y su extension
en los tejidos cercanos es mas pronunciada.

3. Estadio IV: El cancer ha avanzado a otras partes alejadas del cuerpo

I.1. Cancer de pulmén

El cancer de pulmén es el tipo de cancer con una mayor tasa de defuncién en
hombres y en mujeres de todo el mundo. El habito de fumar es una de las mayores
amenazas a la salud publica en el mundo ya que se ha reportado que el 22.3 % de
la poblacién consume tabaco y es la principal razon por la cual las personas padecen
cancer de pulmoén, siendo responsable del 85 % de todos los casos (Organizacion
Mundial de la Salud, 2023).

El humo del tabaco es un aerosol complejo con alrededor de 4000 constituyentes
guimicos, donde se destaca la nicotina como el principal determinante para
desarrollar adiccion y el alquitran, en el cual se han identificado al menos 50
carcindgenos. Dentro de estos carcin6genos se encuentran hidrocarburos
policiclicos aromaticos, aminas aromaticas, N-nitrosaminas, materiales radioactivos

y otros compuestos organicos e inorganicos. De las N-nitrosaminas especificas del

4



tabaco formadas por la nitracion de la nicotina cuando se fuma, la de mayor
importancia es la 4-(metilnitrosamino)-1(3-piridil)-1-butanona que se vuelve
carcinogénica después de su activacion metabdlica. Entre los mecanismos de
carcinogénesis que produce el tabaco se encuentra la formacion de aductos de ADN,

sus metabolitos y dafio producido por radicales libres (Bade y Cruz, 2020).

Muchos compuestos requieren de una activaciéon metabdlica para inducir dafos al
ADN. Dichos sistemas enzimaticos se clasifican principalmente en dos grupos:
enzimas de fase | y enzimas de fase Il. Las enzimas que participan en la fase | del
metabolismo son las encargadas de introducir atomos de oxigeno o enmascarar los
grupos funcionales de los xenobidticos. De estos productos, algunos metabolitos
electrofilicos tienen la capacidad de unirse al ADN y formar un aducto,
particularmente las aril-N-hidroxilaminas y los hidrocarburos aroméaticos policiclicos
(PAHS) hidroxilados. Los aductos de ADN se forman cuando una molécula forma un
enlace covalente a una base y dicha unién tiende a formar una gran cantidad de
lesiones de ADN oxidado. Ademas, durante la fase Il del proceso, las enzimas
incorporan un conjugado polar a los compuestos externos con el fin de hacerlos
solubles y reducir su potencial reactividad. Sin embargo, durante esta etapa pueden
formarse productos intermedios que se unen a las macromoléculas, especialmente
a través de procesos como la O-sulfatacion o la O-acetilacion de hidroxilaminas
aromaticas o heteroaromaticas, la conjugacion con glutation de haloalcanos y la O-

sulfatacion de los PAHs (Hwa Yun y col., 2018).

Ademéas del hébito de fumar, la predisposicion genética, contaminacion,
enfermedades crénicas pulmonares, infecciones, malos habitos alimenticios y la no
realizacion de actividades fisicas, son otros factores que contribuyen al desarrollo y

prevalencia del cancer de pulmon (Bade y Cruz, 2020).

El cancer de pulmén se divide en dos grandes tipos principalmente en funcién de la
patogénesis (como se muestra en la Figura 1), los patrones diferentes de enfermedad
y sus estrategias de tratamiento: cancer de pulmon microcitico (CPM) y el cancer de
pulmon no microcitico (CPNM) (Nooreldeen y Bach, 2021).
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Figura 1. Modelos bicompartimentales en la supuesta patogénesis molecular del
cancer de pulmén. ADC: adenocarcinoma; CPM, cancer de pulmén microcitico;
CPCE, carcinoma de células escamosas. Modificado de autor (Yatabe, 2023).

[.1.1. Cancer de pulmon microcitico (CPM)

El tipo mas agresivo es el CPM, donde un tumor central, proveniente de las células
neuroendocrinas del epitelio basal bronquial, empieza a surgir de la submucosa de
las vias respiratorias como una masa perihiliar. Se caracteriza por ser un tumor de
alta proliferacion e, histolégicamente, es una neoplasia epitelial maligna formada por
células pequefias, ovales, redondas y fusiformes con escaso citoplasma, bordes
irregulares, cromatina fina granular y nucleolos discretos como se muestra en la

Figura 2 (Dorantes-Heredia y col., 2016).
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Figura 2. Carcinoma de pulmén de células pequefas. Tincion con hematoxilina y
eosina (H&E). Tumor compuesto por nidos de células pequefias con nucleos (en
morado) de cromatina granular fina, nucléolos poco visibles y escaso citoplasma
(Dorantes-Heredia y col., 2016).

Debido a que es un carcinoma recalcitrante y puede producir metastasis, se
considera el tipo mas agresivo, ademas de que la media de supervivencia para los
pacientes con este tipo de cancer es soOlo de 7 a 12 meses después de haber
realizado el diagnostico. Se clasifica en funcion de hacia donde se haya esparcido, o
no, como estadio limitado o estadio extenso. Si el cancer se encuentra solo en una
parte del pecho se considera estadio es limitado, mientras que, si se diseminé a otras
partes del cuerpo como el otro pulmén, los nddulos linféticos, el cerebro, el higado o

los huesos, se clasifica como estadio extenso (Nooreldeen y Bach, 2021).

Citogenéticamente, se han observado diferencias significativas en la cantidad de
material genético presente en comparacion con lo que se considera normal, entre las
gue se incluyen la identificaciéon de bucles de crecimiento autocrino, activacion de
prooncogenes y la pérdida o inactivacion de genes supresores tumorales. Una
delecion que se ha visto en la mayoria de los tumores CPM, es en la region 3p(14-
23) que contiene el gen FHIT. Ademas, otra excepcionalidad encontrada es la
ganancia de una copia en la localizacion cromosomica 7p22.3, que abarca el gen
MAD1L1, que codifica para una proteina de punto de control del ensamblaje del huso
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mitético (MAD1). En lo referente a genes relacionados con supresores tumorales,
casi todos los pacientes con CPM presentaron pérdida del gen RB1 y mutaciones en
TP53. Esto resulta importante debido a que estas mutaciones disminuyen la actividad
proapoptética durante la tumorigénesis, que favorece el crecimiento agresivo y

aumenta la supervivencia de células carcinogénicas (van Meerbeeck y col., 2011).

[.1.2. Cancer de pulmon no microcitico (CPNM)

El CPNM es el subtipo mas comun del cancer de pulmaon, siendo que el 85 % de los
tumores son diagnosticados en esta subclasificacion. Este tipo de cancer se
caracteriza por tener un panel genémico complejo y consecuencias epigenéticas
subyacentes que estan implicadas en la carcinogénesis. Entre las alteraciones
gendmicas se encuentra una alta tasa de mutaciones somaticas, rearreglos
cromosOmicos que llevan a diversas fusiones de proteinas oncogénicas y
alteraciones en el niumero de copias, incluidas ganancias y pérdidas de genes
reguladores del ciclo celular criticos y genes de remodelacion de la cromatina (Suster
y Mino-Kenudson, 2020).

Por otro lado, el CPNM se clasifica segun su histologia en adenocarcinoma,
carcinoma de células escamosas y el carcinoma neuroendocrino de células grandes
y es el tipo de cancer mas comun (85 %). Esta clasificacion guarda relacién con el
lugar de origen, las mutaciones genéticas que presentan y muestra las diferencias
en los tejidos epiteliales a lo largo de las vias respiratorias, desde los bronquios hasta
los alvéolos. En primer lugar, el adenocarcinoma se define como una proliferacion
anormal de los neumocitos con un patron leptidico puro y sin invasion. Ahora, el
carcinoma de células escamosas se presenta un cambio en la localizacion de los
carcinomas de células escamosas del centro a la periferia, mientras que, en el
carcinoma neuroendocrino de células grandes, el linaje escamoso pierde la
diferenciacion morfoldgica e inmunoquimica y es considerado raro. (Travis, 2020).

En la Figura 3 se muestra un esquema con las morfologias de las clasificaciones.



El subtipo mas comun del CPNM es el adenocarcinoma y presenta distintos tipos de
mutaciones en su ADN, un nivel mas bajo de alteraciones del nUmero de copias que
el carcinoma de células escamosas y algunos rearreglos genéticos especificos.
Entre las alteraciones somaticas se incluyen substituciones, inserciones, deleciones
y mutaciones del sitio de splicing. Entre los genes con mutaciones mas comunes en
este subtipo se encuentran KRAS, EGFR, KEAP1, STK11, MET y BRAF, que
principalmente interfieren las vias RAS-MEK-ERK y PIK3CA-MTOR (Suster y Mino-
Kenudson, 2020).

El segundo tipo mas comun de CPNM es el Carcinoma de Células Escamosas
(CPCE) vy, de manera similar al adenocarcinoma, se caracteriza por un conjunto de
alteraciones moleculares complejas que difieren en las relacionadas a su
diferenciacion. Las mutaciones somaticas recurrentes encontradas han sido en los
genes TP53, LRP1B, CDKN2A, PTEN, PIK3CA, KEAP1, MLL2, HLA-A, NFE2L2,
NOTCH1, RB1 y PYDN. Dichas mutaciones, estan involucradas en la respuesta al
estrés oxidativo y en la diferenciacion escamosa (ganancias en el nimero de copias
de SOX2y TP63). Ademas, se han encontrado mayores eventos de amplificacion en

este subtipo en la regiobn cromosdémica 3926-3929 (Suster y Mino-Kenudson, 2020).



Subtipificacion histolégica

Figura 3. Esquema conciso que ilustra el algoritmo inmunohistoquimico de dos
resultados para subtipificar el CPNM utilizando TTF-1 y p40 (aumento x200).
Modificada de autor (Galli y Rossi, 2020).

Il. Perspectiva actual del diagndstico de cancer de pulmén

El diagnostico de cancer de pulmoén en estadios tempranos es critico para mejorar
los resultados del tratamiento y la calidad de vida de los pacientes. Debido a que en
etapas tempranas es una enfermedad asintomatica, la mayoria de las personas son
diagnosticadas en estadios tardios y la tasa de supervivencia a 5 afios es tan solo
del 8 %, mientras que los pacientes a quienes se les diagnostica de manera
localizada y oportuna presentan una tasa de supervivencia a 5 afios mayor al 60 %
(Leiter y col., 2023). El estandar de oro para el diagndstico del cancer es una biopsia
del tejido pulmonar. Este procedimiento ademas de ser considerablemente invasivo,
requiere cumplir ciertos criterios para ser realizado con éxito, como el personal
altamente capacitado, que la muestra sea representativa del tejido y requiere

recursos significativos para el procedimiento, ademas de que conlleva un alto riesgo
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de presentar complicaciones. Ademas de las biopsias, la broncoscopia con luz
blanca es la herramienta diagnostica mas utilizada para realizar un diagndstico
histolégico definitivo, sin embargo, presenta importantes limitaciones para la
deteccion de lesiones premalignas ya que estas, al ser muy pequefias, son dificiles
de ver. Otra herramienta diagndstica es la examinacion citolégica del esputo, el cual
es un método no invasivo y ayuda a detectar tumores centrales en los bronquios mas
grandes, no obstante, falla en la deteccion de pequefios adenocarcinomas y no
puede utilizarse como una herramienta para la deteccién preventiva. Parte de las
metodologias que se han propuesto para la deteccidén a temprana y con métodos no
invasivos ha sido el uso de las tomografias computarizadas con dosis baja de
radiacion (LDCT) que resultan de principal importancia ya que son un procedimiento
gue ha incrementado el nUmero de detecciones. Pese a esta perspectiva, el uso de
estas pruebas diagnésticas sigue siendo limitado por el elevado nimero de falsos
positivos debidos, en parte, a que los criterios de seleccion que se aplican en las
personas que se someten a estas pruebas se enfocan principalmente en su historial
con el consumo de cigarrillos de tabaco y la edad avanzada que, a pesar de ser
factores de riesgo, no representan la totalidad de los casos y existe heterogeneidad
respecto a su relacion con el desarrollo de cancer (Nooreldeen y Bach, 2021). La
aplicacién de las pruebas diagndsticas puede mejorarse al incorporar a los criterios
de selecciébn marcadores sanguineos que puedan favorecer al desarrollo de la
enfermedad.

Un biomarcador es un recurso clinico utilizado para el diagnéstico temprano, la
prediccion del curso y el monitoreo de la evolucion de una enfermedad, facilitando la
toma de decisiones médicas. Estos biomarcadores, ademas, pueden utilizarse como
una herramienta de deteccién independiente y como un marcador complementario
gue oriente las medidas que deben adoptarse para la prevencion y el tratamiento de
tumores especificos (Marquette y col., 2020).

La biopsia liquida es un método no invasivo que abarca varias metodologias para
analizar los componentes circulantes. Dentro de las sustancias que se analizan por

este procedimiento y con potencial de biomarcadores se incluyen las células
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tumorales en circulacion (CTC), el ADN que circula libremente (cfDNA), proteinas,
metabolitos, vesiculas extracelulares y el ARN circulante (cfRNA). Dentro de estos,
el cfDNA en el plasma ha sido ampliamente investigado y se considera una
alternativa vélida a la genotipificacion en tejido de tumores solidos, no obstante, para
la obtencién de este material genético, es necesario material especializado y un
personal rigurosamente capacitado que cuente con amplia experiencia en el area.
Por ello, esta técnica no representa un recurso comunmente encontrado dentro de

los sistemas de salud (Spotti y col., 2022).

Dentro del analisis de componentes en la sangre, también se han evaluado diversos
antigenos como marcadores para el cancer de pulmén. Entre ellos se incluyen
CYFRA 21-1, el antigeno carcinoembriogénico (CEA), la enolasa neuronal especifica
(NSE) y el antigeno de carcinoma de células escamosas (SCC-Ag). A pesar de su
relativo facil andlisis, es comun observar variaciones entre los diferentes tipos de
cancer de pulmén usando estos antigenos (Cuadro 1). Estas variaciones podrian ser
resultado del estadio del cancer en el momento de la toma de muestra y/o por las
metodologias utilizadas para el analisis, asi como las diferencias entre los kits ELISA

de los diferentes proveedores (Nooreldeen y Bach, 2021).

Cuadro 1. Analisis de sensibilidad y especificidad de antigenos comunes
encontrados en el cancer de pulmén.

Nombre del antigeno | Tipo de cancer | Sensibilidad (%) | Especificidad (%)
CPM 34 95
CPNM 49 95
ND 43 89
CYERA ND 85.1 88.3
CPNM 59 94
CPCE 68 94
CPM 19 94
CPNM 40 95
CEA CPNM 29 95
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ND 69 68
ND 55 79.6
CPNM 42 95
CPNM 17 95
ND 35.6 71.2
SCC
CPCE 95 32
CPNM 19 95
CPM 54 95
NSE
ND 23.4 91.2

Céancer de pulmon microcitico (CPM), Cancer de pulmon no microcitico (CPNM), No
definido (ND), Carcinoma de Células Escamosas (CPCE). Modificada de autor
(Nooreldeen y Bach, 2021).

Dentro de las técnicas de diagnostico presentadas, en México estas se centran en
caracterizar el estadio del cancer. Por ende, para determinar el tipo de tumor y la
etapa en la que se encuentran se utilizan procedimientos como la broncoscopia, la
realizacion de biopsias, la medicion de marcadores tumorales, la citologia de esputo
y estudios de imagen (Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores
del Estado, 2023). Bajo este contexto, resulta evidente la oportunidad para identificar
y emplear biomarcadores como medida de prevencion y de diagnostico.

II.1. Secuenciacién de nueva generacion

En afios recientes, la secuenciacibn de nueva generacion ha facilitado la
identificacion de diversos loci que contienen variantes genéticas que influyen en la
expresion genética y modifican la susceptibilidad genética individual al cancer
mediante diferentes mecanismos. Un ejemplo de esto es el estudio publicado en
2021 por Qian y col., donde reportaron que una variante del gen CCDC148,
implicado en la regulaciébn de hormonas sexuales, estaba asociada al riesgo de

padecer cancer de pulmon no microcitico (CPNM) entre mujeres chinas
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consideradas nunca fumadoras. Sobre este mismo tipo de cancer de pulmon, otro
estudio realizado en 2020 por Kong y col., analiz6 si distintas variantes en cinco
genes relacionados con la via de la vitamina D estaban asociados con la prognosis
del CPNM. En este caso, se reportd que una variante en el gen CYP2R1 estaba
asociada con el riesgo de muerte en pacientes en edades avanzadas que no habian
sido tratados con quimioterapia y se sugiere que variantes en la via de la vitamina
D pueden influenciar la prognosis de este tipo de cancer. Otro estudio realizado en
México en 2020 por Mufiiz Hernandez y col. sobre la asociacion de cuatro variantes
en el gen STRA6 con mutaciones en el gen EGFR en pacientes con estadio
localmente avanzado y metastasico de CPNM, report6 una asociacion positiva entre
dos de las variantes, tanto individual como haplotipo, y sus mutaciones en EGFR,
lo cual sugiere su participacion en la génesis del cancer de pulmon no relacionado
a la exposicion del tabaco. Ademas del tipo de cancer que estudiaron y el enfoque,
lo que tienen en comun estas investigaciones es el énfasis que hacen sobre el
hallazgo y desarrollo de biomarcadores confiables que puedan establecer la
prevencion, prognosis o predecir beneficios sobre el tratamiento de los pacientes

para poder favorecer la disminucion de casos de cancer de pulmén.

[1l. Mecanismos de dafo al ADN

El dafio al ADN esté directamente implicado en la progresién y etiologia de muchos
tipos de enfermedades y en su prevalencia, desde desérdenes neurodegenerativos
hasta trastornos vinculados a los diferentes sistemas, ya que se ha reportado que
los niveles de afeccion al ADN en células cancerosas y otras células enfermas son
elevados en comparacion con los niveles de dafio que se ve en células normales
(Nelson y Dizdaroglu, 2020).

Los focos de afeccion a la informacidén genética pueden clasificarse en intrinsecos
0 extrinsecos. Por un lado, en los factores intrinsecos es de suma importancia el
hecho de que el ADN es vulnerable a ataques por electréfilos y radicales libres, pero

también se incluyen procesos como la hidrélisis espontanea, errores en la
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replicacion, errores en la reparacion de las cadenas, reacciones con el medio
acuoso y reacciones entre sus componentes. Si bien los dafios espontaneos
ocurren en un orden de 104-10° eventos por célula al dia, entre las lesiones mas
comunes del ADN, se encuentran las modificaciones de las bases de originales y la
generacion de sitios apurinicos por el estrés oxidativo y la escision hidrolitica del
enlace glucosidico entre la base nitrogenada y el grupo fosfato el azucar, que llevan

a la generacion de sitios abasicos (Yousefzadeh y col., 2021).

Como ya se mencion0, el ADN también es susceptible a sufrir afecciones por
factores ambientales como los rayos ultravioleta (UV), radicacién ionizante,
genotoxinas que se encuentran en el ambiente y agentes quimioterapéuticos. De
las variables mencionadas, la exposicion a la radiacién ultravioleta es la amenaza
mas significativa. Debido a que los rayos UV-C son absorbidos en su mayoria por
la atmoésfera terrestre, los rayos UV-A y UV-B son los componentes del espectro
solar UV que producen fotolesiones al ADN. Las fotolesiones generan alteraciones
estructurales leves en las hélices de ADN que pueden impedir la progresion de la
polimerasa o promover mutaciones de transicion C/T que subyacen al melanoma a
través de la actividad de las ADN polimerasas de trans-lesion. Si bien es casi
inevitable el exponerse a ciertos elementos extrinsecos que comprometen la
integridad del material genético, los aductos probleméaticos que se generan por este
medio se encuentran por debajo de la incidencia del dafio endégeno (Tiwari y
Wilson, 2019; Yousefzadeh y col., 2021).

Otros agentes extrinsecos que tienen efecto sobre la integridad del ADN son los
relacionados a nuestro estilo de vida y nuestras rutinas. Por ejemplo, los cigarros
contienen nicotina, el hidrocarburo aromatico policiclico, benzopireno, compuestos
heterociclicos como el furano, N-nitrosaminas, aldehidos, hidrocarbonos volatiles,
metales y compuestos inorganicos, de los cuales muchos de ellos se conocen como

carcinégenos (Tiwari y Wilson, 2019).
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[11.1. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es un concepto ampliamente empleado que describe el estado
de desequilibro entre la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la
presencia de antioxidantes. Debido a que las ROS son producto del metabolismo
aerdbico normal, las células cuentan con un sistema de defensa antioxidante
(catalasa, peroxidasa, superoxido dismutasa, etc.) para neutralizar dichas
moléculas, no obstante, cuando este presenta una disminucion en su actividad
protectora o cuando hay un aumento en produccion de dichas especies, las
biomoléculas quedan expuestas a sus efectos. Resultan de importancia particular
por su alta reactividad, dada por la presencia de electrones desapareados en su
Ultima capa y, con el objetivo de lograr una configuracionestable, pueden dafar
acidos nucleicos, lipidos y proteinas. Por ello, cuando son producidas en exceso,
estan directamente implicados en el desarrollo de distintas condiciones como
cancer, enfermedades cardiovasculares, enfermedades neurodegenerativas y
enfermedades metabdlicas, entre otras. En el contexto del cancer, el estrés oxidativo
desempefia un papel crucial al contribuir al inicio, crecimiento y propagacion de
tumores. Sus efectos incluyen la induccién de dafio en el ADN, la activacion de vias
de sefalizacion, la supresion del sistema inmunoldgico, la angiogénesis y la

resistencia a la terapia (Deslee y col., 2010; Jelic, 2021; Saleh y col., 2023).

En lo que respecta a los acidos nucleicos, el oxigeno puede unirse especificamente
a las bases nitrogenadas, formando el radical peroxilo. Esto conduce a la
generacion de diversos productos, como roturas de cadena sencilla, roturas de
cadena doble, la formacion de sitios apurinicos y la oxidacion de las bases
nitrogenadas, lo que, en términos generales, pueden resultar en alteraciones en la
secuencia o0 mutaciones. Ademas, la union de radicales libres a la cromatina también
puede ocasionar efectos que perturben la expresion génica (Abudawood y col.,
2020).
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IV. Reparaciéon del ADN

Dado que las células estan expuestas de manera constante a factores enddégenos
y exogenos que tienen el potencial de dafiar el ADN y trastornar su funcién, se ha
desarrollado un sistema especializado de reparacion del dafio en el ADN, que puede
clasificarse segun el tipo de dafio que busque corregir. En estos procesos se incluye
la reparacion por escision de bases (BER), reparacion del mal apareamiento,
reparacion por escision de nucleétidos y la reparacion de ruptura de doble cadena,
qgue involucran tanto la recombinacion homdloga como la uniéon de extremos no

homélogos (Dexheimer, 2013).

La via de BER es un proceso ampliamente conservado, versatil y rdpido, que tiende
a mantener la informacion genética original y es el mecanismo que aborda los dafios
oxidativos en el ADN. El primer paso implica la identificacion y eliminacion de la
base dafiada mediante una glicosilasa especifica de ADN. Las ADN glucosilasas se
clasifican en tres grupos segun su funcion. Por un lado, las enzimas
monofuncionales eliminan la base dafiada, dejando un sitio apurinico/apirimidico
(AP) y la columna vertebral del fosfato permanece intacta. En cambio, las
glicosilasas bifuncionales eliminan la base y rompen el enlace fosfodiéster en el lado
3', creando un aldehido 3'-a,B-insaturado (eliminacion ). Mientras que las Nei DNA
glicosilasas pueden catalizar una reaccién de eliminacion /6 en la que se escinde
el enlace fosfodiéster en ambos lados. Después de la eliminacion de la base dafiada
por la glicosilasa, la endonucleasa APEL hidroliza el esqueleto de fosfato, o sus
variantes, para generar un extremo 3’-hidroxilo adecuado para la accion de la ADN
polimerasa. Ademas, la formacién de la brecha en la cadena activa la poli(ADP-
ribosa) polimerasa 1 (PARP1), que se encarga de proteger la rotura de la cadenay
reclutar a proteinas asociadas. Finalmente, actuan la polimerasa 3 (Pol@) y la ADN
ligasa llla (Ligllla), junto con la proteina 1 complementaria de reparacion de rayos
X (XRCC2), que rellenan el hueco con la base que indica la cadena
complementaria y catalizan la formacion del enlace fosfodiéster entre las bases para
formar la cadena continua, respectivamente (Grundy y Parsons, 2020). De manera

general, en la Figura 4 se muestra un esquema del mecanismo de reparacion por
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escision de bases.

(a) Dafio no voluminoso
de nucleobases

N =
\
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Destitucion de la
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ADN sin dafos ADN danado

Glicosilasa

Figura 4. Proceso general del mecanismo de reparacion por escision de bases
(BER). Se muestran los roles fundamentales de las ADN glicosilasas
monofuncionales en identificar la base dafiada entre las bases canonicas (mostradas
en piezas coloreadas) y rompiendo el enlace entre la base dafada y la columna de
azucar-fosfato (mostrada en negro). Modificado de autor (Kaur y col., 2020).

IV.1. ADN Glicosilasas monofuncionales

La reparacion de bases mediante el mecanismo BER comienza con la accién de las
enzimas ADN (glicosilasas, que se encargan de identificar bases dafiadas o
anOmalas del genomay de hidrolizar el enlace N-glicosidico entre el carbono C1 del
azucar y la base en el ADN. Las ADN glicosilasas monofuncionales son una familia
de enzimas que carecen de actividad liasa AP y participan principalmente en la
reparacion de bases desaminadas o alquiladas, aunque algunas participan también
en la reparacion por dafio oxidativo. Entre las proteinas que forman parte de esta

familia se encuentran MUTYH (adenina-ADN glicosilasa), MPG (N-metilpurina-ADN
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glicosilasa), MBD4 (Proteina 4 condominio de union a metil-CpG), TDG (timina-
ADN glicosilasa), UNG (uracilo-ADN glicosilasa) y SMUGL1 (uracil-ADN glucosilasa
monofuncional 1 selectiva), las cuales sonespecificas para su sustrato (Grundy y
Parsons, 2020).

En total, los seres humanos cuentan con cuatro glicosilasas responsables de eliminar
las lesiones del uracilo: UDG/UNG, SMUG1, TDG y MBD4, las cuales, a excepcion
de MBD4,pertenecen a la superfamilia de glicosilasas UDG y esta superfamilia
estructural estd definida por un pliegue a/f central comun. Aunque las 3 proteinas
miembros de la superfamilia UDG remueven uracilo, su especificidad y roles en la
célula cambian dramaticamente dependiendo de la estirpe (Tarantino, M. et al,
2018). La proteina SMUGL participa en la reparacion de dafio causado por estrés
oxidativo y funciona como una glicosilasa de ADN monofuncional. Su capacidad
abarca tanto el ADN mono como bicatenario, y remueve uracilo y productos de
oxidacion de las pirimidinas, principalmente al 5-hidroximetil-2'-desoxiuridina (5-
hmdU). Aunque también otros productos de oxidacion como el metilo de timina, 5-
formil-uracilo, 5-hidrometiluracilo y 5-hidroxiuracilo. Sin embargo, no tiene
capacidad de reconocer dafios analogos de citosina, como el 5-formilcitosina y 5-
hidroxicitosina. Para unirse a sus sustratos, SMUG1 identifica la estructura
tridimensional del uracilo y establece interacciones hidrofilicas con el grupo polar
del carbono 5. A diferencia de las proteinas UDG y TDG, SMUG1 es una enzima
gue se expresa de manera constitutiva y tiende a acumularse en los nucleolos
(Hiroshi y Kotera, 2004).

V. SMUGL1 y el cancer

Se ha comprobado que la proteina SMUG1 es la enzima que presenta la mayor
actividad, en la eliminacion de 5-hmdU. Aunque aun no se ha investigado
completamente la naturaleza del mecanismo de toxicidad asociado con el 5- hmdU,
se sugiere que podria estar relacionado con la reduccion de NAD+ disponible para la

enzima PARP1 en el proceso BER (Raja y Van Houten, 2021). Algunos enfoques
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gue se han tomado para tratar de entender la importancia de SMUG1 en la via de
reparacion de bases por escision son los andlisis mutacionales, estructurales. Dicho
esto, los andlisis mutacionales y estructurales han revelado que la Asparaginina 85
y la Histidina 239 catalizan la union del enlace N-glucosidico, la Asparagina 163 junto
a la Fenilalanina 98 discriminan las bases pirimidicas a través de apilaciones 11-, la
region Glicina 87-Metionina 91 reconoce al sustituyente del carbono 5 a través de
puentes de hidrégeno. De esta forma, cualquier mutacion que lleve a un cambio de
sentido en estos aminoacidos clave para que desempefie su funcién enzimética,
puede comprometer la integridad del resto de informacion genética (Kuznetsova y
col., 2017).

Por otro lado, se observado que los efectos citotoxicos del 5-hmdU en ratones
SMUG1-/- favorecen la formacion de tumores y reducen el tiempo de vida, lo cual
implica el papel de SMUGL1 en la proteccion de las células de contra el cancer al
eliminar directamente los restos de 5-hmdU. Aun cuando este efecto es una realidad
en ratones, en humanos, su expresion y efectos son irregulares. Por ejemplo, en el
cancer de ovario una alta expresion de SMUG1 esta asociada a una buena
prognosis, mientras que en cancer de colon y de seno las mutaciones y la baja
expresion son sindnimo de una mala prognosis (Raja y Van Houten, 2021). Por otra
parte, se ha reportado que la expresion de SMUG1l en pacientes con
adenocarcinoma de pulmén se encuentra significativamente incrementada (Chen
M.y col., 2021), mientras que, en fibroblastos alveolares de pacientes con enfisema
severo, provocado por la exposiciéon al humo del cigarrillo, su expresion se
encuentra considerablemente reducida (Deslee y col., 2010). En otra linea de
investigacion referente a los polimorfismos de nucleétido Unico (SNPs), se ha
encontrado que la variante identificada como rs2233921, que actua sobre el
microARN en la regién 3'UTR de SMUG1, modula la prognosis y respuesta a la
terapia del cancer colorrectal. Aunque este enfoque resulta efectivo para el cancer
colorrectal, en el cancer de pulmdn, se ha reportado que la variante rs971, que se
consideraba relevante para la etiologia del cancer de pulmén, no probé ser un factor

de riesgo importante para el mismo (Cumova y col., 2021).
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Otro enfoque para entender el rol de SMUGL1 en la via de reparacion de bases por
escision es la regulacion de su expresion. En este sentido, ya que el ARN mensajero
(ARNm) es poco abundante en células integras, se cree que su expresion se
encuentra bajo mecanismos de regulacion transcripcional. El factor de transcripcion
NFI/CTF parece ser un elemento particular de transcripcidon que tiene un papel
regulador positivo en la expresion de SMUG1 y parece indicar que, a través de
mutaciones, puede ser parte de un sistema inducible de expresion que aumente los
niveles de la proteina SMUGL (Elateri y col., 2003).

Las mutaciones en secuencias cis pueden interferir en la interaccion cis-trans, en la
modulacién de la iniciacion de la transcripcion y a nivel de expresion génica, lo que
puede llevar a consecuencias patogénicas. Aunque se ha investigado poco la
prevalencia de mutaciones en cis en promotores centrales, se ha reportado que
cambios en la secuencia del mismo en un gen relacionado a la via BER (APE1)
pueden proporcionar un efecto protector al aumentar la afinidad con los factores de
transcripcion, dando un aumento en la expresién del mismo. Adicionalmente, en un
estudio realizado por Huang y Wang en 2022 se identificaron mutaciones soméaticas
y germinales en promotores centrales de multiples genes que forman parte de la
etiologia del cancer de vejiga, lo cual también sugiere que cambios en el promotor

pueden contribuir a la expresion génica alternativa en cancer (Huang y col., 2022).
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Figura 5. Reparacién de citosina desaminada. Modelo que ilustra la coordinacion de
BER iniciada por SMUG1 en cromatina no replicante. 1. SMUGL se une a la lesion e
interactta con ambas hebras de la hélice del ADN. Es probable que el uracilo salga
de la hélice y entre en el sitio activo. 2. La catalisis no es muy eficaz porque el sitio
activo esta relajado para poder unirse a otras lesiones. SMUG1 permanece unida al
sitio apurinico (AP) después de la escision. 3. APE1 compite con SMUGL1 por la union
al sitio AP. 4. SMUGL se libera del producto y queda libre para unirse a nuevas
lesiones. 5. APE1 corta la cadena de ADN y se recluta PolB/XRCC1/Ligllla y
completa BER. Modificada de autor (Pettersen y col., 2007).
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2. HIPOTESIS

Las mutaciones en el promotor del gen SMUG1 afectan su afinidad con el factor de

transcripcion NFI/CTF.
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3. OBJETIVO GENERAL

Identificar y analizar el efecto de las mutaciones sobre el promotor del gen SMUG1
con el factor de transcripcion NFI/CTF para proponerlas como un biomarcador

potencial en la deteccion temprana de cancer de pulmon.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e I|dentificar mutaciones en el promotor del gen SMUG1 en muestras de sangre
periférica de los grupos de estudio.

e Analizar la relevancia de las mutaciones sobre la afinidad del promotor con el
factor de transcripcion.

e Analizar correlacion entre la presencia de mutaciones en el promotor del gen

SMUGL1 con el diagndstico de cancer de pulmén.
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5. METODOLOGIA
|. Generalidades

|.1. Disefno de estudio

Observacional, transversal y descriptivo.

1.2. Definicion del Universo

Dado que en México los hombres tienen una mayor incidencia y mortalidad por
cancer de pulmén que las mujeres, y que la poblacion de mayor riesgo se sitla entre
los 50 y los 88 afios de edad, se seleccion6 como poblacién de estudio a hombres
de 50 afios en adelante (Arroyo-Hernandez M., Zinser-Sierra J. W. & Vazquez-Garcia
J. C., 2020; INSP, 2020).

[.3. Tamafo y tipo de muestra

El tipo de muestreo que se realizé fue por conveniencia con base en: la naturaleza
preliminar del estudio orientado a generar hipétesis, las limitaciones practicas de
acceso y recursos, Y la viabilidad técnica de realizar andlisis gendmicos detallados
en muestras pequefias priorizando la calidad. Por lo que el universo del estudio
estuvo conformado por dos grupos: 5 participantes en el grupo control y 4 pacientes
con cancer de pulmén, todos ellos seleccionados conforme a los criterios de

inclusién, sumando un total de 9 participantes.

|.4. Poblacion de estudio

Hombres sanos y pacientes diagnosticados con cancer de pulmon.

|.4.1. Criterios de inclusién
e Ser hombre.
e Tener 50 anos de edad o mas.

e Haber vivido la mayor parte de su vida en México.
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e Manifestar su deseo de participar de manera voluntaria y cumplir con el

proceso de consentimiento informado.
Grupo de hombres sanos

e Nunca haber fumado o haber fumado menos de 100 cigarros en su vida.

e No estar diagnosticado con enfermedades respiratorias como asma,
tuberculosis, bronquitis cronica, neumonia, fibrosis pulmonar, entre otras.

¢ No tener exposicion frecuente al humo de tabaco, lefia, chimeneas o humo de
fabricas.

e No tener familiares consanguineos diagnosticados con algun tipo de cancer.
Grupo de pacientes con cancer de pulmon

e Contar con un diagnostico en cualquier estadio de cancer de pulmon
(carcinoma de células escamosas, adenocarcinoma, carcinoma de células
grandes, carcinoma de células pequefias) emitido por el servicio de oncologia,
excepto mesotelioma.

e Que el diagnéstico sea por tumor primario en pulmén y no por metastasis.

e No contar con otro diagnéstico de cancer.

1.4.2. Criterios de exclusion:
e Ser mujer.
e Tener menos de 50 afos de edad.
e Haber vivido gran parte de su vida fuera de México.
e No firmar el consentimiento informado, donde se exprese por escrito la

voluntad de participante para formar parte de la investigacion.
Grupo de hombres sanos

e Haber fumado méas del00 cigarros durante su vida.
e Contar con un diagnostico de enfermedades respiratorias como asma,

tuberculosis, bronquitis cronica, neumonia, fibrosis pulmonar, entre otras
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e Estar expuesto cronicamente al humo de tabaco, lefia, chimeneas o humo de
fabricas.

e Contar con familiares consanguineos diagnosticados con cancer de pulmon.
Grupo de pacientes con cancer de pulmén

e No tener un diagnoéstico de cancer de pulmén (carcinoma de células
escamosas, adenocarcinoma, carcinoma de células grandes, carcinoma de
células pequefias) en cualquiera de sus estadios generado por parte del
servicio de oncologia.

e Tener diagndstico de mesotelioma.

e Contar con diagnéstico de tumor en pulmon causado por metéstasis.

1.4.3. Criterios de eliminacion
e Muestras que no cuenten con la cantidad suficiente de material genético a
extraer.
e Muestras donde el ADN extraido no sea integro.

e Que el participante exprese su deseo de no continuar en el estudio.

l.4.4. Reclutamiento y procedimientos relacionados con la recoleccién de la
informacion

1.4.4.1 Una vez que se confirmd que los pacientes cumplieran con los criterios de
inclusion, se les leyo y explico el consentimiento informado (ver Anexo Il). Ademas,
se les invité a plantear cualquier pregunta que tuviera a la investigadora. Una vez
gue estas inquietudes fueron aclaradas y se confirmé que comprendieron
completamente el contenido del documento, se les pidié que firmaran el documento
al final del mismao.

1.4.4.2. Los pacientes fueron informados sobre la existencia de un formulario para
revocar su consentimiento (consultar Anexo Ill). En caso de que decidan retirarse del
estudio, se les facilitara este formulario y se les consultara si prefieren que sus

muestras y datos sean destruidos o si permiten su uso después de su retirada. La
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eleccion del participante en cuanto a la conservacion o eliminacién de las muestras
y/o datos recopilados sera respetada.

1.4.4.3 Los datos personales de cada participante fueron registrados y manejados
conforme a los principios éticos pertinentes, y se les entregd un cuestionario para
gue lo completaran (consultar Anexo IV).

1.4.4.4. La toma de muestras de sangre se realiz6 en el brazo de los participantes en
la vena mediana cubital, por su ubicacién relativamente superficial y su facil acceso,
en el Laboratorio de enfermedades cronico-degenerativas ubicado en el Edificio 9 de
la Facultad de Quimica de la Universidad Autbnoma de Querétaro. Este espacio
estuvo equipado con una mesa y una silla para el participante, siguiendo todas las
normas de higiene y bioseguridad correspondientes.

1.4.4.5. La implicacién del individuo en el estudio abarcé las siguientes fases, con una
duracion total estimada de participacion de hasta 60 minutos como maximo:

1. Lainvestigadora a cargo explicé el consentimiento informado, y el individuo lo
leyd. Al decidir participar, el participante revis6 de nuevo el documento y lo
firmo.

2. El participante llené un cuestionario que incluye preguntas sobre datos
personales y habitos de tabaquismo, lo cual le tom6 aproximadamente 15
minutos.

3. Se realiz6 la extraccion de una muestra de sangre periférica en la vena

mediana cubital del brazo del participante.

1.4.4.6. El manejo de Residuos Peligrosos Biolégico Infecciosos (RPBI) se realiz6 de
acuerdo con las normativas establecidas en la NOM-087-ECO-SSA1-2002. La
sangre liquida y sus derivados fueron guardados en recipientes herméticos y
resistentes a fracturas, debidamente etiquetados con la frase "Residuos Peligrosos
Biologico Infecciosos”, junto con su correspondiente pictograma (Figura 16). De
manera similar, los objetos punzocortantes que requirieron ser eliminados fueron
depositados en contenedores de polipropileno de color rojo, los cuales estuban
etiquetados como "Residuos Peligrosos Punzocortantes Biolégico Infecciosos",

también acompafiados de su pictograma correspondiente (Figura 16). Ambos

28



recipientes deben permitir la visualizacion del volumen ocupado, sin exceder el 80%
de su capacidad. Se depositaron los residuos RPBI generados en el Laboratorio
Andlisis Clinicos de la Unidad de Servicios Clinicos de la UAQ, hasta su disposicion
final a través de la empresa PRIBESA, con la cual la Facultad de Quimica mantiene

un convenio establecido.
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[l. Métodos

[I.1. Confirmacion de la participacion

Se realiz6 la explicacion de la informacion plasmada en el consentimiento informado
a los participantes y pacientes con cancer de pulmén, quienes posteriormente
expresaron su deseo voluntario de formar parte de la investigacion a través de la
firma del mismo. Finalmente, se les aplico un cuestionario relativo a su historial con
el consumo de tabaco, consumo de alcohol, su historial general médico y su historial

familiar.

II.2. Toma de muestra de sangre periférica total
Se colectaron dos tubos de 4 mL lila con EDTA de la marca vacutainer (EDTA) con
sangre venosa de los participantes y los pacientes que contaban con minimo 8 horas

de ayuno.

[1.3. Extraccion de ADN

Se extrajo el ADN gendmico de las muestras de sangre utilizando el kit Quick-DNA
Miniprep Plus Kit de ZYMO RESEARCH afiadiendo un paso adicional de lavado de
200 uL con el reactivo “g-DNA Wash Buffer”, para mejores resultados, de acuerdo

con las indicaciones del proveedor.

II.4. Concentracion y pureza de las muestras

Se colocaron 2 pL del ADN extraido en la placa uDrop de Thermo Scientific junto con
el buffer de elucion como blanco y se realizaron las lecturas de la concentracién, la
relacion de absorbancia 260/280 y la relacion de absorbancia 260/230 en el

espectrofotometro Multiskan GO de Thermo Scientific (Anexo VI).

[1.5. Evaluacion de la integridad de la muestra
Se realiz6 una electroforesis, para cada grupo de estudio, en un gel de agarosa al
0.8% con 3 L de bromuro de etidio, usando solucién tampén TAE 1.0X como medio

de migracién y una escalera de ADN de 1 kb (Thermo Scientific). Para las muestras,
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se mezclaron 3 uL de buffer de carga concentrado con 5 uL de DNA extraido y se
cargaron en los pocillos del gel. Posteriormente se encendi6 la camara de
electroforesis y se dejaron migrar a las muestras durante 30 minutos a 100 V.
Finalmente, se observé el gel en el transluminador de UV TM-26 de LABNET y se

fotografio el resultado (Anexo VII).

[1.6. Amplificacion del promotor

De acuerdo con lo reportado por Elateri I. et al., 2003, se utilizo el par de primers:
Fw: 5-GATGGGCTTATAGGGACAGA-3' y Rv 5-GGACAGTGGGAGTCGTAGTC-3’
para realizar una PCR en tiempo final. Las reacciones se llevaron a cabo durante 35
ciclos usando una temperatura de alineacion de 63 °C en el Thermal Cyler T100 de
Bio-Rad. Se utilizaron 2 uL del ADN extraido (5 ug/mL) junto a 15 yL de Master Mix
preparada con los siguientes reactivos: Phire Hot Start Il (Thermo Scientific), buffer
5X (Thermo Scientific), primers, BSA (1:100), dNTPs (10mM) y agua libre de
nucleasas (Anexo VIII).

Con el objetivo de verificar la integridad y corroborar que los amplicones obtenidos
coincidieran con el peso molecular esperado (2165 pares de bases), se corrié un gel

de agarosa 0.8% de los mismos junto a una escalera de ADN de 1 kb.

Il.7. Secuenciacion

Por parte del Laboratorio de Microbiologia Molecular de la UAQ, se enviaron los
amplicones obtenidos a la empresa Azenta Life Sciences, a través de su servicio
GENEWIZ, para conocer la secuencia de los mismos a través de secuenciacion de

Sanger.

11.8. Analisis de las secuencias

Para obtener la informacion referente al porcentaje de identidad de las muestras con
las secuencias gendémicas de su base de datos y observar la alineacion de cada
secuencia con respecto a la secuencia de referencia, se realizo un nucleotide BLAST

en la pagina del National Center for Biotechnology Information NCBI
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(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE TYPE=BlastSea

rch&LINK LOC=blasthome). Adicionalmente, con el objetivo de identificar la posicion

gue ocupaba cada secuencia en el cromosoma, se hizo uso de la herramienta
BLAST/BLAT en Ensembl
(https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Tools/Blast?db=core;fdb=funcgen;g=ENS
G00000123415:r=12:53951308-53951829), que sefiala la posicibon como:

Cromosoma: Posicién de inicio de la secuencia: Posicién de término de la secuencia;

Cadena del ADN donde se encuentra la secuencia. A fin de corroborar que la posicion
arrojada en Ensembl correspondiera a la secuencia analizada, se usé la herramienta

Variation Viewer de NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/view),

posicionando la herramienta primero en el gen de interés SMUG1, ubicando la
posiciéon en el cromosoma arrojada por Ensembl después y finalmente, haciendo
zoom a la secuencia para base por base confirmar que ahi se encontrara dicha
secuencia. Por otro lado, para conocer el porcentaje de identidad entre las
secuencias y observar la alineacién de las mismas entre si, se utilizé la herramienta
Clustal Omega, Multiple Sequence Alignment (MSA)

(https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo).

11.9. Andlisis in silico de los cambios encontrados en la secuencia
Se extrajo la secuencia de ADN asociada al motivo de dedos de zinc de la proteina
YY1 a partir de la estructura co-cristalizada (ID: 1UBD) publicada en el Protein Data

Bank RCSB PDB (https://www.rcsb.org/). A continuacién, con el propésito de extraer

el archivo .pdb del Factor de Transcripcion YY1 unido a la secuencia de ADN
obtenida en este estudio, se usé la pagina web del software X3DNA

(http://web.x3dna.org/). Una vez que se tuvieron los archivos .pdb del factor de

transcripcion co-cristalizado y el factor de transcripcion unido a la secuencia de este
estudio modelado, estos fueron cargados en el servidor CHARMM-GUI y se les
asigno el potencial de CHARMM36 para proteinas y acidos nucleicos. Finalmente,
ambas estructuras se minimizaron energéticamente con 100 pasos de steepest
descent en CHARMM 44b1.
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[1.10. Analisis estadistico

Para esta seccion, se realizo el analisis utilizando el software Minitab version 22.1.0.
En primer lugar, se aplico la prueba de normalidad de Ryan-Joiner para evaluar la
distribucion de las edades en cada grupo de estudio. Una vez confirmada la
normalidad en ambas distribuciones, se llevé a cabo una prueba t de Student para
muestras independientes, con el propésito de determinar si la diferencia entre las

medias era estadisticamente significativa.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
|. Datos generales

En este estudio participaron 5 personas que cumplian con los parametros
previamente establecidos como parte del grupo control (GC). Entre estas
caracteristicas se encontraban: ser hombre, tener al menos 50 afios, nunca haber
fumado o haber fumado menos de 100 cigarros en su vida, no estar diagnosticado
con enfermedades respiratorias como: asma, tuberculosis, bronquitis cronica,
neumonia, fibrosis pulmonar, entre otras; no tener exposicion frecuente al humo de
tabaco, lefia, chimeneas o humo de fabricas; y no tener familiares consanguineos
diagnosticados con algun tipo de cancer.

Para el reclutamiento de pacientes, se public6 en redes sociales un aviso de
reclutamiento (Anexo V) y se realizaron campafias en espacios publicos donde a las
personas interesadas se les detallaba de qué trataba el estudio. A las personas
interesadas se les detallaba de qué trataba el estudio y, si voluntariamente accedian
a participar, se procedia a explicarles el consentimiento informado y la carta de
revocacion de la participacion. Una vez que los participantes accedian, procedian a
firmar el consentimiento informado. Posteriormente, se recabaron los datos
personales, de su historial médico y familiar por medio de un cuestionario.
Finalmente, se les tomd la muestra de sangre de su brazo.

En relacién al grupo de pacientes con cancer de pulmén (GCP), esté contd con la
participacion de 4 personas que cumplian con las caracteristicas: ser hombre, tener
al menos 50 afios, contar con un diagndéstico en cualquier estadio de cancer de
pulmén (carcinoma de células escamosas, adenocarcinoma, carcinoma de células
grandes, carcinoma de células pequefas) emitido por el servicio de oncologia que el
diagndstico fuera por tumor primario en pulmén y no por metastasis, y no contar con
otro diagndstico de cancer.

Se decididé excluir los casos de mesotelioma para mantener la homogeneidad en los
factores de riesgo del estudio, considerando que: la exposicién al asbesto constituye
el principal factor de riesgo para mesotelioma (Huang J. y col., 2023)., mientras que

el cancer de pulmén primario se asocia predominantemente con el tabaquismo y
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otros carcinégenos pulmonares; el mesotelioma se origina en las células
mesoteliales de la pleura parietal, presentando una histogénesis, mecanismos
patogénicos y perfil molecular fundamentalmente diferentes a los carcinomas
pulmonares primarios (Brims F., 2021); y a que su baja incidencia (0.17% del total
de casos de cancer en 2020) hubiera dificultado significativamente el reclutamiento
de una muestra representativa para este estudio (Huang J. y col., 2023).

Para facilitar el contacto con personas que cumplian con estas caracteristicas, se
establecié una colaboracion con el oncdlogo médico Dr. Juan Pablo Feregrino
Arreola, quien, desde el Hospital H+ Querétaro, notificé a sus pacientes que cumplian
con los parametros de inclusion acerca de esta investigacion. A los pacientes
interesados se les cito para darles los detalles del proyecto y responder a sus dudas,
haciendo énfasis en que su participacion era voluntaria. Aquellos que decidieron
participar pasaron por el mismo proceso que los participantes del grupo control, que
incluia la explicacién del consentimiento informado, la carta de revocacion de
participacion y la firma del consentimiento. En este caso, debido a que se trataba de
pacientes oncoldgicos, se conté con la colaboracion del personal del servicio de
laboratorio del Hospital H+ para la toma de muestras.

Dado el caracter exploratorio de este estudio como estudio piloto y el uso del
muestreo por conveniencia, se opté por un tamafio muestral reducido (n=9) como
fase inicial. Esta decision se baso en: (1) la naturaleza preliminar de la investigacion,
gue busca generar hipétesis mas que conclusiones definitivas; (2) limitaciones
practicas como acceso a pacientes con fenotipos especificos y disponibilidad de
recursos; y (3) la viabilidad técnica para analisis gendmicos detallados en muestras
pequefias, priorizando calidad sobre cantidad (Elman, C., Gerring, J. y Mahoney, J.,
2020). A pesar de esta limitacion, este trabajo presenta informacion valiosa como
punto de partida para futuros estudios sobre marcadores genéticos y orientando

estrategias de investigacién en el campo de la oncogenética.
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[l. Analisis cualitativo de los datos obtenidos

Una vez recolectadas todas las muestras correspondientes a cada grupo, los datos
demogréficos obtenidos mediante los cuestionarios fueron organizados en Excel. En
lo que respecta a la distribucion de edades, el Cuadro 2 muestra que los pacientes
con cancer de pulmén (GCP) presentaron, en promedio, una diferencia de 16 afios
en comparacion con el grupo control (GC). Para evaluar la significancia estadistica
de esta diferencia, primero se verificd la normalidad de la distribucién de las edades
mediante la prueba de Ryan-Joiner, la cual confirmé que los datos seguian un patrén
normal en ambos grupos. Posteriormente, se aplicé una prueba t de Student para
muestras independientes, obteniendo un valor de t =-1.64 (p = 0.144). Lo cual indica
gue, aunque existe una diferencia numérica en las medias de edad entre los grupos,
esta no alcanza significacion estadistica, lo que sugiere que la variacion observada
podria atribuirse al azar dentro del contexto de este estudio.

De acuerdo con la Sociedad Americana del Cancer (ACS) en 2024, la edad promedio
de las personas cuando son diagnosticadas con cancer de pulmoén es de
aproximadamente 70 afios y este tipo cancer ocurre principalmente en personas de
edad avanzada. En este sentido, es probable que el envejecimiento tenga un papel
importante en el desarrollo y la aparicion de sintomas de la enfermedad. A medida
gue se avanza en la edad, los telomeros se acortan, los niveles del metabolito NAD+
disminuyen, y las células pierden su capacidad para soportar y reparar el dafio en el
ADN, asi como para controlar las células anormales (Thandra y col., 2021). Por lo
tanto, es mas probable que los sintomas se manifiesten en etapas mas tardias de la
vida e interfieran en la edad de diagndstico, alargandola. Adicionalmente, en México,
se ha reportado que otro factor que puede influenciar al diagnéstico tardio es que el
meédico de primer contacto puede no pensar en que se puede tratar de un caso de
cancer, por lo que no realiza estudios a profundidad hasta que el cancer se encuentra

en etapas avanzadas (Secretaria de Salud, 2017).
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Cuadro 2. Datos generales de los grupos de estudio.

G No. de Edad promedio Desviacion
rupo ~ .
personas (anos) estandar
Participantes control (GC) 5 60 +13.69
Pacientes con cancer de 4 76 +13.72
pulmén (GCP)

Como ya se mencion0, el reclutamiento se realizdé en espacios publicos y a través
del Dr. Feregrino dentro del estado de Querétaro. A pesar de que los participantes
tuvieran distintos estados de nacimiento, como se muestra en la Figura 6, todos
llevaban viviendo en la ciudad de Querétaro al menos 5 afios. De acuerdo con datos
del INEGI, entre 2015 y 2020 llegaron a vivir 195,760 personas a Querétaro que eran
procedentes del resto de entidades del pais, entre las que se encuentran
principalmente: la Ciudad de México, el estado de México, Guanajuato, Veracruz e
Hidalgo (INEGI, 2020). De manera general, se puede decir que los pacientes que
formaron parte del GCP son personas que pertenecen al centro del pais y es méas
probable que dichos individuos compartan habitos alimenticios, ritmo de vida y

factores ambientales que impacten su salud.

3.5
3
2.5 1
2
1.5
1 2 2
0.5 1 1 1 1

Querétaro Puebla San Luis Potosi  Ciudad de Veracruz Tabasco
México

Participantes control (GC) Pacientes con cancer de pulmoén (GCP)

Figura. 6. Distribucion del estado de nacimiento de los participantes para ambos
grupos.
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Il. 1. Grupo de pacientes con cancer de pulmon

El cuestionario aplicado también incluyé secciones para conocer acerca de los
hébitos relacionados al tabaquismo y los antecedentes médicos relevantes de los
participantes del Grupo de Casos (GCP). Los resultados revelaron que la edad de
inicio del consumo diario de cigarrillos en estos pacientes fue 4.5 afios menor (1.3
veces mas temprana) que el promedio reportado para la poblacion mexicana general
(Reynales et al., 2017), como se muestra en la Figura 7. Este hallazgo adquiere
especial relevancia considerando que el tabaquismo constituye el principal factor de
riesgo para cancer de pulmoén, incrementando hasta 30 veces la probabilidad de
desarrollarlo respecto a no fumadores (American Cancer Society, 2022); y que el
riesgo es proporcional a la intensidad (cigarrillos/dia) y duracién (afios de consumo)
de la exposicion.

Los mecanismos fisiopatologicos que conducen a este proceso estan determinados
por la transformacién metabdlica de los componentes del humo del tabaco en las
células epiteliales respiratorias, generando dafio gendémico directo (mutaciones,
aductos de ADN), alteraciones epigenéticas (metilaciébn anormal), estrés oxidativo y
desregulacion de los procesos proliferativos (Lu et al., 2020). Todo ello promueve
progresivamente la transformacion maligna del epitelio bronquial y alveolar,

favoreciendo la carcinogénesis pulmonar.
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Figura 7. Comparacion entre el promedio de consumo de cigarros por dia y la edad
promedio de inicio de fumar del grupo de Pacientes con cancer de pulmoén (GCP)
con respecto a la media nacional.

Referente al diagnostico de los pacientes, todos los individuos fueron diagnosticados
con cancer de pulmén de células no pequefias 0 no microcitico (CPNM), del tipo
adenocarcinoma, y en etapa IV. Ademas de tipo y la etapa del carcinoma, solo en
dos pacientes se realizaron estudios con biomarcadores moleculares (EGFR, PD-L1
y ALK) para la evaluacion del tipo de tratamiento con el que proceder, sin embargo,
en ningun caso se encontré alguna alteracién en dichos genes, por lo que fueron
tratados bajo el esquema de terapia combinada (quimioterapia + inmunoterapia).

Aungue el 100 % de los pacientes compartan diagnosticos, esto no resulta raro ya
gue, en 2022, el Instituto de Salud para el Bienestar reportd a través de un
comunicado de prensa que el CPNM es el tipo mas frecuente en México con una
prevalencia de entre 85 a 90 % del total de tumores malignos de pulmoén. De igual
forma, el adenocarcinoma representa el subtipo histolégico predominante sobre
todos los tipos de cancer de pulmén con un 60 % de prevalencia. Finalmente,

respecto al estadio clinico, Sanchez-Rios y col. en 2019 reportaron que el 68.5 % de
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la poblacion del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) con CPNM,
se encontraban en fase 1V, siendo esta la mas frecuentemente reportada.

En este estudio, uno de los aspectos donde se observaron diferencias fue en el lugar
de desarrollo del carcinoma primario, ya que en el 50 % de los casos el origen fue en
el pulmon derecho, mientras que el otro 50 % se presentd en el pulmén izquierdo,
como se muestra en la Figura 8. Aunque los datos actuales solo demuestran
diferencias significativas en la progresion y desenlace clinico segun la lateralidad
para pacientes con cancer de pulmén en estadio Ill, se recomienda extender esta
evaluacion a pacientes en estadio IV, dado que actualmente no existen estudios que
aborden esta variable en dicha poblacién. La evaluacion de este factor en estadios
avanzados podria tener implicaciones relevantes para el manejo terapéutico y
pronostico CPNM, como sugiere la evidencia preliminar en estadio Ill (Khalid et al.,
2019).

Pulmoén
izquierdo, 2,
50%

Figura 8. Distribucion de la localizacion de inicio del carcinoma en los pacientes con
cancer de pulmon.

Adicionalmente, se obtuvo informacion referente a patologias respiratorias asociadas
gue presentan los pacientes. En la Figura 9 se muestra que el 75 % (n = 3) de los
pacientes simultdneamente padecen de Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica
(EPOC). Esta comorbilidad es comun en CPNM y se caracteriza por la limitacion del
flujo aéreo y la destruccion del tejido pulmonar. Aproximadamente, en el 80-90 % de

las personas que padece alguna de estas enfermedades es consecuencia del habito
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de fumar cigarros (Agarwal, Raja y Brown, 2023). En este caso, el 100 % de los
pacientes con EPOC reporté haber tenido el habito de fumar en promedio 20
cigarrillos por dia, mientras que el paciente que no tiene ningun tipo de EPOC report6
nunca haber fumado.

Dentro del espectro de enfermedades de la EPOC se encuentra el enfisema
pulmonar, el cual afecta los espacios aéreos distales al bronquiolo terminal, donde
se incluyen: los bronquiolos respiratorios, los sacos alveolares, los ductos alveolares
y los alveolos (colectivamente conocidos como el acino pulmonar). Se caracteriza
por una dilatacion anormal y permanente de los espacios aéreos pulmonares con
destruccion de sus paredes sin fibrosis, estrés oxidativo y la destruccion del
parénquima pulmonar con pérdida de elasticidad (Pahal., Avula y Sharma, 2023).
Debido al dafio que se genera en los pulmones y a que comparte factores de riesgo
y multiples procesos inflamatorios, se ha reportado que el cancer de pulmén y el
enfisema estan relacionados. En un estudio hecho por Wilson y col. en 2008, con
3,638 participantes, reveld que los cambios morfoldgicos relacionados con enfisema
constituyen el predictor mas fuerte de cancer de pulmén. Mientras que la obstruccion
al flujo aéreo (GOLD I-1V) mostré una asociacion moderada (OR: 2.09; IC 95%: 1.33—
3.27), el enfisema present6 una asociacion significativamente mayor (OR: 3.56; IC
95%: 2.21-5.73). Incluso tras ajustar por severidad de obstruccion (clase GOLD), el
enfisema mantuvo su fuerte asociacion con cancer pulmonar (OR: 3.14; IC 95%:
1.91-5.15), superando a otros factores de riesgo evaluados. Estos resultados
sustentan que los cambios estructurales del enfisema —presentes en 42.5% de la
cohorte (grados leves a severo)— podrian ser marcadores morfolégicos clave para
identificar pacientes de alto riesgo, independientemente de la funcion pulmonar
Ademas de la localizacion del enfisema, se ha sefalado que su fenotipo esta
vinculado al cancer de pulmén, ya que la presencia de enfisema paraseptal,
incrementa el riesgo de desarrollar esta enfermedad. Por otro lado, entre los
mecanismos de dafio causados por la inflamacion asociada al enfisema que pueden
contribuir al desarrollo del cancer de pulmon se pueden incluir: cambios en la accion

de la telomerasa, mutaciones en genes protectores y la sobreexpresion de enzimas
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de la matriz extracelular que estimulen la vascularizacion del tumor, su proliferacion

y Su migracion a otros tejidos (Qi Sun y Xiong, 2022).

Ninguna, 1,
25%

Figura 9. Distribucién de la coexistencia de la Enfermedad Pulmonar Obstructiva
Croénica (EPOC) con el diagnéstico de cancer de pulmon en el grupo de pacientes
con cancer de pulmon.

Dado que la predisposicidén genética se considera otro factor de riesgo para el cancer
de pulmoén, se han realizado estudios que usan pruebas comerciales genéticas de
linea germinal para determinar la significancia y las posibles repercusiones clinicas
de la historia familiar de cancer en pacientes con CPNM. En la revision publicada por
Citarella y col. en 2024, se presenta que en el 71 % de quienes se sometieron a
dichas pruebas tenian familiares con antecedentes familiares, pese a ello, solamente
en el 14.9 % de los casos se encontraron variantes clasificadas como probablemente
patogénicas o como patogénicas. También se presentd que, en 2.9 % de ellos se
encontraron variantes patogénicas en genes asociados a la herencia autosomica
recesiva, es decir, que un individuo necesita que ambos de los alelos heredados
tengan la misma variante para presentar el fenotipo asociado. Interesantemente,
dentro del 14.9 % de los pacientes en quienes se encontraron las variantes

patogénicas y probablemente patogénicas, se reportd que el 61.3 % de aquellos que
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portaban dichas variantes, estas se encontraban en genes relacionados a la
respuesta al dafio del ADN. Lo cual ilustra que, en su mayoria, los cambios en las
secuencias de ADN de proteinas asociadas a la preservacion del genoma, favorecen
la carcinogénesis. Para fines de este estudio, se consultd con los pacientes su
historia familiar directa relacionada al cancer y los resultados se presentan en la
Figura 10. Como se puede observar, solo uno de ellos mencioné que un familiar
directo suyo habia padecido de cancer. En este caso, el paciente indicé que su padre
habia fallecido de cancer en el cerebro y que 11 de los 11 hermanos de su padre
también habian enfermado de cancer. Aunque desconoce el tipo de cancer de la
mayoria, comento que una de las hermanas habia sido diagnosticada con cancer de
mama. Dado el tamafio de poblacion, pareceria que no es realmente relevante este
aspecto, pero para concluir el peso que podria tener la herencia genética en el

desarrollo de cancer de pulmén, se sugeriria trabajar con una cohorte mas amplia.

Si tiene familiares directos con
historia de cancer, 1, 25%

Figura 10. Distribucién del diagndstico de algun tipo de cancer en familiares directos
del grupo de los pacientes con cancer de pulmoén.

Finalmente, gracias al acceso al historial oncoldgico de los pacientes participantes
se pudo observar que, con el objetivo de personalizar su tratamiento, a dos de ellos
se les realizaron estudios moleculares para buscar mutaciones en el gen del factor

de crecimiento epidermal (EGFR). Se sabe que esta proteina al ser activada,
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aumenta la expresion de PD-L1 en células tumorales, lo que induce la apoptosis de
células T y ocasiona que el sistema inmunoldgico sea menos efectivo. Para
contrarrestar este efecto, los inhibidores de la tirosina cinasa de EFGR fortalecen la
presentacion de antigenos de las clases | y Il del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (MHC) en respuesta al IFN- vy, lo que lleva al aumento de células
T CD8+ y de células dendriticas. Con ello, disminuye la cantidad de células T
reguladoras de FOXP3+, se inhibe la polarizacion de los macréfagos hacia el fenotipo
M2 y se disminuye la expresion de PD-L1 en células tumorales, tratando
efectivamente a la enfermedad. Asi, conocer el estado de proteinas que participen
en vias que favorezcan la tumorigénesis, permite bloquear la sefializacién. Mientras
que la inmunoterapia se centra en estimular el sistema inmunolégico para que
combatir las células cancerosas (Madeddu y col., 2022).

Aungque no se detectaron mutaciones en los casos analizados, es relevante
considerar que, segun la literatura, aproximadamente el 10-30% de los pacientes con
CPNM presentan variantes en este gen (Madeddu et al., 2022), y que la frecuencia
de mutacion en la poblacion hispana es del 22% (Parra-Medina y col.,2023).

[1l. Resultados de secuenciacion

Como ya se menciond en la metodologia, en este estudio se envid a secuenciacion
Sanger un amplicon obtenido mediante una PCR con primers especificos para la
zona de interés de aproximadamente 2000 pares de bases (pb). La secuenciacion
Sanger es un método que se ha usado por muchos afios debido a que es una
metodologia accesible, facil de realizar y se considera un estandar de oro (debido a
su confiabilidad), especialmente cuando la enfermedad sospechada estéa relacionada
con un solo gen o unos pocos genes (Al-Shuhaib y Hashim, 2023).

Si bien, la secuenciacion de nueva generacion (NGS) se ha utilizado para elucidar la
secuencia de genomas/exomas en enfermedades genéticas, en gendmica del cancer
y en el descubrimiento de sitios de union de factores de transcripcion, el uso de esta
tecnologia en laboratorios pequefios de diagndstico requiere de diversos recursos
(Fridman vy col., 2021; Zhong,y col., 2021). En este caso, para enviar productos de

PCR a una empresa externa que elucide la secuencia, es necesario, por una parte,
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enviarlos purificados para secuenciacion PacBio. Esto supone la adquision de equipo
y reactivos especificos, asi como la validaciéon del método. Por otro lado, para
interpretar los resultados, se requiere una infraestructura que cuente con la
capacidad adecuada de almacenamiento y procesamiento de datos para llevar a
cabo el analisis bioinformatico (Zhong y col., 2021).

Los resultados de secuenciacion recibidos de ambos grupos se muestran en el
cuadro 3 y consistieron en secuencias de alrededor de 749 pb para el grupo control
que abarcan, en promedio, desde la posicién 2867 a la 3616 con respecto a la
secuencia de referencia NG_047137.2 del NCBI. En cuanto al grupo de cancer de
pulmédn, las secuencias eran de aproximadamente 706 pb abarcando, en promedio,
desde la posicién 2867 a la 3573, también en relacién con la misma secuencia de
referencia del NCBI. Dentro de las secuencias del grupo control, en al menos 1 base
no se pudo determinar la base perteneciente a una posicion, con excepcion del
participante 3 donde se obtuvo la posicion de todas las 760 bases secuenciadas y
del que se tomoé la secuencia para los andlisis posteriores. Dentro del grupo de
pacientes con cancer de pulmoén se observd que se secuenciaron menos pb, sin
embargo, se reportdé completa la secuencia en la mayoria de pacientes, con
excepcion del paciente con cancer de pulmén 4 en quien no se pudo determinar la

posicion de 4 pb distintas.

Cuadro 3. Resultados de la secuenciacion de las muestras para ambos grupos de

estudio.
Longitud de Posiciones de o
i ) . Rendimiento de
Muestra secuencia obtenida nucleétidos
_ _ cobertura (%)

(pb) indeterminados
Control 1 749 599, 679 74.9
Control 2 752 571 75.2
Control 3 760 - 76.0
Control 4 752 49 75.2
Control 5 734 579, 577 73.4
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Paciente 1 682 - 68.2
Paciente 2 752 - 75.2
Paciente 3 752 - 75.2
Paciente 4 639 509, 530, 570, 598 63.9

En relacion a la longitud de bases secuenciadas, se esperaba que no se determinara
la totalidad del amplicon enviado ya que se sabe que la secuenciacion de Sanger
generalmente soporta la generacion de secuencias de hasta 1000 bases (Crossley y
col., 2020). Las secuencias recibidas concuerdan con lo que GENEWIZ (Azenta)
establece sobre sus servicios de Sanger, donde se prefieren amplicones de entre
700-900 pb para garantizar una lectura precisa y completa en una sola corrida. En
cuanto a la indeterminacion de bases, GENEWIZ (Azenta) también sefiala que esto
puede deberse a la saturacion de amplicén en el capilar, causada por una alta
concentracion, lo que pudo haber ocurrido en este caso debido al tamafio del
amplicon.

IV. Porcentajes de identidad entre las secuencias de participantes control

El cuadro 4 muestra los porcentajes de identidad entre las secuencias de los
participantes control. EI promedio fue de 98.75 % con una desviacion estandar de
+1.58. Llama la atencion que el participante control 5 es el que tiene el porcentaje de
identidad con las demas muestras mas bajo, por lo que en este caso se reviso la
alineacién generada por el programa Clustal Omega y se detectdé un fragmento de
22 pb hacia el final de la secuencia no concuerda con ninguna de las otras
secuencias. Para verificar si este fragmento efectivamente era diferente al de la
secuencia de referencia, se hizo un BLAST en la pagina de NCBI. El resultado de
esto arrojé que con base en la secuencia referencia NG_047137.2, la secuencia del
participante 5 tenia un porcentaje de identidad de 99.59 %, donde las Unicas
diferencias residian en las 3 bases que no se pudieron determinar en la secuencia.
En consecuencia, se cree que debe haber un error de alineamiento de esta secuencia
con respecto a las otras en el programa Clustal Omega y por ello arroja un porcentaje

de identidad menor con respecto a las demas.
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En general, las variaciones entre secuencias control se atribuyen a bases

indeterminadas, por lo que pueden considerarse practicamente idénticas.

Cuadro 4. Porcentajes de identidad entre las secuencias obtenidas de los

participantes

control.

Participante | Participante | Participante | Participante | Participante
control 1 control 2 control 3 control 4 control 5
Participante
100 99.60 99.87 99.73 96.29
control 1
Participante
99.60 100 99.73 99.60 96.70
control 2
Participante
99.87 99.73 100 99.87 96.59
control 3
Participante
99.73 99.60 99.87 100 96.42
control 4
Participante
96.29 96.70 96.59 96.42 100
control 5

Adicionalmente, se realiz6 un BLAST para cada secuencia control y estos resultados

se muestran en el cuadro 5. En todos los casos se observé que lo que disminuyo el

porcentaje de identidad fue la falta de identificacion de una o dos bases en las

secuencias.

Cuadro 5. Resultados del BLAST de NCBI para cada secuencia de los participantes

control.
No. De | Puntaje | Puntaje | Coberturade | Valor | % de y
) o _ ) Accesion
secuencia | maximo | total la consulta de E | identidad
L 1373 1373 100 % 0.0 | 99.73% | NG _047137.2
1373 1373 100 % 0.0 | 99.73 % | AC023794.37
2 1380 1380 100 % 0.0 | 99.73% | NG 047137.2
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1380 1380 100 % 0.0 | 99.73 % | AC023794.37
1399 1399 100 % 0.0 | 99.87 % | NG_047137.2
3 1399 1399 100 % 0.0 | 99.87 % | AC023794.37
4 1386 1386 100 % 0.0 | 99.87 % | NG_047137.2
1386 1386 100 % 0.0 | 99.87 % | AC023794.37
. 1339 1339 99 % 0.0 | 99.59 % | NG_047137.2
1339 1339 99 % 0.0 | 99.59 % | AC023794.37

IV. Porcentajes de identidad entre las secuencias de pacientes con cancer de pulmon

El cuadro 6 presenta los porcentajes de identidad entre las secuencias de pacientes
con cancer de pulmon. Ya que se obtuvieron secuencias completas para tres de los
cuatro pacientes, el promedio y desviacion estandar para este caso fueron de 99.64

% +0.47, respectivamente.

Cuadro 6. Porcentajes de identidad entre las secuencias obtenidas de los pacientes
con cancer de pulmon.

Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3 Paciente 4
Paciente 1 100 100 100 99.06
Paciente 2 100 100 100 99.06
Paciente 3 100 100 100 99.06
Paciente 4 99.06 99.06 99.06 100

La secuencia del paciente 4 mostr6 menor identidad debido a cuatro bases
indeterminadas en la secuenciacién y a dos variaciones especificas con respecto a
la secuencia de referencia (exploradas en la siguiente seccion) que se encuentran
dentro de una regidn regulatoria de cromatina abierta, segun el analisis en
ENSEMBL.

En el Cuadro 7 se presentan los resultados de porcentaje de identidad para cada
paciente control con respecto a dos secuencias: la primera de obtenida de la base

de datos del NCBI RefSeq y la segunda, un fragmento de la secuencia del gen
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SMUGL1 que fue clonado y esta en la libreria Roswell Park Cancer Institude Human
BAC Library.

Cuadro 7. Resultados del BLAST de NCBI para cada secuencia de los pacientes con
cancer de pulmon.

No. De | Puntaje | Puntaje | Coberturade | Valor | % de »
secuencia | maximo | total la consulta de E | identidad Aocesion
1260 1260 100 % 0.0 100 % | NG_047137.2
! 1260 1260 100 % 0.0 100 % | AC023794.37
5 1389 1389 100 % 0.0 100 % | NG_047137.2
1389 1389 100 % 0.0 100 % | AC023794.37
3 1389 1389 100 % 0.0 100 % | NG_047137.2
1389 1389 100 % 0.0 100 % | AC023794.37
4 1155 1155 100 % 0.0 | 99.06 % | NG_047137.2
1155 1155 100 % 0.0 | 99.06 % | AC023794.37

Como en este grupo, para los primeros tres pacientes, si se determinaron todas las
bases en la secuenciacion, se puede observar que las secuencias fueron idénticas a
las curadas por NCBI. En el caso particular del paciente 4, como ya se menciong, la
disminucién de identidad se vio dada por la indeterminacion de 4 bases en la
secuenciacion y el cambio de dos de ellos en la secuencia del paciente con respecto

a las de las bases de datos.

V. Variantes de un solo nucleétido

En el paciente de cancer de pulmon 4 se encontraron dos variantes en la secuencia
analizada con localizacion en Chrl12:54190744G>A y Chrl12:54190674G>A. La
alineacion entre la secuencia del paciente y la referencia donde se observa el cambio

de base, se muestra en las Figuras 11y 12.

NG_047137.2 3238 ACAGAGACCTGCAGATACAGAGAGAAAGCTACACA
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Paciente 4 371 ACAAAGACCTGCAGATACAGAGAGAAAGCTACACA

Figura 11. Alineacién entre la secuencia NG_047137.2 y la secuencia del paciente
con cancer de pulmoén 4. A la izquierda se muestra la posicidn dentro de cada
secuencia. La base distinta en ambas secuencias se encuentra resaltada en amarillo.
Este cambio se encuentra en a la posicion 54,190,744 del cromosoma 12.

NG_047137.2 3308 AGAGGGGCAAATAACATAGGCAGAGAGAGACACAG
Paciente 4 441 AGAAGGGCAAATAACATAGGCAGAGAGAGACACAG

Figura 12. Alineacion entre la secuencia NG_047137.2 y la secuencia del paciente
con cancer de pulmén 4. A la izquierda se muestra la posicion dentro de cada
secuencia. La base distinta en ambas secuencias se encuentra resaltada en amarillo.
Este cambio se encuentra en a la posicion 54,190,674 del cromosoma 12.

Debido a que estas variantes no se encuentran reportadas en las bases de datos
disponibles de manera gratuita (doSNP, Ensembl, Clinvar, gnomAD,
VarSome,Variation Viewer, Franklin by Genoox) se realizé un analisis en Ensembl
usando la herramienta Ensembl Variant Effect Predictor (VEP). Lo que arrojo este
analisis fue que ambas variantes se encuentran dentro de una region regulatoria de
cromatina abierta de 2500 pb en Chr12:54190499-54192999 (ENSR00001191384
en Ensembl 112). De manera experimental, Elateri, I. y col. utilizaron un fragmento
de 2165 pb del promotor de SMUG1 para construir vectores con deleciones en
diferentes regiones de la secuencia y observar su efecto en la expresion de SMUG1.
De esto, descubrieron que la regién entre -2210y =718, en relacion con el codén de
inicio del primer exén no traducido, podria ejercer un efecto regulador negativo sobre
la expresion del gen. Si nos apoyamos del transcrito de SMUGL1
‘ENST00000682136.1" en Ensembl, podremos observar que dicho codén se
encuentra en la posicion Chrl2:54188967 dentro de la region 5 UTR. Una vez
ubicada la posicion de este codon, se puede calcular la zona en el cromosoma a la
gue pertenecen las posiciones de interés al sumarse, ya que SMUG1 es un gen
donde la secuencia codificante se encuentra en la cadena antisentido. De esto, se

obtendria que la zona donde se encuentra la posicion -2210 corresponderia a
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Chr12:54191177 y para -718 seria Chrl2:54189685. Si comparamos ambas
posiciones, la obtenida de Ensembl y la reportada por Elateri I. y col., podemos
observar que aproximadamente 678 pb de la region reportada que podria ejercer un
efecto regulador negativo sobre la expresion de SMUG1, se encuentra dentro de la
region de cromatina abierta que se reporta en Ensembl.

En relacién con el estado de actividad de la region regulatoria ENSR00001191384,
y con base en los datos obtenidos del Roadmap Epigenomics Mapping Consortium
en la Clase 3, se reportdé que su estado funcional en tejido pulmonar fetal primario
(lung_1) es inactivo y en él se reportan los mecanismos epigenéticos presentados en
el Cuadro 8. Por otro lado, en la Clase 2, se indica que el estado funcional de esta
region en tejido pulmonar primario de adulto (lung_2) estd activamente silenciado
(Cuadro 8).

Cuadro 8. Mecanismos de regulacion epigenética para tejido primario de pulmén

fetal (lung_1) y adulto (lung_2).

Tipo celular Tipo de evidencia Nombre de la modificacion
lung_1 Hists & Pols H3K27me3
lung_1 Hists & Pols H3K36me3
lung_1 Hists & Pols H3K4mel
lung_1 Hists & Pols H3K4me3
lung_1 Hists & Pols H3K9ac
lung_1 Hists & Pols H3K9me3
lung_1 Open chromatin & TFBS DNasel
lung_2 Hists & Pols H3K27ac
lung_2 Hists & Pols H3K27me3
lung 2 Hists & Pols H3K36me3
lung 2 Hists & Pols H3K4mel
lung_2 Hists & Pols H3K4me3
lung 2 Hists & Pols H3K9me3
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El grupo de Kavli y col. demostré que la proteina SMUGL1 no se regula por el ciclo
celular, sino que se expresa de manera constitutiva en las células. Sin embargo,
debido a las diferencias entre las necesidades de los tejidos, la expresion de
proteinas relacionadas con la via de reparacion por escision de bases (BER) es
variable y estd dada por factores como la necesidad de reprogramacion
transcripcional, de desmetilacion activa, del contexto inmunolégico, del estado
proliferativo del tejido y su exposicion a procesos que generen radicales libres (Hoch,
2023). De acuerdo con lo reportado en THE HUMAN PROTEIN ATLAS, los tejidos
con mayor expresion de SMUGL1, expresados en Transcritos Normalizados por Millon
(nTPM), son: higado (n"TPM: 48.4), epididimo (nTPM: 38.9), eséfago (nTPM: 37.5),
plexo coroideo (NTPM: 35.6) y el estbmago (nTPM: 31.3). Esta reportado que el
sustrato principal de SMUG1 es el nucleésido 5-hidroximetil-2'-desoxiuridina (5-
hmdU), producto de la reaccion de oxidacion de la timidina, lo que sugiere que su
mayor expresion en ciertos tejidos podria estar vinculada a los efectos que la
presencia de dicho nucledsido en el ADN de sus células, podria generar. El higado,
por ejemplo, esta particularmente expuesto a radicales libres debido a sus funciones
metabdlicas y de biotransformacién de xenobidticos (Allameh y col., 2023). De forma
similar, el tracto gastrointestinal, al estar expuesto a patdgenos exdgenos y
alteraciones dietéticas, tiene mayor probabilidad de presentar dafios en sus
estructuras por estrés oxidativo (Kong y col., 2020). En el caso del epididimo, el dafio
oxidativo en sus células puede interferir irreversiblemente en la maduracion
espermatica, comprometiendo la fertilidad del individuo (Wu, Scarlata y O’Flaherty,
2020). Ademas, Karahalil y col. reportaron que en testiculos de ratones C57BL/6, en
promedio, se presentdé una mayor actividad por parte de las ADN glicosilasas
evaluadas a comparacion de otros tejidos, indicando el papel esencial de esta familia
de enzimas para mantener la integridad genémica durante la gametogénesis.
Finalmente, la exposicion de las células del plexo coroideo a posibles ciclos viciosos
entre procesos neuroinflamatorios y estrés oxidativo resalta la importancia de contar
también con sistemas eficaces de reparacion del ADN para el mantenimiento de
funciones vitales como la produccién de liquido cerebroespinal y la integridad de la

barrera hematoencefalica (Bitanihirwe, Lizano y Woo, 2022).
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Respecto a la expresion de SMUGL1 en el pulmon, THE HUMAN PROTEIN ATLAS
reporta un NnTPM de 14.2, lo cual es aproximadamente 3.4 veces menor que el mayor
NTPM reportado para el higado para la misma proteina. Otras glicosilasas que
pueden remover uracilo son la Uracilo ADN glicosilasa (UNG) y Timina ADN
glicosilasa (TDG), las cuales segun la misma fuente presentan un nTPM de 9.4y 9.3,
respectivamente. El nivel de expresion de SMUGL1 en este tejido, junto con el de otras
glicosilasas con sustrato similar, sumado con su estado funcional activamente
silenciado, podrian indicar que el pulmén en condiciones normales depende de otras
vias para la reparacion de dafios en el ADN relacionadas con la funcion que
desempeiia y/o que las mutaciones de mayor peso ocurren al realizar un cambio de
nucleotidos diferentes al uracilo. Respecto a otras vias de reparacion, Passiglia y col.
reportaron que, en pacientes con cancer de pulmén no microcitico (CPNM), los genes
con mayor frecuencia de mutacién relacionados a la reparacién de dafios en el ADN
fueron: POLD1, POLE, BRCA1-2, PRKDC, MSH2, RAD51C, LIG3, y RAD17. Dichos
genes no solo se limitan a la reparacion de dafios por distintos mecanismos como el
de reparacion por escision de nucledtidos, reparacion de emparejamientos erréneos,
reparacion por recombinacion homéloga, reparacion por unién de extremos no
homologos, reparacion por union alternativa de extremos y reparacion por escision
de nucledtidos; sino que también participan en procesos como la replicacion y el
control de puntos en el ciclo celular, lo cual podria contribuir al rol que desempefian
en el desarrollo de este tipo de cancer. Ademas, si bien el dafio al ADN producido
por estrés oxidativo se repara principalmente mediante la via BER, hay evidencia que
sugiere que la via de reparacién por escision de nucleo6tidos también puede
desempeiiar un papel importante en este proceso. Adicionalmente, se ha reportado
gue las mutaciones de transversion de G:C a A:T son las mutaciones somaticas mas
comunes en los canceres de pulmdn, mama, ovario, gastrico y colorrectal (Burgess
y col., 2014), soportando la idea de la importancia de proteinas involucradas en la
reparacion de este tipo de desapareamientos.

Ya que el ARN mensajero (ARNm) de SMUGL1 es poco abundante en células
integras, se cree que la modificacion en su expresion podria conducir a efectos

patolégicos (Elateri y col., 2003). Aunque la informacién sobre el papel de SMUG1
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en el cancer de pulmon es limitada, Chen M. y col. han reportado que un aumento
significativo en su expresion en pacientes con adenocarcinoma pulmonar esta
asociado a una mala prognosis. Adicionalmente, en la herramienta cBioPortal (donde
se reporta informacion recopilada por el Memorial Sloan Kettering Cancer Center,
entre otras fuentes) se encuentra informacion que indica que, en este mismo grupo
de pacientes, la alteracion mas frecuente en el gen SMUGL1 es la amplificacion, lo
qgue conduce a su sobreexpresion.

En el contexto tumoral, donde el objetivo terapéutico es inducir un efecto citotoxico
en las células cancerosas, la participacion de SMUGL en la reparacion del ADN tiene
una especial importancia. Se ha reportado que un aumento en la actividad de genes
asociados a la via BER, como SMUG1, puede contribuir a la supervivencia de células
tumorales, lo cual representa un desafio para la prognosis. Este fenbmeno se ve
respaldado por observaciones que indican que las células tumorales mantienen
activa la via BER en un grado comparable al de las células normales del mismo
origen, lo que incluso podria favorecer la conservacion de variaciones germinales.
En estudios realizados en pacientes con cancer de colon, se ha encontrado que una
mayor expresion de proteinas relacionadas con la via BER se asocia con estadios
avanzados de la enfermedad y una menor tasa de supervivencia. Sin embargo, dado
gue la via BER actla en conjunto con otras rutas de reparacion del ADN y que la
progresion del cancer involucra multiples factores, se menciona la importancia de la
aplicacion de analisis multivariados para obtener una interpretacion mas precisa del
papel funcional de esta via en distintos tipos de cancer (Vodenkova y col., 2018).
Sumado a ello, se ha demostrado que, en genes especificos para CPNM, las
variantes de un solo nucle6tido en regiones regulatorias pueden alterar la
accesibilidad de la cromatina, lo que podria modificar la expresion génicay, por ende,
influir en la susceptibilidad tumoral entre individuos (Wang, 2019)

Continuando con lo que se hizo en este proyecto, ademas de ubicar la regién
cromosomica a la cual pertenecen estas secuencias, se calculd la puntuaciéon del
Combined Annotation Dependent Depletion PHRED (CADD PHRED). CADD es una
herramienta utilizada para medir en qué escala de dafio se puede encontrar una

variante genética, lo que la hace Uutil para identificar variantes causales. Esta
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anotacion combinada toma en cuenta mas de 60 caracteristicas gendmicas y puede
evaluar tanto variantes de un solo nucle6tido como inserciones y deleciones cortas
en cualquier parte del genoma humano (Rentzsch P. y col. 2019). Para las variantes
Chr12:54190744G>A y Chr12:54190674G>A, encontradas en el paciente de este
estudio, se obtuvieron valores de CADD PHRED de 8.3 y 2.2 respectivamente. Con
esta informacion, se puede pensar en que la variante puede tener un impacto
funcional limitado o no muy relevante ya que valores por debajo de 10 implican que
la variante esta en el 10% de las variantes probablemente menos dafiinas en todo el
genoma (Rentzsch P. y col. 2019). Sin embargo, si se identifican dos variantes dentro
de una zona de cromatina abierta que no estan reportadas como comunes en la
poblacion, se podria evaluar su relevancia clinica mediante ensayos que predigan el
efecto de estos cambios 0 mediante experimentos que midan la expresion de la
proteina asociada a estas alteraciones en el promotor.

Ademas, segun la guia de Normas y Directrices para la Interpretacion de Variantes
de Secuencia, si una variante genética no se encuentra presente o esta por debajo
del 1% en una gran poblacion general que se relacione con la etnia del paciente, esto
puede considerarse una evidencia moderada de su patogenicidad, sugiriendo que

podria estar asociada con la enfermedad (Richards y col., 2015).

VI. Energia de interaccién entre el factor de transcripcion YY1y la secuencia obtenida

Debido a que la porcién secuenciada se encuentra rio arriba de la region reportada
como de unién putativa para el factor de transcripcion NFI/CTF no fue posible evaluar
si se presentaban variantes en los pacientes. No obstante, se usoé la herramienta de
PROMO del servidor de ALGGEN para ayudar a identificar sitios de unién de otros
factores de transcripcidén dentro de la secuencia completa obtenida en este estudio.
Para ello, se usaron como parametros que el valor de grado de diferencia
(Dissimilarity) fuera menor a 1 y el valor de probabilidad de igual correspondencia
(RE equally), mayor a 2 (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Factores de transcripcion con unién putativa a la secuencia obtenida.

Posicién | Posicion RE

Nombre del factor | de inicio | de término | Dissimilarity | Fragmento | equally
GR-beta 54 58 0.840383 TCATT | 2.96875
GR-beta 63 67 0.840383 TCATT | 2.96875
GR-beta 215 219 0.840383 AATGA | 2.96875
GR-beta 231 235 0.840383 AATGA | 2.96875
GR-beta 332 336 0.840383 TCATT | 2.96875
GR-beta 505 509 0.840383 AATTA | 2.96875
GR-beta 520 524 0.840383 AATTA | 2.96875
GR-beta 547 551 0.840383 TAATT | 2.96875
GR-beta 552 556 0.840383 CCATT | 2.96875
GR-beta 643 647 0.840383 CCATT | 2.96875
GR-alpha 46 50 0 CCTGT | 2.96875
GR-alpha 152 156 0.207689 AGAGG | 2.96875
GR-alpha 168 172 0 ACAGG | 2.96875
GR-alpha 355 359 0 ACAGG | 2.96875
GR-alpha 371 375 0.207689 AGAGG | 2.96875
GR-alpha 449 453 0.207689 AGAGG | 2.96875
GR-alpha 464 468 0 ATAGG | 2.96875
GR-alpha 484 488 0.207689 AGAGG | 2.96875
GR-alpha 490 494 0.207689 AGAGG | 2.96875
GR-alpha 660 664 0 ATAGG | 2.96875
GR-alpha 697 701 0.207689 CCTTT | 2.96875
GR-alpha 716 720 0 CCTGT | 2.96875
GR-alpha 731 735 0 ATAGG | 2.96875
GR-alpha 739 743 0.207689 CCTTT | 2.96875
GR-alpha 754 758 0 ACAGG | 2.96875
YY1 188 191 0 ATGG 2.96875
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YY1 290 293 0 ATGG 2.96875
YY1 524 527 0 ATGG 2.96875
YY1 552 555 0 CCAT 2.96875
YY1 643 646 0 CCAT 2.96875

Adicionalmente, se corroboré con la plataforma Harmonizome si estaba reportada la
union de estos factores al promotor del gen SMUG1 en estudios funcionales segun
el conjunto de datos CHEA Transcription Factor Targets 2022. Como resultado, se
encontré que solo el factor Yin Yang 1 (YY1) habia sido reportado en un andlisis
bioinformatico de enriquecimiento ChIP-X con unidn a esta secuencia en ratones
(Mus musculus) y se sigui6 con este factor.

Hasta la fecha de finalizacién de este proyecto, en la bibliografia consultada no se
encontré ningun reporte que estableciera una conexion directa entre el gen SMUGL1
y el factor de transcripcién YY1 adicional al analisis bioinformatico mencionado.
YY1 es un factor de transcripcion crucial para la regulacion de genes asociados con
diversos procesos fisiologicos, incluidos el desarrollo, la proliferacion y diferenciacion
celular, la reparacién del dafio en el ADN y la apoptosis. Forma homodimeros que se
unen a una secuencia relativamente pequeiia en el ADN localizada con frecuencia
en el promotor a través de cuatro dedos de zinc Cis2His2 en su dominio C-terminal.
Esta estructura se superpone parcialmente con el dominio REPO, el cual interactia
con proteinas represoras del grupo Polycomb para establecer un estado de
cromatina compactado y represivo, mientras que en la regiébn N-terminal se
encuentra un dominio activador transcripcional (Verheul y col.,2020).

Debido a los dominios que posee, YY1 tiene una actividad dual como un activador y
un represor transcripcional, ademas de que interacciona con modificaciones a la
cromatina para la regulacion de genes. Entre los mecanismos que permiten a YY1
desempeiiar funciones tanto activadoras como represoras se incluyen las
modificaciones postraduccionales, como acetilaciones en sus dominios, la

interaccién con cofactores y la competencia directa por la unién a una secuencia de
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ADN. Aunque finalmente, la funcion que ejercera YY1 dependera del contexto celular
en el que se encuentre (Verheul y col.,2020).

Para realizar el modelado, se buscé en la base de datos del Protein Data Bank (PDB)
la estructura tridimensional de la proteina y se encontré la estructura co-cristalziada
de su dominio de dedos de zinc unidos al elemento iniciador del virus P5
adenoasociado.

Al modificar la secuencia de unién reportada unida a la proteina co-cristalizada por
la secuencia obtenida en este proyecto, se cargaron los archivos en el servidor
CHARMM-GUI y se les asigno el potencial de CHARMMS36 para proteinas y acidos
nucleicos. Finalmente, ambas estructuras se minimizaron energéticamente con 100
pasos de steepest descent en CHARMM 44b1 vy los resultados de ello se muestran

en la Figura 13.

Energia total de
interaccion(kJ/mol):

Energia total de
interaccion(kJ/mol):

-814.94950 -819.40003
vdW(kJ/mol): vdW(kJ/mol):
-82.87050 -81.78454
Elect(kJ/mol): Elect(kJ/mol):
-722.07900 -727.61549

Secuencia de unién putativa

Secuencia de union identificada en el promotor

cristalizada reportada para el
factor YY1, de SMUGL ggra el factor
(AGGGTCTCCATTTTGAAGCG) (TAGGTCTCCTTTCTACCAC)

Figura 13. Energia total de interaccion, interacciones de van der Waals (vdW) e
interacciones electrostaticas (Elect) entre la secuencia de unién co-cristalizada
reportada para YY1 y la secuencia putativa identificada en el promotor de SMUG1
con el factor de transcripciéon YY1.
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Debido a que la energia total de interaccion entre la secuencia de unién putativa y
YY1 resulta aproximadamente 4.5 unidades mas negativa que la resultante de la
interaccion entre la secuencia de unién co-cristalizada reportada, se sugiere que la
secuencia putativa de union genera una interaccion mas favorable.
Especificamente, el componente electrostatico de la interaccion mostré6 una
disminucién mas pronunciada (-722.07900 kcal/mol a -727.61549 kcal/mol), mientras
gue los cambios en las interacciones de van der Waals fueron menores (-92.87050
kcal/mol a -91.78454 kcal/mol). Por lo cual, parece que la contribucion electrostética
es el principal factor en la mejora de la afinidad entre la proteina y la nueva secuencia
de ADN.

Si observamos el Cuadro 10, encontraremos sefalados los cambios en las bases de
ambas secuencias modeladas y la secuencia de union consenso reportada. Entre las
secuencias modeladas se puede ver que los cambios en las bases se encuentran al
inicio y al final de las mismas pero que dentro de la secuencia de unién al dominio
son practicamente idénticas, teniendo solamente un cambio de adenina por timina
en la posicion 10 y una timina por una citocina en la posicion 14 en la secuencia
identificada en las muestras de este proyecto. En parrafos posteriores se explorara
un poco mas acerca de las posibles implicaciones de este cambio sobre los valores
de interacciones electrostaticas. Por otro lado, respecto a secuencia de union
consenso, ambas secuencias modeladas difieren en una citocina por una timina en
la posicién 5y una guanina por una timina en la posicion 7. No obstante, se cree que
no es un cambio significativo debido a que en la secuencia de unién co-cristalizada
se comprueba gue aun con este cambio, los dedos de zinc son capaces de reconocer

el sitio y unir a la proteina.

Cuadro 10. Comparaciéon de Secuencias de Union para el Factor de Transcripcion
YY1.

Secuencia de unidn consenso reportada para el CCGCCATNTT
factor de transcripcién YY1 (Verheul y col.,2020) 56 7891011121314
Secuencia de union co-cristalizada reportada | AGGGTCTCCATTTTGAAGCG
para el factor de trascr|pC|f)n YYl 1 2 3 45 67 8 9 1011121314 15 16 17 18 19 20
Secuencia de union identificada en las muestras | TAGGTCTCCTTTTCTACCAC

1 2 3 45 6 7 8 910111213 14 1516 17 18 19 20
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Con el fin de visualizar las posibles interacciones entre los &4tomos de ambas
estructuras, se cargaron los archivos .pdb en la herramienta Mol 3D Viewer* y en la
Figura 14 se presentan las interacciones identificadas.

Figura 14. Interacciones entre las bases de ambas secuencias y residuos de
aminoacidos del dominio de dedos de Zinc de la proteina YY1. Los anillos que
corresponden a las bases se presentan en color naranja para la cadena 5’-3’ y en
color morado para la cadena 3’-5'. Los atomos y enlaces en verde forman parte del
dominio de dedos de Zinc de la proteina YY1. Las interacciones entre las bases y el
dominio de dedos de Zinc estan marcadas con circulos rojos. Los colores de los
atomos indican los elementos quimicos: blanco para hidrégeno, azul para nitrégeno
y rojo para oxigeno. Las lineas punteadas en azul representan interacciones tipo
puentes de hidrégeno, la punteada en naranja una interaccién 1-cation y las verdes
interacciones 1-1 apiladas. Las bases que participan en estas interacciones se
identifican como C = citosina, G = guanina, T = timina y A = adenina, junto con su
posicion en la secuencia.

De manera general, ambas secuencias tuvieron las mismas interacciones sobre las
mismas bases de los cuales, la mayoria fueron del tipo puentes de hidrogeno y con

las bases de la cadena complementaria. Es importante recordar que las bases
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reportadas en la secuencia de union consenso abarcan desde la posicion 5 hasta la
posicion 14 dentro de ambas secuencias modeladas. La primera interaccion
observada fueron dos puentes de hidrogeno formados entre los oxigenos del acido
glutamico 336 y uno de los hidrogenos del grupo amino de la citocina de la cadena
5-3’ en la posicion 6. Después, se observa que dos atomos pertenecientes a la
guanina en posicion 8 forman un puente de hidrégeno con el mismo hidréogeno del
grupo amino protonado de la lisina 339: el primero es el oxigeno del grupo carbonilo
y el segundo es el nitrdgeno N-7 en su anillo imidazol. Adicionalmente, el nitrdgeno
de ese mismo aminoacido tiene una interaccion del tipo catidén-r con la nube
electronica del anillo imidazol de la guanina. En una revisién publicada en 2012 por
Mahadevi, y Sastry sobre el rol de la interaccion cation— 1 en quimica, biologia y
materiales, se menciona que la energia de la interacciéon cation-mm se ve
incrementada en presencia de la interaccion mm—-1. Ademas, Masoodi y Bagheri
estudiaron en 2015 la relacion entre las interacciones -1 apiladas y las
interacciones cation- en el complejo cation-benceno-benceno desde el punto de
vista de la Resonancia Magnética Nuclear (NMR). A través del célculo del diferencial
de la energia sinérgica (AEgy,) encontraron que las interacciones cation-t y las
interacciones T1-11 apiladas se fortalecian mutuamente en los complejos donde
ambas interacciones coexistian y esto aportaba una mayor estabilidad al sistema.
Dado que la interaccion catién-1r involucra la atraccion entre la carga positiva del
nitrégeno protonado y la nube electronica negativa del anillo imidazol, lo que la
clasifica, en su naturaleza basica, como una interaccion electrostatica, se cree que
las interacciones TT-m apiladas (mostradas en la Figura 15) entre las nubes
electronicas de los anillos de las bases adyacentes en la secuencia contribuyen a
gue el valor de las interacciones electrostaticas sea mas negativo para la secuencia

de este estudio en comparacion con la secuencia co-cristalizada.
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LIS 339

Figura 15. Interacciones del tipo 1T-11 apiladas en la cadena complementaria de las
secuencias de ADN que podrian influir en la interaccion 1r-cation entre el nitrégeno
de la lisina 339 de YY1 y el anillo aromatico de la guanina en la posicion 9. A:
Secuencia de unidn co-cristalizada. B: Secuencia putativa de union obtenida de las
muestras. Los colores de los 4tomos indican los elementos quimicos: blanco para
hidrogeno, azul para nitrdgeno y rojo para oxigeno. Las lineas punteadas en azul
representan interacciones tipo puentes de hidrégeno, la punteada en naranja una
interaccion Tr-cation y las verdes interacciones Tr-mm apiladas. Las bases que
participan en estas interacciones se identifican como C = citosina, G = guanina, T =
timina y A = adenina, junto con su posicion en la secuencia en el sentido 5’-3’

Continuando con las interacciones observadas entre las bases nitrogenadas y el
dominio de dedos de zinc de YY1, se observo que la guanina en posicién 9’ formaba
dos puentes de hidrogeno con la arginina 342. El primero entre un par de electrones
libres del nitrdgeno N-7 en el anillo de imidazol de la guanina y uno de los hidrégenos
del grupo amino de la arginina y el segundo entre el oxigeno de grupo carbonilo de
la guanina y uno de los hidrégenos del otro grupo amina de la arginina.

En la adenina en posicién 11’, el nitrogeno N-7 en el anillo imidazol formo un puente
de hidrégeno con el hidrogeno del grupo amina de la asparagina en la posicion 369.

Ademas, el oxigeno del grupo amida de la asparagina 369 también formo un puente
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de hidrégeno con el hidrogeno del grupo amina en el anillo pirimidinico de la adenina
11°.

Finalmente, de igual forma a las uUltimas interacciones descritas, en la adenina en la
posicion 13’ también se formaron dos puentes de hidrégeno. El primero entre el
nitrogeno N-7 en el anillo imidazol con uno de los hidrogenos del grupo amida de la
glutamina 396 y el segundo entre el oxigeno del grupo amida del mismo aminoacido
con el hidrégeno del grupo amina en el anillo pirimidinico. Ya que en ambas
secuencias se observaron exactamente las mismas interacciones entre el dominio
de union al ADN de YY1y la secuencia de ADN, se cree que hay una alta probabilidad
de union del factor de transcripcidn a la secuencia propuesta por esta investigacion.

En el Cuadro 11 se resumen las interacciones de tipo puente de hidrogeno descritas.

Cuadro 11. Interacciones entre las bases de ambas secuencias y residuos de
aminoacidos del dominio de dedos de Zinc de la proteina YY1.

] _ Atomos Numero de puentes de hidrégeno
Moléculas involucradas |
involucrados formados
GLU 336---C6 O-H 2
O-H 1
LIS 339---G8&
N-H 1
N-H 1
ARG 342---G9’
O-H 1
N-H 1
ASN 369---A11’
O-H 1
N-H 1
GLN 396---A13’
O-H 1
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7. CONCLUSION

En conclusion, este estudio permitio caracterizar genéticamente a un grupo de
pacientes con cancer de pulmén no microcitico (CPNM) en comparacion con un
grupo control, destacando diferencias en factores como edad, historial de tabaquismo
y comorbilidades, incluyendo EPOC y enfisema. Se confirmé la asociacion entre el
habito de fumar y el desarrollo del cancer de pulmén, subrayando la importancia de
la exposicion acumulativa al humo del cigarro como un factor de riesgo
predominante. Ademas, se identificaron dos variantes genéticas especificas en una
region regulatoria en el promotor del gen SMUG1, cuya posible implicacion funcional
abre nuevas lineas de investigacion relacionadas con la regulacion del dafio al ADN.
Aungue estas variantes no han sido previamente reportadas, se cree que, debido a
ello y a su ubicacion en el genoma, las variantes encontradas podrian ser relevantes.
Se requieren mas estudios poblacionales dentro de la poblacion mexicana para
recabar informacion sobre estos alelos alternativos y evaluar si su frecuencia podria
influir en la relevancia de estas variantes. Ademas, mas andlisis experimentales
(como la clonacion de la secuencia en un vector y medir actividad transcripcional) o
in silico (andlisis de conservacion evolutiva de las posiciones variantes y/o
modelados tridimensionales tomando en cuenta otros factores de trascripcion) para
determinar si estas variantes podrian afectar remotamente la union de otros factores
de transcripcion o elementos reguladores en el promotor.

De manera complementaria, el hallazgo inesperado sobre la interaccion del factor de
transcripcion YY1 con las secuencias obtenidas ofrece una perspectiva interesante
para explorar su posible rol en otros procesos biolégicos. Este resultado refuerza la
importancia de realizar andlisis detallados de las secuencias obtenidas, ya que
pueden surgir descubrimientos relevantes para otros contextos moleculares.
Finalmente, los datos obtenidos en este trabajo proporcionan una base importante
para continuar estudiando la relacion entre factores genéticos, ambientales y
moleculares en el cancer de pulmén, con el fin de contribuir al desarrollo de

estrategias de prevencion, diagnéstico y tratamiento mas personalizadas y efectivas.
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8. PERSPECTIVAS

Como continuacion del presente trabajo, se proponen diversas lineas de
investigacion para fortalecer y complementar los hallazgos obtenidos. En primer
lugar, se recomienda ampliar la region del promotor del gen SMUG1 a analizar, con
el objetivo de incluir elementos reguladores adicionales que podrian estar implicados
en su control transcripcional (Elateri y col., 2003). Para ello, se sugiere purificar los
amplicones obtenidos por PCR y emplear tecnologias de secuenciacion de lectura
larga, como PacBio, mediante el servicio de secuenciacién de amplicones (Buermans
y col., 2017). Esto permitiria detectar de forma mas precisa otros sitios de union
potenciales para factores de transcripcion como NFI/CTF, YY1 u otros relevantes en
el contexto tumoral.

Después, se propone la validacion funcional de las mutaciones identificadas
mediante ensayos de actividad promotora, como los ensayos de luciferasa, en lineas
celulares pulmonares como A549 o H1299 para identificar el grado de modificacion
transcripcional que estas inducen (Dutt y col., 2024).

Otra estrategia complementaria consiste en analizar la expresion de SMUG1 en
muestras de tejido pulmonar tumoral y no tumoral, a través de técnicas como RT-
gPCR (Gao y col., 2022) o inmunohistoquimica (Sun y col., 2022) para establecer si
hay una correlacion entre los niveles de expresion de este gen en el contexto clinico,
fortaleciendo la propuesta de SMUG1 como un posible biomarcador de diagndstico
temprano.

Adicionalmente, podria ser util el uso de tecnologias de edicibn génica como
CRISPR/Cas9 para introducir mutaciones especificas en la region promotora de
SMUGL1 dentro de modelos celulares, con el fin de evaluar su impacto sobre la
expresion génica (Zhang y col., 2022).

Finalmente, se recomienda ampliar la muestra de estudio a una cohorte mas grande
de pacientes con cancer de pulmén y controles sanos, con el fin de validar la
frecuencia y relevancia clinica de las mutaciones encontradas en el promotor de
SMUGL. Esto podria realizarse mediante PCR especifica de alelo junto con

secuenciacion de nueva generacion, contribuyendo asi a su evaluacion como un
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biomarcador potencial para
(Ravichandran y col., 2021).

la deteccion

temprana de esta enfermedad
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9. ANEXOS

|. Dictamen de bioética

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO " !
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C.U., Querétaro, mayo 06, 2024
No. de oficio. CBQ24/027b

Dra. Karla Isabel Lira de Ledn
Investigadora responsable

Andrea Alelhi Sosa del Angel
Estudiante responsable

M. en C. Alma Delia Bertadillo Jilote

M. en LM. David Gustavo Garcia Gutiérrez
Dr. Gerardo Manuel Nava Morales
Colaboradores

El protocolo de investigacion titulado “Analisis in silico de la secuencia del
promotor del gen SMUG1 en pacientes con cancer de pulmén” sometido a
evaluacion por parte del Comité de Bioética de la Facultad de Quimica involucra la
participacion de sujetos humanos. Las caracleristicas del disefio del protocolo de
investigacion son resumidas a continuacion:

Tipo de estudio Observacional, transversal y descriptivo
Hombres* sanos y diagnosticados con cancer de
Poblacion de estudio puimdn de >60 afios, que hayan vivido la
mayoria de su vida en México
Tamano de muestra 10 individuos*
Reclutamiento No especificado
Aviso de reclutamiento Incluido
Tipo de intervencion Toma de muestra biolégica
Duracion del estudio 15 min*
Variables de medicion Secuenciacion de SMEG1
Manejo de RPBI De acuerdo a la norma
| Toma de muestra biolégica Sangre
':raalloracio?;:o pare Inclukdo
Riesgos a los participantes Minimo
Atencion médica No aplica
Consentimiento informado Incluido
Revocacion del -
consentimiento informado Incluida
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‘l .. UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

»."“: v

Con base en las actividades de responsabilidad para el Comité de Bioética de Ia
Facultad de Quimica de la Universidad Autonoma de Querétaro en la revision de
proyectos de investigacion con la participacion de sujetos humanos (directamente
en ensayos clinicos, investigacion observacional o por empleo de muestras
biologicas), asi como del uso de animales de experimentacion, le comunicamos que
el protocolo de investigacion titulado “Anadlisis in silico de la secuencia del
promotor del gen SMUG1 en pacientes con cancer de pulmén”, del cual Usted
es responsable, fue evaluado con una resolucion de aprobado en lo referente a
los aspectos éticos del proyecto.

Cabe mencionar que el M.LM. David Gustavo Garcia Gutiérrez, integrante del
Comité, no participd en la evaluacidn del protocolo de investigacion por presentar
conflicto de interés. Sin mas por el momento, quedamos a sus ordenes.

Iza Fernanda Pérez Ramirez

Presidente

Comité de Bioética de la Facultad de Quimica
Universidad Autonoma de Querétaro

m UAQ Lo Ushversiiorn, Cena de lay Companas o/n Samtoge de Cuséore,. Gra. Mésko

JOUCAS CHCER COMAOSOAR Tol. 442 192 12467 coneo: ocouinBung. i

82



[l. Consentimiento informado

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO Universidad Auténoma de Querétaro
Facultad de Quimica

Consentimiento informado para la participacién en el
estudio “Analisis in silico de la secuencia del promotor
del gen SMUG1 en pacientes con cancer de pulmén”

Por favor, tbmese el tiempo necesario para leer atentamente este documento, puede
usted preguntar y comentar sobre esta prueba con cualquier persona de su
confianza.

Promotor del estudio
Nombre: Andrea Alelhi Sosa del Angel
Dirigido por: Dra. Karla Isabel Lira De Le6n

Centro de estudios: Facultad de Quimica, Universidad Autbnoma de Querétaro

Informacién para los participantes
Introduccion

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, el cancer de pulmén fue una
preocupacion importante en el afio 2020. Afecté a mas de 2 millones de personas en
todo el mundo y causé alrededor de 1.8 millones de muertes, convirtiéndose en la
causa principal de fallecimiento por cancer ese afio. En Latinoamérica, el cancer de
pulmén encabeza la lista de causas de muerte en hombres y es la segunda en
mujeres. En México, mas de 7,000 personas fueron diagnosticadas con cancer de
pulmon y casi 800 murieron por esta enfermedad en ese mismo afio, haciéndola una
de las principales causas de mortalidad en el pais.

El humo del cigarrillo es uno de los principales culpables del cancer de pulmdn, ya
gue produce sustancias que pueden dafar el material genético de los pulmones. Esto
puede provocar cancer.

Nuestro cuerpo tiene proteinas especiales que intentan reparar los dafios en el ADN
causados por el humo del cigarrillo. Sin embargo, algunas personas, pueden
presentar alteraciones en su genética que impacten sobre estas proteinas, haciendo
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gue estas no funcionen tan bien como deberian, lo que aumentaria el riesgo de
desarrollar cancer de pulmon.

En México, las técnicas de diagnostico del cancer de pulmon incluyen procedimientos
como la broncoscopia, biopsias y pruebas de imagen. Sin embargo, a veces estos
métodos no son tan precisos como nos gustaria y pueden tener algunos riesgos
asociados.

Gracias a los avances tecnoldgicos, ahora contamos con una nueva técnica llamada
biopsia liquida. Esta técnica nos ayuda a detectar factores que puedan contribuir al
desarrollo de cancer de pulmon con anticipacion analizando muestras de sangre. En
nuestro estudio, nos estamos enfocando en analizar ciertos genes, como el gen
SMUGL1, para ver si pueden ayudarnos a detectar factores que favorezcan que se
desarrolle el cancer de pulmoén. Esperamos que este enfoque nos ayude a mejorar
el diagnéstico y tratamiento de esta enfermedad.

Propoésito del proyecto de investigacion

El propdsito de este proyecto es encontrar y entender como las alteraciones
genéticas de nacimiento, afectan a un gen (que proporciona instrucciones sobre
como hacer una proteina) llamado SMUG1, para ver si estas alteraciones pueden
ayudar a prevenir el desarrollo de cancer.

¢Quién puede participar?

En términos generales, los participantes deben cumplir con los siguientes requisitos
para su inclusién:

e Ser hombres.

e Tener 50 afos de edad o mas.

e Haber vivido la mayor parte de su vida en México.

e Manifestar su deseo de participar de manera voluntaria y cumplir con el
proceso de consentimiento informado.

¢, Con qué caracteristicas cumple cada grupo?
De manera general, los participantes deberan cumplir con los siguientes criterios de
inclusion:

e Ser hombre.

e Tener 50 afos de edad o més.

e Haber vivido la mayor parte de su vida en México.

e Manifestar su deseo de participar de manera voluntaria y cumplir con el
proceso de consentimiento informado.

Grupo control
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Nunca haber fumado o haber fumado menos de 100 cigarros en su vida.

No estar diagnosticado con enfermedades respiratorias como asma,
tuberculosis, bronquitis crénica, neumonia, fibrosis pulmonar, entre otras.

No tener exposicion frecuente al humo de tabaco, lefia, chimeneas o humo de
fabricas.

No tener familiares consanguineos diagnosticados con algun tipo de cancer.

Grupo de pacientes con cancer de pulmdn

Contar con un diagnéstico en cualquier estadio de cancer de pulmoén
(carcinoma de células escamosas, adenocarcinoma, carcinoma de células
grandes, carcinoma de células pequefias) emitido por el servicio de oncologia,
excepto mesotelioma.

Que el diagndstico sea por tumor primario en pulmén y no por metastasis.

No contar con otro diagnostico de cancer.

Por otro lado, el cumplimento de cualquiera de las siguientes caracteristicas se
considerara como un criterio de exclusion y sera razén para no poder formar parte
del estudio:

Ser mujer.

Tener menos de 50 afios de edad.

Haber vivido gran parte de su vida fuera de México.

No firmar el consentimiento informado, donde se exprese por escrito la
voluntad de participante para formar parte de la investigacion.

Grupo de hombres sanos

Haber fumado méas del100 cigarros durante su vida.

Contar con un diagnéstico de enfermedades respiratorias como asma,
tuberculosis, bronquitis cronica, neumonia, fibrosis pulmonar, entre otras
Estar expuesto crénicamente al humo de tabaco, lefia, chimeneas o humo de
fabricas.

Contar con familiares consanguineos diagnosticados con cancer de pulmén.

Grupo de pacientes con cancer de pulmén

No tener un diagndstico de cancer de pulmén (carcinoma de células
escamosas, adenocarcinoma, carcinoma de células grandes, carcinoma de
células pequefias) en cualquiera de sus estadios generado por parte del
servicio de oncologia.

Tener diagnoéstico de mesotelioma.

Contar con diagndstico de tumor en pulmoén causado por metastasis.
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Finalmente, para los criterios de eliminacion de la investigacion se consideraran los
siguientes aspectos:

e Muestras que no cuenten con la cantidad suficiente de material genético a
extraer.

e Muestras donde el ADN extraido no sea integro.

e Que el participante exprese su deseo de no continuar en el estudio.

¢En qué consistira su participacion?

El tiempo méximo estimado total que tomara su participacién serd de hasta 60
minutos como maximo y se seguiran las siguientes etapas:

1. La investigadora a cargo le proporcionard una explicacion y lectura del
consentimiento informado. En caso de que elija participar, debera revisarlo y
firmarlo.

2. Debera llenar un cuestionario que incluye preguntas sobre datos personales
y habitos de tabaquismo, lo cual tomara aproximadamente 15 minutos.

3. Se realizara la extraccion de una muestra de sangre periférica en la vena
mediana cubital de su brazo (vena mediana del codo). Para este proceso, se
requerird que acuda en ayunas durante un periodo de 8 horas. 3.

¢cDobnde se realizara el estudio?

En el caso del grupo control, su participacion se llevara a cabo en las instalaciones
del Laboratorio de Investigacion de Enfermedades Crénico-Degenerativas de la
maestria en Quimica Clinica Diagnéstica de la Facultad de Quimica de la Universidad
Autonoma de Querétaro. Mientras que, para los pacientes con cancer de pulmén, se
buscaran pacientes que cumplan con los criterios de inclusion y expresen su deseo
de participar en el estudio una vez leido el presente consentimiento.

¢Estoy obligado a participar?

No es necesario participar en la investigacion, ya que su involucramiento es opcional
y no esta vinculado a ninguna obligacién. Ademas, su participacion se mantendra en
total anonimato y confidencialidad, y no enfrentara ninguna consecuencia
desfavorable si decide no tomar parte en el estudio.

¢Puedo abandonar el estudio?

El involucrado tiene la opcion y el derecho de concluir su participacion en cualquier
momento sin necesidad de proporcionar una razén, debido que la colaboracién en la
investigacion es de caracter voluntario. Cuando tome esta decision, se llevara a cabo
la firma de un documento de revocacion del consentimiento informado. Ademas, si
lo prefiere, puede solicitar la eliminacion de su muestra biolégica y de sus datos
personales.
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¢,Como se manejaran los datos recabados?

La informacién recopilada a través de los cuestionarios se mantendra resguardada
bajo seguridad en el Laboratorio de Investigacion de Enfermedades Cronico-
Degenerativas de la maestria en Quimica Clinica Diagnostica de la Facultad de
Quimica de la Universidad Autonoma de Querétaro, con acceso restringido
Unicamente para los investigadores responsables. Sus datos serdn empleados
exclusivamente para los propositos de esta investigacion cientifica. Ademas, los
resultados obtenidos se preservaran y evaluardan de manera anénima, es decir, sin
ninguna vinculacion a sus datos personales, por lo que no incluiran informacién que
permita identificarlo personalmente.

¢Existe algun riesgo al participar?

Los riesgos asociados son de caracter minimo y pueden abarcar cierta molestia
durante la toma de muestra y la aparicion de hematomas en la zona donde se realice
la puncion. Algunos individuos podrian sentir una ligera incomodidad como
consecuencia de la extraccién de la muestra de sangre. En caso de desmayos o
cualquier situacién médica que pueda presentarse, se contara con la asistencia de
la Dra. Irhe Sue Acevedo Baltazar por las mafianas o la Dra. Karen Itzel Suérez
Torrez por la tarde, quienes son parte del personal médico del servicio universitario
FarmaUAQ.

¢, Qué beneficios obtendria al participar?

Aungue es posible que su participacion en esta investigacion no resulte en beneficios
inmediatos para usted, es fundamental comprender que esta haciendo una
contribucion significativa al avance de la investigacién cientifica y al desarrollo de
nuevos conocimientos en el campo del diagnéstico del cancer de pulmén. Su
participacion en este estudio proporciona datos valiosos que tienen el potencial de
beneficiar a pacientes en el futuro, contribuyendo asi a la mejora de las técnicas de
deteccién y diagnostico de este tipo de cancer. Esto, a su vez, tiene un impacto
positivo en la busqueda de soluciones mas efectivas para detectar esta enfermedad
en sus etapas tempranas y para su tratamiento.

Tendré acceso alos resultados obtenidos?

Si, todos los participantes podran tener acceso a los resultados de esta investigacion.
Al ser informacion sensible, estos serian entregados y explicados por parte de un
Médico General de la Universidad Autbnoma de Querétaro, esto con el objetivo de
brindar acompafamiento al paciente en el entendimiento de los resultados obtenidos.

¢,Cuales son los derechos que tiene un individuo involucrado en un proyecto
de investigacion?
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En cualquier punto de la investigacion tiene el derecho de plantear todas las
preguntas que necesite sobre el estudio o el procedimiento. Puede decidir no
participar en el estudio o interrumpir su participacion en cualquier momento sin
enfrentar consecuencias negativas 0 sanciones. Esta facultado para solicitar
informacion acerca de los resultados de este estudio en cualquier momento y se le
proporcionara informacion previa sobre cualquier nueva investigacion relevante para
usted, en caso de que desee continuar participando en el estudio. Finalmente, se le
entregara una copia firmada de este consentimiento antes de su participacion en la
investigacion.

¢ Qué se hara con los Residuos Peligrosos Biolégico Infecciosos (RPBI)?

El manejo de Residuos Peligrosos Bioldgico Infecciosos (RPBI) se realizard de
acuerdo con las normativas establecidas en la NOM-087-ECO-SSA1-2002. La
sangre liquida y sus derivados seran guardados en recipientes herméticos y
resistentes a fracturas, debidamente etiquetados con la frase "Residuos Peligrosos
Biologico Infecciosos”, junto con su correspondiente pictograma (Figura 16). De
manera similar, los objetos punzocortantes que requieran ser eliminados seran
depositados en contenedores de polipropileno de color rojo, los cuales estaran
etiquetados como "Residuos Peligrosos Punzocortantes Bioldgico Infecciosos",
también acompafiados de su pictograma correspondiente (Figura 16). Ambos
recipientes deben permitir la visualizacion del volumen ocupado, sin exceder el 80%
de su capacidad. Se designara un area especifica para el almacenamiento temporal
de los RPBI, hasta su disposicion final a través de la empresa PRIBESA, con la cual
la Facultad de Quimica mantiene un convenio establecido

\)/

Figura 16. Simbolo universal de RPBI.

¢,Donde me puedo comunicar?

Tiene la opcién de hacer preguntas directamente al responsable técnico, Andrea
Alelhi Sosa del Angel por medio de su correo electronico:
asosa30@alumnos.uag.mx. O bien, puede establecer comunicacién con la persona
encargada de la investigacion en la Universidad Autbnoma de Querétaro, la Dra.
Karla Isabel Lira De Ledn, a través de su correo electronico: liraleonki@gmail.com.
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1. Consentimiento informado

Si desea formar parte de este estudio, es necesario que confirme su comprension de
los términos de su participacion y otorgue su consentimiento para la recopilacion y el
almacenamiento de su informacion personal, clinica, ambiental y médica.

Lugar y fecha:

Nombre completo:

Fecha de nacimiento:

Lugar de nacimiento:

Correo electrénico:

Por medio de este documento, manifiesto mi voluntad de participar de manera libre
y consciente en el proyecto de investigacion titulado " Andlisis in silico de la secuencia
del promotor del gen SMUGL1 en pacientes con cancer de pulmén”, segin se ha
explicado previamente.

Entiendo que el principal objetivo de este proyecto es encontrar y entender como las
alteraciones, que se dan en el ADN cuando se tiene cancer de pulmén, afectan a un
gen (que proporciona instrucciones sobre como hacer una proteina) llamado
SMUGL1, para ver si estas alteraciones pueden ayudar a detectar la predisposicion al
cancer de pulmon.

Estoy plenamente informado sobre cual sera mi papel dentro de esta investigacion.
Ademas, tengo conocimiento de que mis datos se mantendran de forma anénima y
seran utilizados unicamente con fines de investigacion.

Entiendo que mi participacién es completamente voluntaria y que tengo la opcion de
retirarme del estudio en cualquier momento sin que esto afecte mis derechos o las
responsabilidades de los investigadores.

He tenido la oportunidad de plantear preguntas y recibir respuestas satisfactorias
acerca del estudio y de mi participacion en el mismo.

Nombre y firma del participante Nombre y firma del investigador

Nombre y firma del testigo Nombre y firma del testigo
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[1l. Carta de revocacion del consentimiento

Universidad Auténoma de Querétaro
Facultad de Quimica

Carta de revocacion del consentimiento informado para la
participacion en el estudio “Analisis in silico de la secuencia
del promotor del gen SMUGL1 en pacientes con cancer de

pulmén”

Promotor del estudio

Nombre: Andrea Alelhi Sosa del Angel

Dirigido por: Dra. Karla Isabel Lira De Ledn

Centro de estudios: Facultad de Quimica, Universidad Autonoma de Querétaro

Por este medio deseo informar mi decision de retirar mi participacion del proyecto de
investigacion titulado “Analisis in silico de la secuencia del promotor del gen SUMG-
1 en pacientes con cancer de pulmon “, por las siguientes razones (Puede dejarlo en
blanco si no desea mencionar las razones)

Si el paciente lo desea, puede solicitar que le sea entregada toda la informacion
recabada sobre él en el transcurso del proyecto de investigacion.

Nombre y firma del participante Nombre y firma del investigador

Nombre y firma del testigo Nombre y firma del testigo
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IV. Cuestionario para participantes

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARD

Universidad Auténoma de Querétaro
Facultad de Quimica

Cuestionario del estudio “Analisis in silico de la

secuencia del promotor del gen SMUG1 en pacientes con

cancer de pulmén”

El siguiente formulario esta basado en el documento “LUNG CANCER
QUESTIONNAIRE” del Instituto Nacional de Cancer (NIH). Marque con una cruz la
respuesta “Si” o “No” cuando aplique y llene las casillas que se encuentren vacias
con su respuesta. Por favor, dedique el tiempo que crea conveniente para revisar
detenidamente el documento. Si lo desea, puede discutir y hacer preguntas sobre
esta prueba con cualquier persona en quien confie y/o con los investigadores. En
caso de que alguna pregunta no aplique para usted, por favor escriba "NA" en el
espacio correspondiente y evite dejar espacios en blanco.

Datos personales

Nombre completo

Fecha de nacimiento (dia/mes/afio)
Sexo

Lugar de procedencia

Correo electrénico

Ocupacién

¢,Cuanto tiempo lleva dedicandose
a su ocupacion?

Historial general del uso del tabaco

Fuma?

Numero de cigarros al dia

(Si) (No)
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3 Afos fumando
4 Sino hafuma actualmente, ¢algunavez ha fumado?

5 ¢Alguna vez ha fumado mas de 100 cigarros en su
vida? (Equivalente a 5 cajetillas)
6 ¢En qué afio comenzé a fumar?

7 ¢Cuéantos cigarrillos promedio fumaba al dia durante
este tiempo?

8 Después de iniciar a fumar, ¢cambi6 alguna vez sus
patrones de fumar o dejé de fumar por mas de 6
meses?

9 ¢En qué afo dejé de fumar o cambi6é sus patrones
de fumar por mas de 6 meses?

10 Después de dicha modificaciéon en sus habitos o
dejar de fumar por mas de 6 meses, ¢volvié afumar?

11 ¢Haaumentado o disminuido la cantidad de cigarros
gue fuma en los ultimos 6 meses? En caso de que
si, especificar en qué medida

12 Durante los periodos en los que fuma o fumaba,
¢fumaba cigarros con filtro o sin filtro?

13 Durante su nifiez o hasta que tuvo su casa propia,
¢alguien en su familia fumaba? En caso de que si,
especificar quién y contestar las preguntas 11-14

14 ;Cuéantas personas fumaban en su casa durante
esta época?

15 ¢Quién fumaba en su casa durante su nifiez?

16 Diria que fumaba levemente, considerablemente o
no lo sabe

17 ¢Por cuantos afios esa persona fumo mientras usted
estaba en casa?

18 Como adulto, ¢alguien que viva con usted fuma o
fumaba cigarrillos en su casa?

19. ¢Alguna vez ha fumado al menos un cigarro al mes

durante méas de 6 meses?

Historial del alcohol

(Si) (No)

(Si) (No)

(Si) (No)

(Si) (No)

(Si) (No)

(Si) (No)

1 ¢Consume bebidas alcohodlicas?

(Si) (No)



2 ¢A qué edad comenzé a beber?

3 ¢Cuantas copas toma ala semana?

4 ¢Alguna vez ha dejado de beber por mas de 12 (Si) (No)
meses?

Historial general médico

1 ¢Ha sido diagnosticado con cancer previo a su (Si) (No)
diagnostico actual?

2 Sies asi, ¢cual?

3 ¢Algun doctor alguna vez le ha dicho que tenia (Si) (No)
bronquitis crénica?

4 ¢Algun doctor alguna vez le ha dicho que tenia (Si) (No)
enfisema?

5 ¢Algun doctor alguna vez le ha dicho que tenia (Si) (No)
asma?

6 En caso de que la respuesta anterior sea si, ¢fue
como nifio o adulto?

7 ¢Algun doctor alguna vez le ha dicho que tenia (Si) (No)
tuberculosis?

8 ¢Algun doctor alguna vez le ha dicho que tenia (Si) (No)
EPOC (Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica)?

9 ¢Algun doctor alguna vez le ha dicho que tenia (Si) (No)
neumonia?

10 ¢Algun doctor alguna vez le ha dicho que tenia (Si) (No)
diabetes?

11 En caso de que la respuesta anterior sea si, ¢fue (Si) (No)

como nifio o adulto?

12 ¢Algan doctor alguna vez le ha dicho que tenia

alguna enfermedad cardiovascular? ¢ Cual?

13 En caso de que si, ¢Hace cuanto fue diagnosticada?

Historial general familiar

1

¢(Alguien de su familia directa (Si) (No)

padecen o han pacido algun tipo
de cancer? (hermanos, padres,
abuelos, hijos)
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Si es asi, ¢cuél y a qué relacion
tiene con esa persona?

Linea materna Linea paterna

1. ¢Su madre, (Si) (No) 1. ¢Su padre,

fuma 0 fuma o fumaba?

fumaba?
2. Cigarros al dia 2. Cigarros al dia
3. Afos fumando 3. Afios fumando
4. Encasodeque 4. En caso de que

haya dejado de haya dejado de

fumar, ¢hace fumar, Shace

cuanto tiempo cuanto tiempo

de eso? de eso?

Enfermedades cardiovasculares Enfermedades cardiovasculares
1. Enfermedad 1. Enfermedad

diagnosticada diagnosticada

Diabetes Diabetes

1. ¢Tuvo o tiene (Si) (No) ¢Tuvo o tiene (Si) (No)

diabetes? diabetes?

Historial de pacientes con cancer de pulmén

1 Tipo de cancer (Si) (No)
2 Estadio
3 Tiempo de diagnostico
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V. Aviso de reclutamiento de pacientes

& &

jAyudenos a cumplir nuestro objetivo de investigar
posibles biomarcadores para el diagnoéstico temprano de
cancer de pulmoén!

Podra formar parte del grupo
control si:

iSu participacion

Es hombre con 50 afos o méas y ha vivdo la

mayor parte de su vida en México 3 :
. No ha fumado a lo largo de su vida. compl'etgmeinte .
. No tiene enfermedades respiratorias AHCE.
como (asma, tuberculosis, bronquitis ' ‘
cronica, fibrosis pulmonar, EPOC
onica, fibrosis pulmonar, ) a &

No esta expuesto frecuentemente al humo
de tabaco, lefia, chimeneas o humo de ¢Cémo puedo ayudar?
fabricas. Sélo es necesario tomar una
No tiene familiares diagnosticados con muestra de sangre de su brazo
cancer de pulmén ¢Existen riesgos?
Son minimos y pueden abarcar
desde molestia en la toma de
muestra o aparicion de hematomas
Laboratorio de en la zona
enfermedades crénico-
degenerativas de la ¢Como se manejaran los residuos?
Facultad de Quimica de la De acuerdo con las normativas
VAGiSmpEeL: establecidas en la NOM-087-ECO-
SSA1-2002

Si le gustaria participar,
comuniquese al:

(427) 197809

Contacto: alelhi_sosa@hotmail.com




VI. Concentracion y pureza de las muestras

Cuadro 12. Concentracion y relaciones de absorbancia a 260/280 y 260/230 de las
muestras de ADN obtenidas de los participantes control.

# del | ID del control | Concentracién | Relacion 260/280 | Relacion 260/230
control (Mg/mL)

1 JG 56.53 1.91 2.49

2 JN 96.33 1.94 2.36

3 JP 39.95 1.79 2.01

4 DG 154.4 1.64 2.39

5 BG 115.7 1.96 2.10

Cuadro 13. Concentracion y relaciones de absorbancia a 260/280 y 260/230 de las
muestras de ADN obtenidas de los pacientes con cancer de pulmon.

# de ID de Concentracion | Relacion 260/280 | Relacién 260/230
paciente paciente (Mg/mL)
1 AL 52.96 1.94 2.05
2 JE 83.37 1.92 2.17
3 FS 76.63 1.93 2.09
4 SS 138.7 1.93 2.26
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VII. Evaluacion de la integridad de las muestras

1000
750

500

250

Figura 17. Corrimiento electroforético del ADN extraido de las muestras de los
participantes control. El marcador de peso molecular (1 kb) se encuentra en el primer

carril y en los siguientes las muestras de los participantes en el orden presentado en
la Cuadro 11.
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Figura 18. Corrimiento electroforético del ADN extraido de las muestras de los
pacientes con cancer de pulmén. El marcador de peso molecular (1 kb) se encuentra
en el primer carril y en los siguientes las muestras de los pacientes con cancer en el

orden presentado en la Cuadro 12.
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VIII. Preparacion de Master Mix por reaccion para PCR en tiempo final

Cuadro 14. Volumenes necesarios de reactivos para la preparacion de Master Mix,
usando la ADN polimerasa Phire Hot Start Il, para una reaccion de PCR.

Nombre del reactivo Volumen (uL)
5X Buffer 3.4
BSA (1:100) 0.85
dNTP (10Mm) 0.34
Primer Forward 0.68
Primer Reverse 0.68

ADN polimerasa Phire Hot Start Il

o 0.34
(Thermo Scientific)
Agua libre de nucleasas 8.71
Volumen final 15
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