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Resumen

Las alteraciones de los mecanismos epigenéticos, como la metilacion del ADN, se
han propuesto como potenciales marcadores para el cancer de pulmoén. Sin
embargo, las metodologias convencionales de deteccién de metilacion global de
ADN son costosas y laboriosas. La espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR), presenta ventajas como la rapidez en la obtencion de los datos a
partir de una variedad de muestras con minima preparacion. Bandas espectrales
de la regioén 1800 a 800 cm indican informacion sobre la estructura de los acidos
nucleicos, con la posibilidad de detectar cambios como los ocasionados por la
metilacion del ADN. Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue explorar la
asociacion entre datos de infrarrojo de muestras séricas y datos
espectrofotométricos del grado de metilacion del ADN en pacientes con cancer de
pulmén. Se reclutaron 20 participantes del grupo control y 6 pacientes con cancer
de pulmon. Los perfiles infrarrojos se obtuvieron mediante el analisis de suero y
ADN en un espectrometro FTIR-ATR y el grado de metilacion global del ADN
mediante un ensayo ELISA. Se observdé una disminucion estadisticamente
significativa del 13.6 % en la metilacion global del ADN en el grupo de cancer de
pulmén en comparacion con el grupo control (0.985 £ 0.143 vs. 1.140 + 0.131;
prueba de Welch, p = 0.048), confirmando un proceso de hipometilacion durante el
cancer. En el analisis espectral del suero, la region de 1470 — 1250 cm-" fue la que
tuvo mayor contribucion a la identificacion de la metilacién, mostrando una
absorbancia del area de banda disminuida para el grupo cancer (prueba t de
Student, p =0.0421). El analisis de correlacion entre el nivel de metilacion detectado
con ELISA y con FTIR en las regiones espectrales identificadas fue débil para las
muestras con suero (correlacion de Pearson, r = 0.247, p =0.223), sin embargo,
para las muestras de ADN la correlacion fue moderada (correlacion de Pearson, r=
0.501, p =0.0127). Aunque el analisis espectral del ADN puede aportar informacion
relevante sobre su estructura, la deteccion de la metilacion es una metodologia que
requiere ajustes que reducirian su practicidad en el area clinica.

Palabras clave: cancer, metilacion, FTIR.



Summary

Alterations in epigenetic mechanisms, such as DNA methylation, have been
suggested as potential lung cancer markers. However, conventional methodologies
for detecting global DNA methylation are expensive and laborious. Fourier transform
infrared spectroscopy (FTIR) offers advantages like rapid data acquisition from
various samples with minimal preparation. Spectral bands in the 1800-800 cm™
region provide information about nucleic acid structure and can detect changes
caused by DNA methylation. Thus, this study aimed to explore the association
between infrared data from serum samples and spectrophotometric data on the
degree of DNA methylation in lung cancer patients. Twenty participants were
recruited from the control group and six patients with lung cancer. Infrared profiles
were obtained by analyzing serum and DNA on an FTIR-ATR spectrometer, and the
degree of global DNA methylation was determined using an ELISA assay. A
statistically significant decrease of 13.6% in overall DNA methylation was observed
in the lung cancer group compared to the control group (0.985 + 0.143 vs. 1.140 +
0.131; Welch's test, p = 0.048), which confirms the hypomethylation process that
occurs during cancer development. Serum spectral analysis revealed that the 1470-
1250 cm™ region contributed most to identifying methylation. This region showed
decreased band area absorbance in the cancer group (Student's t-test, p = 0.0421).
Correlation analysis revealed a weak correlation between the level of methylation
detected by ELISA and FTIR in the identified spectral regions for serum samples
(Pearson's correlation, r = 0.247, p = 0.223). However, a moderate correlation was
observed for DNA samples (Pearson's correlation, r = 0.501, p = 0.0127). While
spectral analysis of DNA can provide relevant information about its structure,
detecting methylation requires adjustments that reduce its practicality in clinical
settings.

Keywords: cancer, methylation, FTIR.
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1 Introduccién

El cancer de pulmén (CP) es la neoplasia maligna con la mayor tasa de mortalidad.
En la fase inicial del CP, los pacientes normalmente no presentan ningun sintoma
aparente, siendo una de las razones por las que acuden al servicio médico cuando
la enfermedad se manifiesta con sintomas que impiden la realizacién de actividades
cotidianas. Por otro lado, el acceso limitado a métodos diagndsticos, asi como la
falta de éstos en centros de salud, hacen que el diagndstico de esta enfermedad,
en la mayoria de los casos, sea tardio (Hana & Faizah, 2023).

Actualmente se considera que tanto la aparicion como la progresion del cancer son
resultado de las interacciones entre diferentes cambios genéticos, modificaciones
epigenéticas y una diversidad de factores ambientales. El descubrimiento de la
existencia de una huella de metilacién del ADN alterada en células cancerosas
ofrece ventajas potenciales: a) puede manifestarse como una hipometilacién global
o una hipermetilacion especifica en genes supresores de tumores, caracteristico de
una etapa temprana de desarrollo tumoral, funcionando como un marcador de
diagnostico precoz y b) la metilacion en ADN puede detectarse mediante muestras
obtenidas por técnicas minimamente invasivas o incluso no invasivas (Hong & Kim,
2021; Ortiz Zamora et al., 2023). Las muestras de plasma o suero pueden
considerarse Optimas en comparacion con las de tejido, ya que ademas de ser de
facil acceso, no estan sujetas a sesgos de biopsia y pueden extraerse

repetidamente del mismo paciente (Souza et al., 2023).

En el contexto de las tecnologias accesibles y sustentables que pueden analizar
muestras de plasma o suero, el uso de la espectroscopia infrarroja por transformada
de Fourier (FTIR) tanto para el diagnéstico funcional como para el seguimiento de
tratamientos en cancer ha ganado atencion en la ultima década, estableciendo la
oportunidad de seguir investigando y aterrizando su aplicacion en el ambito clinico
(Vitorino et al., 2023).



1.1 Planteamiento del problema

El cancer de pulmdn representa un preocupante problema de salud mundial, ya que
su elevada incidencia genera elevados costos de atencién para el sector de salud
publica (GLOBOCAN, 2025). En México, el 75 % de los pacientes que sufren cancer
pulmonar y que acuden al servicio de salud, al momento del diagnéstico ya padecen
la enfermedad en etapa avanzada. Cuando el cancer de pulmén logra detectarse
en etapa temprana hay una mayor probabilidad de que el paciente responda al
tratamiento, aumentando sus probabilidades de supervivencia (Heredia et al.,
2023).

Un diagndstico oportuno y la determinacién del prondstico del paciente son de suma
importancia para abordar esta problematica. En la actualidad, solo se ha visto una
mejora en el diagnostico de cancer de pulmon mediante el tamizaje con tomografia
axial computarizada (TAC) de térax de baja dosis (National Cancer Institute, 2023),
desafortunadamente, este método no es accesible para toda la poblacion y su
aplicacidon rutinaria representa una gran inversién para los servicios de salud
publica. Por lo tanto, es necesario explorar nuevas herramientas que mejoren el
rendimiento diagnostico. A diferencia de la TAC de térax de baja dosis, la mayoria
de tecnologias emergentes que permiten detectar biomarcadores moleculares no
implican la exposicién a la radiacidén, son relativamente mas baratas y de alto
rendimiento, por lo que satisfacen la necesidad de un proceso de tamizaje rentable
y rapido (Guo et al., 2023).

Los cambios en los patrones de la metilacion del ADN son candidatos prometedores
para desarrollar biomarcadores del cancer de pulmén, no obstante, se necesitan
mas investigaciones que puedan respaldar sus aplicaciones clinicas (Hong & Kim,
2021). Por otro lado, las técnicas convencionales de deteccion de la metilacion
global del ADN son laboriosas, costosas y casi exclusivas de laboratorios de
investigacion que han estandarizado su metodologia. En México, son pocos los
estudios que han analizado el estado de la metilacion global del ADN en pacientes



con cancer de pulmon (Alcazar-Ramos et al., 2019), lo que ha dificultado el avance
en el desarrollo del conocimiento y aplicaciéon de las ventajas que ofrece este

mecanismo epigenético como potencial biomarcador de cancer de pulmén.

1.2 Justificacion

Se ha encontrado que en pacientes con diferentes tipos de cancer existen
alteraciones en los patrones de metilacién global de ADN, ademas, algunas pruebas
sugieren que cierta metilacion aberrante del ADN en sangre podria reflejar cambios
patoldgicos en tejidos diana que no podrian obtenerse de forma facil o segura (Hong
& Kim, 2021). Ademas, cualquier alteracion en los sistemas biologicos inducida por
una condicion patoldgica produce cambios estructurales y funcionales significativos

que se reflejan directamente en los espectros vibracionales (Balan et al., 2019).

Al ser mas sencilla, rapida, precisa, barata, no destructiva y apta para la
automatizacion que los actuales métodos de deteccion, diagnostico, gestion vy
seguimiento, la espectroscopia FTIR puede mejorar potencialmente el enfoque de
las intervenciones clinicas y el tratamiento de los pacientes al detectar cambios

bioquimicos en las muestras de pacientes con cancer de pulmon (Su & Lee, 2020).

La capacidad de la espectroscopia FTIR para mostrar bandas correspondientes a
la estructura de los acidos nucleicos plantea la posibilidad de utilizarla como técnica
de deteccion de la metilacion global del ADN, ya que se han reportado bandas que
puedan estar indicando la presencia de los grupos metilo en el ADN. Si bien existen
estudios que analicen la metilacion del ADN, estos son enfocados a genes
especificos, procedimiento que conlleva un mayor tiempo de realizacion y costo, a
diferencia de evaluar la metilacion global del ADN. Por otro lado, a la fecha, son
pocas las investigaciones de espectroscopia FTIR en cancer de pulmén y ninguna
ha sido realizada en México. Ademas, son escasos los estudios que han buscado
explorar si la metilacion del ADN puede ser detectada en muestras biologicas de
pacientes mediante espectroscopia FTIR.



Por lo tanto, el objetivo general de este estudio es explorar la correlacion de datos
de infrarrojo de muestras séricas con datos espectrofotométricos del grado de

metilacion del ADN en pacientes con y sin cancer de pulmon.

Comprobar una asociacion entre el porcentaje de metilacion global del ADN vy
regiones espectrales determinadas de FTIR podria permitir en un futuro que la
deteccion de la metilacion global se realizara mediante esta técnica, simplificando
el proceso y ahorrando costos de técnicas como la espectrometria de masas o la

secuenciacion.



2 Antecedentes

21 Cancer
2.1.1 Definicion y epidemiologia

Bajo el término genérico cancer, neoplasia o tumor maligno, se engloba a un
conjunto de enfermedades que pueden originarse en casi cualquier érgano o tejido
del cuerpo cuando se da un crecimiento descontrolado de las células anormales, y
éstas posteriormente se desplazan fuera de sus limites normales para invadir otros
organos en un proceso llamado metastasis (Organizacion Mundial de la Salud,
2023). El tipo de célula de origen, las causas, los mecanismos subyacentes, asi
como el grado de malignidad, son caracteristicos de cada tipo de cancer (Herraez,
2012). De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en la actualidad
se considera al cancer como la principal causa de muerte en el mundo, ocasionando
casi 10 millones de defunciones en el todo el mundo durante el 2022, siendo el
cancer de pulmon el que causé el mayor numero de fallecimientos (1.8 millones),
seguido del cancer colorrectal y el hepatico (Organizacién Mundial de la Salud,
2023). En México, durante el 2022 hubo un registro de 841,318 defunciones, de las
cuales 96, 210 fueron a causa de cancer y de estas 7,808 por cancer de pulmén
(GLOBOCAN, 2025).

2.1.2 Bases moleculares del cancer
2.1.2.1 Equilibrio entre proliferacién y muerte celular

El cancer es considerado una enfermedad multifactorial que implica tanto una falta
de control en el crecimiento y la proliferacion celular como una evolucion maligna,
es decir, la pérdida de los rasgos y la fisiologia celular normal. Cada 6rgano
presenta un equilibrio especifico entre los procesos de proliferacion y muerte celular,
que se regula dependiendo la funcidn de sus tejidos. La alteracion de ese equilibrio
con predominio de la proliferacion celular ya sea por mecanismos genéticos o
epigenéticos de genes que codifican para proteinas reguladoras es el principio que
da origen a las neoplasias (Salazar Montes et al., 2016).



2.1.2.2 Genes responsables del cancer

Las mutaciones que ocurren en las células cancerigenas perturban directamente a
dos tipos de genes cuya alteracion esta intimamente relacionada con la
carcinogénesis: oncogenes y genes supresores de tumores (también llamados
oncosupresores), asi como a los productos de éstos (Herraez, 2012). Como se
observa en la Figura 1, existen dos formas de manifestacion de la proliferacion
celular descontrolada: a través de la activacion de protooncogenes por el
incremento de factores proliferativos, o por la inactivacion de genes supresores de
tumores por la disminucion de los factores inhibidores (lwasa & Marshall, 2019).

Figura 1. Efectos de mutaciones en genes a) supresores de tumores y b) oncogenes
(lwasa y Marshall, 2019).

Los oncogenes son versiones mutadas de los protooncogenes, que generalmente
codifican para proteinas que cuando se activan incorrectamente por mutaciones
pueden promover la proliferacion descontrolada de las células. Los genes
supresores de tumores, por el contrario, codifican proteinas cuya funcién principal

es bloquear/controlar el desarrollo del cancer (Fior & Zilhdo, 2019).



2.2 Epigenética

El término epigenética hace referencia al estudio del conjunto de modificaciones en
la expresidn génica que acontecen sin producir alteraciones estructurales en la
secuencia del ADN. Anteriormente se creia que la heredabilidad de la informacion
epigenética se limitaba a las divisiones celulares mitéticas, sin embargo, ahora se
sabe que los procesos epigenéticos pueden transferirse a través de la meiosis de
una generacidn a otra en los organismos (Tollefsbol, 2023). Actualmente se
conocen cuatro mecanismos epigenéticos que actuan coordinadamente: la
metilacion del ADN, las modificaciones covalentes de las histonas (acetilacion,
metilacion, fosforilacion, ubiquitinacion), la regulacion por ARN no codificante o
dependiente de micro ARNs y la remodelacion de la cromatina (Ortiz Zamora et al.,
2023).

2.2.1 Metilacion del ADN
El proceso epigenético mas estudiado es la metilacion del ADN. Esta se refiere a la
transferencia mediada por enzima de un grupo metilo de la S-adenosilmetionina
(SAM) al carbono 5 de las citosinas que se encuentran en determinados
dinucleotidos CpG. En el genoma humano se ha demostrado la presencia de
regiones de secuencias que poseen un elevado contenido de citosina y guanina
unidos por fosfatos, denominadas islas CpG. Esta importante reaccion de
transferencia esta catalizada por las ADN metiltransferasas (DNMT), las cuales se
clasifican en: las ADN-metiltransferasas de mantenimiento (DNMT1) y las ADN-
metiltransferasas de novo (DNMT3A, DNMT3B y DNMT3L). Se denomina
metilacion de mantenimiento cuando ésta se produce durante cada replicacion
celular a medida que el ADN se duplica, mientras que la metilacion de novo conduce
a la introduccién de 5-metilcitosinas (5-mC) en el genoma en sitios que no estaban
previamente metilados (Rojas Moreno et al., 2016; Tollefsbol, 2023). En células
sanas, mientras que las secuencias gendmicas repetitivas se encuentran metiladas,
la mayoria de las islas CpG no lo estan, permitiendo que los genes se expresen al
presentarse los activadores transcripcionales correspondientes. Sin embargo, las
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regiones promotoras de los genes de células normales se metilan durante ciertos
procesos de desarrollo como la impronta de genes, genes del cromosoma X en las
mujeres y genes especificos de tejidos y de la linea germinal. Aunque la metilacion
no es necesaria durante la regulacidén constitutiva de los procesos de expresion
génica, a veces puede cumplir ese proposito, como en el caso de los genes
especificos de tejidos, algunos de ellos contienen islas CpG, mientras que otros
contienen solo unos pocos dinucledtidos CpG dispersos en su region reguladora 5’
(Tollefsbol, 2023).

El epigenoma de un individuo puede verse influenciado durante tres etapas
cronoldgicas: la etapa ancestral (qQue se refiere a las marcas epigenéticas de la linea
parental que permanecieron en la linea germinal y se heredaron), la etapa prenatal
(alteraciones epigenéticas ocasionadas por la exposicion de la madre a diversos
factores) y la etapa postnatal (la influencia de factores ambientales sobre el
individuo desde que nace hasta el final de su vida) (Aguilera et al., 2010; Esteller,
2019; Tollefsbol, 2023).

Existe una amplia diversidad de factores que se sospecha pueden tener una baja o
alta influencia en alguno o varios de los mecanismos epigenéticos, que pueden ir
desde factores intrinsecos como la calidad de vida, los cuidados maternos, el
aprendizaje, el estrés, el envejecimiento, hasta agentes quimicos y fisicos, como
contaminantes ambientales, metales pesados, medicamentos y drogas (Esteller,
2019; Tollefsbol, 2023). La investigacion referente a los impactos ambientales que
conducen a los cambios transcripcionales mediante los diferentes mecanismos
epigenéticos sigue siendo insuficiente hasta la fecha, principalmente por la falta de
la estandarizacion de una técnica para cuantificar los cambios en las marcas
epigenéticas y a la dificultad para realizar estudios longitudinales en cohortes
humanas que permitan comparar los cambios. En este contexto, se sabe que la
edad, el sexo y la actividad fisica regular son los principales factores biolégicos que
pueden afectar los valores globales de metilaciéon del ADN (Lam et al., 2012a;
Szigeti et al., 2022).
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2.2.2 Los patrones de metilacion durante el cancer

Cuando las células normales se transforman en cancerigenas los patrones de la
metilacion del ADN cambian notablemente como resultado de dos fendmenos
principales que se ilustran en la Figura 2, primero, el genoma tumoral se vuelve
globalmente hipometilado, a diferencia de las células normales, debido
principalmente a la desmetilacion generalizada en los CpGs dispersos por toda la
secuencia génica. En segundo lugar, puede ocurrir una intensa hipermetilacion de

las regiones promotoras de genes supresores de tumores (Esteller, 2019).

Durante el cancer, las células pierden del 20 al 40 % de su contenido normal de 5-
metilcitosinas, principalmente debido a la hipometilacion de las regiones
codificantes y los intrones de los genes, y también debido a la desmetilacioén de las
secuencias repetitivas que conforman entre el 20 y 30 % del genoma humano. La
pérdida global de metilacion del ADN da lugar a deleciones, translocaciones y
reordenamientos cromosomicos en los tumores. La hipometilacion del genoma es
un acontecimiento que ocurre a inicios del desarrollo del cancer y se acumula a lo
largo de todas las etapas, desde la proliferacion benigna hasta el cancer invasivo.
Por otro lado, la hipermetilacidén esta asociada a las islas CpG de los promotores de
los genes supresores de tumores, que en tejidos normales no estan metilados, pero
que durante el desarrollo del cancer se metilan y conducen al silenciamiento de esos
genes. La presencia de la hipermetilacion en los promotores de las islas CpG afecta
la regulacién de los genes de casi todas las funciones celulares, entre las que
destacan el ciclo celular, la adherencia celular, apoptosis, metabolismo
carcinogénico, respuesta hormonal, sefializacion via Ras y microRNAs. La
desregulacion de los genes implicados en estos mecanismos celulares esta

intimamente implicada con el cancer (Ortiz Zamora et al., 2023).
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Figura 2. Alteracion de los patrones de metilacion en cancer. TF-1, factor de
transcripcion 1; RNA pol 1, ARN polimerasa Il; HDAC, complejo histona
deacetilasa; DNMT, ADN metiltransferasa; MBP, proteina de union a metilo;
miRNA, micro ARN. A) Hipermetilacion aberrante del ADN. B) Hipometilacién
aberrante del ADN. Modificado de (Tollefsbol, 2023).

2.2.3 La metilacion global del ADN como marcador de cancer

El nivel de metilacion global del ADN puede funcionar como una medida integrada
e intermedia del desarrollo del cancer, ya que es un reflejo de la acumulacion de
multiples factores tanto reversibles como irreversibles, incluyendo edad, sexo,
exposiciones ambientales y polimorfismos genéticos (Kuchiba et al., 2014; Z.-Z. Zhu
et al., 2012).

En un estudio de casos y controles que evalu6 el grado de metilacion global del
ADN en sangre periférica como factor de riesgo para el cancer de mama mediante
ensayo de metilaciéon luminométrica (LUMA), los niveles mas bajos de metilacion
global se asociaron con un riesgo significativamente mayor de cancer de mama
(tendencia OR = 1.68; IC 95 % IC = 1.35 — 2.09) (Kuchiba et al., 2014).
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En otro estudio para evaluar si la metilacion de ADN libre circulante detectada en
suero y plasma era capaz de discernir entre cancer de pulmén, fibrosis quistica y
enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) se utilizé la digestion con
enzimas de restriccion sensibles a la metilacion y el enriquecimiento del ADN
metilado mediante amplificacion dirigida. Se identificaron 63 loci candidatos
diferencialmente metilados que se utilizaron para construir un modelo predictivo y
estimar el valor diagnostico: el analisis ROC revel6 un area bajo la curva (AUC) de
0.91 (IC 95 %: 0.84 - 0.96) para el cancer de pulmoén, 0.815 (IC 95%: 0.73 - 0.88)
para la fibrosis quistica, 0.73 (IC 95 %: 0.62 — 0.83) para la EPOC y 0.828 (IC 95 %:
0.76 — 0.89) para todas las enfermedades frente a los controles sanos (Wielscher
et al., 2015).

Por otro lado, se han comparado métodos de detecciéon de metilacion global
evaluando directamente su potencial como marcador de tamizaje para cancer. Un
grupo de investigacion cuantifico la metilacion global de muestras de tejido de
pacientes con cancer cervicouterino, de pacientes con lesiones intraepiteliales
benignas de cérvix, lineas celulares de cancer cervicouterino y leucocitos de
personas sanas como control mediante la pirosecuenciacidon de elementos
nucleares largos intercalados (LINE-1) y la comparé con los valores obtenidos
mediante un ELISA. Se reportaron resultados de hipometilacion consistentes con
ambos métodos (Figura 3), y se encontraron diferencias estadisticamente
significativas al comparar los niveles de metilacién entre muestras de cancer y de
lesiones precancerosas mediante ELISA (3.03 % - 3.85 %, respectivamente, p <
0.05) y mediante la pirosecuenciacion de LINE-1 (48.8 % - 56.9 %, respectivamente,
p < 0.05), proponiendo que la metilacidn global puede ser utilizada como test de

tamizaje para el cancer cervicouterino (Thumbovorn et al., 2022).
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Nivel de metilacion por ELISA

Nivel de metilacion por pirosecuenciacion
Figura 3. Correlacion de los niveles de metilacion obtenidos mediante
pirosecuenciacion de LINE-1 y ELISA (Modificado de Thumbovorn et al. 2022).

2.2.4 Técnicas de deteccion del ADN metilado global

Actualmente existe una variedad de técnicas de deteccion de la metilacion global

del ADN, la mayoria enfocadas solamente al estudio de regiones especificas.
Ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzima (ELISA)

Es un método simple y rentable adecuado para determinar el nivel general de
metilacion del ADN. El contenido de citosina de 5-mC de las muestras desconocidas
es determinado a través de su comparacion con una curva estandar de 5-mC
predeterminada. EI ADN metilado se detecta mediante anticuerpos especificos y
luego se cuantifica leyendo la absorbancia en un espectrofotometro de microplacas.
Por lo tanto, el porcentaje de ADN metilado es proporcional a la densidad optica
medida (Martisova et al., 2021).
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Espectrometria de masas

La cuantificacion mas precisa del ADN se basa en la determinacion de la
abundancia absoluta de las diferentes bases del ADN y sus modificaciones
mediante el uso de monitoreo de reacciones multiples en un espectrometro de
masas (MS-MRM) acoplado a nano-ultra Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia
(HPLC). Esta técnica ofrece muchas ventajas, ya que la deteccion es muy precisa
y sensible, ademas, el analisis abarca todo el genoma, independientemente del sitio
o la secuencia. Sin embargo, también tiene una gran desventaja, la complejidad
técnica para su realizacién, ademas de los grandes costos asociados (Fernandez
et al., 2018).

Ensayo de metilacion luminométrica (LUMA)

Esta deteccion esta basada en la digestion del ADN con enzimas de restriccion
sensibles a la metilacion (Hpall) o insensibles (Mspl), seguida de un ensayo de
bioluminiscencia extendido con polimerasa para cuantificar el grado de escision de
restriccion. Al no requerir una conversion previa del ADN gendmico con bisulfito,
esta técnica es relativamente rapida, sin embargo, tiene las siguientes desventajas:
los resultados obtenidos se ven afectados por la técnica de aislamiento de ADN y la
escision enzimatica se limita a los sitios de restriccion 5-CCGG-'3, que representan
solo alrededor del 8 % de todos los CpG en el genoma (Martisova et al., 2021).

LINE 1 y pirosecuenciacion

Los Elementos largos intercalados 1 (LINE 1) son una familia de retrotransposones
de ADN repetitivo que constituye el 17 % del genoma humano, por lo tanto, su grado
de metilacion se considera un marcador sustituto del ADN global, para su deteccion
tiene que hacerse conversion con bisulfito y amplificacién por PCR para su posterior
pirosecuenciacion (Kurdyukov & Bullock, 2016).
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En el Cuadro 1, modificado de (Kurdyukov & Bullock, 2016) se enlistan los tres

métodos mas utilizados en investigacion clinica para el analisis de metilacion global

del ADN.

Cuadro 1. Comparacion de métodos para el analisis de metilacion global del ADN.

Método Cobertura Nivel Cantida Costo
del minimo d de por
genoma de ADN muestra
deteccion inicial
LC- 100 % 0.05 % - 100 ng - $1,374.
MS/MS 10 % 1ug 90
LINE-1 17 % 0.5% 50 ng $376.50
y
pirosecu
enciacio
n
ELISA 100 % 0.05 % 5-50 ng $116.01

Debido a la diversidad de métodos de deteccion de la metilacion global del ADN, la
comparacion entre los resultados obtenidos por cada investigacion puede
complicarse, ya que cada equipo o meétodo arroja resultados en distintas unidades.
Sin embargo, (Alcazar-Ramos, 2019) en un proyecto de investigacion de tesis de
maestria, reporté un promedio de metilacién global del 3.31 % para un grupo de no
fumadores utilizado como control, mientras que se obtuvo un promedio de
metilacion global de 1.8 % para el grupo de pacientes con cancer de pulmén. Un
segundo estudio de la misma linea de investigacion (Beltran, 2022) reportdé un
promedio de 0.32 % para el grupo de no fumadores y 1.58 % para el grupo con
cancer de pulmén. La importancia de estos trabajos es el empleo de la misma
técnica de deteccion (ELISA), por lo que los resultados obtenidos en el presente

proyecto podran seran discutidos conforme a lo reportado previamente.
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2.3 Cancer de pulmén

Segun el Observatorio Global del Cancer (GLOBOCAN) en 2022 el cancer de
pulmén se considero el tercer tipo de cancer con mas frecuencia en el mundo (2,
480 675 casos) y constituye el cancer con mayor tasa de mortalidad. En los
hombres, éste representa el tumor maligno mas comun, mientras que en mujeres
es el segundo. El cancer de pulmon se manifiesta clinicamente de distintas formas,
y a menudo se presenta con pocos o ningun sintoma en una fase temprana. Dado
que los primeros sintomas del cancer de pulmén son minimos e inespecificos, a

muchos pacientes se les diagnostica en una fase avanzada (Hong & Kim, 2021).

2.3.1 Factores de riesgo para el cancer de pulmon

El consumo de tabaco se considera el mayor factor de riesgo para el cancer
pulmonar, los fumadores tienen entre 15 y 30 veces mas probabilidades de sufrirlo
0 morir a causa de este cancer que las personas no fumadoras, y representa la
causa del 80 % de casos y defunciones (Division of Cancer Prevention and Control,
Centers for Disease Control and Prevention, 2023). La exposicidén involuntaria a
humo de tabaco es otro factor de gran importancia, ya que el humo de segunda
mano contiene numerosas sustancias quimicas toxicas y al menos 50 carcindgenos,
ademas, se asocia con el mayor riesgo de cancer de pulmon de células pequenias,
por consiguiente, cualquier nivel de exposicion a este puede representar un riesgo
(Brody et al., 2021).

Se ha establecido que la exposicion al gas radén representa la segunda causa de
cancer de pulmon, con el mayor riesgo para los fumadores. También se consideran
riesgosas las exposiciones ocupacionales a diferentes compuestos carcindbgenos
(amianto, radiacion, arsénico, cromatos, niquel, éteres de clorometil, hidrocarburos
aromaticos policiclicos, gas mostaza, emisiones de horno de coque, humo de cocina
artesanal y calefaccion en chozas o cabafias), siendo las personas que trabajan en
la produccién de aluminio, la pintura y la fundicion las que tienen un riesgo elevado

de desarrollar cancer de pulmén (American Cancer Society, 2023).
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La inhalacién de particulas, una mezcla microscopica de contaminantes sélidos y
liquidos presentes en la compleja variedad de componentes de la contaminacion
atmosférica esta relacionada con un aumento de la susceptibilidad de padecer
cancer pulmonar de entre el 8 y el 9 % (International Agency for Research on
Cancer, 2016).

La inflamacion crénica, como la que sucede durante diferentes padecimientos
incluidos el asma, la bronquitis cronica, neumonia, enfisema, la enfermedad
pulmonar obstructiva cronica (EPOC), la deficiencia de alfa-1 antitripsina y la fibrosis
pulmonar, aumentan la vulnerabilidad de padecer cancer pulmonar (aumento de
riesgo entre el 16 % en las personas con antecedentes de asma y 2.5 veces entre
las que tienen antecedentes de EPOC) (American Cancer Society, 2023). De igual
forma, antecedentes de infecciones que ocasionaron cicatrices en los pulmones,
como la tuberculosis, aumentan la probabilidad de desarrollar la enfermedad
(Heredia et al., 2023).

La predisposicidn genética también se ha considerado un factor de riesgo en las
ultimas décadas, el Consorcio Internacional de Cancer de Pulmén estima que las
personas que tengan un familiar de primer grado con cancer de pulmén presentan
un riesgo un 50 % mayor de padecer la enfermedad, aumentando al 82 % cuando
se trata de un hermano diagnosticado con la enfermedad (S. Li et al., 2022).

2.3.2 Clasificacion

El cancer de pulmén engloba una variedad de tumores biolégicamente distintos. Los
diferentes tipos de cancer de pulmdn se organizan en dos grupos: el cancer de
pulmdén no microcitico (CPNM), mayormente conocido como cancer de pulmén de
células no pequefias (CPCNP), que representa el 81 % de los casos, y el cancer de
pulmén de células pequefias (CPCP), que representa el 14 % de los casos
(American Cancer Society, 2023). EI CPCNP se clasifica a su vez en
adenocarcinoma, que es mas frecuente en las mujeres, seguido del carcinoma de

células escamosas y carcinoma de células grandes. El adenocarcinoma se origina
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en las glandulas que segregan moco, y por lo general, es mas tratable que los otros
subtipos debido a la alta probabilidad de su localizacion en la periferia pulmonar y a
que presente mutaciones que puedan ser objeto de tratamientos. El carcinoma de
células escamosas se disemina mas rapido que el adenocarcinoma y tiene su origen
en las células que se encuentran recubriendo las vias respiratorias pulmonares. El
carcinoma de células grandes es el mas maligno de los tres CPCNP, ya que puede
originarse en cualquier parte del pulmén (Thai et al., 2021). El subtipo de CPCP
mas frecuente es el carcinoma de células pequefias, seguido del carcinoma
combinado de células pequerias. EI CPCP es generalmente mas agresivo que el
CPCNP, por lo que es mas probable que al momento del diagnostico de pacientes
con CPCP la enfermedad ya se haya extendido mas alla de los pulmones,
dificultando su tratamiento (Miller et al., 2022).

2.3.3 Estadificacion

La determinacién del estadio del cancer de pulmén permite al médico conocer si el
cancer se ha extendido y a qué distancia, ayudando a establecer el mejor
tratamiento. Para el CPCNP por lo general se utiliza el sistema de clasificacion TNM
del American Joint Committee on Cancer (AJCC), que se basa en ftres
caracteristicas: 1) el tamafo y la extensién del tumor principal (T), 2) la propagacion
a los ganglios (nddulos) linfaticos adyacentes (N) y 3) la propagacion a sitios
distantes, conocida como metastasis (M). Después de determinar las categorias T,
N y M, estos datos se agrupan para determinar una etapa general, de acuerdo con
la clasificacion mas reciente del sistema, que se puede consultar en las guias
médicas (Detterbeck, 2018).

2.4 Métodos diagndsticos

La radiografia de térax es el estudio que normalmente se realiza primero en el
abordaje del diagndstico del cancer de pulmédn, y puede ir acompafada o seguida
de una tomografia computarizada. El diagnéstico definitivo se realiza mediante una

biopsia de tejido (Arroyo-Hernandez et al., 2022). Sin embargo, dependiendo del
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caso y del enfoque del médico, se puede optar por una variedad de métodos

diagnodsticos que pueden ser utiles en distintas etapas de la enfermedad.

En el Cuadro 2 se resumen algunos de estos métodos y se comparan de acuerdo

con las principales caracteristicas y limitaciones.

Cuadro 2. Comparacion de métodos diagndésticos de cancer de pulmon.

mediastinotomia

Tipo de | Método Estadios Limitaciones
método detectados
Imagenologia | Radiografia  de | Inicial Requiere confirmacién.
torax
Tomografia axial | Tamizaje, I-lI Sensible pero poco
computarizada especifico, requiere
(TAC) complementarse.
Imagenes por | Avanzados Para determinar
resonancia metastasis a médula
magnética (MRI) espinal o cerebro.
Tomografia por | Iniciales y | Inyeccién de analogo
Emision de | avanzados radiactivo de la glucosa.
Positrones (PET)
Citologia Con esputo, | Iniciales y deteccién | Para cancer originado
liquido pleural. temprana en grupos | en laringe, traquea vy
de alto riesgo bronquios. Baja
sensibilidad.
Histologia Biopsia con | En avanzados Tejido colectado
aguja insuficiente o  poco
representativo
Broncoscopia Avanzados Altamente invasivo.
Sensibilidad depende
del tamarno del tumor
Quirurgicos Mediastinoscopia | En avanzados Incision de  mayor
y tamano.

Biopsia pulmonar
quirurgica

Avanzados

Requiere toracotomia.
En presencia de tumor
en pared toracica.
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2.4.1 Biopsia liquida

La biopsia liquida se refiere al procedimiento en el que se analizan derivados de un
tumor, como células tumorales circulantes (CTC), ADN libre circulante (ADNIc) y
vesiculas extracelulares (VE), que pueden ser obtenidas a través de varios fluidos
corporales, como la sangre, la orina y liquido de derrame pleural (Souza et al.,
2023). Las proteinas y el ADNIc son los biomarcadores mejor estudiados para la
biopsia liquida, ilustrados en la Figura 4. EI ADNIc esta conformado por fragmentos
de ADN libre que circulan en la sangre periférica y que tienen una longitud de entre
80 y 200 pares de bases (pb). Los fragmentos de ADN generados por células
tumorales conforman el ADN tumoral circulante (ADNtc). La llegada del ADNtc a la
circulacién periférica puede deberse a la secrecidn espontanea de fragmentos de
ADN a la sangre por parte de los tumores, o como resultado de la apoptosis y
necrosis de las células tumorales (Li et al., 2019).

Las ventajas que ofrece este procedimiento son diversas, principalmente debido a
su minima invasion y su potencial para mejorar significativamente el manejo de
pacientes con cancer de pulmoén avanzado, ya que permite el monitoreo no invasivo
y en tiempo real del progreso de la enfermedad, la respuesta al tratamiento y la
recurrencia del cancer. Debido a que es un procedimiento emergente, actualmente
los resultados de la biopsia liquida pueden ser utilizados solamente para apoyar el
diagnodstico de cancer de pulmén obtenido por otros métodos. Sin embargo, la
aplicacidn de la biopsia liquida esta siendo estudiada como un ensayo de tamizaje,
ya que podria ser una herramienta importante para mejorar la deteccion temprana

de cancer de pulmon entre las poblaciones de riesgo (W. Zhu et al., 2023).
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Figura 4. Fundamento de biomarcadores estudiados por biopsia liquida. VE:
Vesiculas extracelulares. ADNtc: ADN tumoral circulante. CTC: Células tumorales

circulantes.

2.5 La metilacion del ADN en sangre periférica

Los cambios en la metilacion global del ADN en células de sangre periférica se
asocian con el riesgo de padecer diversos tipos de cancer, como los de mama,
pulmon, préstata, ovario, endometrio, colon y recto (Pei et al., 2020).

Aunque las alteraciones epigenéticas en las células de sangre periférica pueden no
representar exactamente los cambios epigenéticos en los tumores primarios, las
alteraciones epigenéticas globales pueden reflejar la inestabilidad gendmica
individual y servir como una firma de exposicion integrada de multiples factores
cancerigenos conocidos y desconocidos, reflejando la acumulacion de multiples
factores reversibles e irreversibles que pueden incluir la edad, el género, el estilo de
vida y la exposicion a distintos factores ambientales, asi como los polimorfismos
genéticos (Kuchiba etal.,, 2014; Z.-Z. Zhu etal.,, 2012). Por este motivo, los
biomarcadores epigenéticos en células de sangre periférica se estan convirtiendo
en una nueva herramienta para predecir el riesgo y el prondstico de diversos tipos

de cancer.
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Si bien las células mononucleares de sangre periférica no estan incluidas dentro de
lo que se consideran las fuentes de biopsia liquida clasica, la deteccion de su
metilacion tanto en el diagnostico temprano como en el pronéstico tumoral ha sido
objeto de estudio en afios recientes, siendo reportados hasta ahora, cambios en la
metilacién del ADN de este tipo de células en muestras de cancer de mama, cancer
de ovario, carcinoma escamoso de cabeza y cuello, relacionandolos de manera
directa con la aparicion y progresion del cancer (Y. Li et al., 2023). El fundamento
fisiologico detras de estos cambios en la metilacion de células mononucleares de
sangre periférica radica en la respuesta que tienen los drganos diana a la
estimulacién de diferentes factores ambientales, factores fisiologicos y lesiones
patoldgicas, regulando el nivel de expresion de los genes diana, ademas, los genes
relacionados en las células sanguineas en la circulacion periférica también pueden

exhibir cambios similares (L. Li et al., 2017).

Los tumores pueden promover cambios genéticos o epigenéticos en leucocitos del
sistema circulatorio, igualmente, la metilacion del ADN en células de sangre
periférica contiene informacion de metilacion relacionada con el tumor. Una ventaja
de detectar la metilacion del ADN en células mononucleares de sangre periférica es
que estas se encuentran en mayor concentracion, ademas, el proceso de extraccion
es mas simple y el ADN es estable durante un tiempo prolongado para su
almacenamiento (L. Li et al., 2017; Shirahata & Hibi, 2014).

2.6 Espectroscopia infrarroja

La espectroscopia estudia la interaccion de la radiacién electromagnética con una
sustancia y esta basada en el fundamento que explica que la radiacion que incide
en la materia no es igual a la radiaciéon que sale. Dicha diferencia energética es
denominada energia de interaccion o energia de absorcion. Esta interaccién tiene
como consecuencia cambios que pueden darse a nivel de atomos o de moléculas.
Las formas en las que las que se pueden dar estas interacciones dependen
directamente de las propiedades tanto fisicas como quimicas de la muestra, asi
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como de la intensidad de la radiacion empleada, ésta ultima a su vez, determinara

el tipo de cambio que se producira a nivel atbmico o molecular (El-Azazy, 2018).

La region infrarroja (IR) de la radiacion electromagnética suele dividirse en tres
subregiones: infrarrojo cercano (NIR), infrarrojo medio (MIR) e infrarrojo lejano
(FIR). La NIR abarca de 12,500 - 4000 cm™' (800-2500 nm). Las bandas NIR surgen
de transiciones vibracionales de baja probabilidad y por tanto, son muy débiles. Sus
coeficientes de absorcion suelen ser dos ordenes de magnitud inferiores a los de
las bandas fundamentales. La region MIR corresponde a los numeros de onda 4000-
400 cm™' (longitudes de onda 2500 - 25.000 nm) y se asocia principalmente con las
transiciones vibracionales fundamentales. Esto implica que el coeficiente de
absorcion alcance niveles elevados en la region MIR. Las bandas de la region del
infrarrojo lejano (FIR; 400-10 cm™'; 25.000 nm a 1 mm de longitud de onda) proceden
principalmente de las deformaciones esqueléticas y los movimientos de torsion de
las moléculas, asi como de los modos intermoleculares. Estas bandas
fundamentales suelen ser dificiles de analizar, ya que son mas débiles y anchas
que la mayoria de las bandas MIR (Bec¢ et al., 2022).

Un requerimiento importante para que se lleve a cabo la absorcion de la radiacion
en el espectro infrarrojo por parte de determinados enlaces atomicos de una
molécula es la existencia de un momento dipolar de enlace activo. Se llama
momento dipolar al producto entre el valor de las cargas (q) y la longitud del enlace
(Balan et al., 2019). La resonancia es otro de los fendmenos requeridos para la
absorcion de la radiacion infrarroja, es decir, la existencia de una concurrencia entre
la frecuencia de vibracion basal en el enlace y la frecuencia de la radiacion infrarroja
incidente que es absorbida. Cuando esto ocurre, el enlace atdmico incrementa su
nivel de vibracion en dicha frecuencia, lo que da como resultado la manifestacion
de un espectro con la formacion de un pico de absorcion, dichos picos o secuencia
de bandas representan el espectro de absorcion en un intervalo de frecuencias en
la region del infrarrojo. Es decir, cada pico en el espectro corresponde a la forma de

vibracion que sucedié en un enlace atomico al interaccionar el haz de infrarrojo
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incidente con esa muestra. Dichas vibraciones proceden de enlaces atdmicos
especificos que conforman las moléculas que contiene el analito. Por otro lado,
cuando las frecuencias basal y de absorcion no coinciden, en lugar de obtener los
picos de absorcion antes mencionados, se obtiene una interferencia destructiva y
no hay amento en la vibracidn del enlace basal en la molécula (Mondragon-Cortez,
2020).

El tipo de vibracion de las moléculas es un aspecto complejo, pero esta
caracterizado en funcion de la combinacion de varios movimientos vibratorios
simples que ya estan definidos y se denominan modos normales de vibracion. Estas
vibraciones pueden referirse a cambios longitudinales en los enlaces, lo que seria
el modo de estiramiento, o pueden involucrar el cambio del angulo de los enlaces,
es decir, el modo de flexion. Por su parte, el modo de estiramiento puede darse de
dos maneras: en fase, llamado estiramiento simétrico, o fuera de fase, entonces

denominado estiramiento asimétrico (Mondragon-Cortez, 2017).

Dentro del espectro obtenido, se pueden observar picos de absorcion diferenciales,
habra unos con mayor absorbancia, que naturalmente corresponden a los enlaces
de las moléculas de la muestra que vibraron a una mayor intensidad al absorber la
energia en infrarrojo. La intensidad de los picos en un espectro depende de la
cantidad de enlaces que absorban la energia infrarroja a una intensidad
determinada, ya que al incidir la energia de infrarrojo sobre la muestra solo los
enlaces que entren en resonancia con esta energia podran absorberla, lo que se
asocia con un cambio en el momento dipolar de la molécula, que resulta en una
vibracion molecular en conjunto. Por lo tanto, diferentes moléculas daran lugar a

espectros especificos que permiten su distincién de otras (El-Azazy, 2018).

2.6.1 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

Los espectrometros de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR por sus siglas
del inglés Fourier Transform Infrared Spectroscopy), constituyen la tercera

generacion de espectrometros e incorporan un principio distinto. En estas maquinas
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la muestra es irradiada por la fuente de banda ancha y la respuesta especifica de la
longitud de onda de la muestra se consigue mediante la transformada de Fourier de
un interferograma, que acumula la sefial de la muestra en toda la regién de longitud
de onda (de banda ancha) mediante una unica accion de barrido; es la denominada
medicion multiplexada (Zapata et al., 2021).

La transformada de Fourier es en realidad un algoritmo matematico que se integro
en la espectrometria infrarroja cuando el monocromador que se utilizaba
anteriormente en los equipos se reemplazé por el interferdmetro, que permitia
registrar simultaneamente varias frecuencias, lo que daba como resultado multiples
ondas sinusoidales superpuestas, el algoritmo de Fourier convierte estas senales
en un espectro convencional de infrarrojo, poniendo solucion a este inconveniente
(Be¢ et al., 2022).

En el espectrometro de FTIR se llama accesorio de interaccion al dispositivo donde
se produce la interaccion entre la radiacion infrarroja y la muestra a ser analizada.
Una de las configuraciones mas utilizadas actualmente es con el accesorio de
reflectancia total atenuada (de sus siglas en inglés ATR, por Attenuated Total
Reflection), debido principalmente, a la ventaja que representa al ser compatible
con cualquier tipo de presentacion fisica de la muestra. Ademas, cuando se utiliza
el modo de reflectancia total atenuada (ATR), no es necesario tratar la muestra vy,
por lo tanto, ésta permanece intacta tras el analisis espectroscopico, de forma que
puede conservarse para analisis posteriores (Zapata et al., 2021).

2.6.2 Aplicaciones clinicas de la FTIR

En la ultima década el creciente desarrollo tanto de la instrumentacion como de los
meétodos quimiométricos situdé a la técnica analitica cualitativa y cuantitativa por
infrarrojo como uno de los métodos mas extendidos para determinar las estructuras
quimicas de las moléculas. Las muestras bioldgicas son esencialmente complejas,
compuestas por una fusion de diferentes proteinas, lipidos, acidos nucleicos y
carbohidratos, por lo tanto, el espectro infrarrojo es el resultado de las bandas de
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absorcion caracteristicas de estas moléculas. La FTIR ha ganado un lugar en las
herramientas que se utilizan actualmente para investigar material biologico, Balan

et al. (2019) resumen sus ventajas:

e Accesibilidad experimental a una serie de transiciones activas infrarrojas
derivadas de moléculas especificas en regiones espacialmente localizadas
dentro de las biomoléculas.

¢ Método no invasivo que no requiere marcadores ni sondas fluorescentes.

e Sin limite de peso molecular de la muestra.

e Permite obtener imagenes instantaneas de todas las conformaciones
moleculares.

e Minima preparaciéon de la muestra.

e Sencillez, rapidez y bajo costo.

¢ Alta sensibilidad molecular unida a una resolucién espacial de hasta unos pocos

micrometros.

Recientemente se ha puesto atencion en la importancia de la técnica de infrarrojo
en la evaluacion sensible y favorable de todas las “dmicas” de una muestra
bioldgica, que permite la deteccion de cambios moleculares que pueden reflejar un
diagnostico precoz y un prondstico eficaz de la enfermedad. La espectroscopia
infrarroja, por lo tanto, se ha incorporado en medicina para el diagnostico de
diversos canceres, trastornos neurolégicos, diabetes, arterosclerosis, glébulos rojos
infectados por la malaria y seguimiento de la artritis reumatoide en modelos

celulares, animales o clinicos (Balan et al., 2019; Ghosal et al., 2008).

El analisis de suero sanguineo y en especial, el analisis de las proteinas mediante
métodos espectroscopicos vibracionales (espectroscopia de Raman y FTIR),
pueden proporcionar informacion esencial sobre el estado del paciente e indicar la
existencia de diferentes patologias (Figura 5). Los espectros del suero sanguineo
permiten identificar las especies organicas mas abundantes como proteinas totales,

glucosa, triglicéridos, urea, albumina y colesterol. El suero sanguineo incluye cerca
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de 20,000 proteinas distintivas con una concentracion total de 1mM. El peptidoma,
conocido como la fraccion de bajo peso molecular del suero, esta presente en
concentraciones pequefas, sin embargo, tiene un potencial de datos diagnosticos
especificos del cancer debido principalmente a la capacidad de huella dactilar de
los eventos moleculares de diferentes 6rganos o tejidos asociados a la presencia
de cancer (Balan et al., 2019; Yang et al., 2021a).

Figura 5. Aplicaciones biomédicas de la espectroscopia infrarroja.

2.6.3 Regiones y bandas de interés en el estudio del cancer de pulmon

La regién conocida como la “huella digital” (bio-fingerprint region) del espectro del
infrarrojo medio comprende de 1800 a 900 cm™ y contiene los modos vibracionales
caracteristicos de los enlaces quimicos que pueden ser explorados para
comprender mecanismos intracelulares, por lo tanto, la espectroscopia infrarroja
proporciona una “huella dactilar bioquimica celular” de la muestra que se esta
estudiando, con una asociacion directa entre picos y enlaces quimicos (Yang et al.,
2021a). Esto representa un enfoque no destructivo y de tamizaje para el diagndstico
que puede ser realizado de forma rapida.
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En la obtencién de espectros FTIR de sueros de pacientes con cancer de pulmon y
de un grupo de personas sanas, Wang y colaboradores caracterizaron las bandas
preliminares que se resumen en el Cuadro 3 y que posteriormente se asignan en el
Cuadro 4, reportando que la razén A1080/A1170 puede discriminar entre los sueros
de ambos grupos, siendo 1080 cm™' correspondiente al estiramiento simétrico de
PO2 de acidos nucleicos y 1170 cm™ a los grupos C-O (H) de los residuos de
treonina, tirosina y serina de proteinas, y que esto se relaciona con que el suero de
pacientes con cancer de pulmdén contiene mayor cantidad de acidos nucleicos
(Wang et al., 2014).

Cuadro 3. Asignaciones preliminares de los espectros IR medios del suero de
pacientes con CP (Wang et al., 2014).

Frecuencia (cm™') Asignacioén de banda

Pacientes con Personas

cancer de sanas

pulmon

3293 3295 Banda amida A

2958 y 2872 2959y 2872 Estiramiento  simétrico vy
asimétrico CH3

2931 2931 Estiramiento  simétrico vy
asimétrico CH2

1743 1741 Estiramiento C=2

1650 y 1546 1651y 1545 Banda de la amida | y Il

1451 1451 Deformacion CH2

1399 1399 Doblamiento CH3

1313 1314 Banda de la amida lll

1243y 1079 1243 y 1080 Estiramiento  simétrico vy
asimétrico PO2

1169 1170 Estiramiento  C-O(H) en
proteinas
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Cuadro 4. Asignacion de bandas por (Wang et al., 2014) en suero de pacientes con
CP.

Banda/region Asignacion Relacion cancer
(cm™) de pulmén
2997-2887 Estiramiento  C-H El contenido de lipidos
(lipidos). incrementa en relacion
1593-1480 Banda amida |l con el contenido de
(proteinas). proteinas en pacientes
con CP.
1650 Banda amida | Sugiere que el contenido
(proteinas). de flexion N-H vy
estiramiento C-N
aumentd en relacion con
el contenido de

estiramiento carbonilo en
las proteinas del suero de
pacientes con CP.

1080 Estiramiento Sugiere que el contenido
simétrico PO2 de de ADN esta
acidos nucleicos. incrementado en CP,

relacionado
probablemente con

necrosis y apoptosis de
células de CP ylo
liberacion de ADN por

éstas.

1243 Estiramiento Puede indicar cambios
asimétrico de estructurales en acidos
acidos nucleicos. nucleicos.

1170 Grupos C-O (H) de Puede describir el
residuos de incremento relativo de
treonina, tirosina y acidos nucleicos en CP.

serina en proteinas

En el analisis FTIR de esputo de pacientes con cancer de pulmén y sanos se
reportaron las siguientes bandas resumidas en el Cuadro 5, con una absorbancia
incrementada en el grupo de cancer de pulmon: 964 cm™, resultante de los modos

vibracionales de acidos nucleicos y del estiramiento simétrico de monoésteres de
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fosfato y proteinas fosforiladas, asi como picos altamente diferenciados en 1024 cm-
1y 1049 cm™, correspondientes al estiramiento C-O y la flexion C-O tipica del
glucogeno; posiblemente relacionado con mayores niveles de glucégeno
caracteristicos de los tumores pulmonares. También se obtuvo un pico en 1411 cm-
1, asociada con el estiramiento COO- y la flexion C-H. Las bandas de 1577 cm™ y
1656 cm™', correspondientes a las regiones amida Il y amida |, respectivamente,
también presentaron absorbancias mayores en el grupo de cancer de pulmon (Lewis
et al., 2010).

Cuadro 5. Asignacion de bandas en esputo por (Lewis et al., 2010).

Posicion del pico obtenido por Modo Fuente

la segunda derivada (cm™) vibracional primaria
propuesto propuesta

Normal Cancer de

pulmon

964 966 Estiramiento Proteinas vy
PO4, acidos
Estiramiento nucleicos
C-C

1024 1024 Estiramiento Glucogeno
C-0O, flexion
C-O

1049 1051 Estiramiento Glucogeno
C-0O, flexion
C-O

1411 1417 Estiramiento Proteina
COO-,
flexion C-H

1577 1577 Amida I, Proteinas vy
flexion  NH, acido
estiramiento nucleico
C-N,
estiramiento
C=N del
anillo de
imidazol

1656 1654 Amida l, Proteina
estiramiento
C=0
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El proceso de diseminacién de las células cancerosas representa una etapa
fundamental y que ocurre como resultado del éxito de la intravasacion y la
supervivencia en el torrente sanguineo de estas células. La metastasis, por lo tanto,
requiere un incremento en la produccién de energia, para lo cual se llevan a cabo
una serie de cambios metabdlicos que involucran la regulacién de la glucosa, los
lipidos y proteinas (Weber, 2016). La espectroscopia FTIR permite analizar estos
cambios a través de la longitud de las cadenas lipidicas, la conformacion de las
proteinas y acidos nucleicos, asi como la relacién lipido/proteina. Por ejemplo, la
alteracion en el metabolismo de los lipidos puede notarse en las intensidades de la
banda 2926 cm™' correspondiente al estiramiento asimétrico CH2, y 2852 cm™' del
estiramiento simétrico CH2, que se asocian a fosfolipidos y acidos grasos de cadena
larga, y que puede relacionarse con la actividad de la fosfolipasa D en la hidrdlisis
de los fosfolipidos que participan en la invasion de las células cancerosas (Blat
et al., 2019; Staniszewska-Slezak et al., 2018).

Figura 6. Espectros FTIR de plasma de las semanas 1-5 de progresion del cancer
de mama. Modificado de (Blat et al. 2019).

En un analisis de plasma de pacientes con cancer de mama (Figura 6) y metastasis
a pulmon se encontraron bandas en el rango espectral 1300 — 950 cm™', asignados

a las vibraciones C-O de glucosa, glicerol y ARN, asociadas probablemente a
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diferentes vias metabdlicas de azucares y acidos nucleicos que se incrementan
como parte de los requerimientos metabdlicos durante las distintas fases del
desarrollo del cancer (Blat et al., 2019).

2.6.4 Las conformaciones del ADN en la espectroscopia FTIR

La facilidad con que la espectroscopia FTIR proporciona una instantanea de la
estructura y conformacion del ADN en forma de picos tanto intensos como
discernibles, ha permitido utilizar esta herramienta ampliamente para estudiar sus
conformaciones, por consiguiente, se ha logrado recopilar los diversos estudios y
de esta manera integrar una biblioteca de picos de ADN en la regién 1800 - 800 cm-
', que es la region de interés cuando se estudian acidos nucleicos (Gurbanov et al.,
2019).

El ADN bicatenario puede presentarse en tres conformaciones: la forma B, la forma
Ay la forma Z, siendo la forma B la que se encuentra con mayor frecuencia en la
célula, mientras que la forma A es la segunda mas frecuente. Existe un proceso
transicional de ADN-B a ADN-A que se lleva a cabo en el contexto de la replicacion
del ADN o del reconocimiento de secuencias especificas por proteinas o la
interaccidn con ligandos, que se basan en interacciones ADN-proteina (Gurbanov
et al.,, 2019; Whelan et al., 2011). La conformacién ADN-Z es una hélice hacia la
izquierda, que presenta un surco menor mas estrecho que el ADN-B y ningun surco
mayor evidente, su estabilizacion es posible gracias al superenrollamiento negativo
generado por la transcripcion, como un cambio conformacional temporal (Zhang
etal.,, 2016). En el espectro FTIR, la banda del estiramiento asimétrico PO2
proporciona informacion sobre la conformacion del esqueleto de los acidos
nucleicos, y esta reportada alrededor de 1245 — 1235 cm™ para la forma A, 1225 -
1220 cm™ para la forma B y 1216 - 1213 cm™ para la forma Z del ADN (Banyay
et al., 2003; Blat et al., 2019; Gurbanov et al., 2019; Zhang et al., 2016).

Informacion adicional sobre la conformacién del ADN puede obtenerse con las
bandas que se asocian a los modos de plegamiento de los azucares. El plegamiento
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del azucar se refiere a la torsion que sufren las moléculas de pentosa en el ADN,
los anillos de azucar constituyen el enlace flexible entre la base nitrogenada y el
esqueleto de fosfato, por lo que al adoptar diferentes conformaciones de
plegamiento alteran la orientacion relativa del esqueleto y la base, resultando en
variaciones en la estructura global de los acidos nucleicos, asi como en su funcion
(Huang etal.,, 2014). La region 900 - 800 cm™ puede mostrar informacion
relacionada, ya que se asocia a las vibraciones del azucar/azucar-fosfato, en
especifico, las bandas 882 - 877, 865 - 860 y 815-802 cm™' corresponden al modo
de plegamiento de azucares de tipo N (plegamiento C3’-endo), y las bandas del
rango 842 - 820 cm™' se asocian a los azucares de tipo S (plegamiento C2’-endo)
(Gurbanov et al., 2019).

Conformacion Z del ADN

El ADN-Z es una doble hélice levogira, estrecha y alargada, con un diametro de 44,6
A, que incorpora 12 bases por vuelta en oposicion a las 10 del ADN-B. La cadena
de azucar-fosfato forma un zigzag causado por orientaciones alternas de los
azucares ribosa en los nucleotidos de guanosina y citidina. En la conformacion Z,
los residuos de guanosina y citidina tienen el oxigeno O4' de furanosa “apuntando”
en direcciones opuestas a lo largo de la cadena principal de fosfato (Krall et al.,
2023).

Las modificaciones covalentes de las bases nitrogenadas del ARN y del ADN
afectan la estabilidad de la conformacion Z desestabilizando las conformaciones A
y B o estabilizando la conformacion Z. Se conoce que cambios epigenéticos como
la metilacion del ADN facilitan la transicion de formas B-Z (Figura 7), y aunque el
mecanismo no esta completamente elucidado, se cree que estos cambios
conformacionales inducidos por la metilacion estan relacionados con menos
diferencias energéticas que implica la transicion del ADN-B metilado al ADN-Z, asi
como con su funcion biolégica (Temiz etal.,, 2012). Esto sugiere una barrera
energética mas baja, que puede ayudar a explicar una mayor facilidad del cambio
de ADN-B metilado a ADN-Z que de ADN-B no metilado (Temiz et al., 2012).
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Ademas, se ha caracterizado que para el ADN-Z, la metilaciéon en C5 de citidina
desestabiliza la conformacion B al hacer que el surco mayor sea mas hidréfobo
mientras que solo desestabiliza parcialmente la conformacién Z, ya que el grupo
metilo llena parcialmente un parche hidréfobo en la superficie del surco mayor,

resultando en la promocion de la conformacion Z (Krall et al., 2023).

dl1d

Figura 7. Espectroscopia FTIR para monitorear las sefiales de ADN en células
con acetilacion de histonas regulada por tricostatina A (TSA). Modificado de
(Zhang et al. 2016).

También se ha reportado que secuencias metiladas analizadas con espectroscopia
FTIR han presentado incrementos en las bandas correspondientes a los azucares
de tipo S (plegamiento C2’-endo), como lo demostrado por Gurbanov et al. en 2019,
al comparar datos IR con un analisis de metilacién de secuencias de ADN para
evaluar la capacidad de aclimatacion a metales pesados por mecanismos

epigenéticos de Gordenia sp.

Por otro lado, la adicién de un grupo metilo en el C5’ de la citosina ocasionara
vibraciones CH3, y ya que un cambio en el entorno quimico puede dar lugar a
desplazamientos y/o intensidad de los picos, también ocurriran cambios en los picos
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asociados con el grupo NH2 (del C4 adyacente a la posicion metilada de la citosina),
asi como cambios en los estiramientos C-C. En una comparacion entre la
espectroscopia FTIR y la espectroscopia de Raman para analizar la sensibilidad de
ambas técnicas para detectar cambios en oligonucleétidos diferencialmente
metilados y no metilados, se reportaron las siguientes bandas: 1548 cm™ de la
flexion N-H, 1612 cm' del estiramiento C4-NH2, 1658 cm™' del estiramiento C=0,
818 cm™ del esqueleto de fosfato, 822 cm™' de la estructura de la citosina y 1608
cm™' de la vibracion C4-NH2 de la citosina (Kelly et al., 2011).

De tal manera, la variabilidad en estas regiones previamente mencionadas puede
caracterizar muestras de dos poblaciones o grupos distintos, y su representacion
grafica espectral corresponderia a picos definidos, como se muestra en el ejemplo
de la Figura 8.

Figura 8. Espectros IR medios del suero de pacientes con cancer de pulmoén y de
personas sanas. Modificado de (Yang et al., 2021).
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3 Hipoétesis

Los datos obtenidos por espectroscopia FTIR de las muestras séricas
correlacionaran con el grado de metilacion global obtenido por ELISA en pacientes

con cancer de pulmon.
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4 Objetivos

41 General
Explorar la correlacion de datos de infrarrojo de muestras séricas con datos

espectrofotométricos del grado de metilacion del ADN en pacientes con y sin cancer

de pulmén.

4.2 Particulares

1. Determinar el grado de metilacion global del ADN en pacientes con y sin
cancer de pulmon mediante ELISA.

2. Establecer las variables de los espectros de absorbancia de infrarrojo de las
muestras estudiadas que se someteran al analisis de correlacion con el
porcentaje de metilacion global del ADN.

3. Evaluar la posible aplicacion de los datos de infrarrojo para la determinacion
del porcentaje de metilacion global del ADN en pacientes con cancer de
pulmdén empleando técnicas de correlacion y medidas de similitud.

4.3 Profesionalizantes

* Adaquirir habilidades y conocimientos en la aplicacion de técnicas analiticas
avanzadas para el diagnostico de enfermedades, como la espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier.

« Desarrollar competencias en el disefio y la implementacién de protocolos de
analisis clinico para la deteccion y el seguimiento de enfermedades como el

cancer de pulmén.
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5 Metodologia

5.1 Diseio
El disefio de este proyecto de investigacion es de tipo observacional transversal y

comparativo.

5.1.1 Definicién del Universo
Individuos de 40 afos en adelante diagnosticados con cancer de pulmén en
instituciones de salud (ISSSTE, IMSS) de México.

Individuos de 40 afios en adelante que residan en México y que no tengan historial
de ningun tipo de cancer, sin familiares consanguineos de primer grado

diagnosticados con cancer y sin antecedentes de enfermedades pulmonares.

5.1.2 Tamano de muestra
El tamafo muestral se obtuvo por la férmula de medias de dos muestras
independientes:

_ (Za+ZB)2(VaT1+Var2)
(u1-u2)?

Donde:

Za es el nivel de confianza (95 % = 1.64)

Zp es el poder de la prueba (80 % = 0.84)

Var 1y Var 2 son las varianza de cada muestra, respectivamente.
M1y h2 son las medias de cada muestra, respectivamente.

Dado que no existen antecedentes relacionados a la metilacion global del ADN que
se ajusten a las caracteristicas de este estudio se considerd solo la variable de
absorbancia obtenida por espectroscopia FTIR para la estimacién del tamafio de

muestra.

De acuerdo con lo reportado por (Wang et al., 2014), en muestras de suero de
pacientes con cancer de pulmon, para las bandas espectrales A2959/A1545 se
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encontré una media de absorcidon de 0.2737 + 0.0461, mientras que la media para
el grupo de personas sanas fue de 0.2451 £ 0.0224. Se tom6 como referencia esa
razon de absorcidn ya que ha sido la mejor variable de respuesta reportada en la
literatura que represente la minima diferencia estadisticamente significativa entre

ambos grupos.

Sustituyendo tales valores en la férmula (1) y considerando las posibles pérdidas,

se conforman los grupos de la siguiente forma:
Grupo de pacientes diagnosticados con cancer: 20
Grupo control: 20

5.1.3 Definicién de las unidades de observacion
De acuerdo con el Cuadro 6, se definen los grupos a evaluar.

Cuadro 6. Definicidon de unidades de observacion.

Unidades de

observacién Definicion Unidad de medida

Personas que hayan sido | Porcentaje de metilacion
diagnosticadas con global del ADN
cancer de pulmon Unidades de absorbancia

Pacientes con cancer
de pulmoén

Individuos sin cancer,
que hayan residido en
México al menos el 51 %
de su vida, sin familiares | Porcentaje de metilacion

Grupo control consanguineos de primer global del ADN
grado con cancer, sin Unidades de absorbancia
antecedentes de
enfermedades
pulmonares.

5.1.4 Grupo control
El grupo control se conformara por personas mayores de 40 afios sin discriminacion

de sexo.

41



5.1.5 Criterios de inclusion

a) Para ambos grupos los integrantes debian tener de 40 afios en adelante, que
hubiesen residido en el pais la mayor parte de su vida (minimo el 51 % de su
vida).

b) Para el grupo de pacientes con cancer de pulmon: Que contaran con diagnéstico
de cualquier estadio de cancer de pulmon por primera vez. Tumor primario
originado en pulmon.

5.1.6 Criterios de exclusion

a) Ningun participante del grupo control debi6 tener exposicion pasiva por mas de
una hora semanal a humo de tabaco, ni exposicion mayor a 100 horas/afo a
humo de lefia, humo de fabricas y chimeneas.

b) Participantes que previamente hubiesen padecido cualquier tipo de cancer.

c) Participantes con familiares consanguineos de primer grado que hubiesen sido
diagnosticados con cancer de pulmon.

d) Participantes diagnosticados con asma, fibrosis pulmonar, o cualquier otra
enfermedad pulmonar cronica.

e) Para el grupo de pacientes con cancer de pulmén: personas cuyo cancer de
pulmén fuese producto de la metastasis de otro tipo de cancer.

5.1.7 Criterios de eliminacion

a) Participantes que ya no desearan continuar en el estudio.

b) Participantes cuya muestra haya sido insuficiente o cuyos datos estén

incompletos y no se pueda repetir la toma de muestra o informacién.

5.1.8 Definicién de variables y unidades de medida
De acuerdo con el Cuadro 7, se mencionan tanto la definicion, las unidades de
medida y el tipo de variable.
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Cuadro 7. Caracteristicas de las variables.

. e . . Tipo de
Variable Definicion Unidad de medida variable
Espectro de
absorcion que a
través de bandas Unidades de
Perfiles i . 0 picos representa absorbancia Cuantitativa
erfiles infrarrojos | : , .
as frecuencias en Numero de onda continua
las que la muestra en cm-1
absorbe la
radiacion
Metilacion global | Porcentaje de ADN o Cuantitativa
del ADN con 5-metilcitosina ° continua

5.1.9 Fuentes, métodos, técnicas y procedimientos de recoleccion de la

1.

informacion.

La busqueda de los pacientes con cancer de pulmén se realizé6 mediante una
colaboracion con el Cancer Center del Hospital Tec 100 Querétaro. También se
promovié la participacidn mediante un aviso de reclutamiento para ambos
grupos de estudio que se colocé en instituciones de salud con previa
autorizacion, asi como en diversos puntos de la ciudad y de la Universidad
Auténoma de Querétaro.

A los participantes que cumplian con los criterios de inclusion se les pidi6 leer
la carta de consentimiento informado, se les hizo saber que cualquier duda que
tuvieran podian consultarla con las investigadoras responsables. Una vez que
terminaron de leer, se les preguntd si habian comprendido en su totalidad la
carta de consentimiento informado o si tenian alguna otra duda, si todo habia
quedado comprendido se procedio a solicitar su firma (Anexo 1, Anexo 4). El
Anexo 4, correspondiente al consentimiento informado amplio, se incluye con el
propésito de almacenar las muestras de suero y sangre total a -20 °C por un

plazo maximo de 2 afios en un espacio reservado del laboratorio de la Unidad
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de Servicios Clinicos y Diagndstico Molecular ubicado en el Edificio 9 de la
Facultad de Quimica, Centro Universitario. Esto con el fin de obtener la
autorizacion de los participantes para utilizar las muestras y los datos obtenidos
de ellas en proyectos de investigacion sobre cancer de pulmdn que se realicen
posteriormente en el Laboratorio de Enfermedades Cronico-Degenerativas
como parte del mismo programa académico y que sean dirigidas por la Dra.
Karla Isabel Lira de Ledn.

Se comunico a los participantes la existencia del formato de revocacion del
consentimiento (Anexo 2). Si los participantes deciden retirarse del estudio se
les preguntara si desean la destruccion de la muestra recolectada y la
eliminacién de sus datos o si permiten el uso de la muestra y los datos ya
recabados. Ambas opciones se presentan en el formato. Se le preguntara al
participante si tiene alguna duda respecto a su retiro del estudio, si todo quedo
comprendido se solicitara que seleccione cémo proceder con sus datos y
muestra sanguinea y que firme la revocacion del consentimiento. Se respetara
la eleccion del participante en relacion con la conservacion o destruccion de su
muestra y/o datos recolectados.

Se registraron los datos personales de cada participante, los cuales fueron
tratados de acuerdo con los principios éticos correspondientes, y se les
proporciond un cuestionario para su llenado (Anexo 3).

La toma de muestra sanguinea se llevo a cabo en el laboratorio de analisis
clinico del Cancer center del Hospital Tec 100 de Querétaro para el grupo de
cancer de pulmén. La toma de muestra sanguinea para el grupo control fue
realizada por la Q.F.B. Alitzel Arcos de la Cruz, con cédula profesional
13357730, y la aplicacién de los formularios fue realizada por la Lic. Maria
Arellano Sosa con cédula profesional 13057599, responsable del proyecto. Ante
cualquier incidente con el participante y en caso de que fuese necesario, estaba
disponible la atencién médica por parte de los médicos del consultorio clinico
universitario de FARMA-UAQ: Dra. Irhe Sue Acevedo Baltazar y Dra. Karen ltzel

Suarez Torrez.
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5.2 Procedimientos

5.2.1 Obtencidén de muestra sanguinea

Primero se realizé la extraccion de sangre periférica mediante puncion venosa
utilizando el sistema Vacutainer™. Se obtuvieron 5 ml de sangre con tubos de
recoleccion lila con EDTA y 4 ml con tubo dorado sin anticoagulante (9 ml de sangre
en total) en participantes con previo ayuno de 8 horas minimo. El procedimiento fue
ambulatorio, siguiendo todas las medidas de higiene y seguridad recomendadas
para la extraccion sanguinea, implicando riesgo de formacion de hematoma, dolor
y/o malestar en el area de puncion, reaccion alérgica, mareo o desmayo e infeccion
del area de puncion si se expone a microorganismos.

La extraccion de sangre periférica se realizé de la siguiente manera: una vez que
la persona estuvo sentada, se despejo el area antecubital del brazo, se coloco el
torniquete con la mano del participante cerrada para palpar la vena, se explord
primero la vena cubital, que es la mas larga, gruesa y se prefiere por bordear la
musculatura del brazo, posteriormente se buscé la vena cefalica, por ser menos
gruesa, y por ultima opcion, de ser necesario se busco la vena basilica, ya que es
mas pequefa que las anteriores y se encuentra en un area mas sensible (Gonzalez
de Buitrago, 2010). Una vez seleccionada la vena, se descontamind el area de
puncion con una torunda de alcohol al 70 % y se introdujo la aguja con el sistema
Vacutainer en un angulo de 45°, se acoplaron los tubos en orden, primero el tubo
sin anticoagulante y posteriormente el tubo con anticoagulante. Los tubos se
invirtieron inmediatamente después de quitarlos del sistema. Se asegurd que la
persona tuviese abierta la mano, se libero el torniquete y se coloco sin presionar
una torunda sin alcohol sobre la aguja para retirarla. Una vez retirada se presiono
el area puncionada con la torunda y se colocé una banda adhesiva para evitar
contaminacion. Las muestras de sangre fueron procesadas en un lapso no mayor
a 3 horas, se obtuvo primero el suero y las alicuotas de sangre total para su
posterior almacenamiento (descrito en seccion 5.2.2).
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5.2.2 Obtencion de suero

Para obtener el suero, los tubos con gel separador fueron centrifugados a 3,200
rom durante 15 minutos y se recupero el sobrenadante. Se hicieron alicuotas de 1
ml y se les afiadid6 0.6 g de trehalosa de la marca Sigma (T9631-10G) para
preservar las proteinas. Las muestras fueron almacenadas en congelacion a -4 °C
en el Laboratorio de Microbiologia Molecular del Edificio 9 de la Facultad de
Quimica hasta su analisis. Las muestras de sangre total fueron almacenadas en

refrigeracion en el tubo primario en el mismo laboratorio.

5.2.3 Determinacion del porcentaje de metilacion global del ADN

Para cumplir el primer objetivo particular propuesto, se realizaran los siguientes

pasos.

5.2.3.1 Extraccion de ADN

La extraccion del ADN se realizé a partir de la sangre total, utilizando el estuche
Quick-DNA™ Miniprep Plus Kit, numero de catalogo D4068 de la casa comercial
Zymo Research (Irvine, California, Estados Unidos), que se basa en el principio de
union del ADN a una membrana de gel de silice, mientras que los contaminantes la
atraviesan. Para comenzar los pasos del procedimiento indicado por el proveedor
se coloco una cantidad de 200 yL de muestra de sangre total en tubos estériles de
1.5 mL para microcentrifuga. Posteriormente se emplearon los buffers
correspondientes para inducir la lisis de las células presentes en las muestras de
sangre, la uniéon del ADN genomico a la membrana de una columna de
centrifugacion, el lavado de la membrana y finalmente la eluciéon del ADN gendmico
de la membrana, de acuerdo con las instrucciones y las modificaciones necesarias

indicadas por el proveedor.

5.2.3.2 Cuantificacion de la concentracion y pureza del ADN
Se obtuvo la concentracién del ADN mediante espectrofotometria, mediante el valor
de absorbancia obtenido a una longitud de onda de 260 nm, mientras que la pureza
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del ADN se evalu6 con la lectura de las absorbancias en la relacion A260/280. Para
estas cuantificaciones se utilizé un espectrometro Thermo ™ Scientific Multiskan GO
Microplate Spectrophotometer. La absorbancia del ADN a 280 nm es caracteristica
de las proteinas, especialmente las que contienen aminoacidos aromaticos
(triptofano, tirosina y fenilalanina). Una muestra de ADN con relacion de
absorbancia 260/280 cercano a 1.8 se considera pura, mientras que <1.7 indica
posible contaminacion por proteinas o fenoles, lo que significa que hay una mayor
absorbancia a 280 nm. La relacion 260/230 se utiliza para evaluar la pureza
respecto a contaminantes organicos como fenoles, sales, azucares o reactivos
utilizados en la extraccion del ADN. A 230 nm absorben sales (EDTA) y algunos
carbohidratos. Una muestra de ADN con una relacion 260/230 entre 2.0 — 2.2 se
considera de alta pureza, mientras que valores < 2.0 indican posible contaminacion
por compuestos organicos, sales o reactivos que absorben a 230 nm (Desjardins &
Conklin, 2010). Los valores obtenidos fueron en general de una pureza aceptable.
5.2.3.3 Evaluacion de la integridad del ADN

Para conocer la integridad del ADN extraido se realizé una electroforesis en gel de
agarosa al 0.85 %, para lo cual se pesaron 0.25 g de agarosa y se disolvieron en
un matraz con 30 ml de buffer TAE (TRIS, acido acético, EDTA) 1X como buffer de
corrida, el matraz se calenté en el horno de microondas durante 40 segundos,
observando que la solucion quedara completamente transparente, lo que indica que
la agarosa se ha disuelto. Se anadieron 3 pl de bromuro de etidio para visualizar
las bandas, se dejo enfriar y se vertio en la bandeja de la camara de electroforesis
con precaucion para evitar la formacidn de burbujas, se insert6 el peine y se dejé
gelificar durante aproximadamente 20 minutos. Se utilizaron 2 ul de 6X buffer de
carga mezclado con 5 ul de muestra. En el primer pozo se cargaron 5 ul de
marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder de Invitrogen™ 'y
posteriormente cada una de las muestras. Las condiciones de corrida fueron:
voltaje constante de 100 volts durante 30 minutos. Las bandas fueron analizadas
utilizando un sistema de foto documentacion UV. En la Figura 9 se presenta el
corrimiento electroforético del ADN de 9 muestras escogidas al azar.
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Se considera que el ADN de una muestra esta integro cuando su perfil en una
electroforesis en gel de agarosa se corresponde a una banda discreta. El nivel de
degradacion de una muestra esta determinado por la pérdida de definicién de la
banda predominante y el acompafiamiento de una estela a lo largo del gel. De
acuerdo con el Joint Genome Institute (JGI), cuando se observa una presencia
simultanea de la banda en la parte superior del gel y una ligera estela, como en la
Figura 9, se considera un ADN de integridad adecuada (Departamento de control
de calidad del Banco Nacional de ADN, 2024).

Figura 9. Corrimiento electroforético del ADN genomico extraido. Las iniciales
representan los nombres de las muestras cargadas. M: Marcador de peso molecular
1 Kb.

5.2.3.4 Ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzima (ELISA)

Para cuantificar el porcentaje global de metilacion del ADN se utilizé el estuche
MethylFlash™ Methylated DNA 5-mC Quantification Kit (Colorimetric) de la casa
comercial EpiGentek (Farmingdale, Nueva York, Estados Unidos), que se basa en
el principio de captura por anticuerpos del ADN metilado. Los pasos para llevar a
cabo el procedimiento se siguieron de acuerdo con las indicaciones del proveedor
(EpigenTek, 2022). Por recomendacién del proveedor, se utilizé una cantidad de

100 ng de ADN, por lo que el ADN fue diluido dependiendo la concentracion de cada
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muestra, afiadiéndose un volumen de 4 ul por cada muestra. La curva estandar se
realizé mediante 6 diluciones del control positivo que incluia el estuche, también se
incluyo el control negativo. Tanto los controles, las diluciones para la curva y las
muestras, fueron cargadas por duplicado en los pocillos. El procedimiento realizado

fue el siguiente:

1. Antes de comenzar la metodologia, se verifico la disponibilidad de todo el
material requerido, asi como la preparacion de las soluciones stock que estaban
concentradas de acuerdo con las instrucciones del estuche.

2. Preparacion de la curva estandar. Se diluy6 1 ul del control positivo (PC) con 9
ul del control negativo (NC) para obtener PC diluido en un tubo de 1.5 ml estéril
y previamente rotulado. Posteriormente se prepararon los 6 puntos de
concentraciones para el control combinado, PC diluido y NC de acuerdo con las
proporciones indicadas por el estuche.

3. Union del ADN. Se seleccionaron las tiras a utilizar y se dibujo el esquema de la
microplaca con el orden elegido de las muestras. Para los pozos control negativo
(NC) se anadioé 100 ul de Binding solution (BS) y 2 ul del control negativo (NC).
Para pozos de control positivo (PC) se afadio 100 ul de BS y 2 ul de PC a
diferentes concentraciones (0.1 % - 5 %) para generar la curva estandar. Para
pozos de muestra se afiadid 100 ul de BS y 100 ng de muestra de ADN. Por
sugerencia del estuche, el volumen de ADN a afiadir debia estar en un rango de
2 — 4 pl, por lo que se eligido un volumen de 4 ul ya que con esta cantidad se
facilitaba el pipeteo y se reducia la probabilidad de cometer errores al cargar un
volumen tan bajo. El ADN se diluy6 en solucién salina fisiologica (NaCl 0.9 %)
de la marca PISA. Para calcular el volumen de ADN a utilizar por muestra para
las diluciones, se realizo la sustitucion de la concentracion de cada muestra en
la férmula Volumen (ul) = cantidad deseada (ng)/ concentracion (ng/ul).

4. Se mezcld la solucion inclinando la placa suavemente, se cubrié con papel

Parafiim™ y se incubd a temperatura ambiente en un agitador de placas durante
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60 minutos. Durante los ultimos 10 minutos de incubacién, se preparo la solucion
“Complejo de deteccidn”.

. Se removio el BS de cada pocillo después de 60 min de incubacién mediante un
movimiento de inversion de la placa. Se lavé cada pozo con 150 ul de Washing
buffer (WB) cada vez durante 3 repeticiones, empleando una micropipeta
multicanal.

. Deteccion del ADN metilado y medicion de la sefal. Se afiadieron 50 ul de la
solucion Complejo de deteccion a cada pozo. La placa se cubrio con papel
Parafim™ y se incub6 a temperatura ambiente en el agitador de placas durante
50 minutos. Se removi6 la solucion Complejo de deteccién de cada pozo
mediante inversion. Se lavo cada pozo con 150 ul de WB cada vez por 5
repeticiones.

. Se anadieron 100 ul de Detection solution (DS) a cada pozo en orden de
columnas, no por filas, de manera simultanea en vertical con la micropipeta
multicanal. Se agit6 la placa suavemente contra la mesa de trabajo durante 10
segundos y se incubo a temperatura ambiente durante 4 minutos. Se supervisé
el desarrollo del color en los pozos de las muestras y de los controles. Después
de unos minutos el DS se volvioé azul en presencia de ADN metilado.

. A'los 5 minutos, el color de los pozos de PC al 5 % se torné azul oscuro, por lo
que se detuvo la reaccion enzimatica afiadiendo 100 ul de Stop signal (SS) a
cada pozo de manera simultanea en forma de columnas, empleando la
micropipeta multicanal. Se mezcl6 la solucion agitando suavemente la placa y
se esperd 2 minutos para permitir que la reaccion de color se detuviera

completamente. El color azul cambié a amarillo después de afiadir SS.

La cuantificacion se llevo a cabo leyendo la placa de ELISA en el espectrometro

Thermo ™ Scientific Multiskan GO Microplate Spectrophotometer a 450 nm, siendo

la cantidad de ADN metilado proporcional a la intensidad de DO medida, que puede

calcularse con las formulas incluidas en el kit (2), para ello se realizé6 una curva

estandar trazando los valores de DO frente a la cantidad del control positivo en cada
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punto de concentracion en Excel (EpigenTek, 2022). Se observo que la ecuacion
con mejor valor de R? fue una de tipo logaritmica de segundo orden, por lo tanto, se
utilizé la ecuacidén que arrojo la grafica, se despejo y se sustituyeron los valores

correspondientes.

DO de la muestra—DO del control negativo
5mC(ng) = , (2)
Pendiente de la curva x 2
cantidad de 5mC (n,
5mC % = (r9) x 100 %

Cantidad de muestra inicial de ADN (ng)

DO 450nm

3.500

3.000 y =0.6738In(x) + 1.9
2500 9871
2.000

1.500

1.000

0.500

)
0.000
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0

Figura 10. Curva estandar del estuche de metilacién.

5.2.4 Identificacion de los perfiles infrarrojos séricos

Para cumplir con el segundo objetivo particular planteado, se llevaron a cabo los
siguientes procedimientos para la obtencion de los perfiles infrarrojos FTIR.

5.2.4.1 Preparacion de las muestras

El primer paso consiste en la liofilizacion del suero, utilizando la liofilizadora
FreeZone de 2.5 litros Benchtop (Labconco, Kansas City, Misuri, Estados Unidos).
Antes de realizar la liofilizacion, se asegurd6 que las muestras estuvieran
completamente congeladas, ya que es un requerimiento imprescindible para que el
proceso pueda llevarse a cabo correctamente. Debido a que esta etapa
metodologica se llevo a cabo en la Universidad Tecnoldgica de la Mixteca, después

del transporte en hielo seco, las muestras se dejaron en el congelador horizontal
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del Laboratorio de Analisis Instrumental del Instituto de Agroindustrias por 48 horas
para asegurar el congelamiento a una temperatura constante. Una vez que se
confirmé el congelamiento, se procedid a prepararlas para la liofilizacion. Para
realizar este procedimiento, a cada tubo de microcentrifuga que contuviera la
muestra, previamente etiquetados con el numero de identificacion, se le cortd la
tapa y en su lugar se taparon con papel filtro, sellado con papel Parafim™. Esta
manipulacion de las muestras ocasioné cambios en la temperatura, por lo que una
vez concluida la preparacion, se dejaron congelar por 2 horas mas. Posteriormente
se transportaron en una nevera con hielo hasta el cubiculo donde se encontraba la
liofilizadora. Se utilizaron 3 vasos de vidrio de Labconco para colocar las muestras.
Se verifico el estado del equipo, asi como de las valvulas, tubos y la colocacion
correcta de los vasos. La liofilizacién se programo con una duracion de 16 horas a
-58 °C y con una presion de 0.014 a 0.021 mBar. Al finalizar la liofilizacién,
mediante un proceso inverso para eliminar el vacio, se dejé que el aire entrara
lentamente, después a las muestras se les colocaron sus tapas y fueron
preservadas en un desecador hasta el momento en el que se realizara la obtencién

de los espectros FTIR (Figura 11).

Figura 11. Liofilizacion de muestras de suero.
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Este procedimiento de liofilizacion también se realizé con el ADN extraido
previamente con el fin de obtener espectros del ADN. Para tal fin, primero se
hicieron alicuotas de 10 ul de ADN. Se plante6 utilizar bromuro de potasio (KBr)
para obtener una muestra solida que fuera mas estable para su analisis espectral
y no tener la presencia de bandas de agua, dadas las caracteristicas del KBr: es
transparente al FTIR ya que no absorbe en la regidon del infrarrojo medio y no
reacciona quimicamente con la estructura del ADN, ademas de que es ampliamente
utilizado en el analisis espectral (Han et al., 2018). El KBr se dejo durante toda una
noche en una estufa a 105 °C, para eliminar cualquier humedad. A cada muestra
de ADN se le agregaron 50 ul de agua ultrapura esterilizada, y 20 mg de KBr, se
mezcld e inmediatamente se regresaron al congelador por 30 minutos.
Posteriormente se les corto la tapa y se coloco el filtro siguiendo los mismos
cuidados que con las muestras de suero.

La liofilizacién se llevo a cabo a 0.014 mBar a -58 °C durante 4 horas. Una vez
concluido el tiempo, se dejaron en el desecador. Después de analizar en el espectro
estas muestras y al observar la presencia de bandas de agua, se decidi6 volver a
liofilizar todas las muestras por 4 horas mas, para lo que se repitié el mismo proceso
de congelamiento y preparacion. Se utilizé un control de metilacion positiva del
estuche MethylFlash™ Methylated DNA 5-mC Quantification Kit (Colorimetric) de
la casa comercial EpigenTek (Farmingdale, Nueva York, Estados Unidos) que
contenia 50 % de 5mC en una concentracion de 20 pg/ml, del cual se tomaron 20
ul, se agregaron 50 ul de agua ultrapura esterilizada y 20 mg de KBr para
posteriormente llevar a cabo el proceso de liofilizacion siguiendo el mismo protocolo

utilizado para las muestras de ADN.
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Figura 12. Liofilizacion de muestras de ADN.

5.2.4.2 Obtencion de los espectros FTIR-ATR

Para analizar las muestras y obtener los espectros se utilizdé un equipo Bruker de
transformada de Fourier modelo ALPHA P (Bruker Optik GmbH) acoplado con un
accesorio de reflectancia total atenuada (ATR), y con un detector de sulfato de
triglicina deuterada (DTGS) y un porta muestra de diamante con una geometria de
paralelogramo de 45°.

Las muestras mantenidas en el desecador se seleccionaron en orden para su
lectura espectral. Primero se analizaron las muestras de ADN. Antes de utilizar el
equipo de FTIR se realizd la verificacion de desviacion minima y la prueba
automatico. Después de hacer una prueba para evaluar la calidad de los espectros
a 64 o 128 escaneos, se decidio utilizar 128, por lo que el equipo se configurd para
leer 128 escaneos en modo de absorbancia en la region del infrarrojo medio (4000
a 400 cm™). Se establecié como fondo o background el KBr, para esto, primero se
leyo el KBr en polvo. Posteriormente se leyeron cada una de las muestras de ADN
por triplicado, colocando con una espatula una cantidad aproximada de 10 mg de
muestra y bajando la prensa con la misma fuerza en cada colocacion, se limpié el
diamante y la placa del accesorio con agua ultrapura y etanol después de cada

lectura.
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La seleccion de la region espectral se llevd a cabo tomando primero varios
intervalos del espectro infrarrojo medio en los que se concentran las bandas de
absorcion mas intensas, posteriormente se fue delimitando la region comprendida
hasta encontrar la que proporcionara los mejores resultados en el analisis
multivariado, es decir, que en el analisis de componentes principales presentara un
mayor porcentaje de variabilidad.

5.2.5 Procesamiento de los espectros FTIR-ATR

Con el fin de eliminar informacion que no pudiera ser de utilidad para el analisis
posterior de los datos espectrales, éstos se sometieron a métodos de
preprocesamiento:

Correccién de la linea base.

Obtencién de la media de las tres réplicas de cada muestra.

Normalizacién.

Filtro de Savitzky-Golay.

o M 0N =

Escalado.
El tratamiento de los espectros, la seleccion de la region espectral, el

preprocesamiento y analisis de los datos espectrales se llevd a cabo en Rstudio.

5.2.6 Plan de procesamiento y presentacion de la informacion

La distribucion y homocedasticidad de todos los datos obtenidos fueron
determinados mediante la prueba de Shapiro Wilk y las pruebas de Levene y Barlett,
respectivamente. Los datos demograficos recolectados mediante el cuestionario
fueron evaluados mediante un analisis de correlacion de Pearson y Spearman para

observar si presentan cambios en funcion de la metilacion global del ADN.

5.2.6.1 Analisis estadistico para el porcentaje de metilacion global del ADN
Primero se evaluo la distribucion de los datos mediante la prueba de Shapiro Wilk.
Dado que los datos presentaban una distribuciéon normal, se llevé a cabo una prueba
de t de Student para buscar diferencias estadisticamente significativas en el
porcentaje de metilacién global del ADN entre ambos grupos (pacientes con cancer
de pulmodn y control), planteando las siguientes hipotesis estadisticas:
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Ho: No hay diferencia significativa en el porcentaje de metilacion global del

ADN entre el grupo de pacientes con cancer de pulmon y el grupo control.

Ha: Existe diferencia significativa entre el porcentaje de metilacién global del
ADN del grupo de pacientes con cancer de pulmon y el grupo control.

5.2.6.2 Analisis estadistico para los espectros infrarrojos

Una vez obtenidos los espectros infrarrojos y posterior al procesamiento, se
identificaron las bandas de interés relacionadas con la metilacion del ADN de
acuerdo con lo reportado en la literatura.

Adicionalmente, después de obtener la absorcion del area de las bandas en forma
de media y error medio estandar, estas se compararon mediante una prueba de t
Student con el fin de buscar diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos de estudio. Estos valores de absorbancia se utilizaron posteriormente en los

analisis de correlacion.

5.2.6.3 Analisis de correlacion

Con el fin de cumplir el tercer objetivo particular propuesto, se analiz6 la posible
correlacion entre los datos obtenidos mediante la lectura de la placa del ELISA en
el espectrofotometro y los datos obtenidos mediante FTIR. Se llevo a cabo un
analisis de correlacion de Pearson utilizando R Studio.

5.2.7. Consideraciones éticas

Este estudio, considerado en la categoria B, con riesgo minimo, se realizé de
acuerdo con lo manifestado en la Ley Federal de Salud en materia de Investigacion
para la salud en los capitulos | y V, en referencia a los principios de la no
maleficencia, autonomia, beneficencia y justicia para con los participantes, asi como
con la responsabilidad de proteccion de la integridad, dignidad, confidencialidad y
autodeterminacion de su informacion personal, segun lo que establecen las Pautas
Eticas internacionales para la Investigacion Biomédica en Seres Humanos vy la
Declaracion de Helsinki. El protocolo de este estudio fue aprobado por el Comité de
Bioética de la Facultad de Quimica de la UAQ con el No. de oficio CBQ24/003b.
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5.2.8. Manejo de residuos peligrosos biolégico-infecciosos (RPBI)

Una vez utilizados, los residuos de las muestras y los desechos biologicos que
incluya la metodologia fueron manejadas de acuerdo con el protocolo de manejo de
Residuos Peligrosos Biologico-Infecciosos (RPBI) que marca la NOM-087-ECO-
SSA1-2002, envasando la sangre liquida y sus derivados obtenidos en recipientes
herméticos, resistentes a fracturas y pérdidas de contenido, destructibles por
meétodos fisicos, marcados con la leyenda “Residuos Peligrosos Liquidos Biologico-
Infecciosos” y con el simbolo universal de riesgo biolégico. Las agujas y objetos
punzocortantes utilizados fueron colocados en recipientes para tales fines, de
polipropileno color rojo y con la leyenda “Residuos Peligrosos Punzocortantes
Bioldgico-Infecciosos” y con el simbolo wuniversal de riesgo biolégico
correspondiente, debidamente cerrados y hasta el 80 % de su capacidad. Estos
residuos fueron llevaron a la zona destinada de almacenaje de la Unidad de
Servicios Clinicos y Diagnostico molecular del Edificio 9 de la Facultad de Quimica
de la Universidad Auténoma de Querétaro, Centro Universitario, donde se tiene un
calendario de recoleccion de cada 15 dias por parte de la empresa PRIBESA, para

su disposicién final.
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6 Resultados y discusién
6.1 Caracteristicas de la poblacion

Se recolectaron datos de edad, sexo, indice de Masa Corporal (IMC) y el nivel de
actividad fisica, ya que son variables reportadas previamente como factores que

pueden influenciar cambios en el grado de metilacion (Lam et al., 2012).

Mediante el cuestionario aplicado a los participantes, se obtuvieron las

caracteristicas demograficas que se presentan en el Cuadro 8.

Cuadro 8. Caracteristicas demograficas y clinicas de los participantes. La edad y el
IMC se muestran en promedio y desviacion estandar. GC: Grupo control, CP:

Cancer de pulmon.

GC CP
Hombres 8 4
Mujeres 12 2
Edad 52.8+11.8 73.5+16.1
IMC 28.7+5 23.9+247
Nivel de actividad fisica Alto Bajo
Tipo de cancer No aplica Adenocarcinoma (100%)
Estadio del cancer No aplica IV (100%)
Exfumador No aplica 6
Familiares directos con cancer No aplica 6

La participacion de los pacientes con cancer de pulmon estuvo limitada por la baja
incidencia de casos diagnosticados en el estado de Querétaro, de acuerdo con el
ultimo conteo del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica, hasta junio de
2024 solo existia un registro de 6 pacientes con cancer de pulmén y un acumulado
de 3 durante la totalidad del 2023, sin embargo, no hay datos de la sobrevivencia
de estos pacientes ni de su procedencia. La edad de los participantes, de acuerdo
con los criterios de inclusién considerados, fue de un rango de los 40 a los 90 afios.
El 46.15 % de los participantes fueron mujeres de un rango de edad de los 40 a los
55 afios (Figura 13). Tanto el IMC como el nivel de actividad fisica fueron mas altos
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en el grupo control, situacion que puede estar relacionada con las manifestaciones
clinico-patologicas de la enfermedad y que se discute en los apartados posteriores.
La totalidad de los pacientes con cancer fueron diagnosticados con adenocarcinoma
por sus respectivos servicios médicos, como se esperaba, ya que es el subtipo de
cancer de pulmon con mayor prevalencia en México y el mundo (Heredia et al.,
2023). El adenocarcinoma también es el que tiene mayor probabilidad de ocurrir en
jovenes y es el subtipo de cancer con mayor incidencia en personas fumadoras
activas o exfumadoras (American Cancer Society, 2023). Esta caracteristica
coincide con el historial de tabaquismo de todos los pacientes con cancer de pulmén
que participaron en el estudio. También puede observarse que todos los pacientes
con cancer de pulmén reportan haber tenido un familiar sanguineo con diagnostico
de cancer, lo que junto con el habito tabaquico, representa dos de los principales
factores de riesgo para el desarrollo de esta enfermedad.

Figura 13. Distribucidn sexo - edad de los participantes. F: Femenino, M:
Masculino. El rango de edad se muestra entre paréntesis al centro de laimagen

y las barras representan el numero de mujeres (rojo) y hombres (azul).
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El Cuestionario Internacional de Actividad Fisica (IPAQ) es una herramienta que
forma parte de una serie de estandares que se han utilizado para establecer los
criterios a evaluar cuando se requiere valorar las actividades fisicas que se realizan
en cualquier pais (Medina et al., 2022). Contiene 7 preguntas que evaluan la
frecuencia, duracion y la intensidad de la actividad realizada (moderada e intensa),
a cada nivel de actividad se le calcula un valor en funcion de la periodicidad con la
que se realiza y se multiplica por un coeficiente asignado en unidades de medicion
de la prueba (MET). Los criterios para el puntaje de la prueba se presentan en el
Cuadro 9.

Cuadro 9. Criterios del Cuestionario Internacional de Actividad Fisica.

Valor de la Criterios de clasificacion Nivel de
prueba actividad
Caminatas: 3’3 1. 3 o mas dias de actividad fisica Moderada

MET x minutos intensa por lo menos 20

de caminata x minutos por dia.

dias por semana 2. 5 0 mas dias de actividad fisica
moderada y/o caminata al
menos 30 minutos por dia.

3. 5 0 mas dias de cualquiera de
las combinaciones de Ila
caminata, actividad fisica
moderda o intensa logrando
como minimo un total de 600

MET.

Actividad fisica 1. Actividad fisica intensa por lo Alta

moderada: 4 menos 3 dias por semana

MET x minutos x

dias por semana

logrando un total de al menos
1500 MET.
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2. 7 dias de cualquier
combinacion de caminata, con
actividad fisica moderada y/o
actividad  fisica  vigorosa,
logrando un total de al menos

3000 MET.
Actividad fisica Cuando el nivel de actividad fisica Baja
intensa: 8 MET x del sujeto no esté incluido en las
minutos x dias categorias alta o moderada.

por semana

El nivel de actividad fisica predominante en el grupo control fue alta, mientras que
para el grupo con cancer de pulmon fue baja, debido principalmente a que el 50 %
de estos participantes se encontraban en cama o tenian movilidad limitada (Figura
14).

Figura 14. Nivel de actividad fisica por grupos. CP: Cancer de pulmén, GC: Grupo

control
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El IMC se registr6 cuando los participantes lo conocian, de lo contrario, se calculaba
con el peso y la estatura. En todos los casos de participantes con cancer de pulmén,
los valores de peso y estatura fueron comprobados con su expediente clinico, sin
embargo, algunos de los participantes del grupo control dieron un aproximado de
su peso. De acuerdo con el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) un IMC
menor a 18.5 se considera peso insuficiente, entre 18.5 y 24.9 se clasifica dentro
del rango de peso normal, entre 25.0 y 29.9 se encuentra dentro del rango de
sobrepeso y si el IMC es igual o superior a 3.0, se encuentra dentro del rango de
obesidad. El grupo control presenté un IMC mayor, contrario al grupo de cancer de
pulmédn, en el que la totalidad de los pacientes estaban sometidos a tratamientos y
alimentacion especiales, reflejandose en valores de IMC mas bajos (Figura 15).

Figura 15. Comparacion de promedios del indice de Masa Corporal por grupos. CP:
Cancer de pulmén, GC: Grupo control. Prueba t de Student, p <0.05.
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6.2 Antecedentes familiares de cancer como factor de riesgo en la poblacion
muestreada

La totalidad de participantes de cancer de pulmon fueron identificados como
adenocarcinoma etapa IV, de acuerdo con el historial clinico proporcionado por su
oncoélogo. Ademas, todos los pacientes con cancer de pulmon refirieron haber tenido
familiares directos con cancer (ninguno de pulmon). Una variedad de estudios ha
reportado un vinculo entre antecedentes de cancer de pulmon en la familia directa
y un mayor riesgo de desarrollar cancer de pulmon. En una investigacion realizada
con la cohorte del Estudio de Genoma y Epidemiologia de Corea (KoGES), se
observo que entre los nunca fumadores, el riesgo de padecer cancer de pulmon se
elevo significativamente para aquellas personas con antecedentes de familiares con
cancer de pulmon (ORa =3.77, IC del 95 % 1.59 - 8.93) (Kim et al., 2024). Ademas,
se ha observado que los antecedentes familiares de otros tipos de cancer en los
familiares directos también aumentan las probabilidades de desarrollar cancer de
pulmén. En un estudio de casos y controles (Pineda-Lancheros et al., 2022), la
presencia de cualquier tipo de cancer en el historial familiar se asocio a un 49.5 %
de los casos de cancer de pulmén, 13.24 % de estos eran casos de nunca
fumadores, 39.71 % eran ex fumadores y 47.96 % eran fumadores activos, se
establecio que este historial familiar de cancer se asociaba con el diagnodstico de
CPCNP con un OR de 15.2 (IC del 95 %: 9.55 - 25.2).

6.3 Analisis de la distribucion de las variables

Para analizar la distribucion de las variables continuas y poder establecer el tipo de
prueba estadistica a realizar posteriormente, se construyeron histogramas y
graficas QQ (Quantile-quantile). El histograma muestra como se distribuyen los
valores en rangos especificos y una curva de distribucion normal (linea azul)
representa una distribucion normal ajustada a los datos. Las graficas QQ por su
parte, también permiten evaluar la normalidad de los datos. Estas graficas contienen
una linea diagonal de referencia que representa la distribucion tedrica que se espera

de datos que siguen una distribucién normal, por lo tanto, si una variable presenta
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una distribucion normal, los puntos deberian estar alineados a lo largo de esta
diagonal. En el caso de la edad, puede observarse que la curva no se ajusta bien al
histograma (Figura 16A), lo que sugiere que los datos de esta variable no presentan
una distribucion normal, la mayoria de los datos se concentran en el rango de 40 a
60 anos, es decir, la distribucién es asimétrica y esta sesgada a la izquierda. La
grafica QQ muestra puntos alejados significativamente de la linea diagonal,
indicando una vez mas, una distribucion sesgada (Figura 16B). En el extremo
superior se pueden ver varios puntos acumulados, indicando que la distribucién de
los datos presenta una cola positiva, como lo que se pudo observar en el
histograma. Al aplicar la prueba Shapiro Wilk se obtuvo un valor p = 0.00428, siendo
menor a 0.05, con esto se confirma que la edad no sigue una distribucién normal.
Los datos correspondientes al IMC presentaron una distribucion sesgada de
acuerdo con lo observado en el histograma y el grafico QQ (Figura 17). La mayoria
de los participantes se encontraron en el rango de 25 a 35, lo que corresponde a las
categorias de sobrepeso y obesidad grado |, respectivamente. Sin embargo, la
prueba Shapiro Wilk arrojé un valor de p = 0.0006659, y al ser menor que 0.05
permite rechazar la hipotesis nula que plantea que los datos siguen una distribucion

normal.

Edad
Figura 16. Distribucion de la variable edad. A: Histograma con curva de densidad
normal teorica (linea azul) B: Grafico QQ que compara los cuantiles observados
con los esperados bajo normalidad.
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Figura 17. Distribucion de la variable IMC. A: Histograma con curva de densidad
normal tedrica (linea azul) B: Grafico QQ que compara los cuantiles observados con

los esperados bajo normalidad.

6.4 Porcentaje de metilacion global

En el histograma realizado con los valores obtenidos del porcentaje de metilacion
global del ADN (Figura 18A) se muestra una distribucion que se asemeja a una
normal, aunque presenta valores que se salen de la curva ajustada, especialmente
en los extremos. Esta distribucién aproximadamente normal y los valores que se
alejan también pueden verse en la grafica QQ (Figura 18B). Esta normalidad se
comprobé mediante la prueba Shapiro Wilk (W = 0.097885, p = 0.8487), al
obtenerse un valor de p > 0.05 no hay evidencia suficiente que permita rechazar la

hipdtesis nula que establece que esta variable sigue una distribucion normal.
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Figura 18. Distribucion de la variable metilacion del ADN. A: Histograma con
curva de densidad normal teorica (linea azul) B: Grafico QQ que compara los
cuantiles observados con los esperados bajo normalidad.

La pruebas de Levene y Bartlett permiten evaluar la homocedasticidad de los datos,
y después de aplicarlas a la variable metilacién, se obtuvieron valores de p = 0.925,
y p = 0.803, respectivamente, por lo tanto, siendo > 0.05, no se rechaza la hipétesis
nula de que las varianzas entre los grupos son iguales, es decir, las varianzas son
homogéneas, por lo que pueden realizarse analisis paramétricos posteriores con

esta variable.

6.4.1 Porcentaje de metilacion global del ADN entre grupos

Después de corroborar la distribucion normal y la homocedasticidad de los datos,
se aplicé la prueba t de Student para buscar diferencias estadisticamente
significativas entre las medias de ambos grupos de estudio. El test de Welch es una
variante de la prueba t de Student que no asume varianzas iguales, y que ademas
permite comparar grupos con numeros de muestras muy diferentes, como en este
caso (20 muestras de grupo control vs. 6 muestras de grupo cancer de pulmén), por
esta razon, se eligié implementar esta prueba (Lu & Yuan, 2010). Se obtuvo un valor
de p = 0.048, siendo menor a p = 0.05 se puede afirmar que existen diferencias
estadisticamente significativas entre los porcentajes de metilacion de ambos grupos
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con un 95 % de confianza, y que ademas, hay un nivel mas bajo en el grupo de
cancer de pulmoén. El valor de p obtenido con la prueba convencional de t de Student
fue de p = 0.02065, es decir, sigue confirmando la existencia de una diferencia
estadisticamente significativa entre las medias de los grupos (Figura 19).

Figura 19. Comparacioén de medias del porcentaje de metilacion global entre
grupos de estudio. Prueba t de Student (Welch), p < 0.05.

6.4.2 Evaluacion de la asociacion entre variables

Con el fin de explorar posibles asociaciones entre variables, se llevé a cabo un
ANOVA en RStudio, en el cual se utilizé la metilaciéon global como variable
dependiente. Se eligid este analisis ya que no solo compara las medias de
diferentes grupos, que en este caso son 2, sino que también construye un modelo
estadistico que describe la relacion entre los factores y la variable dependiente,
haciendo ajustes para la varianza y las posibles interacciones entre los distintos
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factores que se recolectaron mediante el cuestionario a los participantes (Weiss,
2005).

Para dicho analisis se consideraron las variables categoricas IMC, IPAQ y Sexo
como factores, empleando la funcion “as.factor”. Una vez obtenido el modelo de
ANOVA, se verificaron los supuestos de normalidad de residuos (prueba Shapiro
Wilk) y homogeneidad de las varianzas (prueba de Levene). Se obtuvo un valor de
p= 0.9953 en la prueba de normalidad, indicando que si p>0.05, se cumple el
supuesto de la normalidad de los residuos del modelo.

La prueba de Levene se realizd por pares de variables, obteniéndose un valor de
p= 0.6528 al evaluar Metilacion x Sexo, p= 0.925 al evaluar Metilacién x Grupo y p=
0.8533 al evaluar Metilacion x IPAQ. Por lo tanto, en los tres casos, siendo p>0.05,
indica que las tres varianzas son homogéneas. Cumpliendo estos supuestos se
puede interpretar el ANOVA (Cuadro 10). El grupo y el nivel de actividad fisica son
los factores que estan explicando la mayor variabilidad, lo que se comprueba con
los valores de p para ambos, confirmando que la metilacion global del ADN se ve

afectada por la condicion de cancer/no cancer y por el nivel de actividad fisica.

Cuadro 10. ANOVA entre variables. IMC: indice de Masa Corporal, IPAQ:
Cuestionario Internacional de Actividad Fisica. GL: Grados de libertad, SC: Suma

de cuadrados, MC: Media de cuadrados, F: Estadistico F. Nivel de significancia:
*0.05, **0.01, ***0.001.

GL SC MC F Valor p
Género 1 0.00004 0.00004 0.003 0.95676
Grupo 1 0.12106 0.12106 8.429 0.00911**
Edad 1 0.00051 0.00051 0.035 0.85279
IMC 1 0.00120 0.00120 0.083 0.77600
IPAQ 2 0.14547 0.07274 5.064 0.01726*
Residuos 19 0.27288 0.01436
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Al comparar los valores de metilacion agrupando los participantes por sexo (Figura
20), no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p=0.94, prueba t
de Student). Si bien no se ha establecido que la metilacidén pueda variar de acuerdo
con el sexo, este analisis se incluyo para descartarlo como un factor influyente en

analisis posteriores.

Metilacion del ADN por sexo
Prueba estadistica: t de Student (Welch)
0.96

1.4

1.2

% de metilacion del ADN

0.8
F M

Sexo
Figura 20. Comparacion del porcentaje de metilacion del ADN por sexo. F:

Femenino, M: Masculino.

Siguiendo los resultados obtenidos en el ANOVA, se realizé una comparacion del
grado de metilacion global del ADN en funcion de la clasificaciéon por nivel de
actividad fisica (baja, moderada y alta) para visualizar las diferencias estadisticas
entre el grado de metilacion. Un valor de p=0.025 indica que la principal diferencia
radica entre aquellas personas que realizan actividad fisica moderada y las que
realizan actividad fisica alta dentro del grupo control (Figura 21). Para evaluar si el
nivel de actividad fisica podria ser una variable confusora se llevé a cabo una prueba

exacta de Fisher: Nivel de actividad fisica x Grupo, obteniéndose una p = 0.00018,
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resultado que indicaria que lo es, sin embargo, es importante notar que el grupo de
CP tiene 5 participantes en el nivel bajo y uno en el alto, por lo que tanto el numero
de muestras como la baja representacion de cada nivel de actividad fisica son
factores que podrian dar lugar a interpretaciones erroneas sobre esta caracteristica.
Por lo tanto, el nivel de actividad fisica no es una variable confusora y tampoco es

confiable para analisis posteriores.

Figura 21. Comparacion del porcentaje de metilacion del ADN por nivel de
actividad fisica. CP: Cancer de pulmon. GC: Grupo control.

6.5 Correlacion de las variables demograficas con el porcentaje de metilacion del
ADN

Con el fin de conocer si alguna de las variables demograficas presentaba alguna
correlacion, en qué medida y direccién con el porcentaje de metilacion global del
ADN como se ha indicado en estudios previos (Lam et al., 2012a), se calcularon los
coeficientes de correlacion de Pearson, primero, tomando todas las variables como

normales y posteriormente, aplicando una transformacion de las variables continuas
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IMC y Edad utilizando el paquete BestNormalize de R Studio, que sugirié la
transformacién de Yeo Johnson como la mas adecuada. Después de la
transformacion se comprobo que los conjuntos de datos fueran iguales, se corroboro
la normalidad de los datos transformados mediante la prueba Shapiro Wilk (p=0.939
para IMC y p= 0.06723 para Edad) y se volvié a calcular la matriz de correlacion,
sin embargo, ambos resultados, con y sin transformacion fueron muy similares.

Estos resultados se graficaron en un mapa de calor de correlaciones (Figura 22).

A

Figura 22. Matriz de correlaciones de Pearson de las variables demograficas con el
porcentaje de metilacion del ADN. A: Sin y B: Con transformacion de variables no
normales IMC y Edad. Los valores numéricos indican la magnitud y direccion de la
correlacion. El color representa la intensidad del coeficiente de correlacion, desde
azul (positiva) hasta rojo (negativa). *Correlacion con baja significancia: valor p
<0.05, **Correlacion significativa valor: p <0.01, ***Correlacion muy significativa
(valor p <0.001).
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La edad y el IMC muestran una correlacién de -0.16, es decir, que no hay una
relacion fuerte entre el envejecimiento y la masa corporal. Entre la edad y la
metilacion del ADN existe una correlacién deébil y negativa (-0.24), lo que puede
indicar que a medida que aumenta la edad, existe una ligera disminucion del
porcentaje de metilacion global del ADN, esto coincide con la observacion que se
habia reportado previamente en diversos estudios (Farré et al., 2015; Lam et al.,
2012; Tollefsbol, 2023). EI IMC y la metilacion del ADN tienen una relacion débil y
positiva, que indicaria que a medida que aumenta el IMC se presenta un nivel mas
alto de metilacion del ADN, sin embargo, ninguna de las correlaciones presentadas
tiene significancia estadistica. Las variables IPAQ y Sexo no se incluyeron en esta
matriz de correlacion al ser categoricas, por lo que la relacion de ambas con la
metilacion del ADN se explor6 en funcion de lo obtenido en el ANOVA

considerandolos como factores.

Estos resultados preliminares permiten sugerir que en esta poblacion muestreada
no se esta observando la tendencia sugerida en estudios previos de una
disminucién de la metilacion en funcidn del envejecimiento, pero si se observa que
existen diferencias estadisticamente significativas entre los grupos, confirmandose
que en el cancer de pulmoén existe un proceso de hipometilacion que es

caracteristico de etapas avanzadas de la enfermedad.

6.6 Analisis espectral

6.6.1 Pre-procesamiento de los espectros de ADN

El pre-procesamiento de los datos se realiz6 de manera secuencial siguiendo las
recomendaciones de trabajos previos para el tratamiento de datos espectrales de
muestras bioldgicas (Baker et al., 2014; Lee et al., 2017). El primer paso fue la
correccion de la linea base (Figura 23b, Figura 24b). La correccion de la linea base
tipo banda elastica (“rubberband”) se eligid ya que fue la que mejor se ajusto a los

espectros obtenidos, ademas, este es el tipo de correccion de linea base con el que
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opera el software OPUS 5.0 de Bruker, la marca del equipo que se utilizé para
adquirir los espectros. El algoritmo de banda elastica consiste en dividir el espectro
en n rangos (n es el numero de puntos de la linea de base) de igual tamafio, en los
espectros de absorbancia se determina el valor y el minimo de cada rango,
posteriormente se unen los minimos con lineas rectas, construyendo la linea base,
partiendo desde abajo, se estira una banda elastica sobre esta curva, convirtiéndose
en la linea base. Si quedan puntos de la linea base que no se encuentran en la linea

base, se descartan (Shen et al., 2018).

El siguiente paso del pre-procesamiento fue el suavizado de los espectros, lo que
consiste en un procedimiento en el que se realiza una convolucidon del espectro
mediante una funcion polinémica para mejorar la relacion senal-ruido. Los métodos
de suavizado, por lo tanto, eliminan las sefales de alta frecuencia, que son
caracteristicas del ruido, y mejoran las sefiales de los grupos quimicos. Este paso
es de suma importancia ya que existe una tendencia a utilizar un alto grado de
suavizado que puede llegar a distorsionar los espectros, por lo que es recomendable
probar distintos niveles de suavizado. La aplicacion del filtro Savitzky-Golay (con
una funcion polindmica de segundo grado y 25 puntos para construir la funcion) a
los espectros de ADN permitié eliminar sefales no deseadas que pudieran ser
ajenas a la composicion de la muestra y permitir observar sefiales mejor definidas
(Figura 23c, Figura 24c). El método de Savitzky-Golay es de los mas utilizados en
FTIR, consiste en el reemplazo del valor en un punto dado calculando el valor a
partir del ajuste de un polinomio de minimos cuadrados a un grupo de puntos
vecinos. Para adecuar el nivel de suavizado, se debe establecer el grado del
polinomio y el numero de puntos vecinos (Kokalj et al., 2011; Ortega et al., 2024).

Posteriormente, se realizé la normalizacion de los espectros, este método establece
el valor maximo de los espectros en 1 y el minimo en 0, este paso es esencial para
eliminar el efecto confusor de variar el grosor de la muestra en la intensidad de la
banda. Con ese método todos los valores de intensidades se normalizaron de 0 a

1. La normalizacion también ajusta cambios en la potencia del equipo, diferencias
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en la forma en la que la muestra dispersa la luz o variaciones en el espesor de la

muestra de ADN que se coloco en cada medicion (Mokari et al., 2023).

Figura 23. Pre-procesamiento de espectros a las 4 horas de liofilizacion.
a b

Figura 24. Pre-procesamiento de espectros de ADN a las 8 horas de

liofilizacion.
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Las vibraciones en las regiones entre 2800y 3600 cm™" corresponden al agua, la
primera asociada al estiramiento simétrico, mientras que la segunda,
correspondiente al estiramiento asimétrico de los enlaces O-H (Mondragon-Cortez,
2020). Ademas, la banda cercana a los 1650 cm™' se asocia a la flexion en tijera del
enlace H-O-H. Las bandas del agua en un espectro proveniente de una muestra
biolégica pueden llegar a solapar otras bandas de interés, sobre todo la banda de
los 1650 cm" en el caso particular de los espectros de ADN, que presentan el mayor
numero de bandas de interés en la region de los 1800 cm™" a 400 cm™'. Como puede
notarse en los espectros, estas bandas del agua “levantan” todo el espectro (Figura
25a). Por esta razon, se optd por aumentar el tiempo de liofilizacion a 8 horas y
repetir la adquisicidn espectral. Tras obtener los espectros de las muestras de ADN
liofilizadas durante 8 horas, se observaron espectros completamente distintos a los
obtenidos a las 4 horas de liofilizacion. Se notdé una pérdida importante de bandas
en la regién de los 1800 a 400 cm™'. Se puede apreciar que el espectro se ve mas
aplanado (Figura 25b), lo cual puede atribuirse a que las bandas caracteristicas del
agua que se tenian a las 4 horas de liofilizacién ya no levantan a todo el espectro.
Ademas, fue evidente la predominancia de la banda de los 2360 cm' (Figura 25b).

Esta banda corresponde al diéxido de carbono (CO?), que normalmente se ve como
un doblete a aproximadamente 2400 cm™'. Es comun que al utilizar un accesorio de
reflectancia total atenuada (ATR) queden algunas sefiales del fondo o background,
incluso cuando previamente se ha leido el espectro ambiental o del blanco (en este
caso se utilizé6 KBr como fondo), esto sucede especialmente en muestras en forma
de polvo, debido a que una porcion del CO? queda capturado entre las particulas de
la muestra del polvo de muestra que se colocé en la placa del ATR.

Otra posible explicacion es que al aumentar las horas de liofilizacion también se
prolongo el tiempo de exposicidn de las muestras, periodo en el que pudo haber
quedado atrapada una mayor cantidad de CO? en la muestra del ADN y pudo ser
absorbido por el KBr (Fehr & Krossing, 2020; Mondragon-Cortez, 2020).
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Figura 25. Comparacion de espectros promedio de muestras de ADN a4 (A)y 8

horas de liofilizacion (B).

La influencia del agua en el analisis espectral del ADN

Se propone que la humedad ha tenido una gran influencia en la calidad de los
espectros obtenidos, esta observacion se puede respaldar con lo reportado por
(Wood, 2016), que sefiala que cuando el contenido de agua es bajo (< 75% de
humedad relativa), el ADN adopta su conformacién de tipo A, ademas de estar
influenciado por factores ambientales como el pH y la concentracion de sal. La
estabilidad de la doble hélice del ADN depende también de un equilibrio de enlaces

de hidrégeno entre otras bases y las moléculas de agua que la rodean.

Se ha observado que existe un aumento aparente de la absorbancia del ADN de
doble cadena hidratado como posible resultado de un tipo de hipercromicidad. El
efecto hipercromico o hipercromicidad se refiere al aumento de la absorbancia de
una muestra, en este caso, de ADN, en longitudes de onda especifica al sufrir
cambios como la desnaturalizacion. Este fendmeno se puede observar en los
espectros de absorcion UV-Vis a 260 nm, cuando el ADN pasa de un estado de
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doble hélice a una sola hélice, por lo que al ser dos cadenas separadas, se absorbe

una mayor cantidad de luz ultravioleta (Aufdembrink et al., 2019).

En articulos de referencia sobre los primeros analisis de ADN con espectroscopia
se ha reportado una serie de cambios en los espectros de ADN sodico (neutralizado
con NaOH) a medida que se aumenta el porcentaje de humedad, tales como
aumentos en las intensidades de bandas entre los 1700 y 900 cm-, asi como
desplazamientos de banda de 1240 a 1220 cm™, que fue asignada a la vibracion de
estiramiento asimétrica POy, el desplazamiento de una banda de 1220 a 1240 cm-
'de una muestra de ADN puro se propuso como consecuencia de la eliminacion de
las moléculas de agua, ya que el grupo PO2> queda libre de cualquier enlace
hidrogeno. En estos estudios se propone que el ADN en su conformacion A se
produce a una humedad por debajo del 75 %, mientras que el ADN-B se forma a
una humedad considerada alta o mayor al 75 % (Aufdembrink et al., 2019; Whelan
et al., 2011). Ademas, sefialan que a alta humedad las bandas en la regién de 1200
a 750 cm™' se pueden observar con mejor nitidez y definicion, demostrando que la
cristalinidad de la muestra mejoraba con la absorcion de agua (Figura 26). Es decir,
que a menor humedad tiene lugar una transicion reversible que produce una forma
desordenada en la que las bases ya no estan apiladas unas sobre otras ni son
perpendiculares al eje de la hélice. En estudios de rehidratacion del ADN (Wood,
2016) se ha propuesto la hipotesis de que el agua es absorbida primero por los
grupos PO, posteriormente por los grupos C-O-P y C-O-C del enlace fosfodiéster,
mientras que las bases nitrogenadas son las ultimas en hidratarse. En ese estudio
compararon la similitud de los cambios observados durante la deshidratacion con
los que sufre el ADN al desnaturalizarse por calentamiento. Por estos cambios
observados en los espectros obtenidos a 4 y 8 horas de liofilizacion, se decidié
continuar el analisis multivariado utilizando los espectros de ADN adquiridos a las 4
horas de liofilizacion.
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Figura 26. Efectos del agua en la conformacion y el espectro infrarrojo del ADN

segun la literatura.

El espectro del control comercial de ADN metilado permitié identificar bandas que
coincidieran con las encontradas en las muestras de ADN y de esta manera poder
atribuirlas correctamente a vibraciones de la estructura del ADN. En la Figura 27 se
muestran los tres espectros donde puede observarse la tendencia a compartir
bandas en las regiones de 3600 — 3500 cm™"y 2300 — 800 cm™'. De estas bandas
se resaltan aquellas reportadas como indicadoras de la vibracion de diferentes
enlaces de la citosina presente en el ADN. Las bandas entre 3300 y 3500 cm™" se
atribuyen al enlace N-H de los grupos amino y amida, y a veces aparecen en forma
de banda ancha debido a enlaces de hidrégeno, en el espectro presentado se
pueden percibir especialmente desplazadas en el control de metilacion (3466, 3524,
3607 cm™), mientras que en ambos grupos de muestras de ADN estdn mas
préximas (3600 y 3606 cm™). La banda de 1695 cm™' se atribuye al enlace C>=0 de
la citosina y puede observarse predominante en el espectro del control de
metilacién. La banda de 1539 cm™ es normalmente asociada a la flexion N-H de la
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citosina y también puede observarse mejor en el control de metilacion aunque
ligeramente desplazada. La banda de 1010 cm™' en cambio, se muestra claramente
en el grupo cancer y ligeramente desplazada en los otros dos espectros, esta banda
se atribuye a la vibracion del enlace Cs — Cs de la citosina.

A

Figura 27. A: Espectros FTIR superpuestos de muestras de ADN y control de
metilacion. B: Espectros FTIR paralelos de muestras de ADN y control de metilacién.
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En la Figura 28 se muestran algunas de las bandas caracteristicas de la molécula
del ADN que estan presentes en el espectro obtenido, como la de 1060 cm™,
considerada un marcador del ADN, asi como bandas entre 1020 y 820 cm™,

consideradas como representativas de la region de la huella digital.

B Bandas coincidentes en el espectro (1700-700 cm-)
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Figura 28. Bandas reportadas para enlaces presentes en el ADN. Los enlaces
senalados en el panel A, se indican en los espectros del panel B con los mismos
colores. Los recuadros negros sefalan los marcadores espectrales de “huella

digital”.

Bandas especificas de la citosina se pueden observar en la Figura 29. Entre 3500 y
3300 cm™ se reportan bandas correspondientes al estiramiento N-H de una amida
primaria o secundaria, en 1539 cm' correspondiente a la flexién N-H (banda Amida
Il) asociada a proteinas y compuestos nitrogenados, la de 1695 cm’
correspondiente al estiramiento C=O (Amida 1), en 1010 cm” asociada al

estiramiento C-N comun en heterociclos y amidas.
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Figura 29. Bandas reportadas para enlaces de la citosina. Espectros promedio de
muestras de ADN. Los enlaces sefialados en la estructura quimica se indican en los

espectros con los mismos colores.

También se buscaron bandas reportadas como especificas para la citosina metilada
(Kelly etal., 2011), como 2937, 2883 y 1375 cm™. Para esto se realizd un
acercamiento en la region de interés, que se muestra en la Figura 30. Las bandas
de 2937 y 2883 cm™ son caracteristicas de las vibraciones del CHs y CH» de la
citosina (Sari¢ et al., 2023), mientras que la banda de 1375 cm™ representa la flexion
en el plano del CH3 de la citosina y se considera una banda importante para analizar
metilacion del ADN aunque pueda presentarse a baja intensidad. Sin embargo, en
el espectro obtenido solo se perciben las bandas de 2888 y 2886 cm™', ambas
presentes en los grupos de estudio y el control de metilacion y como se anticipaba

en la literatura, son menos intensas que las otras bandas caracteristicas del metilo.
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Figura 30. Bandas reportadas para la citosina metilada. Espectros promedio
de muestras de ADN. A: acercamiento de la region 3000 a 2700 cm™, B:
acercamiento de la region 1500 a 1100 cm™™.

6.6.2 Analisis multivariado

Con el objetivo de reducir la dimensionalidad del conjunto de datos espectrales y
poder identificar las regiones con mayor relevancia para la caracterizacion de las
muestras, se llevo a cabo un Analisis de Componentes Principales (PCA), el primer
resultado obtenido de este analisis fue un mapa de varianza explicada, que permite
observar la proporcion de varianza que explica cada uno de los componentes
principales por region espectral, es decir, mientras el valor del coeficiente de
determinacién espectral (R?) sea mas cercano a 1, tal componente principal captura

la mayor variabilidad a esa regidn espectral en particular, lo contrario a un valor de
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R? cercano a cero, que indica que esa region espectral no es representativa para
ese componente principal o no captura gran parte de su variabilidad. La variabilidad
de la region de 4000 a 3500 cm™ no fue bien captada por el primer y segundo
componente (Figura 31), lo mismo sucede con la region de 1500 a 1200 cm™, donde
el primer componente tiene un coeficiente de determinacion mas alto solamente de
1350 a 1200 cm™' (Figura 32), una tercera region, de 1200 a 850 cm' presenté una
mejor distribucion de los coeficientes de determinacion de los tres primeros
componentes principales (Figura 33), permitiendo seleccionarla como la region de

interés principal para los posteriores graficos del PCA.

Figura 31. Mapa de varianza explicada por componentes principales en la regidon
de 4000 a 3500 cm™ de espectros de muestras de ADN. El coeficiente de
determinacidon espectral se indica en el eje Y, la region espectral con mayor

contribucién a cada componente principal sera mas cercano a 1.
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Figura 32. Mapa de varianza explicada por componentes principales en la region
de 1500 a 1200 cm™ de espectros de muestras de ADN. El coeficiente de
determinacién espectral se indica en el eje Y, la region espectral con mayor

contribucién a cada componente principal sera mas cercano a 1.

Figura 33. Mapa de varianza explicada por componentes principales en la region
de 1200 a 850 cm™ de espectros de muestras de ADN. El coeficiente de
determinacién espectral se indica en el eje Y, la region espectral con mayor

contribucién a cada componente principal sera mas cercano a 1.
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El primer y segundo componente principal del analisis para la region de 1200 a 850
cm! explican en total el 97.6 % de la varianza del conjunto de datos espectrales
(Figura 34), este grafico permite descartar los componentes principales restantes

debido a su baja contribucion a la explicacién de la varianza.

Figura 34. Porcentaje de varianza explicado por cada componente principal para la
region de 1200 a 850 cm™.

Se determinaron los numeros de onda con la mayor contribucion al primer
componente principal, de las cuales se pueden identificar las reportadas
previamente en trabajos de analisis de ADN con espectroscopia infrarroja (Cuadro
11). Entre las bandas identificadas destacan aquellas asignadas a las
conformaciones Ay Z del ADN, ya que de acuerdo con los resultados obtenidos en
funcién del tiempo de liofilizacién y por lo tanto, del nivel de humedad de las

muestras de ADN, se puede proponer que lo observado en los espectros sean
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bandas caracteristicas de ADN que ha sufrido un cambio de conformacién debido a

la eliminacion del agua.

Cuadro 11. Asignacion de bandas de ADN

Numero de onda (cm-1) Asignacion Referencia

897 — 899 ADN-A (Wood, 2016)

=~ 087 C-H, N3-C4-C5=Ce (Kelly et al., 2011)
(citosina)

991-995 Vibracién de la cadena (Banyay et al., 2003)
principal ribosa-fosfato

1010 -1012 C4-Cs (Citosina) (Kelly et al., 2011)

1052- 1063 Vibracion C-O de la (Wood, 2016)
ribosa, ADN-Z

1135 - 1138 C1-C2-O-Cz de laribosa  (Banyay et al., 2003)

= 1199 ADN-A, ribosa (Banyay et al., 2003;

Kelly et al., 2011)

1123 ADN-Z (Kelly et al., 2011)

1135 Ribosa (Kelly et al., 2011)

1160 Ribosa (Wood, 2016)

Ademas, existen contradicciones acerca de algunas bandas que se consideran
marcadores de una u otra conformacion del ADN, como la banda de 899 - 890 cm-
' que se ha propuesto como representativa de la vibracion del anillo de
desoxirribosa y que se reporta con intensidad disminuida en el ADN-Z (Banyay
et al., 2003), mientras que en otro trabajo se asigna la banda de 899 cm-' a ADN-
A, la de 894 cm-' a ADN-B y la de 929 cm-' a ADN-Z (Wood, 2016). La banda de
alrededor de los 1020 - 1010 cm-', vibracion de furanosa, también se reporta
fuertemente incrementada en la forma ADN-Z (Kelly et al., 2011; Wood, 2016). En
general, se ha sugerido que en la regién de 1250 a 1000 cm'", las vibraciones a lo
largo de la cadena azucar-fosfato dan lugar a lo que podrian considerarse
marcadores de la conformacion del esqueleto del ADN (Figura 35), mientras que en
la region de los 1000 a 800 cm™ las vibraciones azucar-fosfato dan lugar a
marcadores del plegamiento de los azucares, es decir, de tipo N y S, para los
azucares con plegamiento de tipo N, se reportan tres marcadores espectrales, 882

— 877 cm™, 865 — 860 cm™ y 815 — 802 cm™!, mientras que para el plegamiento de
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tipo S hay una banda ancha entre 842 — 820 cm™'. La principal importancia de esta
region para los fines del presente trabajo, radica en el antecedente de que la
metilacion de la citosina en la doble hélice del ADN ocasiona un desdoblamiento
sutil de la banda de 842 — 820 cm™' del plegamiento tipo S (Figura 36), sugiriendo la
coexistencia de dos plegamientos del azucar dentro de las secuencias metiladas
(Banyay et al., 2003; Wood, 2016).

Figura 35. Acercamiento de la region 1200 - 850 cm™' del espectro de ADN.
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Figura 36. Acercamiento de la region 1000 - 750 cm™' del espectro de ADN.

El grafico biplot resultante del PCA permite observar que de manera generalizada,
las muestras pertenecientes al grupo control se encuentran cercanas entre si, a
excepcion de la muestra A110, sin embargo, este agrupamiento no se observa en
el grupo de muestras de cancer de pulmén, que si bien la mayoria de ellas se
encuentra separada del grupo control, estan distribuidas de manera muy dispersa
en el plano, y dos de ellas se encuentran mas cercanas al grupo control que al resto
de muestras de cancer de pulmoén (Figura 37). Este comportamiento puede deberse
en gran parte a la heterogeneidad entre las muestras de cancer de pulmén, lo que
pudiera coincidir con las diferencias clinico-patolégicas propias de cada individuo,
ya que a pesar de que se muestre6 un grupo homogéneo en cuanto a tipo de cancer
de pulmon y etapa, cada persona tenia un historial clinico muy particular, que incluia
diferentes recaidas, comorbilidades y tratamientos especificos para sintomas tanto
del cancer de pulmon como de enfermedades concomitantes al momento de tomar

la muestra sanguinea.
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Figura 37. Biplot de PCA de espectros de ADN regién 1200 - 850 cm™™.

Para asegurar el agrupamiento correcto de las muestras, una vez que se redujo la
dimensionalidad del conjunto de datos espectrales y se generd el biplot, se aplicd
un algoritmo de agrupamiento llamado DBSCAN. Los métodos de agrupamiento
dividen conjuntos de datos de gran dimensidon en multiples grupos o categorias, de
acuerdo con la similitud encontrada. Entre los métodos de agrupamiento no
supervisado (sin especificar el agrupamiento real de los datos) mas empleados se
encuentran el K-medias y el DBSCAN, el primero es un algoritmo que toma puntos
de datos como entrada y los agrupa en un numero determinado de categorias o
grupos (k), primero de manera aleatoria y posteriormente de manera iterativa
moviendo los puntos de datos al centro del conglomerado mas cercano a ellos (Liu
et al.,, 2024). El Agrupamiento Espacial Basado en Densidad de Aplicaciones con
Ruido (DBSCAN) forma los grupos en funcion de las medidas de densidad, para lo
cual primero se deben determinar dos parametros, € (eps), el parametro de radio y
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MinPts, la densidad de vecindad, que se refiere al numero minimo de puntos que
se encuentran dentro de un radio especificado (Liu et al., 2024). La ventaja de
utilizar DBSCAN radica en que es un método que incluye el ruido y permite detectar
valor atipicos, ademas, en conjuntos de datos de alta dimension como los
espectrales, donde los grupos no siempre presentan formas regulares, DBSCAN es
mejor opcidn que K-medias, que por el contrario, asume que los grupos presentan

la clasica forma esférica (Andriyani & Puspitarani, 2022; Chen, 2020).

El agrupamiento mediante DBSCAN permitié confirmar que las muestras no se
clasifican en los dos grupos de estudio esperados (Figura 38), y que ademas, 4 de
las 6 muestras del grupo de cancer de pulmon son detectadas como ruido (grupo 0)
por el algoritmo, mientras que las muestras del grupo control son divididas en 2
grupos (grupo 1y 2). Este agrupamiento inconsistente con el verdadero origen de
las muestras puede obedecer a las variaciones inherentes a la preparacién de la
muestra, su composicién, asi como a pequefias variaciones en el proceso de
adquisicidon espectral. En el caso particular de las muestras de cancer de pulmén,
como se observod en el biplot anterior, pueden ser clasificadas como ruido debido a

las marcadas diferencias entre una y otra muestra.
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Figura 38. Biplot de PCA empleando el algoritmo de agrupamiento DBSCAN.

Es recomendable evaluar la calidad del agrupamiento obtenido con DBSCAN
mediante dos indices: el indice de Davies-Bouldin (DBI) y el indice de Rand
Ajustado (ARI). DBI se utiliza para evaluar la validez de un grupo, maximizando la
distancia entre los grupos y minimizando las distancias entre puntos de un grupo.
Mientras mas bajo sea el valor de DBI, mejor se evalua el agrupamiento (Muningsih
et al., 2023). El ARI se emplea también en la validacion de los agrupamientos,
comparando la concordancia entre la clasificacion por el proceso de agrupamiento
y la clasificacion de acuerdo con criterios externos, valores bajos de ARl indican una
mala clasificacion y valores altos una correcta clasificacion (Santos & Embrechts,
2009). Se obtuvo un DBI = 0.5959, (un valor de DBI = 0.5 y < 1 indica cierta
superposicion entre los grupos, pero se consideran aceptables) y un ARl = 0.1616

(ARI = 0 indica que los agrupamientos no tienen relacion con los grupos reales), lo
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que podia esperarse desde los resultados obtenidos en el biplot de PCA. Para
analizar el comportamiento de la muestra A110, que se observa alejada del plano
en el PCA, se presenta en la Figura 39 como se observa su espectro individual en
comparacion con los espectros de las muestras restantes. A simple vista no se
observan variaciones marcadas, sin embargo, en la region de 1800 a 1500 cm™' se
observan picos mas elevados, lo que podria explicar por qué esta siendo apartada

del resto de muestras del grupo control en el PCA.

Figura 39. Espectro de muestra A110 resaltado en rojo para observar diferencias

con los espectros restantes del grupo (gris).

El agrupamiento jerarquico de muestras también permitiéo observar de manera mas
organizada la clasificacion de las muestras (Figura 40). Con los resultados
obtenidos hasta ahora se puede plantear una posible relacion del agrupamiento
obtenido con el porcentaje de metilacion global del ADN, debido a que las muestras
del grupo de cancer de pulmon que se encuentran en las ramas del grupo control
(A201 y A202) fueron las que presentaron los porcentajes de metilacion mas
elevados del grupo de cancer (1.018 y 1.248 respectivamente), ya que todas las
muestras del grupo control presentaron porcentajes de metilacion global por

mayores a 0.9. Sin embargo, la muestra A110, del grupo control, presenta un
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porcentaje similar al resto de su grupo, por lo que su clasificacion podria explicarse
por otros factores, como la alteracion de la muestra antes de su adquisicion
espectral o errores en la medicion, lo que también pudiese explicar su variacion

espectral (Figura 39).

Figura 40. Dendograma de las muestras de ADN. El eje Y indica la distancia de las
muestras basado en sus perfiles espectrales, las ramas agrupan las muestras en
funcién de la similitud, ramas que se fusionan a mayor altura reflejan mayor

diferencia.

6.6.3 Analisis por regiones espectrales

Para evaluar las diferencias de absorbancia por regiones espectrales, se
establecieron regiones de acuerdo con lo reportado previamente en estudios de
acidos nucleicos, células y tejidos con FTIR, se calcularon las absorbancias por
areas de banda de estas regiones y posteriormente se compararon mediante t de
Student para buscar diferencias entre los grupos de estudio, se hicieron dos pruebas
con regiones que abarcaban distintos numeros de onda (Figura 41 y 42). En la
primer prueba se utilizé como region de Metilacion el rango de 1470 a 1250 cm™.
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Figura 41. Comparacion de absorbancias por regiones espectrales. Las barras
representan la media de intensidad para cada regién espectral: Amida A (3600
— 3200 cm), Lipidos (3100 — 2700 cm), Amida Il (1800- 1500 cm™),
Carbohidratos (1200 — 600 cm-"), Metilacion (1470 — 1250 cm-"). Los bigotes
indican el error estandar de la media. Prueba t de Student, p < 0.05, n.s. =no

significativo estadisticamente.

La comparacion que presenta diferencias estadisticamente significativas (p=
0.0468), fue en la regién denominada Amida Il (Figura 41), que abarca de los 1800
a los 1600 cm™'. Aunque esta region se denomina asi normalmente para cualquier
tipo de muestras bioldgicas, en el caso particular de muestras con acidos nucleicos
aislados, esta region recibe contribuciones de bandas como 1710 cm™, 1689 cm™,
1632 cm™, que se atribuyen a vibraciones de los enlaces carbono que conforman
las bases nitrogenadas del ADN (Kelly et al., 2011).

La region denominada Metilacion, recibe contribuciones de 1438 cm™', 1413 cm™,
bandas relacionadas con la estructura Z del ADN, y 1363 cm™*,1238 cm™*, atribuidas
a vibraciones de los enlaces de las citosinas del ADN. En el primer analisis en esta
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region no hay diferencias significativas, ademas, puede notarse que el nivel de
absorbancia en esta regién es mayor en el grupo cancer, lo que se contrapone con

los resultados de hipometilacion obtenidos previamente con la ELISA.

La elevada absorbancia en las regiones que indican proteinas y lipidos, podrian
estar reflejando la presencia de residuos de estas moléculas después de la
extraccion, lo que también puede cuantificarse mediante una absorbancia < 1.7 de
la relacion 260/280 con el espectrofotometro, sin embargo, en las pruebas de
calidad realizadas, las muestras en su mayoria presentaron una absorbancia mayor
a 1.7, ademas, la totalidad de las muestras del grupo de cancer son las que se
obtuvieron con pureza Optima, mientras que en FTIR este grupo es el que
presentaria niveles mas altos de absorbancia en estas regiones (Figura 41y 42).

En el segundo analisis, para Metilacion se emplearon subregiones, 3610 — 3600,
1700 — 1500, 1200 - 800 cm™, con el fin de seleccionar solo aquellas bandas que
contribuyeran de manera significativa a la deteccion de la metilacion y que esta
region no incluyera ruido que alterara la suma de las absorbancias. Con este cambio
en la region puede observarse un resultado muy diferente al del primer analisis. En
la Figura 42 la absorbancia para esta region disminuyo para el grupo cancer, siendo
congruente ahora con lo obtenido previamente con la ELISA.

95



Figura 42. Comparacion de absorbancias por regiones espectrales. Las barras
representan la media de intensidad para cada region espectral: Amida A (3600 —
3200 cm"), Lipidos (3100 — 2700 cm'), Amida Il (1800- 1500 cm-'), Carbohidratos
(1200 — 600 cm™"), Metilaciéon (3610 — 3600, 1700 — 1500, 1200 - 800 cm-"). Los
bigotes indican el error estandar de la media. Prueba t de Student, p < 0.05, n.s. =

no significativo estadisticamente.

Para explorar la posible correlacion entre las técnicas utilizadas, se compararon los
valores de absorbancia obtenidos mediante la ELISA de metilacion y la absorbancia
obtenida con FTIR en las regiones delimitadas que se consideraron aportaban
informacion sobre la metilacion del ADN.

En ambos casos la correlacion es muy débil, siendo la regidon de la Amida Il la que
presenta un coeficiente de correlacion mas alto (Figura 43) sin embargo, no se
considera aceptable. La region Metilacidn presenté una relacién positiva y mas
fuerte en comparacion con los valores del porcentaje de metilacion global obtenidos
con la ELISA (Figura 44), teniendo un coeficiente de r= 0.501, lo que se considera

una correlacién moderada.
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Figura 43. Correlacion entre absorbancias por ELISA y FTIR en regién Amida Il de
muestras de ADN aislado. Los puntos azules representan muestras individuales, la
linea negra corresponde al ajuste por regresion lineal simple. Coeficiente de
correlacion de Pearson indicado con r, p < 0.05.

Esto confirma la importancia de la seleccion adecuada de las bandas o regiones
qgue se utilizaran en los analisis posteriores, ademas de la capacidad de la técnica
para brindar informacién sobre la estructura del ADN. Si bien la correlacion no es
fuerte, puede establecerse que bajo estas condiciones ambas técnicas reportan

resultados similares.
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Figura 44. Correlacion entre absorbancias por ELISA y FTIR en region Metilacion
(3610 — 3600, 1700 — 1500, 1200 - 800 cm™) de muestras de ADN aislado. Los
puntos azules representan muestras individuales, la linea negra corresponde al
ajuste por regresion lineal simple. Coeficiente de correlacion de Pearson indicado

conr,p <0.05.

6.6.4 Pre-procesamiento de los espectros de suero

Todas las muestras de suero se liofilizaron por 16 horas, obteniendo un polvo de
color dorado. El procesamiento de los espectros del suero se realizé en la misma
secuencia que los de ADN, con la unica diferencia del tipo de correccion de la linea
base aplicada, que en este caso fue de tipo polinomial de segundo grado, ya que

fue la que mejor logro corregir las desviaciones de la linea base (Figura 45).
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Figura 45. Pre-procesamientos de los espectros de suero a las 16 horas de

liofilizacion.

Al graficar los espectros promedio de ambos grupos no se perciben grandes
diferencias, pero notablemente, existen mas bandas en la regién de los 2000 a 1000
cm™' (Figura 46). En este tipo de muestra, formada por una matriz mas compleja que
las muestras de ADN aislado, se esperaria encontrar un mayor numero de bandas
a lo largo de toda la region del infrarrojo medio, en respuesta a la presencia de una
gran cantidad de metabolitos presentes en el suero humano y por ende, a una mayor

variedad de grupos funcionales.
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Figura 46. Espectros promedio del suero. Bandas mas representativas indicadas.
6.6.5 Analisis multivariado

Se llevaron a cabo los mismos analisis multivariados para las muestras de suero,
comenzando con el PCA y la obtencion del grafico de coeficiente de determinacion
espectral, que puede observarse mas heterogéneo que el del ADN, ya que en este
caso el primer componente principal no mantiene una continuidad en el coeficiente
de determinacion a lo largo de la regidn espectral (Figura 47), indicando que en este

tipo de muestras, la variabilidad es incluso mayor.
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Figura 47. Mapa de varianza explicada por componentes principales en la
region de 4000 a 500 cm™ de espectros de muestras de suero. El
coeficiente de determinacion espectral se indica en el eje Y, la region
espectral con mayor contribucion a cada componente principal sera mas

cercano a 1.

Con la obtencién de este primer grafico, la delimitacion de una regién de interés en
especifico es mas complicada que con los espectros del ADN, ya que centrarse en
una sola regién puede ocasionar el descarte de la contribucion de otros grupos
funcionales que se detecten en el resto del espectro y que aporten a la vision integral

de la composicion de una muestra de matriz compleja como lo es el suero humano.

Los dos primeros componentes explican un total del 84.5 % de la varianza, pero a
diferencia de lo obtenido con los espectros del ADN, en este caso no presentan una

gran diferencia entre el porcentaje de varianza explicado entre ellos (Figura 48).
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Figura 48. Porcentaje de varianza explicado por cada componente principal para

todo el espectro del suero.

Al obtener el biplot del espectro del suero puede observarse que tampoco existe la
tendencia al agrupamiento estricto de las muestras (Figura 49), si bien las
pertenecientes al grupo de cancer de pulmon se encuentran cercanas unas de otras,

las del grupo control se encuentran mas dispersas.

Esta dispersion entre muestras del grupo control es mas evidente en el suero ya
que este fluido es capaz de capturar distintos procesos bioquimicos que pueden

variar en gran medida incluso de un individuo a otro.
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Figura 49. Biplot de PCA de espectros de suero.

Posteriormente se aplico el algoritmo de agrupamiento DBSCAN. Esta vez 9
muestras fueron detectadas como ruido (grupo 0), mientras que 3 muestras del
grupo cancer de pulmoén fueron clasificadas juntas en el grupo 2 (Figura 50). La
validacion del algoritmo se realizé con el DBI (0.5327, es decir, con cierta
superposicion entre los grupos, pero aceptable) y con el ARI (0.1172, que indica

mezcla de clases entre los agrupamientos).
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Figura 50. Biplot de PCA empleando el algoritmo de agrupamiento DBSCAN.

Al realizar el agrupamiento jerarquico de las muestras de suero, en el dendograma
puede apreciarse que todas las muestras del grupo de cancer de pulmon se
encuentran hacia el lado derecho y que comparten un grupo que esta separado de
la mayoria del resto de muestras pertenecientes al grupo control, ademas, la
distancia entre las muestras de este grupo es aparentemente menor que la distancia

entre las muestras del grupo control (Figura 51).
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Figura 51. Dendograma de las muestras de suero. El eje Y indica la distancia de las
muestras basado en sus perfiles espectrales, las ramas agrupan las muestras en
funcién de la similitud, ramas que se fusionan a mayor altura reflejan mayor

diferencia.

La diferencia entre el agrupamiento jerarquico de ambos tipos de muestras puede
radicar en las caracteristicas que capturan, los cambios en los metabolitos pueden
ocurrir de manera casi inmediata como respuesta a alteraciones en el metabolismo
humano (Sala etal., 2023), que puede ser de diversos origenes, relacionado
directamente con enfermedades o con la forma en la que nuestros sistemas
reaccionan para regular la homeostasis, asimilar medicamentos o responder ante
agentes infecciosos, a diferencia de los cambios que pueda presentar el ADN, que
si bien la metilacion del ADN puede ser una manifestacion de la respuesta celular a
alteraciones en el entorno celular (como el microambiente tumoral) y a mutaciones
especificas, la captura de estos cambios para su analisis sigue siendo un reto que
se refleja en todas las propuestas de nuevas metodologias y herramientas para su
analisis (P. Li et al., 2022). Es posible que el suero haya capturado de mejor manera
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los cambios fisioldgicos entre personas con y sin cancer de pulmén, y por ello en el
dendograma correspondiente permite observar una ligera separacion entre ambos

grupos.

Con el fin de explorar a mayor profundidad la distribucion de las muestras de suero
en el plano del PCA, se realizaron otros analisis, esta vez buscando la
correspondencia de la distribucion con alguna caracteristica demografica de las que
fueron evaluadas (edad, género, IMC y nivel de actividad fisica o IPAQ). En la Figura
52 puede observarse que los grupos detectados por el algoritmo (Figura 50)
tampoco se explican por caracteristicas demograficas, las unicas muestras que
comparten el mismo grupo y la misma caracteristica (pertenecen al nivel alto de
actividad fisica) son las muestra A115 y A118, del grupo control.

Figura 52. PCA con muestras indicadas por caracteristicas demograficas. Cluster =

grupo asignado por el algoritmo.
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Figura 53. PCA de muestras de suero eliminando regiones espectrales antes del

analisis.
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Ademas, para demostrar la influencia del analisis espectral en esta distribucién de
las muestras, se realizaron dos PCA, esta vez eliminando regiones de interés que
fueran determinantes para el agrupamiento. En la Figura 53 puede notarse que la
distribucion cambia completamente cuando se eliminan las regiones de 3600 a 600
cm™ y de 1600 a 600 cm™, confirmando la importancia de estas regiones en la
clasificacion de las muestras y su capacidad para recolectar la mayor variabilidad
de la base de datos espectrales.

Por lo tanto, hasta ahora la distribucién de las muestras en el plano del PCA, puede
explicarse unicamente por variaciones espectrales. Las caracteristicas que el
equipo de FTIR haya podido capturar de cada muestra puede influir directamente
en los agrupamientos que se observen. Estas caracteristicas pueden ser
enfermedades concomitantes, alteraciones metabdlicas, enfermedades
desconocidas y por lo tanto no reportadas por los participantes como diabetes. Por
la falta de esta informacion en los expedientes, no pueden realizarse mas analisis

buscando las posibles correlaciones.

6.6.6 Analisis por regiones espectrales

Con los resultados obtenidos en el analisis multivariado se observé que las
diferencias entre los grupos eran muy sutiles cuando se consideraban todas las
sefales obtenidas de la region completa del espectro infrarrojo medio. Con el fin de
obtener una vision mas clara de las bandas espectrales que se obtuvieron en el
analisis y con esto, poder caracterizar las muestras de suero, se dividi6 el espectro
en regiones de interés previamente reportadas (Yang et al., 2021a) y se calculo6 el
area de banda espectral extrayendo los valores de absorbancia de las bandas
elegidas y sumandolas. Una vez obtenidos estos valores se calcularon los
promedios y desviacion estandar por grupo para poder compararlos mediante una t
de Student.

La region denominada Amida A (3600 — 3200 cm™) recibe contribucién de la banda
3295 — 3293 cm™! reportada en muestras de suero de cancer de pulmon y controles
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sin cancer (Wang et al., 2014). La region de los lipidos (3100 — 2700 cm™') abarca
la banda del estiramiento asimétrico de CHza 2959 — 2872 cm™' y CH2 a 2930 cm™.
La regién de Amida Il (1800 — 1500 cm™) incluye la banda en 1650 cm™' asociadas
a la vibracién de estiramiento del grupo C=0 en los enlaces peptidicos de las
proteinas, la banda del grupo funcional N-H a 1542 cm™, el estiramiento C-N a 1533
cm™ y la banda a 1546 cm™ que se asocia con la combinacion de la flexion de N-H
y este Ultimo estiramiento. La region Carbohidratos (1200 — 600 cm™') se denominé
asi principalmente por las bandas del estiramiento C-O y la flexion C-O a 1044 —
1038 cm™ (Bangaoil et al., 2020). Ademas, se reportan bandas a 1160 — 1120 cm"”’
correspondientes con estiramientos del enlace C-O-C y C-O en carbohidratos y
lipidos y entre 970 y 900 cm' también correspondientes a carbohidratos como la
glucosamina (Tomas et al., 2022). Se consider6 que la region Metilacién (1470 —
1250 cm™) podria incluir bandas indicadoras de metilacién no solo en proteinas y
lipidos, sino también en acidos nucleicos, como las bandas entre 1465 y 1450 que
corresponden a vibraciones de flexiones simétricas CH3z en proteinas y lipidos.
Bandas entre 1462 y 1464 cm™' se podrian asociar a vibraciones del C4 y Cs de la
citosina, asi como la vibracién C4-NH2 y Cs=Cs en la citosina (1363 cm™") y metilacion
de la citosina (1238 cm™) (Kelly et al., 2011). En la Figura 55 se puede observar que
las regiones que presentan las mayores diferencias entre los grupos son la Amida
A (p= 0.003) y la Amida Il (p= 0.02), teniendo resultados contrastantes, ya que el
contenido relacionado con la Amida A, siguiendo la ley de Beer-Lambert, se
encuentra incrementado en el grupo con cancer de pulmoén, mientras que el
contenido relacionado con la region de Amida Il se encuentra disminuido. La region
de las amidas se ha reportado previamente con valores de absorbancia mas
elevados en el grupo con cancer, haciendo referencia a un incremento en la
concentracion de proteinas en los pacientes con cancer, lo que en este caso podria
interpretarse con el incremento que muestra la region de la denominada Amida A,
cuyo aumento puede observarse claramente en la Figura 54. El traslape de las
bandas en la regiones designadas que podrian no coincidir exactamente con las
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regiones delimitadas por los otros autores podria explicar estos resultados
contrastantes (Wang et al., 2014; Yang et al., 2021b).

Por otro lado, la region designada para los carbohidratos no presenté ninguna
diferencia estadisticamente significativa entre los grupos de estudios, en
congruencia con la mayoria de los articulos que tampoco reportan dicha
variabilidad. Este resultado podria estar influido por numerosos factores, primero,
es posible que la técnica sea menos sensible para esa regidn espectral, ya que las
bandas predominantes o que presentan las sefiales mas intensas son las proteinas,
y estas pueden enmascarar a los carbohidratos (Araujo et al., 2022), considerando
también que el suero humano presenta un elevado porcentaje de proteinas y una
menor proporcion de carbohidratos. Otro factor propiamente atribuible a la
naturaleza de los grupos de estudio es que durante el cancer las principales vias
afectadas son las del metabolismo de las proteinas, lipidos y acidos nucleicos. Sin
embargo, estudios con resonancia magnética nuclear han encontrado alteraciones
en el metabolismo de la glucosa en muestras de suero de pacientes con cancer de
pulmén (Singh et al., 2022), o que podria sugerir una inclinacion hacia la explicacion
de la baja sensibilidad de la espectroscopia infrarroja para detectar cambios sutiles
en las concentraciones de carbohidratos en muestras complejas como el suero
humano. Respecto a la region de los lipidos, los resultados también son
congruentes con la mayoria de los articulos, ya que algunos si bien han reportado
diferencias entre grupo de cancer y grupo control, han sido sobre el limite del valor
de significancia estadistica (Yang et al., 2021b).

Finalmente, la region Metilacion confirmo los resultados obtenidos por la ELISA de
metilacion de ADN (un menor porcentaje de metilacion global en el grupo con cancer
de pulmédn), con las bandas seleccionadas para conformar el area de banda.
Ademas, este resultado de absorbancia de metilacion disminuida en el grupo control
fue estadisticamente significativo (p= 0.042). En un estudio de tejido de cancer de
pancreas donde se empleé el analisis de metilacion de ADN mediante
espectroscopia de Raman para complementar la caracterizacion del tejido, se utilizo
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un analisis multivariado y machine learning para determinar bandas espectrales que
pudieran servir de indicadores de la metilacion y establecer relaciones de
absorbancia para determinar el porcentaje. Entre las regiones utilizadas se empled
la de 1420 a 1360 cm™, y los resultados obtenidos demostraron una menor
absorbancia en esta region en las muestras de cancer pancreatico en comparacion

con el grupo control de tejido de tumor benigno (Szymonski et al., 2023).

Figura 54. Area de banda espectral calculada por regiones: Amida A (3600 — 3200
cm™), Amida Il (1800 — 1500 cm'), Carbohidratos (1200 — 600 cm'), Lipidos (3100
— 2700 cm™) y Metilacion (1470 — 1250 cm™). Prueba t de Student, p < 0.05, n.s. =

no significativo estadisticamente.

Con el fin de explorar la posible correlacion entre las dos técnicas realizadas, los
valores de absorbancia en la regidon denominada como Metilacion, se compararon
con los valores obtenidos con la ELISA, es decir, el porcentaje de metilacion global
de cada muestra. Aunque existe una tendencia entre el aumento y disminucién de
los valores obtenidos por cada técnica, esta relacion es deébil (r= 0.247), ademas
de presentar una gran dispersion entre los puntos, por lo que no puede asegurarse
que ambas técnicas estén midiendo la metilacion global de la misma manera, ni

que FTIR pueda utilizarse como alternativa a la ELISA (Figura 55). Esto puede
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deberse a que en primera instancia, lo capturado por FTIR es una mezcla compleja
de moléculas de la muestra de suero, mientras que lo capturado por la ELISA son
las citosinas metiladas de las muestras de ADN aislado, siendo sumamente dificil
comparar la complejidad de ambos tipos de muestra. Ademas, debe considerarse
que los numero de onda seleccionados para formar parte de la regién, pueden no
estar directamente relacionados con la metilacion a pesar de haber sido reportados
como representativos de los acidos nucleicos. Estos resultados se asemejan a lo
reportado por Thumbovorn et al. en 2022, donde se compararon los valores de
metilacion global obtenidos por ELISA y pirosecuenciacion (r= 0.442),

demostrando la variabilidad entre técnicas para detectar la metilacion.

Figura 55. Correlacion entre absorbancias por ELISA y FTIR en region Metilacion
de muestras de suero. Los puntos representan muestras individuales, la linea negra
corresponde al ajuste por regresion lineal simple. Coeficiente de correlaciéon de
Pearson indicado con r, p < 0.05.
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7 Conclusiones

En esta investigacion se confirma que el proceso de hipometilacion observado en
otros tipos de cancer, como cancer de mama y cervicouterino, también se presenta
en el cancer de pulmén y es detectable en muestras de sangre periférica. El analisis
espectral de las muestras de ADN aislado de muestras biologicas permite obtener
informacion sobre su estructura, fundamentando la propuesta de los marcadores
espectrales. Este estudio, ademas, permite sefalar la importancia de considerar la
duracion del tiempo del procesamiento de las muestras de ADN para obtener
espectros oOptimos que faciliten la identificacion de bandas que proporcionen
informacion sobre la estructura del ADN. Las muestras de suero se proponen como
una mejor opcion para el analisis espectral por la facilidad de manejo y porque a
pesar de ser una matriz mas compleja, permite obtener informacion sobre acidos
nucleicos. La correlacion entre el grado de metilacion mediante ambas técnicas
aunque fue positiva y moderada, no es contundente, por lo que se concluye que no
es posible proponer la deteccidon de la metilacion del ADN mediante espectroscopia
FTIR en el ambito clinico.

Para evaluar a profundidad su capacidad para la deteccion de la estructura del ADN
se recomienda que en estudios posteriores se establezcan criterios mas rigurosos
para el manejo del ADN aislado, asi como pruebas piloto con ADN en solucién
acuosa Yy la incorporacion de controles y curvas de calibracion para cuantificar. Los
resultados plasmados en este trabajo deben interpretarse con las precauciones
correspondientes: se ha utilizado una poblacion limitada y homogénea de pacientes
con cancer de pulmén y no se han realizado analisis confirmatorios de la
caracterizacion de las muestras con otro tipo de metodologia espectral o de
resonancia. Con estas consideraciones, es importante recalcar el cumplimiento de
la hipbtesis propuesta, tanto para la deteccion de la hipometilacion como de la
correlacion de ambas técnicas y de la aportacion al conocimiento de las multiples
aplicaciones de una técnica sencilla como la espectroscopia infrarroja por

transformada de Fourier en el estudio de muestras bioldgicas.
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Anexo 1: Consentimiento informado

Universidad Autonoma de Querétaro
Facultad de Quimica

Consentimiento informado para la realizacién del estudio sobre la

“Caracterizacion de perfiles de infrarrojo séricos y su asociacidén con el porcentaje

de metilacion global del ADN en pacientes con cancer de pulmoén”

Reciba un cordial saludo, antes de decidir participar voluntariamente en este estudio
de investigacion cientifica, por favor, dedique el tiempo necesario para leer
conscientemente este documento. Tenga la confianza de preguntar y pedir
aclaracion de cualquier detalle, es importante que antes de firmar este documento
comprenda totalmente todos los aspectos mencionados.

Investigador: Lic. Maria Arellano Sosa
Dirigido por: Dra. Karla Isabel Lira de Leon

Centro de estudio: Facultad de Quimica de la Universidad Auténoma de
Querétaro.

Programa de estudio: Maestria en Quimica Clinica Diagnostica

Justificacion del estudio

El cancer de pulmdn representa un importante problema de salud mundial ya que
es uno de los tipos de cancer mas frecuentes y el que presenta la mayor tasa de
mortalidad. En México, el 75 % de los pacientes con cancer de pulmén que acuden
al servicio de salud, al momento del diagnostico ya padecen la enfermedad en etapa
avanzada, lo que disminuye su probabilidad de supervivencia. Actualmente no hay
meétodos de diagndstico temprano para esta enfermedad, por lo tanto, es necesario
explorar nuevas herramientas que mejoren el rendimiento diagnostico y prondstico

a través de técnicas accesibles para toda la poblacién.
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¢ Cual es el propodsito de este estudio?

Este estudio tiene como objetivo caracterizar perfiles infrarrojos de suero y su
asociacion con el porcentaje de metilacion global del ADN en pacientes con cancer

de pulmén.
¢ Cuales son las caracteristicas que debo tener para participar?
Puedo participar si:

e Tengo 40 afios 0 mas y llevo mas de la mitad de mi vida viviendo en México.

e Participantes con cancer de pulmon: tengo diagnosticado cancer de pulmon
por primera vez y mi tumor primario fue en pulmon y no por metastasis.

No puedo participar si:

e Tengo una exposicion diaria a humo de tabaco (mayor a 1 hora a la semana)
0 una exposicion mayor a 100horas/afio a humo de lefia, humo de fabricas y
chimeneas.

e Previamente me diagnosticaron con otro tipo de cancer.

e Uno de mis padres ha sido diagnosticado con cancer de pulmén.

e He sido diagnosticado con asma, fibrosis pulmonar o cualquier otra
enfermedad pulmonar croénica.

e Participantes con cancer de pulmoén: mi cancer de pulmon es producto de la
metastasis de otro tipo de cancer. He desarrollado otras enfermedades
pulmonares (asma, fibrosis pulmonar, EPOC) a causa del cancer de pulmén.

¢En qué tipo de estudio voy a participar y en qué consiste mi participaciéon?

El presente estudio es de tipo observacional, transversal y comparativo, lo que
significa que no implica ninguna intervencion experimental, solo el analisis de datos
obtenidos directamente de la muestra sanguinea. Se incluyen dos grupos de

estudio: pacientes con cancer de pulmon y un grupo control sin la enfermedad.

Su participacion sera en el rol de sujeto de estudio y constara de los siguientes
pasos:
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1. Lectura y comprension de este consentimiento, seguido de su firma si esta
de acuerdo con todo.

2. Realizacion de un cuestionario que le sera proporcionado para recolectar
datos.

3. Una extraccion de 9 ml en total de muestra sanguinea periférica del area del
antebrazo, utilizando el procedimiento convencional de extraccién, con las
agujas y 2 tubos de recoleccion completamente nuevos y estériles para cada
participante.

La duracién de su participacion se limita a los pasos anteriores, estimando un tiempo
aproximado de 35 minutos como maximo. Su muestra de sangre sera tomada por
la Q.F.B. Alitzel Arcos de la Cruz con cédula profesional 13357730, y sus datos
seran tomados por la Lic. Maria Arellano Sosa, con cédula profesional 13057599,
estos procedimientos se llevaran a cabo en el Laboratorio de enfermedades cronico-
degenerativas del Edificio 9 de la Facultad de Quimica de la Universidad Autbnoma

de Querétaro.
¢ Recibiré beneficios por mi participacion?

La participacion en este estudio de investigacion no sera remunerada
econdmicamente, pero tenga en cuenta que posterior a la obtencidn de los
resultados éstos le seran comunicados y podran consistir en un perfil espectral de
su muestra de suero sanguineo y el resultado de la evaluacion del porcentaje global
de metilacion de su ADN, estos hallazgos puede comunicarlos con su médico
tratante y pudieran serle de utilidad. Ademas, se le comunicara si fue posible la
comprobacién de la hipotesis de este estudio, lo que significaria que esta
investigacion ha aportado en el conocimiento del diagnostico de cancer de pulmoén
y usted ha sido parte importante de esa contribucion.

¢ Cuales son los posibles riesgos que puedo sufrir?

Su participacion en este estudio consta de un unico procedimiento de toma de

muestra de sangre antes mencionado. Aunque es un procedimiento rutinario, puede
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implicar riesgos como la formacion de hematoma, dolor y/o malestar en el area de
puncion, reaccion alérgica, incluso mareo o desmayo e infeccion del area de
puncion si se expone a microorganismos. Estos riesgos, asi como la facilidad o
dificultad para hallar las venas para la puncion, dependeran de las caracteristicas

individuales.

En caso de que usted lo requiera, se le brindara atencién médica por parte de los
médicos del consultorio clinico universitario “FARMA-UAQ” a cargo de la Dra. Irhe

Sue Acevedo Baltazar y la Dra. Karen ltzel Suarez Torrez.
Confidencialidad de los datos

Los datos obtenidos en esta investigacion seran tratados con absoluta
confidencialidad, y sélo se utilizaran para los fines antes establecidos de este
estudio. Sus datos seran identificados a través de la asignacion de un numero, para
respetar su derecho a la proteccion y privacidad. Por lo tanto, la informacion
obtenida con esta investigacion se dara a conocer manteniendo la confidencialidad

de sus datos personales.
Derecho a no participar y/o a retirarse en cualquier momento

Al ser su participacion voluntaria, también debe saber que es libre de retirarse en
cualquier momento si asi lo desea, aun después de haber participado. Su decision
sera completamente respetada y no implicara ninguna consecuencia desfavorable
para usted. Si lo desea, puede retirarse del estudio permitiendo que se utilicen los
datos y muestra obtenidas previamente para los fines antes expuestos o en caso
contrario, puede pedir que sus datos sean eliminados y su muestra sea destruida.
Para confirmar su retirada del estudio debera firmar una carta de revocaciéon del
consentimiento informado que se le proporcionara en cuanto comunique su deseo
de abandonar el estudio a las siguientes responsables: Dra. Karla Isabel Lira de
Ledn (correo: liraleonki@gmail.com, teléfono: 4421560731) o a la investigadora Lic.
Maria Arellano Sosa (msosa352@gmail.com, teléfono 9331103874).
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Comunicacién de resultados de la prueba

Los resultados personales de este estudio le seran comunicados directamente a
usted o en su defecto a la persona que usted designe para recibirlos por la Dra.
Berenice Lira de Ledn con cédula profesional 6118894 (médico general).

Nombre de la persona a quien autorizo para recibir el resultado en caso de

que yo no pueda:

Parentesco:

Destino de la muestra biolégica

Las muestras de sangre recolectadas seran resguardadas en congelamiento a -80
°C en un espacio reservado del biobanco de la Unidad de Servicios Clinicos y
Diagnéstico Molecular perteneciente a la Facultad de Quimica de la Universidad
Auténoma de Querétaro, Centro Universitario, durante todo el proceso de
realizacion de esta investigacion (desde el momento de recoleccion hasta julio del
2025) y solo seran accesibles para los responsables directos, quienes haran uso
estrictamente confidencial de las muestras. Una vez utilizadas seran destruidas

siguiendo los protocolos de bioseguridad correspondientes.
Aspectos éticos

Este estudio se apegara a lo manifestado en la Ley Federal de Salud en materia de
Investigacion para la salud en los capitulos | y V, en referencia a los principios de la
no maleficencia, autonomia, beneficencia y justicia para con los participantes, asi
como con la responsabilidad de proteccion de la integridad, dignidad,
confidencialidad y autodeterminacion de su informacién personal, segun lo que
establecen las Pautas Eticas internacionales para la Investigacion Biomédica en
Seres Humanos y la Declaracion de Helsinki. El protocolo de este estudio sera
previamente sometido a la aprobacion del Comité de Bioética de la Universidad
Auténoma de Querétaro.
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Yo, he

leido conscientemente la informacién plasmada en este documento acerca del

estudio al que he sido invitado a formar parte. Habiendo tenido la oportunidad de
expresar mis dudas y preocupaciones sobre los procedimientos, y después de
obtener explicaciones y respuestas satisfactorias, afirmo mi decision de participar
voluntariamente en este estudio de investigacion, por lo que estoy de acuerdo con

que se me tome una muestra sanguinea para los fines que han sido expresados.

e Afirmo mi participacion voluntaria en el estudio “Caracterizacion de perfiles
infrarrojos séricos y su asociacion con el porcentaje de metilacion global del
ADN en pacientes con cancer de pulmon”.

e He leido el consentimiento informado, por lo que entiendo los riesgos que
implica la toma de muestra.

e Comprendo que mi participacion es voluntaria y tengo el derecho de retirarme
en el momento que lo desee, con previo aviso a los responsables, con
quienes sé codmo ponerme en contacto.

e Entiendo que no recibiré ninguna remuneracion econdmica por mi
participacion.

e Comprendo que mis datos seran tratados de manera confidencial, y que solo
seran accesibles a los responsables de este estudio.

Firma del participante

Nombre y firma de quien ha informado (investigador

responsable)

Nombre y firma de testigo 1:

Nombre y firma de testigo 2:

Fecha: / /
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Anexo 2: Carta de revocacion del consentimiento
Universidad Autonoma de Querétaro

Facultad de Quimica

Fecha: [

Carta de revocacion del consentimiento informado para la
participacion en el estudio

“Caracterizacion de perfiles de infrarrojo séricos y su asociacién con el porcentaje

de metilacion global del ADN en pacientes con cancer de pulmoén”

Investigador: Lic. Maria Arellano Sosa
Dirigido por: Dra. Karla Isabel Lira de Leon

Centro de estudio: Facultad de Quimica de la Universidad Auténoma de
Querétaro.

Programa de estudio: Maestria en Quimica Clinica Diagnostica

Por medio de la presente expreso mi decision de retirar mi participacioén del estudio
que lleva por nombre “Caracterizacion de perfiles de infrarrojo séricos y su
asociacion con el porcentaje de metilacion global del ADN en pacientes con cancer
de pulmén”, expresando como motivo de mi decision lo siguiente (puede dejar en

blanco si lo desea):

Deseo que puedan hacer uso de los datos que ya han recabado a través de mi
muestra de sangre. Si No

No autorizo el uso de mis datos y deseo la destruccion de mi muestra. Si__No__

Nombre y firma del paciente Nombre y firma del investigador
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Anexo 3. Cuestionario para participantes

Universidad Autonoma de Querétaro

Facultad de Quimica

Este formulario esta basado en el Cuestionario Internacional de Actividad Fisica
(IPAQ), ademas, contiene otras preguntas para conocer su habitos alimenticios y
antecedentes clinicos, por favor, tdmese el tiempo necesario para responder. Si
tiene alguna duda siéntase libre de comentarlo con cualquier persona de su

confianza y/o preguntar directamente a los investigadores responsables.

Datos personales

Nombre:

Edad:
Sexo:

Ocupacion:

¢ Cuanto tiempo lleva dedicandose a ello?

Lugar de procedencia:

Colonia y municipio actual en Querétaro:

Correo electronico:

Actividad fisica

Las preguntas se referiran al tiempo que usted destind a estar fisicamente activo
en los ultimos 7 dias. Por favor responda a cada pregunta aun si no se considera
una persona activa. Por favor, piense acerca de las actividades que realiza
en su trabajo, como parte de sus tareas en el hogar o en el jardin,
moviéndose de un lugar a otro, o en su tiempo libre para la recreacion, el
ejercicio o el deporte.

Piense en todas las actividades intensas que usted realizé en los ultimos 7 dias.
Las actividades fisicas intensas se refieren a aquellas que implican un esfuerzo
fisico intenso y que lo hacen respirar mucho mas intensamente que lo normal.
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Piense solo en aquellas actividades fisicas que realizé durante por lo menos 10
minutos seguidos.

1. Durante los ultimos 7 dias, ¢en cuantos realizé actividades fisicas intensas
tales como levantar pesos pesados, cavar, hacer ejercicios aerobicos o andar
rapido en bicicleta?

dias a la|__ Ninguna actividad fisica intensa (vaya a la
semana pregunta 3)

2. Habitualmente, ¢ cuanto tiempo en total dedic6 a una actividad fisica intensa
en uno de esos dias?

horas por dia minutos por dia ___No sabe/no esta
seguro

Piense en todas las actividades moderadas que usted realiz6 en los ultimos 7
dias. Las actividades moderadas son aquellas que requieren un esfuerzo fisico
moderado que lo hace respirar algo mas intensamente que lo normal. Piense
solo en aquellas actividades fisicas que realizé durante por lo menos 10
minutos seguidos.

3. Durante los ultimos 7 dias, ¢en cuantos dias hizo actividades fisicas
moderadas como transportar pesos livianos, andar en bicicleta a velocidad
regular o jugar tenis? No incluya caminar.

dias por | ___ Ninguna actividad fisica moderada (vaya a la
semana pregunta 5)

4. Habitualmente, ¢jcuanto tiempo en total dedicé a una actividad fisica
moderada en uno de esos dias?

horas por dia minutos por dia ___No sabe/no esta
seguro

Piense en el tiempo que usted dedico a caminar en los ultimos 7 dias. Esto
incluye caminar en el trabajo o en la casa, para trasladarse de un lugar a otro,
o cualquier otra caminata que usted podria hacer solamente para la recreacion,
el deporte, el ejercicio o el ocio.

5. Durante los ultimos 7 dias, ¢en cuantos camind por lo menos 10 minutos
seguidos?

dias por semana | Ninguna caminata (vaya a la pregunta 7)

6. Habitualmente, ¢cuanto tiempo en total dedicé a caminar en uno de esos
dias?

____horas por dia ____minutos por dia ___No sabe/no esta
seguro

La ultima pregunta es acerca del tiempo que paso usted sentado durante los
dias habiles de los ultimos 7 dias. Esto incluye el tiempo dedicado al trabajo, en
la casa, en una clase, y durante el tiempo libre. Puede incluir el tiempo que pasoé
sentado ante un escritorio, visitando amigos, leyendo, viajando en autobus,
sentado o recostado mirando la television.

7. Durante los ultimos 7 dias ¢ cuanto tiempo pasoé sentado durante un dia habil

____horas por dia ____minutos por dia ___No sabe/no esta
seguro

131




Habitos alimenticios

8. ¢,Conoce usted su indice de masa corporal (IMC)?

__No Si,es __No, pero sé que
mi IMC se encuentra
en sobrepeso u
obesidad.

Antecedentes clinicos

9. Indique si ha sido diagnosticado con alguna de las enfermedades/condiciones
siguientes

__Artritis __Hiperlipidemial/dislipidemia | __Diabetes tipo |
reumatoide

__Diabetes tipo Il __Enfermedad de Parkinson

13. Esta pregunta es para pacientes con cancer de pulmon. Por favor indique:
Estadio en que se | Tiempo que lleva | Tipo de cancer:
encuentra: diagnosticado:
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Anexo 4: Consentimiento informado (ampliado)

Universidad Autonoma de Querétaro

Facultad de Quimica

Consentimiento informado ampliado para la realizacién del estudio sobre la

“Caracterizacion de perfiles de infrarrojo séricos y su asociacién con el porcentaje
de metilacion global del ADN en pacientes con cancer de pulmoén”

Reciba un cordial saludo, antes de decidir participar voluntariamente en este estudio
de investigacion cientifica, por favor, dedique el tiempo necesario para leer
conscientemente este documento. Este consentimiento ampliado se le proporciona
para obtener su autorizacion de conservar su muestra sanguinea y datos para
investigaciones posteriores relacionadas con este estudio. Tenga la confianza de
preguntar y pedir aclaracion de cualquier detalle, es importante que antes de firmar
este documento comprenda totalmente todos los aspectos mencionados.

Investigador: Lic. Maria Arellano Sosa
Dirigido por: Dra. Karla Isabel Lira de Leon

Centro de estudio: Facultad de Quimica de la Universidad Auténoma de
Querétaro.

Programa de estudio: Maestria en Quimica Clinica Diagnostica

Justificacion del estudio

El cancer de pulmdn representa un importante problema de salud mundial ya que
es uno de los tipos de cancer mas frecuentes y el que presenta la mayor tasa de
mortalidad. En México, el 75 % de los pacientes con cancer de pulmén que acuden
al servicio de salud, al momento del diagnostico ya padecen la enfermedad en etapa
avanzada, lo que disminuye su probabilidad de supervivencia. Actualmente no hay
meétodos de diagndstico temprano para esta enfermedad, por lo tanto, es necesario
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explorar nuevas herramientas que mejoren el rendimiento diagnostico y pronostico

a través de técnicas accesibles para toda la poblacion.
¢ Cual es el propodsito de este estudio?

Este estudio tiene como objetivo caracterizar perfiles infrarrojos de suero y su
asociacion con el porcentaje de metilacion global del ADN en pacientes con cancer

de pulmén.
¢ Cuales son las caracteristicas que debo tener para participar?
Puedo participar si:

e Tengo 40 afios 0 mas y llevo mas de la mitad de mi vida viviendo en México.

e Participantes con cancer de pulmon: tengo diagnosticado cancer de pulmon
por primera vez y mi tumor primario fue en pulmon y no por metastasis.

No puedo participar si:

e Tengo una exposicion diaria a humo de tabaco (mayor a 1 hora a la semana)
0 una exposicion mayor a 100horas/afio a humo de lefia, humo de fabricas y
chimeneas.

e Previamente me diagnosticaron con otro tipo de cancer.

e Uno de mis padres ha sido diagnosticado con cancer de pulmén.

e He sido diagnosticado con asma, fibrosis pulmonar o cualquier otra
enfermedad pulmonar croénica.

e Participantes con cancer de pulmoén: mi cancer de pulmon es producto de la
metastasis de otro tipo de cancer. He desarrollado otras enfermedades
pulmonares (asma, fibrosis pulmonar, EPOC) a causa del cancer de pulmén.

¢En qué tipo de estudio voy a participar y en qué consiste mi participaciéon?

El presente estudio es de tipo observacional, transversal y comparativo, lo que
significa que no implica ninguna intervencion experimental, solo el analisis de datos
obtenidos directamente de la muestra sanguinea. Se incluyen dos grupos de

estudio: pacientes con cancer de pulmon y un grupo control sin la enfermedad.
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Su participacion sera en el rol de sujeto de estudio y constara de los siguientes

pasos:

4. Lectura y comprension de este consentimiento, seguido de su firma si esta
de acuerdo con todo.

5. Realizacion de un cuestionario que le sera proporcionado para recolectar
datos.

6. Una extraccion de 9 ml en total de muestra sanguinea periférica en el area
del antebrazo, utilizando el procedimiento convencional de extraccion, con
las agujas y 2 tubos de recoleccion completamente nuevos y estériles para
cada participante.

La duracién de su participacion se limita a los pasos anteriores, estimando un tiempo
aproximado de 35 minutos como maximo. Su muestra de sangre sera tomada por
la Q.F.B. Alitzel Arcos de la Cruz con cédula profesional 13357730, y sus datos
seran tomados por la Lic. Maria Arellano Sosa, con cédula profesional 13057599,
estos procedimientos se llevaran a cabo en el Laboratorio de enfermedades cronico-
degenerativas del Edificio 9 de la Facultad de Quimica de la Universidad Autbnoma

de Querétaro.
¢ Recibiré beneficios por mi participacion?

La participacion en este estudio de investigacion no sera remunerada
econdmicamente, pero tenga en cuenta que posterior a la obtencidn de los
resultados éstos le seran comunicados y podran consistir en un perfil espectral de
su muestra de suero y el resultado de la evaluacion del porcentaje global de
metilacion de su ADN, estos hallazgos puede comunicarlos con su médico tratante
y pudieran serle de utilidad. Ademas, se le comunicara si fue posible la
comprobacién de la hipotesis de este estudio, lo que significaria que esta
investigacion ha aportado en el conocimiento del diagnostico de cancer de pulmoén
y usted ha sido parte importante de esa contribucion.

¢ Cuales son los posibles riesgos que puedo sufrir?
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Su participacidn en este estudio consta de un unico procedimiento de toma de
muestra de sangre antes mencionado. Aunque es un procedimiento rutinario, puede
implicar riesgos como la formacion de hematoma, dolor y/o malestar en el area de
puncion, reaccion alérgica, incluso mareo o desmayo e infeccion del area de
puncion si se expone a microorganismos. Estos riesgos, asi como la facilidad o
dificultad para hallar las venas para la puncion, dependeran de las caracteristicas

individuales.

En caso de que usted lo requiera, se le brindara atencién médica por parte de los
médicos del consultorio clinico universitario “FARMA-UAQ”, a cargo de la Dra. Irhe
Sue Acevedo Baltazar y la Dra. Karen ltzel Suarez Torrez.

Confidencialidad de los datos

Los datos obtenidos en esta investigacion seran tratados con absoluta
confidencialidad, y sélo se utilizaran para los fines antes establecidos de este
estudio y proyectos posteriores dirigidos por la Dra. Karla Isabel Lira de Leon, de la
misma linea de investigacion (cancer de pulmodn) e institucion educativa (Facultad
de Quimica de la UAQ). Sus datos seran identificados a través de la asignacion de
un numero, para respetar su derecho a la proteccién y privacidad. Por lo tanto, la
informacion obtenida con esta investigacion se dara a conocer manteniendo la

confidencialidad de sus datos personales.
Derecho a no participar y/o a retirarse en cualquier momento

Al ser su participacién voluntaria, también debe saber que es libre de retirarse en
cualquier momento si asi lo desea, aun después de haber participado. Su decisidon
sera completamente respetada y no implicara ninguna consecuencia desfavorable
para usted. Si lo desea, puede retirarse del estudio permitiendo que se utilicen los
datos y muestra obtenidas previamente para los fines antes expuestos o en caso
contrario, puede pedir que sus datos sean eliminados y su muestra sea destruida.
Para confirmar su retirada del estudio debera firmar una carta de revocacion del

consentimiento informado que se le proporcionara en cuanto comunique su deseo de
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abandonar el estudio a las siguientes responsables: Dra. Karla Isabel Lira de Leon
(liraleonki@gmail.com, teléfono: 4421560731) o a la investigadora Lic. Maria Arellano
Sosa (msosa352@gmail.com, teléfono 9331103874).

Comunicacién de resultados de la prueba

Los resultados personales de este estudio le seran comunicados directamente a
usted o en su defecto a la persona que usted designe para recibirlos por la Dra.
Berenice Lira de Ledn con cédula profesional 6118894 (médico general).

Nombre de la persona a quien autorizo para recibir el resultado en caso de

que yo no pueda:

Parentesco:

Destino de la muestra biolégica

Las muestras de sangre recolectadas seran resguardadas en congelamiento a -80
°C en un espacio reservado del biobanco de la Unidad de Servicios Clinicos y
Diagnéstico Molecular perteneciente a la Facultad de Quimica de la Universidad
Autonoma de Querétaro, Centro Universitario, por un periodo maximo de 2 afos y
solo seran accesibles para los responsables directos, quienes haran uso
estrictamente confidencial de las muestras. Una vez utilizadas seran destruidas

siguiendo los protocolos de bioseguridad correspondientes.
Aspectos éticos

Este estudio se apegara a lo manifestado en la Ley Federal de Salud en materia de
Investigacion para la salud en los capitulos | y V, en referencia a los principios de la
no maleficencia, autonomia, beneficencia y justicia para con los participantes, asi
como con la responsabilidad de proteccion de la integridad, dignidad,
confidencialidad y autodeterminacion de su informacién personal, segun lo que
establecen las Pautas Eticas internacionales para la Investigacion Biomédica en
Seres Humanos y la Declaracion de Helsinki. El protocolo de este estudio sera
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previamente sometido a la aprobacidon del Comité de Bioética de la Universidad

Auténoma de Querétaro.

Yo, he

leido conscientemente la informacién plasmada en este documento acerca del

estudio al que he sido invitado a formar parte. Habiendo tenido la oportunidad de
expresar mis dudas y preocupaciones sobre los procedimientos, y después de
obtener explicaciones y respuestas satisfactorias, afirmo mi decision de participar
voluntariamente en este estudio de investigacion, por lo que estoy de acuerdo con

que se me tome una muestra sanguinea para los fines que han sido expresados.

e Afirmo mi participacion voluntaria en el estudio “Caracterizacion de perfiles
infrarrojos séricos y su asociacion con el porcentaje de metilacién global del
ADN en pacientes con cancer de pulmon”.

e He leido el consentimiento informado, por lo que entiendo los riesgos que
implica la toma de muestra.

e Comprendo que mi participacion es voluntaria y tengo el derecho de retirarme
en el momento que lo desee, con previo aviso a los responsables, con
quienes sé codmo ponerme en contacto.

e Entiendo que no recibiré ninguna remuneracion econdmica por mi
participacion.

e Comprendo y autorizo que mi muestra sea almacenada por un plazo maximo
de 2 afos y que la informacidn obtenida puede ser utilizada en
investigaciones posteriores (proyectos de tesis) relacionados con el mismo
tema de investigacién para el mismo programa de estudio de la institucion
educativa (UAQ) y dirigidos por la Dra. Karla Isabel Lira de Leon.

e Comprendo que mis datos seran tratados de manera confidencial, y que solo
seran accesibles a los responsables del estudio.

Firma del participante
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Nombre y firma de quien ha informado (investigador

responsable)

Nombre y firma de testigo 1:

Nombre y firma de testigo 2:

Fecha: / /
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Anexo 5. Analisis de plagio
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