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Figura 10. Expresién de enolasa neuronal especifica {40X). Las areas café marron
demuestran la expresion de enolasa.

5.3.3 Expresion de cromogranina.
En cuanto a la expresion de cromogranina, ésta se presentd en 16 de los
casos (38%), de los cuales 12 (75%) eran avenulares, 2 (12.5%) fueron del tipo

intermedio y 2 (12.5%) correspondieron al combinado (Figura 11).

Negativo

Figura 11. Expresién de Cromogranina (40X). Las éreas café marron indican la
expresion de cromogranina.

43



Resultados
"Andlisis de marcadores moleculares asociados a8 CPCP en el noreste de México™

§.3. 4 Expresion de citoqueratinas.

La expresion de citoqueratinas se presenté en los 42 casos (100%).

Figura 12. Expresién de citoqueratinas de alto y bajo peso molecular (40X). La
expresion en el 100% de los casos demuestra que esta neoplasia es de tipo epitelial.

5.3.5 Expresién de c-myc.
En lo que respecta a la expresion del oncogen ¢- myc, sélo se observéd

en 2 (4.7%) casos, los cuales eran del tipo avenular (Figura 13).

Figura 13. Expresiéon de c-myc (40X). Areas café mamén indican positividad focal
para c-myc.
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5.3.6 Expresion de p53.

La expresion de la proteina p53 se observé en 21 de los casos (50%) de
los cuales 14 (2.9%) correspondieron al tipo avenular, 3 (0.63%) al tipo
intermedio y 4 (0.84%) al combinado (Figura 14).

Figura 14. Expresion de p53 (40X). La positividad de p53 se observa en las éreas de
color café marrén.

5.4 Analisis Molecular.

5.4.1 Extraccion del ADN a partir de las muestras embebidas en parafina.
El banco de ADN se conforméd de las 42 muestras de los pacientes y 50
de los controles. La extraccion se estandarizé utilizando diferentes
concentraciones de proteinasa K (0.3-1.0 mg/pl) y diferentes tiempos de
incubacién considerados por algunos protocolos, para mejorar la extraccion

(Figura 15).
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El ADN extraido presenté un alto grado de degradacion, impidiendo su
cuantificacién adecuada. Por este motivo, su andlisis se realizé de inmediato y

para tratar de conservarlo, se almacené a —20 °C.

Agarosa al 0.8%

L._,_Y_._/

PK {0.5-1mg/ml) /12hr/65°C

e
PK (0.3-1mg/ml) /136hri55°C

Figura 15. Anélisis de ADNs. El carril 1 es un ADN estandar de concentracién

conocida (100 ng/ul) extraido a partir de sangre con la técnica TSNT. Los carriles 2-5
corresponden a ADNs extraidos de tejido embebido en parafina bajo condiciones
diferentes en cuanto a concentracién, temperatura y tiempo de incubacion de la
proteinasa K (PK).

5.4.2 Andlisis de mutaciones por PCR-heteroduplex.

Una vez que se obtuvo el ADN de cada una de las muestras, tanto de los
casos como de los controles, se procedid a estandarizar la reaccién para la
amplificacion de los exones 5-8 del gen p53, para continuar con el analisis por
heteroduplex y finalmente, purificar y secuenciar las muestras que resultaron

positivas.
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5.4.2.1 Anailisis del ex6n 5 de p53.
La estandarizacién de la amplificaciébn del exén § y su analisis por

heteroduplex se muestra en la figura 16.

250pb

Agarosa a

Figura 16. Andlisis del exén 5 del gen p53. A) Estandarizacion de la PCR del ex6n 5,
generando un fragmento de 250pb, B) Andlisis del heteroduplex. Se observan

homoduiplex en los carriles 1, 3, 5, 6 y 7. Las flechas sefialan la formacién de
heteroduplex en los carriles 2y 4.

La amplificacién de este exén se dificultd, por la vanabilidiad en calidad y
cantidad de cada muestra de ADN. En este ensayo se observé la formacién de
heterodaplex en 5 casos (11.9%), correspondiendo 4 al subtipo avenular y 1 al

intermedio.

5.4.2.2 Andlisis del ex6n 6 del gen p53.

La estandarizacion de la PCR y su analisis por heterodiplex se muestra

en la figura 17.
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Figura 17. Andlisis del exdén 6 de p53. A) Estandarizacién de la PCR del ex6n 6,
generando un fragmento de 169pb. B) Andlisis de heterodlplex. Las flechas indican la

formacion de heterodaplex.

De las 42 muestras analizadas se detectaron 3 variantes (7.1%), de las

cuales 2 correspondieron al tipo combinado y una al avenular.

§5.4.2.3 Anilisis del exén 7 de p53 .

Se analizaron tanto a los controles como a los casos. Primero se llevo a
cabo la estandarizacién de la PCR para el ex6n 7 y se continio con el analisis

de heteroduplex como se observa en la figura 18.
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184 pb

Gel de poliacrilamida 10%

Agarosa al 2

Figura 18. Anilisis del ex6n 7 de p53. A) Estandarizacién de la PCR del ex6n 7,
generando un fragmento de 184pb. B) Analisis de heteroduplex. La flecha indica la
formacion de heterodiiplex en el caril 4.

En este ensayo se observd la formacién de heteroduplex en 2 muestras

de pacientes (4.7%) y correspondieron al tipo intermedio.

5.4.2.4 Andlisis del exdn 8 de p53.

En la figura 19 se muestra la estandarizacion de la PCR del exén 8 y el
andlisis de heteroduplex. Cabe mencionar que al igual que el exén 5, se
presenté dificultad para amplificar este exén debido a la variabilidad en la

calidad y la cantidad de cada una de las muestras como ya se ha mencionado

anteriormente.
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Figura 19. Analisis del exén 8 de p53. A) Estandarizacion de PCR del exén 8
generando un fragmento de 227pb. B) Andlisis de heterodiplex. La flecha sefiala la

formacion de heteroduplex.

Para este ex6n se observé la formacion de heteroduplex en 7 casos

(16.6%), correspondiendo 5 al tipo avenular y 2 al tipo combinado.

Los resultados obtenidos en cuanto a la frecuencia de variantes para

cada exon analizado del gen p53, se muestra en la figura 20.

At mExo6n 5
1%
7% E

mExXon7
mEx6n 8
m Sin variante

59.5%

6.6%

Figura 20. Frecuencia de variantes del gen p53. Se detectaron 17 variantes (40.4%),
de las cuales 5 correspondieron al exén 5 (11.9%), 3 al exén 6 (7.1%), 2 al ex6n 7
(4.7%) y 7 al ex6n 8 (16.6%).
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5.4.3 Resultados del andlisis del gen p53 y sus caracteristicas clinicas.

De las 42 muestras analizadas con CPCP se detectaron 17 variantes, de
los cuales 5 correspondieron al exén 5 (11.9%), 3 al exén 6 (7.1%), 2 al exén 7
(4.7%) y 7 al ex6n 8 (16.6%).

En la tabla 11 se muestra la relacion de las caracteristicas clinicas e
histolégicas de las 17 variantes encontradas en p53 por los métodos de PCR-

heterodiplex e inmunohistoquimica.

Tabla 11. Resultados de los casos de CPCP.

Tumor Variantes de p53
No. de paciente [ Subtipo CPCP | Sitio Ex6n IHQ
54 Avenular TP 5 +
85 Avenular TP 5 -
89 Intermedio TP 5 -
20 Avenular TP 5 +
104 Avenular TP 5 +
69 Avenular TP 6 +
72 Combinado NL 6 +
73 Combinado TP 6 +
82 Intermedio TP 7 -
94 Intermedio TP 7 +
62 Combinado TP 8 +
76 Avenular TP 8 +
83 Avenular TP 8 +
86 Avenular TP 8 +
87 Avenular TP 8 -
88 Combindo TP 8 +
100 Avenular NL 8 +

TP, Tumor primario NL, nédulo linfatico 1HQ, inmunohistoquimica
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5.4.4 Concordancia de inmunohistoquimica y PCR-heterodiplex de p53.
El analisis exhaustivo para la detecciéon de alguna alteracién en el gen
p53 se efectu6 por medio de inmunohistoquimica y heterodiplex; la

concordancia de ambos métodos fue del 71.4% como se muestra en la tabla 12.

Tabla 12. Concordancia de los métodos de inmunohistoquimica y PCR-

heterodiplex.
PCR-heterodlplex
Inmunohistoquimica n Positivo Negativo
Positivo 21 13(62%) 8(38%)
Negativo 21 4(19%) 17(81%)

La concordancia fue del 71.4%.

5.4.5 Secuenciacion.

Este estudio no proporcioné ningun resultado, debido a que la pobre
cantidad y calidad de ADN obtenido de las muestras incluidas en parafina, no
fue la suficiente para realizar este tipo de estudio, aunque se pemiti6 el analisis
de heterodiplex como ya se mencioné anteriormente.

Es importante aclarar, que se excluye que el proceso de secuenciacion
haya afectado de alguna manera la obtencién de nuestros resultados en lo que
respecta a las muestras de ADN positivas para heteroduplex, pues la

secuenciacion de las muestras control fue positiva en los ensayos realizados.
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CAPITULO VI

DISCUSION

En el presente trabajo se analizaron algunas de las alteraciones
moleculares que pueden estar implicadas en cancer de células pequefas del
pulmén, en una muestra de 42 casos y 50 controles. Los marcadores de
alteracién molecular estudiados comprendieron el gen y la proteina tumor
supresora p53, la proteina del proto-oncogen c-myc y los otros marcadores que
permiten la clasificacion histolégica del tumor (ACTH, enolasa, cromogranina y
citoqueratinas). Este trabajo arroja resultados interesantes sobre la exposicion
a tabaquismo y dafio en p53, sobre la necesidad de realizar estudios
moleculares e inmunohistoquimicos para determinar el dafio del gen p53 y
sobre la utilidad de los otros biomarcadores moleculares para CPCP. La
estandarizacion de las metodologias requeridas para la realizacion de este
estudio queda disponible para ser ofrecida a los especialistas que fratan a
pacientes con este tipo de cancer.

La pérdida de la funcién de genes supresores de tumor juegan un papel
en la evolucién del CP*'®, Entre estos, la inactivacion del gen supresor p53
localizado en el cromosoma 17p ha constituido un evento clave en el desarrollo

del CP%%® | a incidencia reportada de mutaciones en p53 varia en rangos
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desde un 45% hasta un 80%*™, Estos datos, son principalmentse de
especimenes quirirgicos de tumores primarios y de lineas celulares, mientras
que nuestro estudio es uno de los pocos realizados a partir de tejido post-
mortem.

El andlisis de las anormalidades de p53 mediante inmunohistoquimica y
estudios moleculares principalmente por PCR-SSCP han sido ampliamente
utilizados™ ™7 aunque no siempre son concordantes. Nosotros identificamos
17 variantes anormales de p53 de 42 muestras (40.4%) mediante PCR-
heteroduplex, frecuencia de alteracion baja a lo descrito en otros estudios de
CPCPp5*e8m72

Las posibles explicaciones de estas diferencias entre nuestros
resultados y los estudios previos en CPCP incluyen: el tamafio de la muestra
analizada con respecto a las reportadas en estudios previos (< 28 tumores
primarios de CPCP), el andlisis de codones fuera de los exones 5-9 en algunos
estudios y el tipo de especimen (cultivo celular, tejido fresco) que tiene gran
importancia en lo que respecta a la calidad del ADN.

Mediante inmunohistoquimica detectamos expresion de p53 en 21 casos
(50%), similar a lo ya descrito™®™#% A pesar de ser un método de andlisis
rapido, su interpretacion permanece siendo controversial'™'"". Por ejemplo, las
deleciones e inserciones provocan que el ARN mensajero de p53 este truncado
y por lo tanto procesara una proteina, de tamafio corto que puede ser

detectada por inmunohistoquimica a pesar de la alteracion. Cominmente, los
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anticuerpos disponibles para p53 se basan en la estabilidad de la proteina, la
cual resuita estable en la mayoria de los casos en que la alteracién funcional
del gen p53 es debida a una mutacion puntual. Ademas, la sobre-expresion de
p53 también puede ser producida por un alto indice de traduccién en respuesta
al dafio del ADN, indicando un esfuerzo funcional del gen para mantener el
arresto del ciclo celular o para iniciar la apoptosis en las células afectadas®.
De igual manera, alteraciones en la via de sefalizacion de p53, se encuentran
la formacién de complejos de proteina—proteina entre p53 silvestre y mdm2 que
la estabilizan. En esta situacién, las proteinas normales se acumdlan en el
nicleo y son detectadas por IHQ resultando en falsos positivos™. En
conclusion, la deteccibn de pS53 por inmunohistoquimica, no implica
necesariamente que la proteina sea anormal.

Al analizar ambos métodos se presenta una concordancia del 71.4%, lo
cual presume que sélo el 62% de las proteinas estan mutadas (ver tabla 12) y
resalta |la importancia de utilizar conjuntamente los dos métodos para aumentar
la sensibilidad en el analisis de las anormalidades de p53.

Niguna alteracién de p53 fue detectada en las muestras controles sin
antecedente de tabaquismo o exposicién a carcinogenos, por el contrario en un
95.2% de las muestras problema presentaban principalmente el antecedente
de tabaquismo, lo cual sugiere que las alteraciones son adquiridas

somaticamente.
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Los marcadores neuroenddcrinos como enolasa neuronal especifica y
cromogranina se presentaron en sélo el 35.5% y en el 52.2% de las muestras
problema respectivamente, muy semejante a lo ya descrito™ . La enolasa
tiene gran importancia prondstica, ya que se correlaciona con la extension, la
respuesta a tratamiento y la sobrevida®. Una de las hormonas que con mayor
frecuencia se encuentra en el CPCP, es la ACTH la cual se present6 en un
35.5% ligeramente mayor a lo descrito previamente (30%)™ ™.

Segun estudios reportados c-myc se encuentra sobre-expresado en un
10-20% o mas en el CPCP. En nuestro estudio, c-myc se encontré con muy
bajo porcentaje de expresion (4.7%)** lo cual consideramos que dentro de los
factores que interfirieron fue la baja celularidad y la heterogeneidad de cada

muestra analizada.
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CAPITULO VII

CONCLUSIONES

Con este trabajo se puede concluir lo siguiente:

. La presencia de los marcadores analizados por inmunohistoquimica en las
muestras con CPCP fué muy similar a lo ya descrito, excepto para c-myc, el
cual se encontré muy bajo porcentaje de expresion (4.7%).

Mediante el anélisis molecular de p53 se identificaron 17 variantes (40.4%) y
su concordancia con los resultados de inmunohistoquimica fué del 71.4%.
Esto indica que la presencia de las proteinas detectables por
inmunohistoquimica no es confirmatoria de su normalidad, ya que se puede
presumir que 62% de las proteinas detectadas estan mutadas.

. Ambos métodos para el estudio de p53 deben ser utilizados conjuntamente
para aumentar la sensibilidad en la deteccién de anormalidades en este gen
y su proteina, dada su importancia en el diagndstico, pronéstico, terapéutico
y evolucién del tumor.

. Se logré estandarizar la extraccion de ADN genémico y establecer un banco
genoémico a partir del material pulmonar embebido en parafina, asl como
también, se lograron estandarizar las condiciones en la técnica de PCR-

heteroduplex.
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CAPITULO IX

ANEXO 1

“ANALISIS DE MARCADORES MOLECULARES ASOCIADOS A CANCER
PULMONAR DE CELULAS PEQUENAS EN EL NORESTE DE MEXICO"

Marcar con una cruz las respuestas de cada pregunta.

DATOS DEMOGRAFICOS:

Nombre:
No. de expediente:
No. de registro en Patologla:
Edad (afios cumplidos) al momento de diagnéstico:
Sexo: a) Hombre b) Mujer
Ocupacion.
Tiempo en dicha ocupacion:
Antecedente ocupacional de exposicién a niquel, asbesto, cromo, cadmio
u otro agente quimico.

a)Si b)No Especifique

NOOAON 2

ANTECEDENTES HEREDO-FAMILIARES:

9. Antecedentes de cancer pulmonar en la familia.

a) Si, quién b) No
10. Antecedente de algun otro cancer.
a) Si, quién b) No

11.8( la respuesta es afimatoria mencione que tipo de cancer es?
ANTECEDENTES PERSONALES NO PATOLOGICOS:

12.Antecedente de tabaquismo a) Si b) No
13.En caso de ser positivo mencionar , el promedio de cigarrillos por dia.
[ 1 cajetilla = 20 cigarrillos ] cigamillos/dia
14.En promedio cuantos afios mantuvo el tabaquismo : afios
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15. Antecedente de haber suspendido el tabaquismo previamente al dx.
a) Si, hace cuanto b) No

ANTECEDENTES PERSONALES PATOLOGICOS:

16.Antecedente de alguna enfermedad crénica (> 2 semanas ):

a) Si, especifique b) No
17. Antecedente de algun otro cancer :
a) Si, que tipo de neoplasia b) No
18. Antecedente de quimio o radicterapia en el manejo de SCLC
a) Sl b) No

19. Observaciones adicionales:

Solo para el investigador.

ESTUDIO HISTOPATOLOGICO PARA CPCP:

20. Subtipo histoldgico :
a) Células avenulares

b) Células intermedias
¢) Células avenulares combinads

ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO:

Andlisis de Oncogenes:

21.Presencia de ¢c- myc a) Si b) No
22.Presencia de p53 a) Si b) No

Andlisis de marcadores de diferenciacién:

23. Presencia de citoqueratina a) Sl b) No
24.Presencia de cromogranina A a) Si b) No
25.Presencia de ACTH a) SI b) No
26.Presencia de enolasa a) Si b) No

ANALISIS MOLECULAR:

Analisis del gen supresor de tumor p53:

27.Heteroduplex p 53 (Exén 5) : a) Normal b) Variante
28. Heteroduplex p 53 (Ex6n 6) : a) Normal b) Varniante
29. Heterodiplex p 53 (Ex6n 7) : a) Normal b) Variante
30. Heteroduplex p 53 (Exé6n 8) : a) Normal b) Variante
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