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Resumen del proyecto

El cáncer broncopulmonar es la primera causa de mortalidad por cáncer, debido en parte al diagnóstico tardío. Esto apoya

la búsqueda de estrategias diagnósticas accesibles y poco invasivas para su detección precoz, en vistas a disminuir su

alta mortalidad. En este estudio, analizamos la capacidad diagnóstica de pequeños ARN en suero como potenciales

biomarcadores circulantes. Mediante el uso de nuevas tecnologías de biología molecular y amplificación génica se

compararon los niveles séricos de distintos pequeños ARN entre una población de sujetos sanos y una población de sujetos

portadores de cáncer de pulmón. Este trabajo reveló una expresión tres veces mayor en suero de un pequeño ARN

derivado de ARN de transferencia de glicina en pacientes con cáncer broncopulmonar. Por tanto, éste se identificó como

potencial biomarcador circulante diagnóstico con significancia estadística. Sin embargo, fue un mejor biomarcador en

estadios avanzados de la enfermedad. Otros biomarcadores analizados fueron capaces de discriminar entre distintos

tipos histológicos de cáncer pulmonar. Es el primer estudio en analizar el rol de estas especies como biomarcadores

circulantes en el diagnóstico de cáncer broncopulmonar. Este es un tema que requiere mayor desarrollo, por lo que las

primeras aproximaciones pueden ayudar a comprender mejor su rol como moléculas circulantes y sentar las bases para

estudios a mayor escala, venciendo las dificultades encontradas hasta el momento. La capacidad diagnóstica de los

fragmentos estudiados debe ser analizada en cohortes de validación con un mayor tamaño muestral.
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Introducción

Desde 2007, nuestro equipo se ha dedicado al estudio de la estructura y función de vías de pequeños sARN reguladores en

la iniciación y progresión del cáncer. Inicialmente reportamos el valor diagnóstico y pronóstico del perfil de microRNAs en

células leucémicas provenientes de pacientes con Leucemia Linfoide Crónica, siendo una de las primeras descripciones en

la literatura internacional. Posteriormente, fuimos de los primeros grupos en identificar a los fragmentos derivados de

tRNAs (tsARN) como una nueva familia de pequeños ARNs reguladores con un rol clave en la interacción huésped-parásito

así como en los procesos de iniciación y progresión del cáncer.

Más recientemente contribuimos a caracterizar los sARN secretados el medio extracelular empaquetados y protegidos en

microvesículas o complejos ribonucleoproteicos por células tumorales participando en la transferencia entre células como

un nuevo mecanismo de comunicación celular. Reportamos, que estas biomoléculas son transportadas por los fluidos

biológicos, en diferentes fracciones (vesiculares, proteicas o libres) que le confieren estabilidad frente a la degradación.

Recientemente, en un trabajo de Maestría de nuestro equipo, hemos comparado los perfiles de pequeños ARNs en tejido

tumoral de 3 pacientes con cáncer de pulmón con el respectivo tejido normal peri-tumoral mediante el uso de tecnologías

de secuenciado masivo. Este estudio reveló que 3 sARN, Y4-RNA, tsRNAGly y tsRNAGlu , mostraron niveles

significativamente elevados en muestras de pacientes portadores de cáncer de pulmón, los cuales forman parte de los

objetivos de esta propuesta.

Los procedimientos tecnológicos que hemos desarrollado durante estos años para el estudio estructural y funcional de los

pequeños ARNs extracelulares o circulantes, han sido publicados en un prestigioso manual de procedimientos, lo cual es

un reconocimiento al trabajo que hemos desarrollado en el área.

En estudios más recientes demostramos que los tRNAh de glicina y glutámico son producidos en altos niveles por células

tumorales in vitro y transferidos mediante vesículas membranosas a otras células, lo cual podría tener importantes

implicancias en la biología del cáncer.

Este estudio ha permitido abordar el estudio de pequeños ARNs circulantes como nuevos potenciales biomarcadores en

cáncer de pulmón

Metodología/diseño del estudio

Mediante procedimientos de amplificación génica cuantitativa específico para pequeños ARNs ("Stem Loop RT-qPCR) se

cuantificaron los niveles séricos de 3 pequeños ARNs derivados de tRNA-Gly, tRNA-Glu y Y4-RNA en un total de 60

pacientes portadores de cáncer de pulmón y 30 voluntarios clínicamente sanos. Todas la determinaciones se realizaron

por triplicado y normalizadas contra un oligoribonucleotido sintético agregado a una concentración conocida a cada
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muestra inmediatamente antes de la extracción y cuantificación de pequeños ARNs.

Los niveles de expresión relativa se comparaton mediante el test no paramétrico de Mann-Whitney (para dos colas)

utilizando los valores de 2 -?Ct

Se consideraron estadísticamente significativos resultados con valores de p < 0.05.

El valor como biomarcadores diagnósticos en suero fue analizado mediante la construcción de curvas ROC (Receiver

Operating Characteristic Curve)

Se calculó el área debajo de la curva (AUC) y su intervalo de confianza al 95% para evaluar la capacidad discriminante

global del test. 

Se analizaron varios puntos de corte con sus valores de sensibilidad y especificidad

Resultados, análisis y discusión

El rol de los pequeños ARN derivados de ARNt y de fragmentos de Y-ARN como biomarcadores circulantes en cáncer es un

campo con pocos trabajos publicados a la fecha. En nuestro trabajo se observó una diferencia estadísticamente

significativa entre los niveles de expresión a nivel sérico de las mitades 5’ de ARNt Gly_GCC entre pacientes con cáncer

broncopulmonar y controles clínicamente sanos. Sus niveles fueron 3 veces mayores en individuos enfermos. Estas se

comportaron como posibles biomarcadores circulantes estadísticamente significativos de cáncer broncopulmonar, de

acuerdo con el análisis de la curva ROC (Receiver Operating Characteristic) con un área debajo de la curva (AUC) cercana

a 0.7. Se alcanzó una sensibilidad de 70% y una especificidad de 55% como test diagnóstico. Su utilidad como biomarcador

diagnóstico se observó para estadios avanzados de la enfermedad. No pudimos determinar su valor en estadios iniciales,

lo que puede deberse al bajo número de pacientes analizados en esta estapa de la enfermedad. Los niveles de las mitades

5’ de ARNt Glu_TTC y de fragmentos 5’ Y4-ARN no fueron capaces de discriminar entre población con cáncer de pulmón y

control. 

Según el subtipo histológico de cáncer broncopulmonar, las mitades 5’ de ARNt Glu_TTC mostraron una fuerte tendencia al

aumento en tumores de células pequeñas. Dato que debería ser validado en cohortes con un tamaño muestral adecuado.

Mientras que las mitades 5’ de ARNt Gly_GCC la tienen con los de células no pequeñas. Esto resulta interesante dado que

según su historia natural, pronóstico y tratamiento son dos entidades completamente diferentes, por lo que podría

esperarse que tuvieran un perfil diferente en cuanto a biomarcadores.

Nuestro trabajo es el primer estudio en analizar el rol de las ARNth-Gly, ARNth-Glu y Y4-ARN como biomarcadores

circulantes en el diagnóstico de cáncer broncopulmonar. Estos resultados, en conjunto con los analizados en la literatura,

apoyan el uso potencial de estos fragmentos como biomarcadores diagnósticos en un futuro cercano. Tienen el potencial

de su uso como método de tamizaje en la selección de individuos con alto riesgo que justifiquen la realización de estudios

imagenológicos. Creemos importante buscar y validar firmas que incluyan varios biomarcadores con el fin de aumentar la

sensibilidad y la especificidad alcanzada. El rol de los ARNpnc circulantes como biomarcadores en cáncer es un tema que

requiere mayor desarrollo, por lo que estas primeras aproximaciones pueden ayudar a comprender mejor su rol como

moléculas circulantes y sentar las bases para estudios a mayor escala, venciendo las dificultades encontradas hasta el

momento.

Conclusiones y recomendaciones

Este es el primer estudio en analizar el rol de las tRNA-h Gly, tRNA-h Glu y Y4-RNA como biomarcadores circulantes en el

diagnóstico de cáncer broncopulmonar.

De nuestro análisis surge que solo la tRNA-h Gly_GCC se comportó como potencial biomarcador en cáncer de pulmón con

significancia estadística

Se obtuvieron resultados originales y prometedores, de acuerdo con la literatura actual. Estos apoyan el uso potencial de

estos fragmentos como biomarcadores diagnósticos en un futuro cercano. 

Deberán ser analizados en una cohorte de validación de mayor tamaño que incluya un mayor número de pacientes con

enfermedad en estadio localizado
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