UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

FACULTAD DE MEDICINA

Departamento de Medicina

TESIS DOCTORAL

Utilidad del estudio de pérdidas de heterocigosidad
en los genes p53, pl16 y APC en muestras de
cavidad oral como marcadores de riesgo para

carcinoma broncogeneético

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR

PRESENTADA POR

Francisco José Roig Vazquez

Directores:

Luis Callol Sanchez
José Javier Jareio Estaban

Madrid, 2011

ISBN: 978-84-694-8495-1

© Francisco José Roig Vazquez, 2011



UNIVERSIDAD COMPLUTENSE
MADRID

FACULTAD DE MEDICINA

Departamento de Medicina

TESIS DOCTORAL

UTILIDAD DEL ESTUDIO DE PERDIDAS DE HETEROCIGOSIDAD EN LOS GENES
p53,p16 Y APC EN MUESTRAS DE CAVIDAD ORAL COMO MARCADORES DE

RIESGO PARA CARCINOMA BRONCOGENICO.

Francisco José Roig Vazquez

MADRID, 2010.



D. Luis Callol Sdnchez, Doctor en Medicina y Cirugia, Profesor Titular de Medicina
de la Facultad de Medicina de la Universidad Complutense de Madrid,

CERTIFICA

Que D. Francisco José Roig Vazquez, Licenciado en Medicina y Cirugia por la
Universidad Complutense de Madrid, ha realizado bajo mi direccién el trabajo
titulado “UTILIDAD DEL ESTUDIO DE PERDIDAS DE HETEROCIGOSIDAD EN
LOS GENES p53, p16 Y APC EN MUESTRAS DE CAVIDAD ORAL COMO
MARCADORES DE RIESGO PARA CARCINOMA BRONCOGENICO.”

Tras examinar y revisar dicho trabajo considero que reune los criterios de
originalidad, rigor cientifico y calidad, por lo que doy mi conformidad para su
presentacion y defensa como Tesis Doctoral.

Y para que asi conste, a los efectos oportunos, firmo el presente certificado

Madrid a 1 de Septiembre de 2010.

Fdo: Dr Luis Callol Sanchez.



D. José Javier Jarefio Esteban, Doctor en Medicina y Cirugia de la Facultad de
Medicina de la Universidad Auténoma de Madrid,

CERTIFICA

Que D. Francisco José Roig Vazquez, Licenciado en Medicina y Cirugia por la
Universidad Complutense de Madrid, ha realizado bajo mi direccién el trabajo
titulado “UTILIDAD DEL ESTUDIO DE PERDIDAS DE HETEROCIGOSIDAD EN
LOS GENES p53, p16 Y APC EN MUESTRAS DE CAVIDAD ORAL COMO
MARCADORES DE RIESGO PARA CARCINOMA BRONCOGENICO.”

Tras examinar y revisar dicho trabajo considero que reune los criterios de
originalidad, rigor cientifico y calidad, por lo que doy mi conformidad para su
presentacion y defensa como Tesis Doctoral.

Y para que asi conste, a los efectos oportunos, firmo el presente certificado

Madrid a 1 de Septiembre de 2010.

Fdo: Dr José Javier Jarefio Esteban.



A Marisa y mi familia



Agradecimientos

Desde que nacié la idea de realizar la Tesis hasta ver culminada su elaboracion, han
participado en ella muchas personas, dentro y fuera del dmbito médico a las que no
tengo por mds que agradecer su inestimable ayuda y colaboracién pero deseo dar de
un modo especial mi agradecimiento:

Al Dr. Luis Callol Sdnchez, co-director de la Tesis, por su amistad, apoyo y confianza
que siempre me trasmitio de forma tenaz para lograr terminar este proyecto.

Al Dr. José Javier Jarenio Esteban, co-director de la Tesis y antiguo tutor de mi
residencia que desde muy temprano me trasmitié su amistad y compainerismo,
apoydndome en todo momento en la elaboraciéon de la Tesis.

Al Dr. Santiago Coca Menchero y los miembros de su equipo del Servicio de Anatomia
Patoldgica por su inestimable colaboracién para la realizacién de la Tesis

Al Dr. Francisco Javier Gémez de Terreros por su larga amistad y continuo estimulo
para la elaboracion de este proyecto

Al Dr. Julidn Sanz Ortega por su valiosa colaboracién y experiencia que hizo que este
proyecto finalmente pudiera ver la luz.

A Maria Angeles Mufioz Lucas y Belén Carrillo mi agradecimiento por su amistad y
desinteresada colaboracion, que tuvieron que sufrir los momentos mds dificiles.

A todos mis antiguos comparneros del Servicio de Neumologia del Hospital Central de
la Defensa, mi agradecimiento por su amistad, apoyo y comparierismo en el trabajo.



GLOSARIO DE ABREVIATURAS

AJCC: Comité Americano Contra el Cancer.

ANOVA: Andlisis de varianza.

APC: Adenomatous Polyposis Coli.

ATS: American Thoracic Society.

C: Citosina.

CDK4: Ciclina D1 Kinasa 4 ciclindependiente.

CDKs: Quinasas dependientes de ciclina.

CK: Citoqueratina.

COL: Colagenasa.

EDTA: Acido Etilendiaminotetracético.

EGF: Factor de crecimiento epidérmico.

EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico.

EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Croénica.

ERS: European Respiratory Society.

G: Guanina.



GRP/BN: Péptido gastrina bombesina.

IASLC: Asociacién Internacional para el estudio del Cancer de Pulmon.

MMP: Metaloproteasa.

OMS: Organizacién Mundial de la Salud.

OR. Odds Ratio

PDH: Pérdida de Heterocigosidad.

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

SEPAR: Sociedad Espafiola de Neumologia y Cirugia Toracica.

TF: Factor de transcripcidn.

TGF alfa: Factor de Crecimiento Alfa.

TNM: Clasificacion TNM

UICC: Unién Internacional Contra el Cancer.



CONTENIDO

INTRODUGCCION ...ttt ettt e et et ese e e et eseese e eaeeseeeeeane s et eseese e eneaneeeeeeaneeseeeereeseeeneeneneeeene 10
EPIDEMIOLOGIA DEL CARCINOMA BRONCOGENICO ...vveeeveeeeeeeeteeeeeeeeeeeeeeereeeneeeeeneeeseeneessseneeeneeneaes 10
IVTORTALIDAD. ..o ee et e et et e et s et se e et e s ens et e s ete e eseasatereneaseseessanstesesestnssasaeenenen 10
SEXO oo eee et et e ettt ettt et et et ettt e r et ettt et et e n et et e et e r et ettt et et e et nneaeas 10
INCIDENCIA ..o eee et et et e st et e et eseue et sse et eseaeassas et st enetaseneatnsessstassasessreasnensssnsanes 11
DISTRIBUCION DE ESTIRPES HISTOLOGICAS ...ttt eeeeeeeeeeeeeeeereeeeeeeneseeeeenesseseeesenessessenesaeeeenens 11
TABAQUISMO Y CARCINOMA BRONCOGENICO ...ttt eeeeeee e eeeeeee et eeeseeeenesneseeeeneneeeone 12
SUPERVIVENCIA ... eeeeveeeeeeeet et et ee e eteeeseeseeseetaseneetasenesessetasesenesseseataseseasaseneseasentaserensasenenessesnaseneneseas 14
CLASIFICACION ANATOMOPATOLOGICA DEL CARCINOMA BRONCOGENICO....vveeeeeeeereeeeeseeveeereeeneas 15
ESTADIFICACION DEL CARCINOMA BRONCOGENICO. CLASIFICACION TNM 1997 (AJCC-UICC-SEPAR)..16
ESTADIOS TN vttt ettt et e ere e et eseeteseseeteseneaeeseesaeeseneseeseetaseseeeeseseneasentteseseseeneneseeneesasenenenaeneaes 22
BIOLOGIA MOLECULAR Y CARCINOMA BRONCOGENICO ......eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeereeeeeneeseeneesaseresenaennaes 23
ONCOGENES c.oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees e etee e teseee et e s e et eseae et sae et e s et assas et st anstasansatssessatnssasessreasnensssnsanes 28
GENES SUPRESORES DE TUMORES ....cveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeveeereteeseeesesnsetaseneessssassenssnsesssessenssesnsans 32
PRINCIPALES ANORMALIDADES MOLECULARES EN EL CARCINOMA BRONCOGENICO.....oovveveeereerenne. 36
ALTERACIONES CITOGENETICAS Y GENETICAS.INESTABILIDAD DEL GENOMA ......o.oveeeeeeeeeeereeean 36
MODIFICACION EPIGENETICA DEL ADN POR HIPERMETILACION DE REGIONES PROMOTORAS........ 39
ACTIVIDAD TELOMERASA «.cooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeteeeeeeeeeesteseetsssestesesestssssasasetessssatnssnsessreenennssssenns 40
POTENCIALES BIOMARCADORES EN EL CRIBADO DE CARCINOMA BRONCOGENICO .....ovveveeveeereerennen 41
PERDIDAS DE HETEROCIGOSIDAD (PDH) EN GENES SUPRESORES DE TUMORES ....oeveveeeeereveveene. 41
IMETILACION ABERRANTE .o et eeeeee et et e e e ev et aneese et asaeseete s asesssesarenseetansenesessearensens 41
EXPRESION TELOMERASA ..o e eeeeeeee et ee e et e e st enease et araaseeseesarasseatanesseetasenesssssanensens 41
MATRICES DE EXPRESION GENETICA ...oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeteeeseeteaeseeteeseresseesanenseetaneenesesssanennens 42
HIPOTESIS Y OBJETIVOS. ..vteeeeeeteeeeeeeeeeeeeeeetes et eeseseeteseeeseseseseeseetaseneasesesentasesssereneesesentesesesaresesennennesenens 46
HIPOTESIS oottt ettt e et eteee et eueseeeeeseseeeeeeeeresseeeenesseeenessessentaresseneeneseeeenessesseneenessensenesaeneenens 46
OBJETIVOS. ettt e et e et ese e et et eeeneneseeseetasene e eseneseaseatasesenessen et asensseneneseasentasenentanenenensensaseneneneas 46
IMIETODOLOGIA ettt et et e e e e e e e aees et e e ese e et enees et eneese e eneaneeseeeeneeseeereeneeeneeneneeeene 47
RESULTADOS ..ttt ettt ettt e et et ese e e e eaetaseseeeeses et eseeeserenenseseetaseneaseses et esesesereneasesentaseneaeesenesesnenneeenens 62
DISCUSION ...ttt ettt et e e e s et et ese s et esees et eseeseeeeeenees et aseeseeeneeneeseeeaneeseeeneeseneeeeeneneeeene 98
CONCLUSIONES ...ttt ettt ettt es et et esee et e e e s eseeteeeseetaseseneeseseateseseasesenesseseetasesesasenesteseneeseneneneas 109
BIBLIOGRAFIA ...ttt ettt ettt e et e e e et e e e e e s et esees et eneeseeeneese s et eseeseneeneeseneeeeseeneaeereenennnn 111






INTRODUCCION

EPIDEMIOLOGIA DEL CARCINOMA BRONCOGENICO

MORTALIDAD

Los datos de mortalidad por cancer en Espafia, publicados por el Centro Nacional
de Epidemiologia (1) reflejan que el nimero de defunciones por cancer de pulmén
en el ano 2008 fue de 17.146 varones ( un 0.2% menos que en el afio 2007 ) y
3.049 mujeres ( un 9% mas que en el afio 2007) confirmando su evolucién
ascendente principalmente entre las mujeres. De este modo, esta patologia, se
convierte en la principal causa de mortalidad por cadncer entre los varones
mientras que en las mujeres ocupa el 32 lugar después del cancer de mama y de

colon.

La mortalidad por cancer de pulmén empieza a tener importancia como causa de
muerte a partir de los 35 a 44 afios en ambos sexos. En los hombres la tendencia es
creciente especialmente entre los 45 a 54 afos. En las mujeres con una mortalidad
10 veces inferior a la de los hombres por esta causa, la tendencia es también
creciente sobre todo en las edades mas jovenes: de 35 a 44 afios, en los que la

mortalidad por esta causa aument6 un 47% en la tltima década.

SEXO

Los ultimos estudios sobre la incidencia de cancer de pulmén entre poblacién no
fumadora parecen indicar que es mas elevada entre las mujeres (2, 3) y en el caso

de la poblacién fumadora, los datos apuntan , con algunas controversias, a que la
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mujer podria ser algo mas vulnerable al efecto carcinégeno del tabaco (4-6). La
diferente incidencia de mortalidad entre hombres y mujeres fumadoras se
explicaria fundamentalmente por la tardia introducciéon del tabaquismo de éstas
ultimas. Las mujeres se iniciaron en el consumo de tabaco a partir de los afios 60
en tanto que los varones se iniciaron a partir de los afios 20. Segun los datos
publicados (afio 2006) de la Encuesta Nacional de Salud de Espafia (ENSE) afio
2006, el porcentaje de fumadores es de 31,6% en los hombres y del 21,5% en la

mujeres.

INCIDENCIA

Recientemente se han publicado los resultados de varios estudios de incidencia en
nuestro pais pero es de destacar el estudio EpicliCP-2003 (7), que abarc6 centros
de 9 regiones espafiolas. Todos los estudios realizados hasta la fecha corroboran el

aumento de casos de carcinoma broncogénico en mujeres.

DISTRIBUCION DE ESTIRPES HISTOLOGICAS

De forma general existe una tendencia desde los afios setenta al aumento de la
proporcién de adenocarcinomas y a una disminucién de los epidermoides. En
general la estirpe adenocarcinoma es la que menos vinculo tiene con el tabaquismo
siendo los tumores microciticos los mas relacionados con un mayor consumo de
tabaco(8). En varios paises europeos la estirpe epidermoide , pese a existir un
declive porcentual en los ultimos 20-30 anos, todavia es la mas frecuente entre los
varones: 37% en Francia, 44% en Polonia y 45% en Holanda en el periodo de
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1993-1997(9). Por lo que respecta a nuestro pais también se observa una mayoria

de tumores epidermoides ( 37% segun el estudio EpicliCP-2003 )(7).

TABAQUISMO Y CARCINOMA BRONCOGENICO

Hoy en dia se afirma que el tabaco es la principal causa de cancer de pulmén(3,10).
Aproximadamente entre el 80-90% de los casos de cdncer de pulmén son
atribuibles al tabaquismo pero s6lo un 10-15% de las personas fumadoras llegaran
a desarrollar cancer de pulmén y un 10-15% de todos los canceres de pulmoén

ocurren en pacientes no fumadores(11).

La idea de que el tabaco podia estar en relacién con el cancer parece que se
remonta a 1716 cuando Hill comunicé el desarrollo de pdlipos en mascadores de

tabaco, dos de los cuales evolucionaron a lesiones de caracter maligno.

Sabemos que el humo del cigarrillo contiene mas de 4.000 sustancias y que al
menos el tabaco aporta 2.550 sustancias de las cuales al menos 55 son
carcinégenas(12) y que son las nitrosaminas especificas del tabaco las mas
dafiinas. Se forman de la curacidn, fermentacién y envejecimiento del tabaco. Otras
sustancias son formaldehido, acetaldehido, hidracida, arsénico, niquel, cadmio,

benzopireno, polonio, etc.

Hoy dia disponemos de suficientes datos epidemiolégicos procedentes de estudios
prospectivos del tipo casos-controles y de cohortes (13-16) que demuestran el
papel fundamental que ejerce el tabaco en el origen del cancer de pulmoén. Incluso
los fumadores en escasa cuantia tienen un riesgo incrementado que llega a ser

entre 4 a 13 veces mas alto en consumidores de 1 paquete al dia respecto al no
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fumador .También parece ser importante la duracion del habito de fumar. Existen
evidencias de que el consumo de un paquete de cigarrillos por dia durante 40 afios

se asocia con mas riesgo que el consumo de dos paquetes por dia durante 20 afios

(17).

Con respecto al tabaquismo pasivo, estudios epidemiolégicos (18) indican que se
incrementa el riesgo de cancer de pulmén y de hecho se ha demostrado la
presencia de metabolitos del tabaco en distintas muestras biolégicas de los
fumadores pasivos y alteraciones genéticas con mayor frecuencia que en las no

expuestas (19).

Al menos el 50% de los carcinomas de pulmén se diagnostican en pacientes
exfumadores, lo que supone un dato importante para futuros programas en la

deteccién precoz de cancer de pulmon.

El humo del cigarrillo no es la inica causa del carcinoma de pulmén. Un 15% de los
canceres de pulmoén no estan vinculados a la exposicion tabaquica y de éstos el
adenocarcinoma es el tipo mas comun. La exposicion a diversos materiales
inorganicos en forma de particulas y sustancias quimicas se asocia a un riesgo
aumentado de cancer de pulmon. Entre estas sustancias destacan el asbesto, silice
cristalino, hidrocarburos aromadticos policiclicos, arsénico, niquel, cadmio,

compuestos cromados, gas mostaza, berilio y cloruro de vinilo.
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SUPERVIVENCIA

El estudio EpicliCP-2003, que proporciona informaciéon epidemiolégica y clinica
del carcinoma broncogénico en Espafa, nos refleja que en el periodo de estudio
(2003), latasa de reseccién quirurgica fue de 14.9% y la supervivencia global a 3

afios fue de 13.8 afios (9).

Por lo que se refiere a los pacientes intervenidos quirtrgicamente, la esperanza de
vida parece haber mejorado algo aunque las comparaciones entre centros son

dificiles por los tipos de registros y métodos de seleccién empleados.

Mountain ( EEUU 1975-1988) Asamura (Japon 1999) Pfannschmidt (1996-2005)
Estadio TNM clinico TNM patoldégico | TNM clinico TNM patoldégico | TNM clinico | TNM patolégico
1A 61,00% 67,00% 58,80% 58,30% 68,50%
IB 38,00% 57,00% 58,00% 6células ,20% 66,60%
1A 34,00% 55,00% 47,10% 40,60% 55,30%
1B 24,00% 39,00% 25,30% 41,10% 49,00%
1A 13,00% 23,00% 29,00% 28,30% 35,80%
I11B 5,00% 36,30% 34,60% 35,40%
I\Y% 1,00% 27,80% 30,80% 33,10%

TABLA 1. TABLA COMPARATIVA POR AUTORES DE PORCENTAJES DE SUPERVIVENCIA GLOBAL A
LOS 5 ANOS TRAS CIRUGIA EN PACIENTES CON CARCINOMA BRONCOGENICO.
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CLASIFICACION ANATOMOPATOLOGICA DEL CARCINOMA
BRONCOGENICO

La primera clasificaciéon histolégica del Cancer de pulmén data de 1924 y la
ultima, que fue propiciada por la OMS y la Asociacién Internacional para el
Estudio del Cancer de Pulmén (IASLC), fue publicada en 1999 y actualizada en

2004.

Carcinoma de células escamosas
* Papilar
* (Carcinoma de células escamosas Células claras
* (Células pequenas

e Basaloide

Adenocarcinoma
e Acinar
* Papilar

* Mucinoso

* Bronquioloalveolar

* No Mucinoso

* Mixto

* ADC sé6lido con formaciéon de moco
* Fetal bien diferenciado

* Mucinoso (coloide)

* (istoadenocarcinoma

* ADC con variantes Signet-ring

e (Células claras

Carcinoma de células grandes
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* (Carcinoma de células gigantes
* (Carcinoma de células claras
Carcinoma Adenoescamoso
Carcinomas neuroendocrinos
* Carcinoide tipico
* Carcinoide atipico
* Carcinoma de células pequenas
* Tipo clasico (“Oat cell” y tipo intermedio)
* Tipo mixto
* Tipo combinado
* Neuroendocrino de células grandes
Linfoepitelioma
Carcinoma tipo salivar
* (Carcinoma Mucoepidermoide
* Carcinoma Adenoideo quistico ( cilindroma)
Carcinoma basalioide

Carcinoma sarcomatoide

ESTADIFICACION DEL CARCINOMA BRONCOGENICO. CLASIFICACION
TNM 1997 (AJCC-UICC-SEPAR)

La ultima edicion de la clasificacion TNM es la aparecida en 1997, que es idéntica

para la Unién Internacional contra el Cancer (UICC) y para el Comité Americano
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Contra el Cancer (AJCC). Esta clasificacién ha sido reconocida por la American
Thoracic Society (ATS), la European Respiratory Society (ERS) y la SEPAR.
En funcién del momento en el que se realice la estadificacién se emplean las
siguientes denominaciones:
TNMc (clinico), resultado de los estudios de imagen, FBC,
mediastinoscopia o toracotomia.
TNMq ( quirurgico), en la exploracion quirurgica del paciente intervenido.
TNMp ( patoldgico), en el examen de la pieza resecada.
TNMr tras realizar un tratamiento de induccién o neoadyuvante.

TNMpm estudio postmorten.

T: Extension del tumor primario. Se define por el tamafo tumoral, localizaciéon
endobronquial del tumor y estructuras locales afectadas.
e Tx: El tumor primario no puede ser evaluado o tumor demostrado por la
presencia de células malignas en esputo o lavados bronquiales, pero no
visualizado por técnicas de imagen o broncoscopia.
e TO: No hay evidencia de tumor primario
» Tis: Carcinoma “in situ”
e T-1: Tumor de 3 cms o menos en su diametro mayor, rodeado por pulmén o
pleura visceral, sin evidencia broncoscopica de invasién mds proximal que el
bronquio lobar (esto es, no en el bronquio principal),
e T-2: Tumor con cualquiera de las caracteristicas siguientes de tamafio o
extension: mas de 3 cms de diametro mayor; afectacién del bronquio

principal, 2 cms o mas distal a la carina; invasion de la pleura visceral;
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asociado a atelectasia o neumonitis obstructiva que se extiende a la region
hiliar, pero no afecta al pulmén entero.
e T-3: Cualquier medida tumoral con invasién de pared toracica, diafragma,
pleura mediastinica, pericardio parietal, bronquio principal a menos de 2 cm
de la carina traqueal, pero sin invadirla o neumonitis obstructiva asociada del
pulmén entero.
e T-4: Cualquier medida tumoral con invasién del mediastino, corazon,
grandes vasos, traquea, eséfago, cuerpo vertebral, carina, derrame pleural o
pericardico maligno o nédulo (s) tumoral (es) en el mismo l6bulo.
N: Ausencia o presencia de metastasis regionales. Define la ausencia o presencia de
afectacién ganglionar, y si esta existe, el grado de extension.
* Nx: No se pueden valorar los ganglios linfaticos regionales.
* N-0: No existen metastasis en ganglios linfaticos regionales.
e N-1: Metastasis en ganglios linfaticos ipsilaterales peribronquiales y/o
hiliares ipsilaterales y ganglios intrapulmonares, incluyendo la afectaciéon por
extension directa.
e N-2: Metastasis en ganglios linfaticos mediastinicos ipsilaterales o
subcarinicos.
e N-3: Metdstasis en ganglios linfaticos mediastinicos contralaterales, hiliares

contralaterales, escalenos o supraclaviculares ipsilaterales o contralaterales.
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) { Superior Mediastinal Nodes
Brachiocephalic E| 4

innominate) a~, 4 7 D %
A é'é @ 1 Highest Mediastinal
2 Upper Paratracheal

3 Pre-vascular and Retrotracheal

4 Lower Paratracheal
(including Azygos Nodes)

N, = single digit, ipsilateral
N, = single digit, or

Aortic Nodes
@ 5 Subaortic (A-P window)

oo
(s | @ 6 Para-aortic (ascending

......... aorta or phrenic)

Inferior Mediastinal Nodes
@ 7 Subcarinal

@ 8 Paraesophageal
Ligamentum .
/ anteriosum (below carina)

@ 9 Pulmonary Ligament

L.pulmonary a.
-/ N; Nodes
O 10 Hilar
@ 11 Interlobar
© 12 Lobar
© 13 Segmental

@© 14 Subsegmental

Ilustracién 1 .Areas ganglionares en la estatificacién del cdncer de pulmén.

Regional lymph node stations for lung cancer stating. Adapted from Naruke et al and
the ATS/North American LCSG (copyright 1996, Montain and Dresler may be

reproduced for educational purposes without permission)
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M: Se refiere a la presencia o no de metastasis a distancia

e Mx: No se puede demostrar metdastasis a distancia.

e M-0: No existen metastasis a distancia.

e M-1: Metdastasis a distancia, incluye noédulo (s) tumoral (es) en l6bulo

diferente, ipsilateral o contralateral.

Situaciones especiales clasificatorias

. Invasion del n. frénico T3

. Pardlisis de la cuerda vocal (resultante de invasién de la n.
recurrente del nervio vago), obstruccién de la vena cava superior o

compresion de la traquea o del eséfago en tumores en tumores centrales

T4.

. Pardlisis de la cuerda vocal (resultante de invasién de la n.
recurrente del nervio vago), obstruccién de la vena cava superior o
compresion de la traquea o del es6fago en tumores periféricos con evidente

afectacion mediastinica N2.

. Afectacion de grandes vasos, definidos como aorta, vena cava
superior, vena cava inferior, tronco de la arteria pulmonar, porcion

intrapericardica de las arterias pulmonares derecha e izquierda y porcién
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intrapericardica de las venas pulmonares derechas e izquierdas superiores

e inferiores T4.

Extension directa al pericardio parietal T3.

Extension directa al pericardio visceral T4.

Focos tumorales separados de la invasion pleural directa del tumor

primario T4.

Lesiones separadas por fuera de la pleura, en la pared toracica o en

el diafragma M1.

Tumor de Pancoast con afectaciéon de cuerpo vertebral o extension

hacia los forAmenes neuronales T4.

Tumores simultaneos en el mismo pulmoén: se utiliza la T mas alta y
se indica entre paréntesis la multiplicidad (m) o el nimero de tumores (n2)

T (m) o T (n2).

Carcinoma bronquioloalveolar en forma de infiltrado difuso sin

evidencia de obstrucciéon endobronquial ( Tx ).

Carcinoma bronquioloalveolar difuso bilateral M1.

Carcinoma bronquioloalveolar en forma de varios ndédulos en

diferentes lébulos, ipsi o contralaterales M1.
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ESTADIOS TNM

ESTADIO OCULTO Tx NO MO

ESTADIO 0 Tis NO MO

ESTADIO I-A T1 NO MO

ESTADIO I-B T2 NO MO

ESTADIO II-A T1 N1 MO

ESTADIOII-B T2 N1 MO / T3 NO MO

ESTADIO III-A T1-3 N2 MO / T3 N1 MO

ESTADIO III-B T4 N0-3 MO / T1-3 N3 MO

ESTADIO IV T1-4 NO-3 M1

En un intento de mejorar la clasificacién pronoéstica, se ha dado a conocer
recientemente la nueva propuesta TNM ISC-IASLC 2007 en la que el cambio mas
significativo se centra en el tamafio tumor (20). Para el apartado N se sugieren
futuras investigaciones pero no hay informaciéon suficiente para modificar la
clasificacion existente hasta la fecha. En el apartado M se proponen un subgrupo
M1lay M1b en funcién del pronédstico. En el momento actual 46 instituciones de 19
paises trabajan de forma conjunta para compartir informaciéon de al menos
100.000 casos que serviran para la elaboracion definitiva de la nueva clasificacion

TNM.
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BIOLOGIA MOLECULAR Y CARCINOMA BRONCOGENICO

La exposicion crénica a carcinégenos inicia un proceso caracterizado por
anormalidades genéticas, cambios fenotipicos, y crecimiento excesivo de clones

celulares en el pulmén (21).

El humo del tabaco, como principal factor de riesgo de cancer de pulmoén, se
compone de una mezcla compleja que incluye sustancias responsables de
aducciones de ADN, tales como los hidrocarburos aromaticos policiclicos, aminas
aromaticas y nitrosaminas especificas del tabaco. Aproximadamente 1 de cada 10
fumadores desarrollaran un cancer de pulmén dependiendo de la susceptibilidad
a su desarrollo (22). El proceso llamado de carcinogénesis implica unas pocas
décadas y resulta de la acumulacién escalonada de multiples anormalidades
moleculares suponiendo la base para la transformacién maligna y la progresiéon
tumoral (23). La evidencia ha mostrado que tales anormalidades genéticas ocurren
en etapas precoces en pulmones de fumadores cronicos y que ciertas
anormalidades quizds persisten durante afios a pesar incluso del abandono de
fumar (24, 25). La mayoria de los canceres de pulmén son diagnosticados entre
exfumadores (26). Este hecho sugiere que la acumulaciéon de dafio molecular

durante la exposicién al humo de tabaco conlleva una cascada de eventos que

conducen al diagnéstico del cancer después de décadas de haber dejado de fumar.

Existe un estudio que sefiala que cuanto mas precoz es el inicio del tabaquismo se
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tienen mas posibilidades de dafio en el ADN con respecto a los que se inician mas

tardiamente (27).

Se ha referido que el cancer es basicamente una enfermedad del ciclo celular. El
control de la proliferacién celular puede alterarse en algunos de los puntos de
chequeo o comprobacion del ciclo celular provocando una division desmesurada.
Las causas que pueden ocasionar esta alteracién en las restricciones que limitan la
divisién celular son en la mayoria de los casos adquiridas, de forma que en un
momento de la vida una lesién genética importante con un fallo en los mecanismos
de reparacion, puede desencadenar un proceso neopldsico. El proceso de
carcinogénesis implica, no obstante, varios eventos. Normalmente, existe un
primer suceso, denominado iniciacién, donde un agente externo o un error
endégeno colocan a la célula en una situacién de mayor susceptibilidad o
predisposicion para transformarse en neopldsica. En un segundo momento se

produce la conversion en célula cancerosa de una célula previamente susceptible.

Los genes que codifican las proteinas implicadas en la regulacién de la divisién
celular parecen ser los responsables de la transformacién neoplasica en sus
primeras fases. Los agentes exdgenos o errores endogenos, pueden inducir la
expresion de genes cuyas proteinas, activan la entrada de la célula en divisién
celular. Estos genes se llaman oncogenes promotores, porque desencadenan una
proliferacién descontrolada dando lugar a una neoplasia. Entre éstos destacan el
myc, jun, fos, ras, etc. Asimismo, estos mismos factores exégenos o endogenos
pueden, simultdneamente, bloquear la expresién o dafiar otros genes cuyas
proteinas tienen una funcion de inhibicion de la proliferacién, provocando ambos

mecanismos ,una pérdida de las restricciones de la divisién y un aumento de los
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factores promitéticos. Este segundo grupo de genes con actividad de supervision y
control se denominan genes supresores por su papel regulador de la proliferacién
evitando el desarrollo de neoplasias. En este grupo el mas importante es el gen p53

que actia como "el guardian de la célula” .

La carcinogénesis conlleva a su vez una pérdida del reconocimiento de las células
tumorales como anoémalas, no evidencidndose una adecuada respuesta

inmunitaria.

Los puntos de control responden al dafio con parada del ciclo celular para que la
célula disponga de tiempo para la reparacion e induciendo la trascripcion de genes
que faciliten la reparaciéon. La pérdida de puntos de control da como resultado

inestabilidad.

Los puntos de control en el ciclo celular son:

- Al final de la fase G1 donde el llamado punto de control de restriccién R,
asegura que la célula, antes de entrar en la fase S, tenga un tamafio adecuado.
Ademas, la célula detecta si las condiciones intracelulares y extracelulares son
idéneas (tamafio celular, presencia de nutrientes y de factores de crecimiento)

para comenzar la sintesis de DNA. Es el punto de control mas importante.

- En la fase G2 existe un segundo punto llamado punto de control G2-M. En este
punto se detecta si la replicaciéon del DNA se ha completado correctamente y si el

tamafio es el adecuado para la duplicacion en dos células hijas.
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- Finalmente, en la mitosis existe el punto de control M. Se localiza en la metafase
y comprueba, antes de seguir adelante con la mitosis celular, que los cromosomas

se han alineado correctamente sobre el huso mitético.

En general los genes implicados en la carcinogénesis pulmonar se pueden dividir
en dos grandes grupos. Los oncogenes llamados asi por ser genes cuya funcién
bioldgica conlleva la activacién de vias que promueven el crecimiento y la divisién
celular .Son genéticamente dominantes y es suficiente la variaciéon de un alelo para
el desarrollo de una alteraciéon. La alteraciéon de un oncogén por mutacién puntual,
amplificacion o traslocacién conlleva una sobreexpresién de la proteina
codificante. Por otro lado los llamados genes supresores de tumores que regulan
de forma negativa los procesos de crecimiento y divisiéon celular. Al contrario que
los oncogenes, éstos son recesivos de tal modo que requiere de la alteracion de los
dos alelos para su disfuncién. A tal disfuncién se puede llegar por mutacién alélica
y la pérdida del otro (pérdida de heterocigosidad). Los tumores de pulmén pueden
contener varios genes inactivados por delecciones cromosémicas y sin embargo
sé6lo un pequefio nimero de estos genes supresores han sido identificados como

verdaderas zonas diana.
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Gen supresor Cromosoma Modo de inactivacion % tumor microciticos % tumor no microcitico

P53 17p13.1 PDH + mutacion 80-100% 50-80%

RB 13Q14 PDH + mutacién 80-90% 20-30%
PDH +  mutacion,

P16 9P21 <10% 60%
metilacién

SMAD?2 18q21 PDH+ mutacién <10% <10%

SMAD4 18q21 PDH + mutacién <10% <10%

PTEN 10q23 PDH + mutacién 10% <10%

FHIT 3p14.2 PDH 75% 75%

PPP2R1B 11923 PDH + mutacion Desconocido Desconocido

TABLA 2. ZONAS DIANA DE GENES SUPRESORES DE TUMORES
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ONCOGENES

RAS

La mutacién de los protooncogenes Ras puede ser identificada frecuentemente en
varios tipos de tumores incluyendo el de pulmén (28). K- Ras es la mutacién mas
encontrada y representa aproximadamente el 90% de las mutaciones Ras
identificadas. En el cancer de pulmon se encuentra en un 20% de los tumores con
mutacién del codén 12,13 y 61. La mutacién H Ras y N Ras son menos habituales
suponiendo un 1 % de los canceres de pulmén. Casi un 70% de las mutaciones Ras
son transversiones G a T en el codén 12. Entre los subtipos de tumores pulmonares
existen diferentes mutaciones. La mayoria de las mutaciones K-Ras se detectan en
adenocarcinomas (30% de estos tumores) sugiriendo que esta mutacion es
importante en el desarrollo de un adenocarcinoma (29, 30). Desde que se localizé
esta mutacion en estadios tempranos de enfermedad, se ha planteado su papel en

la iniciacién tumoral y progreso a tumor (30, 31).

FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO (EGF)

El receptor del EGF (EGFR) junto con HER-2/ neu, c-erbB3 y cerbB4 son miembros
de la familia EGF tipo I. El EGF y el factor de crecimiento alfa (TGF- alfa) son
ligandos de EGFR. La sobreexpresion de EGF y TGF alfa ha sido encontrada en un
60% de los tumores no microciticos (32). Aproximadamente el 70% de los
tumores epidermoides y el 40% de los adenocarcinomas sobreexpresan EGFR
(33). Estos datos sugieren que la disrupcion de la cascada de sefiales de la via EGF,

juega un importante papel en el tumor no microcitico de pulmén.
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HER-2/NEU

En el cancer de pulmén la sobreexpresién de HER-2/neu se ha encontrado en un

4,3 a37% (34).

FACTORES NEUROENDOCRINOS

La expresion de factores neuroendocrinos incluyendo péptido gastrina bombesina
(GRP/BN) y sus receptores ha sido informada en canceres de pulmén. GRP/BN
estd asociado con un espectro de efectos fisiolégicos, incluyendo la regulacién de la
secrecion, crecimiento y neuromodulacién. Al menos 3 receptores de GRP/BN han
sido identificados. Solo la mitad de los tumores microciticos expresan GRP (35). La
expresion de este gen se activa precozmente en mujeres fumadoras y quizas actue
como un factor en el incremento de susceptibilidad de la mujer al cancer de

pulmén inducido por tabaco (36).

MYC

La familia MYC (c-myc, n-myc,l-myc) codifica fosfoproteinas involucradas en la
regulacion de la transcripcion de otros genes responsables de la proliferacién
celular. En contraste a los oncogenes Ras, los cuales estan activados por
mutaciones puntuales, las mutaciones de los oncogenes myc son raras en los
canceres de pulmén. Pero si hablamos de amplificacion, éste es mas frecuente. Se
ha descrito que la amplificaciéon de los oncogenes myc puede ser importante para
evaluar el papel de la quimioresistencia de los tumores de pulmén. Se ha

observado amplificacién en tumores recurrentes después de la quimioterapia (37).
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CICLINA D1/KINASA 4 CICLIN DEPENDIENTE ( CDK4)

La ciclina D1 juega un importante papel en la regulaciéon del ciclo celular. Su
sobreexpresion se encuentra de forma mayoritaria en lineas celulares de tumores
no microciticos y es principalmente ocasionada por amplificacién anormal del gen.
En tumores no microciticos, un 12-40% de los tumores sobreexpresan ciclina D1
pero solo en una pequefia proporciéon de ellos, juega algin papel trascendente
sospechando que tiene que haber otros mecanismos implicados en la
sobreexpresién de las proteinas (38). En cuanto a la quinasa CDK4 se ha
encontrado anormalmente sobreexpresada en los tumores no microciticos,

sugiriendo que juega algin papel en la tumorogénesis pulmonar (39).

CDC 25

CDKs ( Quinasas dependientes de ciclina) pueden ser activadas por CDC 25, el cual
anula los fosfatos inhibidores procedentes de residuos de la tirosina y treonina .Al
menos 3 genes CDC 25 han sido identificados en humanos ( CDC 25A, el CDC 25By
CDC 25C).Wu et al (40 ) encontraron sobreexpresion del CDC 25A en un 60% de
los tumores no microciticos, 45% del CDC 25By 0% en CDC 25C, notificado que
la sobreexpresion del CDC25A y CDC25B estd asociado a pobre diferenciacion

histolégica del tumor.

CICLINA B1

Es una molécula clave para la fase de transicion G2- M durante el ciclo celular.

Soria et al ( 41) analizaron la expresién de ciclina B1 en tumores no microciticos
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en estadio precoz, describiendo que un 22% de los tumores expresaban ciclina B1
en niveles altos. Los pacientes que sobreexpresan ciclina B1 tienen una
supervivencia menor respecto a pacientes que expresan niveles bajos de ciclina B1.
De forma interesante la sobreexpresion de ciclina B1 es mas frecuente en tumores
escamosos que en otros subtipos histolégicos. Asi mismo puede ser un factor
adverso para prondstico s6lo en pacientes con tipo histolégico escamoso. Estos
datos indican que en el subtipo escamoso, la ciclina B1 puede estar disregulada y

que niveles altos sean marcador prondstico en estadios tempranos de enfermedad.

CICLINA E.

La sobreexpresion de la ciclina E ha sido informada al menos en el 50% de los
tumores no microciticos de pulmén y de forma predominante en el tipo histolégico

escamoso (42).
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GENES SUPRESORES DE TUMORES

P53

Es el prototipo de gen supresor de tumores que mas cominmente esta alterado en
el cancer humano. Esta situado en el brazo corto del cromosoma 17 (17p).Codifica
una proteina nuclear, la cual estd implicada en el control del ciclo celular,
reparaciéon del ADN, diferenciacion celular, estabilidad genémica y muerte celular
programada (43, 44) (Figura 3). Las mutaciones del gen supresor de tumores p53
juegan un importante papel en la tumorogénesis pulmonar. P53 se inactiva por
dafio en ambos alelos a menudo por pérdida alélica y mutacién puntual. Las
mutaciones de p53 en el cancer de pulmén estan correlacionadas con tabaquismo
(45) y son los carcinégenos del tabaco los responsables de transversiones de
guanina-timina (G-T). Ocurren en aproximadamente un 50% de los no microciticos
y en mas del 70% de los microciticos (46, 47). Frecuentes acumulaciones de
proteina p53 han sido notificadas en lesiones preneoplasicas de epitelio bronquial,

tales como metaplasia, displasia y carcinoma in situ (48, 49).

P16 INK4.

Se trata de un inhibidor de la CDK4/ciclina D y juega un importante papel en el
control de la fase G1 a S. La inactivacion de p16 en los tumores no microciticos es
principalmente causada por mutaciones, delecciones o hipermetilacién promotora
del gen (50). La hipermetilaciéon de p16 es cominmente el principal mecanismo de

inactivacién, pudiendo ser detectada en epitelio bronquial de fumadores (51) con
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alto riesgo, sugiriendo que la inactivaciéon ocurre en estadios precoces de la
tumorogénesis (52, 53). Permanece inactivado en cerca del 40% de los NSCLC

(54).

FHIT

El descubrimiento del gen FHIT (Fragile Histidine Trial) localizado en la regién
cromosOmica 3pl14.2, ha traido una gran atencién desde que se observé que va
acompafiado de una region cromosdémica fragil cominmente conocido como
FRA3B. Estas zonas muestran cierto nimero de caracteristicas de inestabilidad
puesto que son lugares donde ocurren preferentemente delecciones
cromosomicas. En los canceres de pulmén la anormal transcripcion de FHIT puede
ser hallada en un 40% de los no microciticos y un 80% de los microciticos (55). La
pérdida de la expresion de la proteina FHIT fue hallada en aproximadamente el
50% de los tumores primarios no microciticos incluyendo estadios precoces y
asociados con el consumo de tabaco (54). La pérdida de la expresion FHIT fue
ademas encontrada en algunas lesiones premalignas sugiriendo que tal

anormalidad podia ocurrir de forma precoz (56).
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FACTORES DE CRECIMIENTO
1

G

P21,P27,P57

ILUSTRACION 2 REGULADORES DEL CICLO CELULAR IMPLICADOS EN EL CANCER DE PULMON.
ADAPTADO DE HUNTER, T ET AL.1994. CYCLINS AND CANCER II: CYCLIN D AND CDK INHIBITORS
COME OF AGE.CELL 79:573-582.
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APC

El cromosoma 5q contiene al menos 2 regiones independientes en las que se han
descrito PDH (pérdida de heterocigosidad) . Son la 5q33-35 y 5q21. La regién 5q21
contiene a su vez 2 genes supresores de tumores (APC y MCC). El gen APC
( Adenomatous Polyposis Coli) juega un importante papel en el punto de control
de G1 a S. Pérdidas alélicas en 5921 han sido demostradas en laringe, eséfago y
estobmago (57-59). Ueno et al (60) han observado una incidencia de un 55% en
estadios avanzados de carcinoma broncogénico no microcitico. Similarmente Fong
et al (61) han descrito una alta frecuencia de PDH en estadios avanzados de
carcinoma broncogénico (34%) comparado con estadios precoces (26%) y
ademas encuentran una mayor incidencia en carcinoma de estirpe escamoso

(37%) que en adenocarcinomas (14%).

Sanz Ortega et al (62) en un estudio sobre las PDH en células bronquiales,
aparentemente sanas, adyacentes a cancer no microcitico de pulmén, describe
una alta incidencia de PDH en células tumorales a nivel de cromosoma 5q21 (72%
de los casos informativos), 9p21 (48%), v p53 (33%). El anadlisis de células
peritumorales mostraba que la PDH estaba todavia presente en células
histolégicamente sanas adyacentes al tumor en un nimero significativo de casos
37.5% (5921), 27% (9p21%) y 13% en 17p13. Estos datos apoyan la idea de que la

PDH en 5921 en un evento precoz en la carcinogénesis de tumores no microciticos.
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En pacientes sin evidencia de malignidad tales cambios son inusuales por lo que
el estudio de PDH puede complementar al estudio histolégico en la evaluacién de
células bronquiales adyacentes a tumores. Las PDH, al estar presentes antes que
los cambios histolégicos, podrian ser utiles para seleccionar grupos de pacientes

con riesgo de desarrollar cancer de pulmoén (63).

PRINCIPALES ANORMALIDADES MOLECULARES EN EL CARCINOMA
BRONCOGENICO

ALTERACIONES CITOGENETICAS Y GENETICAS.INESTABILIDAD DEL GENOMA

La inestabilidad del genoma es un fenémeno universalmente encontrado en los
canceres (64). Es una caracteristica fundamental de la iniciacién y progresién
tumoral. Sin embargo, son poco conocidos los mecanismos necesarios para llegar a

la inestabilidad.

La inestabilidad es un fenémeno al que parece que se llega, a través de diferentes
vias. En una pequeia proporciéon de tumores pulmonares priman las deficiencias
en el mecanismo de reparacién por inestabilidad microsatélite, En otros tumores

el anormal nimero de cromosomas (aneuploidia) es el hecho dominante.

Por tanto en las células neoplasicas se conocen 2 formas distintas de inestabilidad
genética. La inestabilidad del cromosoma que conduce a aneuploidia y la
inestabilidad microsatélite que conduce a frecuentes errores durante la replicacion
de nucleoétidos, es decir, que el nimero de bases repetidas en la nueva rama de

ADN es diferente de la original, resultando la apariciéon de bucles pequefos en una
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de las 2 bandas. La inestabilidad microsatélite conduce a mutaciones o
silenciamiento de los genes reparadores del ADN (MLH1, MLH2, PMSL1, PMSL2 y
MSH6). Los mecanismos de reparaciéon del ADN contribuyen a la estabilidad del
cromosoma pero una disfunciéon de los mismos puede favorecer la carcinogénesis
(65-67). Actualmente estd poco clara la importancia del papel que juegan los

defectos especificos en genes reparadores de ADN en la carcinogénesis.

Se entiende como microsatélite a una secuencia repetida de 1 a 6 pb constituyendo
una fraccién del ADN no codificante. Son relativamente raros en regiones que
codifican proteinas (68, 69). La distribucion de estos microsatélites no es aleatoria.
Se caracterizan por tener niveles altos de polimorfismo. Con el uso de la PCR
(reaccion en cadena de la polimerasa) el microsatélite se convirtié en un versatil
marcador genético. El microsatélite ha probado ser extremadamente util para
mapear el genoma de muchos organismos, y actualmente puede ser usado como
herramienta en cribado genético en estudios de epidemiologia molecular (70). La
inestabilidad microsatélite fue descrita por primera vez en el sindrome de Lynch
(cancer colorectal hereditario no polipoideo) (71). Este fendmeno también se ha
explicado en otras patologias como cancer de pulmén (72), sarcoidosis (73), EPOC
(74) y asma (75). Se ha sugerido que la inestabilidad microsatélite causa
mutaciones a nivel nucleotidico como mutaciones puntuales y de este modo
facilitar la inactivaciéon de genes supresores de tumores como p53 resultando en

una disregulacién del ciclo apoptético celular (76).

La inestabilidad cromos6émica puede conducir a alteracion de la estructura o del
numero de cromosomas. Es frecuente encontrar en células tumorales, delecciones

y amplificaciones cromosdémicas (77). En cuanto a otras modalidades de cambios

37



cromosémicos como son las translocaciones, son menos frecuentes en el cancer de
pulmén (78). Las translocaciones cromosémicas modifican la funcién del gen a
través de la disregulacion de la expresion celular de los protooncogenes, sin

alterar la estructura del producto proteico.

Aunque se han podido detectar, con nuevas tecnologias, diversas delecciones en
regiones cromosémicas como 1p, 2q, 3p, 4p, 4q, 5q, 6q, 8p, 9p, 10q, 13q, 17p, 18p,
19q, 21q y 22q, las alteraciones mas comunes implicadas son las pérdidas de
regiones cromosdmicas también conocidas como pérdidas de heterocigosidad
( PDH) en regiones microsatélite de 3p21 y 9p21, delecciones del brazo
cromosomico 5q21 , mutaciones de p53 asociadas con PDH en 17p y mutaciones
puntuales de K- ras (31). Las pérdidas de regiones cromosémicas en 3p y 9p han
sido reconocidas como eventos precoces (79) e incluso identificadas en lesiones
preinvasivas y tejido epitelial bronquial aparentemente sano de fumadores (23,
24). En el caso de estos ultimos, los cambios cromosémicos quizas desaparecen
después de dejar de fumar y son reemplazados por células sin dafo, pero hasta la
fecha la dindmica de este proceso es todavia una incégnita. Asi mismo la PDH en
regiéon cromosomica 8p es uno de los cambios mas precoces que se desarrollan en

el cancer de pulmén (80).

Tseng et al (81) refleja, en su estudio, que existen 3 marcadores microsatélite en
los cuales la presencia de pérdida de heterocigosidad esta significativamente
asociado a peor pronéstico de enfermedad: D25S2968, D652439 y D7S1818. Estos
autores sefalan que existen unos determinados loci cromosémicos en los que
parece que predominan las PDH y serian 1p34.1, 3p14.3, 3p22.2, 3p25.1, 4p15.2,

4q34.1, 5q14.3, 5q35.1,9q21.32, 12q14.3, 17p13.1, y 17p13.2 ya estudiadas por
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otros autores. Pero ademas describen otras 8 nuevas zonas con alto porcentaje de
PDH y que serian: 2p23.3, 2p24.3, 2q35, 6p22.2, 7p14.3, 7p22.2, 17q24.3, y
21q22.3. Se sefala la importancia del cromosoma 3 donde se ubica la zona 3p14.1
identificada como marcador de estadio precoz (D3S1285). El marcador D1S1612
es especialmente interesante por estar asociado a tabaquismo y cancer en estado
avanzado y el D1S3721 que esta asociado a mal prondstico, aparece en el 67% de

los estadios 1l y sugiere asociaciéon con metastasis de tumores no microciticos.

MODIFICACION EPIGENETICA DEL ADN POR HIPERMETILACION DE REGIONES
PROMOTORAS

La metilaciéon del ADN juega un importante papel en la regulacién de la expresion
genética. El status de metilacion cambia significativamente en los canceres y se
piensa que contribuye a la tumorogénesis (82). La hipermetilacién ha sido descrita
como un escalén precoz de progresiéon tumoral por causar pérdida de control del
ciclo celular, pérdida de los mecanismos de reparacion y perdida de la interaccién
celular (e- cadherinas). El mecanismo exacto por el cual la hipermetilaciéon causa
progresion tumoral es todavia desconocida, pero ha sido propuesto como un
excelente marcador tumoral (83). Los tumores exhiben normalmente una global
hipometilacién e hipermetilaciéon de regiones promotoras que se asocian con
silencio de expresion gendmica. El descubrimiento de numerosas regiones
hipermetiladas en genes supresoras de ADN, a falta de un mejor entendimiento de
los mecanismos de silenciacién génica, indica que es un mecanismo alternativo de
inactivacién de genes supresores (84) tales como p16, GSTP1, MGMT, TIMP y

Kinasa DAP.
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ACTIVIDAD TELOMERASA

Los telémeros localizados en los extremos de los cromosomas son importantes
mantenedores de la estabilidad de los cromosomas. Las células madre germinales
tienen actividad telomerasa en orden a compensar el acortamiento de la cadena de
ADN sufrido durante la replicacion (85) cuando la mayoria de las células normales
del adulto no exhiben actividad telomerasa. La actividad telomerasa es detectable
en la mayoria de los canceres (86) microciticos y en el 80-85% de los no
microciticos (87), indicando que la reactivacién telomerasa es importante en la
tumorogénesis pulmonar y causa de inmortalidad celular. Una alta actividad
telomerasa ha sido asociada con un incremento de proliferacion celular y estadio
avanzado de enfermedad (88). La actividad telomerasa puede ser detectada
incluso en lesiones precancerosas pulmonares reflejando a si mismo una

implicacion precoz en la tumorogénesis (89).
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POTENCIALES BIOMARCADORES EN EL CRIBADO DE CARCINOMA
BRONCOGENICO

PERDIDAS DE HETEROCIGOSIDAD (PDH) EN GENES SUPRESORES DE TUMORES

Varios estudios senalan que la inactivacién de genes supresores de tumores por
pérdida de heterocigosidad (PDH) ocurre precozmente en la patogénesis del

cancer de pulmén (24, 90, 91).

Las PDH no desaparecen con el cese del habito tabaquico, hecho que nos plantea su

posible utilidad como biomarcador.

METILACION ABERRANTE

Varios genes supresores de tumores son silenciados por hipermetilaciéon de la
regién promotora asi como por pérdida o mutacién. Entre estos genes estan: p16,

06-MGMT, RassF1, RARR, FHIT y H-cadherina.

EXPRESION TELOMERASA

Shay et al (92) afirma que la telomerasa es un potencial biomarcador porque
puede ser detectado en la mayoria de los canceres y es infrecuentemente
expresado en tejidos normales. Mas del 50% de los tumores no microciticos y casi
el 100% de los microciticos expresan telomerasa. No esta claro sin embargo si la
expresion telomerasa en esputo, sangre o biopsia bronquial es util para cribado en

diagndstico precoz.
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MATRICES DE EXPRESION GENETICA

Se trata de una novedosa tecnologia capaz de evaluar la expresién de miles de

genes simultdneamente y determinar el perfil de expresion.

A través de los estudios de 3 grupos de trabajo (93-95) se muestra que hay varias
subclases de adenocarcinomas que tienen diferentes pronoésticos. Por ejemplo, los
adenocarcinomas que expresan el gen neuroendocrino tienen tendencia a tener
peor prondstico. Los adenocarcinomas que expresan enzimas implicadas en el
metabolismo eicosanoide se asocian también a peor prondstico. Al menos 900
genes son diferentemente expresados entre los tumores pulmonares y tejidos
normales siendo al menos 44 de ellos consistentemente sobreexpresados con
respecto a tejidos normales pulmonares. Las proteinas codificadas por muchos de
estos genes son bien conocidas e incluso llegan a producir anticuerpos contra estas
proteinas. El encontrar estas proteinas producidas por genes sobreexpresados,
podria proporcionar un excelente método para deteccién precoz de canceres de
pulmén a través del estudio en muestras de sangre o esputo. Hofmann et al (96)
publicaron un estudio en el cual, empleando tecnologia genechip de affymetrix,
determinaron el perfil de expresiéon génico de muestras de tejido pulmonar
neoplasico comparado con sano. Los procesos celulares que se ven mas influidos
por los genes sobreexpresados son la regulacion del ciclo celular, la adhesién
celular y el metabolismo de los nucleétidos. La expresiéon de determinados genes
especificos revelé una diferenciacion fiable del tejido tumoral del normal asi como
la clasificacién de ambos subtipos de carcinoma no microcitico (escamoso y

adenocarcinoma).
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Adenocarcinomas Epidermoides
Factor 1 transcriptor tiroideo Citoqueratina 62
Factor transcriptor especifico DAT1 Proteina tumoral 63 KDa
Paraoxonasa 3 Queratina 16
Claudina 3 Desmocolina 3
Factor 3 transcriptor hepatoco Proetina A2 S 100
Citocromo P450 2 B7 Citoqueratina 15
Ocludina Citoqueratina 17
Factor transcriptor especifico DAT1 Colageno COL 17 A1
Colageno COL 7 A1
Integrina alfa 6

TABLA 3. PERFIL DE EXPRESION MOLECULAR EN ADENOCARCINOMAS Y EPIDERMOIDES.

En este contexto, colagenasas (COL7, 17) y citoqueratinas (CK6, 15, 17) estan
preferentemente inducidas en el carcinoma epidermoide mientras que varios
factores de transcripciéon (TTF1, DAT1, TF-2) estan exclusivamente elevados en el
adenocarcinoma. Después de identificar los genes que se sobreexpresan en
tumores no microciticos , éstos se clasifican de acuerdo a una clasificacion
gerontoldgica que consiste en una triple estructura que describe productos génicos

en términos de los procesos bioldgicos a los que estan asociados, componentes
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celulares y funciones moleculares. Entre los genes con sobreexpresion se
determinaron la cyclina B1, cyclina B2 y topoisomerasa II alfa, las cuales estan
implicadas en la regulacién del ciclo celular. Los productos genéticos codificantes
asociados a los procesos de adhesion celular estdn ademas sobreexpresados de
forma frecuente, tales como coldgenos (COL1A1, COL3A1, COL7A1, COL17A1),
desmocolinas (2 y 3) y claudina. Ademdas estos autores revelan los genes
sobreexpresados que estan implicados en los procesos cataliticos de la matriz

extracelular incluyendo metaloproteasas (MMPs 1,9y 12.)

La determinacién de la expresiéon génica basado en tecnologia de DNA
micromatrices proporciona ayuda para identificar nuevas dianas y vias de
malignidad, ofrece la oportunidad de establecer clasificaciones tumorales y quizas
un sistema de estadificacién molecular a partir de los genes que se expresan. El
objetivo del estudio de estos autores era evaluar los diferentes genes expresados
como potenciales dianas de ADN arrays especificos para cancer de pulmoén, para
nuevos diagndsticos y conceptos terapéuticos. Estos autores examinaron 59.620
genes y sOlo 344 (0.6%) se expresaban de forma significativa en el tejido
pulmonar neoplasico, lo cual podria ser una indicacién de que sélo unos pocos
genes cambian su expresion durante el proceso de la tumorogénesis y metastasis.
Ademas de ver qué genes se expresan de forma diferente, también es esencial
estudiar la funcién que desempefian el 6 los productos de estos genes. En este
estudio los genes que estan altamente expresados en el tejido tumoral estan
implicados en el proceso de crecimiento celular, en el proceso de comunicacién
celular y en el de adhesion. La activacion prolongada o mantenida de la
proliferacién celular representa uno de los hechos mas decisivos del desarrollo

tumoral. Por consiguiente los genes involucrados en la regulacién del ciclo celular
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muestran una alta expresion en casi todos los andlisis de micromatrices de ADN

estudiados en carcinomas broncogénicos.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

La detecciéon en mucosa oral de pérdidas de heterocigosidad, en alguna de las
posiciones cromosdémicas (locus) 17p13, 9p21 y 5921, es un método util como

factor prondstico de carcinoma broncogénico.

OBJETIVOS

Objetivo principal:

Estudiar la utilidad de la detecciéon de pérdidas de heterocigosidad (PDH) en los
locus cromosémicos 17p13, 9p21 y 5q21, sobre muestras de material citolégico

exfoliado de cavidad oral, como factor pronéstico de carcinoma broncogénico.

Objetivos secundarios:

1. Estudiar la presencia de PDH en los locus 17p13, 9p21 y 5q21 en muestras
de material citolégico de cavidad oral en las tres poblaciones de estudio

(grupo tumoral, grupo de riesgo fumador y grupo control no fumador).

2. Estudiar si la presencia de estas alteraciones se relacionan con exposicion al

humo de tabaco.
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3. Estudiar la utilidad de material citolégico exfoliado de la cavidad oral,
como muestra para la realizacién de estudios de cribado poblacional en

carcinoma broncogénico.

4. Definir las caracteristicas del grupo de riesgo para aplicacién de futuros

programas de deteccién precoz en carcinoma broncogénico.

METODOLOGIA

DISENO

Estudio descriptivo transversal.

POBLACION DIANA

El estudio incluye un total de 200 personas seleccionadas en el Hospital Central de
la Defensa “Gémez Ulla” de Madrid, divididas en tres grupos con las siguientes

caracteristicas:

Grupo 1: Grupo control presuntamente sano, no fumador. Criterios de

inclusién:

1. Personas asintomaticas con normalidad de exploraciones complementarias
().
2. No fumadoras

3. De ambos sexos
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Edad > 45 afios

No tumores malignos previos

Consentimiento informado aceptado

Grupo 2: Grupo de riesgo fumador presuntamente sano. Criterios de

inclusién:

Personas asintomaticas con normalidad de exploraciones complementarias

().

Exfumador o fumadoras de mas de 20 paquetes /afio.

De ambos sexos

Edad > 45 anos

No tumores malignos previos

Consentimiento informado aceptado.

Grupo 3: Grupo tumoral. Criterios de inclusion:

Personas con diagnéstico histolégico de

estadificacion TNM.

De ambos sexos

Edad > 45 afios

No antecedentes tumorales.

cancer

broncogénico y

No haber sido sometido a tratamiento oncolégico, radioterapéutico o

quirargico.
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6. Consentimiento informado aceptado.

(*)- A todos los participantes se realiza, al menos, en el caso de entrar en
estudio, una historia clinica y exploraciones complementarias (Hemograma,

bioquimica, rx de térax).

Criterios de exclusién:

1. Por deseo del paciente.

2. Presentar alteraciones psiquiatricas que impidan la toma de decisiones.

3. Haber padecido cancer de otra localizacion.

4. No cumplir con los criterios de inclusién.

TIPO DE MUESTREO

Consecutivo no probabilistico
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TAMANO MUESTRAL

Al no haberse encontrado estudios similares se establece un tamaino muestral de
n = 200 distribuido en tres grupos: Grupo tumoral n = 47, grupo de riesgo n =114

y grupo control n = 39.

VARIABLES

e Variables independientes:

- Grupo de estudio (politomica de 3 categorias): no fumador sin carcinoma
broncogénico, fumador o exfumador sin cdncer broncogénico y fumador o

exfumador con cancer broncogénico.

- Estadios TNM (politémica).

e Variables dependientes:

- Pérdida de heterocigosidad en APC (dicotémica)

- Pérdida de heterocigosidad en p16 (dicotémica)

- Pérdida de heterocigosidad en p53 (dicotémica)

e Variables control.

- Edad: cuantitativa discreta (afos cumplidos)

- sexo (dicotomica)

- habito tabaquico (dicotémica: fumador/no fumador)

- consumo de cigarrillos (cuantitativa discreta: paquetes/afio)
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- afios de tabaquismo (cuantitativa discreta)

- estirpe histolégica tumoral (politémica)

ANALISIS ESTADISTICO

Como indice de la tendencia central y de la dispersion de las variables cuantitativas
se utilizaran la media aritmética y la desviacién estdndar, o la mediana y el rango
intercuartilico, en funcién de asumirse, o no, respectivamente, el supuesto de la

normalidad de las distribuciones verificado con el test de Kolmogorov-Smirnov.

Las variables cualitativas se presentaran con sus frecuencias absolutas y relativas

en tantos por ciento (%).

Para determinar la asociacion entre 2 variables categéricas se empleara el test x2
de Pearson. En el caso de ser ambas dicotémicas se utilizara la prueba exacta de
Fisher y la valoracién del efecto se realizard mediante la estimacién de las razones

de prevalencia (RP) y la precision mediante el intervalo de confianza del 95% de

dichas RP.

La asociacion entre una variable independiente dicotémica y dependiente
cuantitativa se valoro con el test t de Student para muestras independientes o el de
Mann-Whitney, en funcién de asumirse, o no, respectivamente, el supuesto de la

normalidad de ambas distribuciones de la variable cuantitativa.

Se realizara un andlisis de regresion logistica para determinar el efecto que tienen
las variables independientes seleccionadas por su significaciéon estadistica, en el

andlisis bivariado frente a la presencia, o no, del cancer broncogénico. Seran
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candidatas a ser incluidas en el modelo aquellas variables, cuantitativas y

categoricas, que en el andlisis bivariado hayan obtenido un valor de p<0,250.

El grado de concordancia entre las muestras tumorales y las de saliva se establece

a través del calculo del coeficiente kappa de Cohen.

Se considera como significacion estadistica un valor de p < 0,05.

Para todo ello se empleard el paquete estadistico SPSS* versiéon 15 (SPSS- inc.

Chicago, IL, USA).

METODOS CLASIFICATORIOS DE CARCINOMA BRONCOGENICO

Para el grupo tumoral se aplica la clasificacibon TNM 1997 de acuerdo con las
organizaciones internacionales (Unién Internacional contra el Cancer; UICC-

SEPAR - AJCQ).

SELECCION DE LOS MARCADORES MOLECULARES

La seleccion de los tres genes supresores de tumores (p53, p16 y APC) se realizé
en base a una exhaustiva revision de la literatura y a criterios de disponibilidad
del material preciso para dicho estudio. Las pérdidas de heterocigosidad de genes
supresores de tumores se seflalan tras varios estudios, como eventos precoces de

la carcinogénesis pulmonar relacionados con el consumo de tabaco.
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MATERIAL FiSICO

Los estudios de patologia molecular han sido desarrollados en el Servicio de
Anatomia Patoldgica del Hospital Central de la Defensa y el Servicio de Anatomia
Patolégica (Seccién de Biologia Molecular) del Hospital Clinico de San Carlos de

Madrid.

RECLUTAMIENTO

Reclutamiento de personas con los criterios de seleccién citados previamente y
clasificados en tres grupos que hemos llamado grupo tumoral, grupo de riesgo y
grupo control. Tras ser informados del estudio se les solicita consentimiento
informado firmado para la participacion en el estudio y poder ser sometidos a los

estudios pertinentes.

Se cuenta igualmente con la autorizacién de la Comisiéon de Investigacién del
Hospital Central de la Defensa tras comprobar que el proyecto se ajusta a la
metodologia cientifica, correcta y suficiente base de conocimiento, viabilidad y

adecuacién a la legislacion vigente (Normativa de Helsinki).
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TOMA DE MUESTRAS

Mucosa oral: Se procede con un hisopo a obtener un raspado de la mucosa de la
cavidad oral, se introduce en un tubo Ependorf. Afiadimos 200 ul de agua destilada
y centrifugamos durante 10 min a 15000 rpm, para que todas las células queden

depositadas en el fondo del tubo.

Sangre: Se recoge en un tubo con EDTA (4cido etilendiaminotetraacético) y se
congela a -202C. La finalidad de utilizar este tipo de muestra, es la obtencion del
ADN de células linfocitarias como control positivo, y poder asi determinar, con
mayor seguridad, las posibles pérdidas de heterocigosidad (PDH) que un individuo

pudiera tener en las células superficiales de la mucosa oral.

EXTRACCION DEL ADN

Se realiza siguiendo el protocolo de extraccion del KIT comercial High Pure PCR

Template Preparation de Roche.

La extraccion consiste en lisar las células para obtener el DNA. Esto supone tener
que romper las membranas celular y nuclear para liberar al medio el ADN, ya libre
de histonas. Las histonas son las proteinas que “envuelven” al DNA. Para ello
preparamos una disolucién que lise las células, rompiendo las membranas y
degradando todas aquellas proteinas que puedan afectarnos posteriormente. Este
buffer de lisis ya esta optimizado en el KIT para obtener un rendimiento muy alto
en un corto periodo de tiempo. La mezcla (muestra de sangre o mucosa con el
buffer de lisis y proteinasa K) se deja incubar preferiblemente en bafio durante 10

minutos dado que aporta una temperatura mas homogénea que la estufa.
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Una vez transcurrido este tiempo, se saca del bafio y se desactiva la proteinasa K
con calor a 94 2C durante 10 minutos y se enfria a 4 2C. Cuando a las proteinas se
las somete a temperaturas elevadas, generalmente superiores a 90 °C, éstas se
desnaturalizan, es decir, pierden su conformacién, su estructura tridimensional
que hace que sean funcionales. Las proteinas tienen varios niveles de plegamiento,
estructura primaria (secuencia de aminoacidos unidos por enlaces peptidicos),
estructuras secundarias y la terciaria donde existe un plegamiento 3D formandose
enlaces entre aminoacidos no contiguos. Cuando se eleva la temperatura, estos
enlaces intermoleculares se rompen, la proteina se despliega pero nunca se llegan
a romper los enlaces peptidicos. Al enfriar bruscamente y de forma rapida, la
proteina tiende a plegarse de nuevo, pero lo hace de forma incorrecta, por lo que

sigue siendo inactiva.

Es muy importante conseguir la desactivaciéon de la proteinasa dado que en caso
contrario, degradaria la polimerasa durante el proceso de PCR y no tendria lugar la

amplificacion del ADN.

Los siguientes pasos del KIT consisten en realizar diferentes lavados para purificar
el ADN. Los diferentes lavados se haran empleando tubos con filtro y
centrifugando. En el filtro quedara el ADN que se ird lavando para eliminar todas
las impurezas. Los diferentes lavados hacen que las sustancias se disuelvan en los
buffers de modo que al centrifugar queda el ADN en el filtro y las impurezas en el

sobrenadante.

El primer lavado se realiza con un buffer de inhibicién de proteinasa K que consta

de guanidina- HCl 5M y 20 mM de Tris-HCI a pH 6.6. Inhibe la proteinasa K de
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forma quimica, la hace soluble y se elimina por filtracién al someterlo a una

centrifugaciéon a 8000 rpm durante 1 minuto. Se descarta el sobrenadante.

El siguiente lavado se realiza con un buffer de lavado 20 mM de NaCl, Tris-HCI 2

mM pH 7.5. Se centrifuga, se descarta el sobrenadante y se repite el proceso.

El dltimo paso es la eluciéon 6 extraccion de ADN. Se afiade el buffer de eluciéon 10
mM Tris pH 8.5 previamente calentado a 70 C. Se centrifuga y se recoge el

sobrenadante donde esta disuelto el ADN.

Esquema del procedimiento de extraccién del ADN.

100pl de muestra de estudio + 100ul de Buffer de lisis + 20l de proteinasa

K.

- Incubar 10 min a 72°C

- Desactivar proteina K 10 min a 942C

- Centrifugar 1 min a 8.000 rpm

- Afadir 50 pl de Isopropanol, mezclar y pasar a tubo con filtro

- Centrifugar 1 min a 8.000 rpm

- Anadir 250 pl de buffer de inhibicion.

- Centrifugar 1 min a 8.000 rpm

- Descartar sobrenadante

- Anadir 250 pl de buffer de lavado
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- Centrifugar 1 min a 8.000 rpm

- Descartar sobrenadante

- Anadir 250 pl de buffer de lavado

- Centrifugar 10 seg a 8.000 rpm

- Descartar sobrenadante

- Introducir tubo con filtro en tubo Eppendorf
- Afadir 100ul de buffer de elucién ( 702C)

- Centrifugar 1 min a 8.000rpm

- Recoger sobrenadante y se obtiene ADN purificado.

AMPLIFICACION.REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR).

La PCR es la técnica de amplificacién de fragmentos de ADN utilizando una
polimerasa de un microorganismo termoestable, que replica el ADN de forma
rapida y a temperaturas elevadas. Es una técnica sensible pues necesita muy poca
cantidad de ADN (1 pg se puede ampliar 1 millén de veces), es selectiva porque a
partir de ADN gendémico se puede ampliar selectivamente el fragmento de ADN que

queramos y es un proceso rapido porque se realiza en pocas horas.

Esta técnica consta de tres etapas: Desnaturalizacion, hibridacion y extension.
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Las condiciones de amplificaciéon vienen prefijadas por la casa comercial de los

primers.

MARCAJE DE LOS PRIMERS

Para los estudios de microsatélites se usaran marcadores polimorfos de regiones
microsatélite de los cromosomas 9p21 (D9S171), 17p13 (D17S799) y gen APC
5921 (D5S346) que han demostrado una alta asociacion con el cancer de pulmoén.
Se emplearan oligonucledtidos marcados en el extremo 5’con fluorescencia, que

previamente han sido disenados y fabricados por Applied Biosystems.

Los oligonucle6tidos utilizados son los siguientes:

D17S799 VIC ( para p53)

e D9S171 NED (parapl6)

* D5S346 F: 6 Fam ACT CAC TCT AGT GAT AAA TCG GG (G1712909527) (

para APC)

* D5S346 R: AGC AGA TAA GACAAG TAT TACTAGTT (para APC)

Sobre las regiones D9S171 y D17S799 se realizarda una PCR multiple y sobre la

regién D5S346 PCR simple.

Las reacciones se llevaran a cabo en un termociclador modelo Gene Amp PCR
System 9700 (Applied Biosystems). Las condiciones de amplificaciéon seran: Para

PCR multiple 952 10 min., (952 40 seg., 562 40 seg., 722 40 seg.), 34 ciclos.722 10
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min. y 42 infinito. Para PCR simple 952 5 min., (952 30 seg., 562 30 seg., 72¢ 30

seg.), 34 ciclos, 722 10 min. y 42 infinito.

El oligonucle6tido 5’ va marcado con fluorescencia para su analisis con el software

de Gene Mapper del Analizador Genético Abi Prism 3130 de Applied Biosystem.

Las muestras son analizadas por fluorescencia en el Analizador Genético Abi Prism
3130 Genetic Analyser de Applied Biosystems, empleando el método de andlisis de

fragmentos.

La preparacién de las muestras previa al analisis es la siguiente:

En una placa de reaccién éptica (ref: 96-well optical Reaction

Plate) introducimos 2.5 ul del producto amplificado de PCR.

e Afiadir 20 ul de formamida.

* 5 ul de LIZ marcador de peso molecular (Genescan 500 HD size

Standard. Applied Biosystem (AB).

e Desnaturalizar en el termociclador 10 min. a 94 °C.

* Eliminacién de todas las burbujas de aire en las muestras

mediante un golpe de centrifuga.

* DMontaje de la placa para su analisis, y programaciéon del
analizador genético. Técnica utilizada: Electroforesis capilar,
utilizando el polimero POP 4 TM en un Capilary array de 4 x 36

cm.

El programa de analisis es el GeneMapperID v 3.2 de A.B.
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Lectura de los datos: nimero de pares de bases y area del pico de fluorescencia

mayor. A partir de esta lectura se clasifican los casos en:

IL

Casos no informativos:

Homocigotos: Pueden presentar pérdida de heterocigosidad
pero no se puede calcular. El nimero de pares de bases del
fragmento amplificado es el mismo en cada alelo. Las sefiales de
fluorescencia de cada alelo se solapan, por lo que sélo se ve una
sefial, de mayor intensidad correspondiente a la suma de

ambas.

Diferencia en un par de bases. En este caso, existe una

interferencia de sefial, lo que se conoce como artefacto. Solapan
el pico mayor del primer alelo con el segundo pico del segundo

alelo. Este artefacto del primer alelo conduce a errores.

Inestabilidad de microsatélites. Patrén en forma de corona o

campana, con un pico central muy marcado y picos a derecha e

izquierda decreciendo.

Casos informativos :

Heterocigotos con pérdida de heterocigosidad.

Heterocigotos sin pérdida de heterocigosidad.

Con los casos informativos se elabora una tabla calculando la relacion entre areas

de los picos mayores de cada alelo (ratio).

Ratio = Area primer alelo / 4rea segundo alelo
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Se calcula para los dos tipos de células: linfocitos y mucosa oral. Se calcula la
relacién ratio mucosa/ ratio linfocitos. Si esta relacion es = 1.56 < 0.5 se dice
que existe una pérdida de heterocigosidad. Es decir reduccién de al menos un 50%
del alelo deleccionado con su correspondiente modificacién en la proporcién

alélica.
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RESULTADOS

VARIABLES CLINICAS

En el grupo tumoral, el 87,2% (41 casos) eran hombres frente a 12,8% (6 casos)
mujeres. En el grupo de riesgo 63,2 % (72 casos) eran hombres frente a 36,8% (42
casos) mujeres. En el grupo control, 35,9% (14 casos) eran hombres frente a

64,1% (25 casos) mujeres. Tabla 4.

La edad media del grupo tumoral fue de 68.47 afios, grupo de riesgo 59,85 afios y
en grupo control de 65,55 afios. Se compara la edad entre los grupos mediante el
ajuste de Bonferroni comprobando que el grupo de riesgo resulta

significativamente mas joven que el grupo tumoral y grupo control (Tabla 4).
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Tumoral Riesgo Control P
Sexo Varén 41(87,2%) | 72(63,2%) | 14(35,9%) <0,001"
Mujer 6(12,8%) | 42(36,8%) | 25(64,1%) <0,001"
Edad 68,4(10,3) 59,8 (8,1) 65,5(14,6) <0.001**

*Chi cuadrado de Pearson.

**Anova

Tabla 4. Expresién de frecuencias absolutas y relativas de las variables sexo y edad.
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Tumoral Riesgo Control P
NF 1(2,1%) 0 39(100%)
Tabaquismo F 32(68,1%) | 91(79,8%) 0 <0.001*
EF 14(29,8%) | 23(20,2%) 0
e 30.4 .
Cig/dia 34,5(13,7) (13,1%) 0 >0.05
Arios 40.9 (12,1%) | 33,9(9,3%) 0 <0.001**
consumo

*Chi Cuadrado de Pearson.
** T de student.

Tabla 5. Expresion de frecuencias absolutas y relativas de las variables relacionadas
con el tabaquismo.
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En el grupo tumoral el porcentaje de fumadores activos es del 68,1% frente a un
29,8% de ex fumadores e igual comportamiento tiene el grupo de riesgo (79,8%
fumadores activos frente a 20,2% de ex fumadores). Resulta por tanto una mayor
frecuencia de fumadores activos en los dos grupos (tumoral y de riesgo). Asi
mismo se objetiva que el grupo de pacientes con carcinoma broncogénico tienen
un mayor tiempo de consumo de tabaco (7 afios). No se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo de riesgo y grupo tumoral con

respecto al nadmero de cigarrillos consumidos por dia.

La estirpe histolégica mas frecuente fue la epidermoide 63.8% (28 hombres:
93,3% y 2 mujeres: 6,6%) seguido del adenocarcinoma 19,1% (6 hombres: 66,6%

y 3 mujeres: 33,3%).
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Estirpes tumorales

Epidermoide Adenocarcinoma Células grandes Microcitico

ILUSTRACION 3. REPRESENTACION GRAFICA DE DIAGRAMA DE BARRAS DE LAS DIFERENTES
ESTIRPES TUMORALES.
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La distribucién por estadios muestra que el IB fue el mas frecuente: 20(42,6%),

seguido del 1V:9 (19,1%).

Estadios tumorales

20
18
16
14
12
10

o N b O ®

1B liB A 1] v

ILUSTRACION 4. REPRESENTACION GRAFICA DE LA DISTRIBUCION POR ESTADIOS TUMORALES.

67



DISTRIBUCION GENOMICA

Los resultados de los patrones obtenidos en los tres genes supresores de tumores

(p53, p16 y APC) a nivel de cavidad oral se muestran en las tablas 6,7 y 8.

Tumoral Riesgo Control P
PDH 7(14, 9%) 2(1,8%) 2(5,10%)
No
0, 0, 0, *
P53 informativo 17(36,2%) | 50(43,9%) | 19(48, 7%) 0,019
Heterocigoto | 23(48,9%) | 62(54, 4%) | 18(46, 2%)

* Chi Cuadrado de Pearson.

TABLA 6 . PATRON DE DISTRIBUCION GENOMICA DE P53 EN CAVIDAD ORAL.
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Tumoral Riesgo Control P
PDH 5(10,6%) 3(2,6%) 0
No
0, 0, 0, *
P16 informativo 18(38,3%) 41(36%) 11(28,2%) 0,042
Heterocigoto | 23(48,9%) 70(61,4%) | 28(71,8%)

* Chi Cuadrado de Pearson.

TABLA 7. PATRON DE DISTRIBUCION GENOMICA DE P16 EN CAVIDAD ORAL.
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Tumoral Riesgo Control P
PDH 5(10,6%) 6(5,3%) 0
APC . No . 17(36,2%) | 62(54,4%) | 17(43,6%) 0,058*
informativo
Heterocigoto | 25(53,2%) | 46(40,4%) | 22(56,4%)

* Chi Cuadrado de Pearson.

TABLA 8. PATRON DE DISTRIBUCION GENOMICA DE APC EN CAVIDAD ORAL.
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Con respecto a p53 en muestras de cavidad oral, resulta estadisticamente
significativa (p 0,019) la diferencia entre las pérdidas de heterocigosidad (PDH)
halladas en el grupo tumoral (14,9%) frente al grupo de riesgo (1,8%) y grupo

control (5,1%).

P16 en cavidad oral resulta estadisticamente significativa (p 0,042) con respecto a
las diferencias halladas entre las PDH en el grupo tumoral (10,6%) respecto al
grupo de riesgo (2,6%). No se detectaron PDH en las muestras de cavidad oral en

el grupo control.

El porcentaje de PDH en el gen supresor APC no alcanza la significacion estadistica

(p 0,058) en los tres grupos de estudio de nuestra serie.
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ANALISIS UNIVARIANTE DE LA ESTIMACION DEL RIESGO DE TUMOR

Primeramente analizamos el riesgo que tiene un sujeto de pertenecer al grupo
tumoral cuanto tiene una pérdida de heterocigosidad en algunos de los genes

objeto de estudio.

Los individuos con PDH en p53 en boca tienen 3 veces mas riesgo (IC 95% 1.8-5,1)
de padecer un tumor frente a los que no presentan PDH mostrando un riesgo

significativo (P =0.001). Tabla 9.

Tumor No tumor RP( razon_de
prevalencia)
PDH 7(63%) 4(36.3%)
P53 boca 3(1,8-5,1)
No PDH 40(21,1%) 149(78,8%)

TABLA 9. ESTIMACION DEL RIESGO ANTE LA DETECCION DE PDH EN P53 A NIVEL DE BOCA.
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Los individuos con PDH en p16 en boca tienen 2.8 veces mas riesgo (IC 95% 1.5-

5,2) de padecer un tumor frente a los que no presentan PDH mostrando un riesgo

significativo (P =0.001). Tabla 10.

Tumor No tumor RP
PDH 5(62,5%) 3(37,5%)
P16 boca 2,8(1,5-5,2)
No PDH 42(21.8%) 150(78,1%)

TABLA 10. ESTIMACION DEL RIESGO ANTE LA DETECCION DE PDH EN P16 A NIVEL DE BOCA.
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En el caso del gen APC, no se observa que la presencia de PDH en cavidad oral

suponga mayor riesgo de tener un carcinoma broncogénico, puesto que muestra

una RP de 2 (IC95% 1-4) con una p = 0.077. Tabla 11.

Tumor No tumor RP
PDH 5(45,4%) 6 (54,5%)
APC boca 2(1,0-4,1)
No PDH 42(22,2%) 147(77,7%)

TABLA 11. ESTIMACION DEL RIESGO ANTE LA DETECCION DE PDH EN APC A NIVEL DE BOCA.
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Asi mismo hemos verificado otros factores de riesgo para carcinoma broncogénico.

Nuestros resultados muestran que pertenecer al sexo varon supone un riesgo 4

veces superior frente al sexo mujer (IC 95% 1,7-8,8) tabla 12 y el tabaquismo 11

veces mas riesgo frente al no fumador (IC 95% 1,6-80.8) tabla 13.

Tumor No tumor RP
Varén 41(32.2%) 86(67,7%)
Sexo 4(1,7-8,8)
Mujer 6(8,2%) 67(91,7%)
TABLA 12. ESTIMACION DEL RIESGO POR SEXOS
Tumor No tumor RP
Fumador o
¢ 4 46(28,7%) 114(71,2%)
Tabaquismo extumador 11,5(1,6-80,8)
No fumador 1(2,5%) 39(97,5%)

TABLA 13. ESTIMACION DEL RIESGO POR HABITO TABAQUICO.
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Los sujetos pertenecientes al grupo tumoral tenian una edad superior (media de
68.4 afios) frente al grupo de riesgo y grupo control (media de 61,2 afios) y la
diferencia en el nimero de afios de consumo de tabaco era estadisticamente
significativa (p=0,001) en el grupo tumoral (40,89 afios) con respecto al grupo de

riesgo (33,89 afios).Tabla 14.

Tumoral Riesgo y Control P
Edad 68,4 (10,3) 61,2(10,4) <0,001*
Cig/dia 34,5(13,7) 30,4(13,1) 0,073*
Afios consumo 40,9(12,1) 33,9(9,3) <0,001*

* T Student

TABLA 14. DIFERENCIAS EN EDAD Y HABITO DE CONSUMO DE TABACO ENTRE GRUPOS.
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ANALISIS DE REGRESION LOGISTICA PARA LA IDENTIFICACION DE
PREDICTORES DE RIESGO INDEPENDIENTE.

Una vez identificadas las variables relacionadas con la pertenencia al grupo
tumoral en el andlisis univariante del punto anterior, se realiza un andlisis de
regresion logistica por el método de pasos hacia delante (condicional) tabla 15. En
el modelo obtenido, se identifican como variables independientes relacionadas con
la existencia de un carcinoma broncogénico (r cuadrado =0,430, p<0.001): sexo
varon, edad, fumador activo o exfumador, presentar PDH en p53 y/o pl6 en

cavidad oral.
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Chi Cuadrado gl Sig
Paso 3,846 1 0,050
Bloque 57,698 6 0,000
Modelo 57,698 6 0,000

TABLA 15 REGRESION LOGISTICA MULTIPLE.

Prueba Omnibus sobre los coeficientes del modelo.

Resumen de los modelos

2 log de la verosimilitud R cuadrado de Cox y Snell

R cuadrado de Nagelkerke

136,747

0,301

0,430
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Variables en la ecuacion.

B E.T Wald P. Sig. Exp(B) | Inferior | Superior
Género 1451 0,602 5,816 0,016 4,269 1,312 13,889
Edad 0,118 0,024 23,517 | 0,000 0,889 0,848 0,932
Fumador |-11,500 | 22,257 | 0,267 0,605 0,000 0,000 8,9E+13
P53Boca | 2,022 0,891 5,151 0,023 7,552 1,318 43,284
P16Boca | 1,924 0,885 4,733 0,030 6,851 1,210 38,782
APC 1,497 0,754 3,946 0,047 4,467 1,020 19,562
Constante | 3,114 1,981 2,714 0,099 22,521
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ANALISIS DE RENTABILIDAD POR SUBGRUPOS

Una vez identificada que la presencia de PDH en p53 y p16 en células de la cavidad
oral se relaciona con la asignacién al grupo tumoral, se trata ahora de identificar

los subgrupos de sujetos en los que estos parametros podrian ser mas rentables.

En el caso de los varones, la presencia de PDH en p53 en la cavidad oral muestra
una razon de prevalencia 2,5 veces superior frente al que no presenta PDH, con
una significacion estadistica de p = 0,008 (tabla 16), mientras que p16 (tabla 17)

y APC no alcanzan significacién (Tabla 18).
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Tumor No tumor
PDH 6(75%) 2(25%)
No PDH 35(29,4%) 84(70, 5%)

p = 0,008*

RP: 2,550 ( 1,566-
4,151)

*Chi cuadrado de Pearson

TABLA 16. EXPRESION DE FRECUENCIAS ABSOLUTAS Y RELATIVAS DE P53 BOCA EN SUJETOS

VARONES

81




Tumor No tumor
PDH 4(66,6%) 2(33,3%)
No PDH 37(30.5%) 84(69,4%)

p = 0,065*

RP: 2,180 ( 1,166-
4,078)

* Chi Cuadrado de Pearson.

TABLA 17 EXPRESION DE FRECUENCIAS ABSOLUTAS Y RELATIVAS DE P16 BOCA EN SUJETOS

VARONES
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Tumor No tumor
PDH 5(55,5%) 4(44,4%)
82(69,5%)

No PDH 36(30,5%)

p=0121*

RP: 1,821 ( 0,956-
3,470)

* Chi Cuadrado de Pearson

TABLA 18. EXPRESION DE FRECUENCIAS ABSOLUTAS Y RELATIVAS DE APC BOCA EN SUJETOS

VARONES
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En el caso de fumadores activos o exfumadores, la PDH en p53 en cavidad oral
muestra una razéon de prevalencia significativa de 3,01 con una p = 0,001 (tabla
19) y para pl6 de 2,3 con una p = 0,030 (Tabla 20). Para APC no se alcanza la

significacién estadistica (Tabla 21).
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Tumor No tumor
PDH 7(77,7%) 2(22,2%)
No PDH 39(25,8%) 112(74,1%)

p<0,001*

RP: 3,011 ( 1,936-
4,683)

* Chi Cuadrado de Pearson

TABLA 19 EXPRESION DE FRECUENCIAS RELATIVAS Y ABSOLUTAS DE P53 EN BOCA DE SUJETOS
FUMADORES O EXFUMADORES
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Tumor No tumor
PDH 5(62,5%) 3(37,5%)
No PDH 41(27%) 111(73%)

p = 0.030*

RP: 2,317 (1,275-
4,210)

* Chi Cuadrado de Pearson.

TABLA 20. EXPRESION DE FRECUENCIAS RELATIVAS Y ABSOLUTAS DE P16 EN BOCA DE SUJETOS

FUMADORES O EXFUMADORES
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Tumor No tumor
PDH 5(45,4%) 6(54,5%)
No PDH 41(27,5%) 108(72,4%)

p =0,205*

RP: 1652 (0,822-
3,319)

* Chi Cuadrado de Pearson.

TABLA 21. EXPRESION DE FRECUENCIAS RELATIVAS Y ABSOLUTAS DE APC EN BOCA DE
SUJETOS FUMADORES O EXFUMADORES
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Por ultimo, en hombres fumadores activos o exfumadores, s6lo la presencia de
PDH en p53 en cavidad oral muestra una razén de prevalencia significativa de 2.2
(p = 0,018) para la asignacién al grupo tumoral (Tabla 22), mientras que para pl6

(tabla 23) y APC (tabla 24) no se alcanza la significacién estadistica.
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Tumor No tumor
PDH 6(75%) 2(25%)
No PDH 35(33,3%) 70(66,6%)

p=0,018*

RP: 2,250 ( 1,388-
3,647)

* Chi Cuadrado de Pearson.

TABLA 22. EXPRESION DE FRECUENCIAS RELATIVAS Y ABSOLUTAS DE P53 EN BOCA DE
HOMBRES FUMADORES O EXFUMADORES.
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Tumor No tumor
PDH 4(66,6%) 2(33,3%)
No PDH 37(34,5%) 70(65,4%)

p=0112*

RP: 1,928 ( 1,034-
3,594)

* Chi Cuadrado de Pearson.

TABLA 23 . EXPRESION DE FRECUENCIAS RELATIVAS Y ABSOLUTAS DE P16 EN BOCA DE
HOMBRES FUMADORES O EXFUMADORES.
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Tumor No tumor
PDH 5(55,5%) 4(44,4%)
No PDH 36(34,6%) 68(65,3%)

p=0210*

RP: 1,605( 0,845-
3,048)

* Chi Cuadrado de Pearson

TABLA 24 . EXPRESION DE FRECUENCIAS RELATIVAS Y ABSOLUTAS DE APC EN BOCA DE
HOMBRES FUMADORES O EXFUMADORES.
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ANALISIS GENOMICO DE LAS MUESTRAS TUMORALES

Se presentan los resultados obtenidos para las tres localizaciones (p53, p16 y

APC). llustraciéon 5,6 y 7.

8 p53 tumor

No hay No Heterocigoto PDH
biopsia informativo

ILUSTRACION 5 REPRESENTACION GRAFICA MEDIANTE DIAGRAMA DE BARRAS DE LA
PREVALENCIA DE P53 EN MUESTRAS TUMORALES.
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No hay No Heterocigoto PDH
biopsia informativo

B P16 Tumor

ILUSTRACION 6 REPRESENTACION GRAFICA MEDIANTE DIAGRAMA DE BARRAS DE LA

PREVALENCIA DE P16 EN MUESTRAS TUMORALES.
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O APC Tumor

Sin biopsia No informativo Heterocigoto PDH

ILUSTRACION 7 ILUSTRACION 8 REPRESENTACION GRAFICA MEDIANTE DIAGRAMA DE BARRAS DE
LA PREVALENCIA DE APC EN MUESTRAS TUMORALES.
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Se analiza la concordancia entre el resultado obtenido con las muestras en boca y

en tumor (tabla25, 26 y 27), obteniendo un coeficiente kappa de:

0,493 (p=0,006) para p53, que corresponde a una concordancia moderada.

0,670 (p<0,001) para p16, que corresponde a una concordancia buena

0,824 (p<0,001) para APC, que indica una concordancia muy buena

P 53 tumor
PDH NI H
PDH 2 0 2 P=0,006*
P53 boca
NI 0 7 0 Kappa 0,493
H 3 1 3

* Chi Cuadrado de Pearson
PDH. Pérdida de heterocigosidad
NI. No informativo

H. Heterocigoto.

TABLA 25 ANALISIS DE CONCORDANCIA EN MUESTRAS TUMORALES VS MUESTRAS DE CAVIDAD
ORAL. P53
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P 16 tumor

P16 boca

PDH NI

PDH 3 0
NI 0 5

H 4 0

P<0,001*

Kappa 0,670

* Chi Cuadrado de Pearson.

TABLA 26 ANALISIS DE CONCORDANCIA EN MUESTRAS TUMORALES VS MUESTRAS DE CAVIDAD

ORAL. P16
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APC tumor

APC boca

PDH NI

PDH 2 0
NI 0 7

H 2 0

P<0,001*

Kappa 0,824

* Chi Cuadrado de Pearson.

TABLA 27. ANALISIS DE CONCORDANCIA EN MUESTRAS TUMORALES VS MUESTRAS DE CAVIDAD

ORAL. APC.
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DISCUSION

El cancer de pulmon se ha convertido a nivel mundial en un problema de salud
publica siendo considerado por algunos sectores como la epidemia del siglo XXI.
Los datos epidemiolédgicos reflejan la creciente necesidad de desarrollar mejores
métodos para la deteccién precoz de esta patologia, cuyo principal objetivo seria
disminuir la mortalidad y en el caso de las lesiones precursoras, disminuir la

incidencia.

Hoy dia la principal esperanza de tratamiento curativo para el cancer de pulmén es
la reseccion quirdrgica de la lesion pulmonar y es por ello que las lesiones tienen
que ser detectadas precozmente. S6lo 1 de cada 4 pacientes se detecta a tiempo
para cirugia. Cuando estos tumores producen sintomatologia, estan a menudo en
estado avanzado y su pronostico es fatal con una supervivencia media del 15% a

los 5 anos.

Ensayos previos en cribado poblacional con realizacién de frecuentes radiografias
de térax o andlisis citolégico de esputo, no han demostrado todavia un claro efecto
en reduccién de la mortalidad (97). Por lo que respecta al uso de TAC existen
actualmente en marcha ensayos clinicos randomizados pero recientes trabajos ya

han comunicado que tampoco se la reduce (98).
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Actualmente la investigacion en diagnostico precoz va encaminada a la deteccion
de biomarcadores que puedan ser empleados para valorar diversos aspectos de la
enfermedad tales como la predisposicion genética, el diagnéstico precoz de la
enfermedad en fase pre-clinica, valoracion del pronéstico cuando la enfermedad
estd en fase clinica o la posible respuesta a quimioterapia en la fase avanzada de
enfermedad. La aportacién de la genémica supone uno de los métodos mas
prometedores en la investigacion de la deteccion precoz del cancer de pulmoén

pero, hasta la fecha, todos los estudios tienen un caracter experimental.

El objeto de nuestro estudio fue determinar la posible utilidad de la deteccién de
PDH en los loci cromosémicos 17p13 (p53), 9p21 (p16) y 5921 (APC), en muestras
de material citolégico de cavidad oral como método selectivo en poblaciones con
riesgo para carcinoma broncogénico. El empleo de células de la mucosa oral como
muestra de estudio, responde a la necesidad de encontrar una muestra de facil

acceso y cuya obtencién no suponga el empleo de métodos invasivos.

De los actuales métodos no invasivos empleados hasta la fecha, el esputo es el
material biol6gico mas cominmente empleado y ha sido utilizado para detectar
células cancerosas pero no suele ser siempre representativo dado que cada esputo
puede contener células de diversas partes de la via aérea. Un esputo positivo no
indica necesariamente un estadio precoz de la enfermedad. El rendimiento en
general es bajo, especialmente en lesiones periféricas, fendmeno que también se ve
influenciado por la calidad del esputo, técnica de obtencién, nimero de esputos
recogidos etc. La citologia de esputo cobra un especial interés cuando se estudian
los cambios que tienen lugar en células no tumorales, pero que se hallan en la

proximidad del tumor. Se pueden diagnosticar asi lesiones premalignas tanto en lo
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que se refiere a alteraciones morfoldgicas precursoras como mediante la aplicacién
de técnicas de biologia molecular que permitan detectar alteraciones celulares

preneoplasicas (99-101).

Muestras inadecuadas de esputo son relativamente frecuentes y en algunas series
supone hasta un 30% de las muestras. Un esputo no inducido suele contener gran
cantidad de células escamosas procedentes de cavidad oral y vias aéreas altas, una

escasa cantidad de macréfagos alveolares y de células epiteliales bronquiales.

Debido a estos inconvenientes se han desarrollado técnicas como combinar técnica
FISH (Hibridacién fluorescente in situ) mas citologia convencional de esputo (102)
mejorando considerablemente los porcentajes de sensibilidad. Estos estudios han
detectado anormalidades genéticas en 3p21 y 10g22.3 tanto en células normales
como atipicas procedentes del esputo de sujetos fumadores y exfumadores sin
cancer broncogénico lo que concuerda con el llamado efecto de cancerizacién de

campo para células bronquiales.

Otro tipo de material empleado es la sangre aunque actualmente estd en fase
experimental. El uso de sangre puede ofrecer especiales ventajas sobre todo en
programas de cribado. Es facil de acceder pero el uso de medicamentos o dietas
pueden influir significativamente en el resultado (103). Se han realizado estudios
principalmente encaminados a la deteccién de alteraciones microsatélites en
pacientes diagnosticados de cancer no microcitico (104, 105) pero no estan
suficientemente avalados para su empleo en politicas de cribado de carcinoma de

pulmoén.
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Tras la realizaciéon de una revision de la literatura (MEDLINE 1980-2009) no se
han encontrado estudios similares en los que se utilicen células de la mucosa oral
como muestra para estudios de deteccidon precoz de cancer de pulmon. El empleo

de este tipo de muestra se bas6 asumiendo la teoria de la cancerizacién de campo.

El concepto de cancerizacién de campo fue introducido por primera vez en 1953
por Slaughter et al (106) mientras estudiaba el cancer de boca. Autores como
Braakhuis (107) definen la cancerizacién de campo como la presencia de uno 6
mas agrupamientos de células epiteliales de origen monoclonal que contienen
alteraciones genéticas. Para estos autores una lesiéon de campo equivaldria a una
lesién pretumoral y tendria las mismas caracteristicas histolégicas que una
displasia. El modelo de carcinogénesis se podria, por tanto, explicar a partir de una
o varias alteraciones genéticas en una célula madre que formaria una “zona
caliente” que escaparia del normal control de crecimiento y se expandiria

desplazando al epitelio normal.

El concepto de cancerizaciéon de campo tiene importantes consecuencias clinicas
porque es bien conocido el hecho de que el area periférica a los limites de
reseccion tumoral tiene un alto riesgo de desarrollar un nuevo tumor aunque se
haya informado de bordes de reseccién limpios. Por tanto, es fundamental
identificar las zonas de campo con células alteradas genéticamente porque
suponen un continuo riesgo de cancer y entre éstas destacamos la cavidad oral ya
que es la primera zona de contacto con el humo de tabaco y es presumible que se
puedan localizar las llamados “zonas calientes” tanto en boca como en pulmoén de

sujetos con diagnostico de cancer de pulmon.
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Una vez seleccionado el tipo de muestra biolégica en la que se realizarian los
estudios moleculares debiamos seleccionar los biomarcadores objeto de estudio.
Las caracteristicas que debe reunir un biomarcador para poder ser empleado en

métodos de cribado son:

Diferente expresién en células pre-neopldsicas en relacién a las

células normales

- Estar presente en muestras obtenidas de forma minimamente

invasiva.

- Ser un sistema bien establecido para cuantificar sus niveles.

- Ser estable en el tiempo y con el procesamiento de las muestras.

Ser un método rutinario y automatizado de analisis.

Hoy dia no existen biomarcadores aprobados que identifiquen que fumadores o
ex fumadores desarrollaran un cancer de pulmén. Ultimamente se han
desarrollado estudios como el empleo de micro matrices de ADN en células
citolégicamente sanas de la via aérea (108-110) o en linfocitos de sangre periférica
(111) de sujetos no fumadores, ex fumadores o fumadores activos. Los resultados
de estos estudios sugieren que es posible detectar qué fumadores son susceptibles

de desarrollar cancer de pulmon.

Estudios en genémica han hallado que el perfil de expresion genético es diferente
entre el adenocarcinoma del fumador con respecto al del no fumador, de tal
manera que en el primer caso se detectan preferentemente altos niveles de

metilaciéon aberrante del ADN, transversiones de bases de p53 (50%), mutaciones
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Kras (30%) y aberraciones cromosdémicas en 3p, 6q, 9p, 16p, 17p y 19p. En el caso
del no fumador predominan una alta incidencia de mutacién del receptor del
factor de crecimiento epidérmico (EGFR), transiciones de bases en p53, asi como

una baja tasa de metilacién aberrante del ADN (112).

Spira et al (113,114) encuentran que el tabaquismo induce cambios en el perfil
de expresion genético que pueden ser reversibles en el exfumador siempre y
cuando no haya desarrollado un carcinoma broncogénico e identifican al menos
80 biomarcadores genéticos que distinguen con un 90% de sensibilidad, al
fumador con cancer broncogénico respecto del fumador sin cancer broncogénico.
En correlacién a este estudio, Boelens et al (115) encuentran al menos 246 genes
(111 sobreexpresados y 135 infraexpresados) que se expresan de diferente
manera en el epitelio bronquial sano de un fumador con respecto a un exfumador.
Comparando 16 muestras de epitelio bronquial sano de exfumadores con
carcinoma epidermoide encuentran que al menos 54 genes de los
sobreexpresados también lo estan en el tejido neoplasico. Mientras que 123 de los
infraexpresados también estan en la misma situacién en el tejido neoplasico.
Cuando analizan células de epitelio bronquial sano en un fumador activo con
cancer broncogénico, encuentran 24 genes de los 111 sobrexpresados y 107
genes de los 135 infraexpresados. Todo esto nos viene a decir que los cambios
genéticos producidos por el humo del tabaco son significativamente persistentes
en el sujeto con cancer broncogénico, independientemente de su status de fumador
y que estos hallazgos se pueden localizar en su tejido bronquial sano distante al
tumor lo que se correlaciona con la teoria anteriormente citada de la

cancerizacion de campo, que sostiene que el humo del tabaco va creando a su paso
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por la via aérea, agrupamientos celulares de origen monoclonal con alteraciones

genéticas que pueden ser eventos precoces de la carcinogénesis.

Hasta la fecha tampoco hay datos concluyentes de que técnicas de analisis
molecular son por si mismas utiles como método de cribado pero, probablemente,

en un futuro la combinacién de varias de ellas pueda demostrar su utilidad.

En nuestro estudio se opté por la seleccién de tres genes implicados en la via
supresora de tumores (p53, p16 y APC) en base a una exhaustiva revision de la

literatura y a criterios de disponibilidad del material preciso para dicho estudio.

Las pérdidas de heterocigosidad (PDH) de genes supresores de tumores se
sefialan en varios estudios, como eventos precoces de la carcinogénesis pulmonar
relacionados con el consumo de tabaco, sin ser necesariamente diagndstico de

carcinoma broncogénico (24, 25, 105).

Resulta por tanto importante dilucidar qué porcentaje de llamados falsos positivos
de neoplasia se pueden encontrar. Hasta la fecha no podemos determinar qué tipo
de seguimiento deberia hacerse en un paciente con deteccién de PDH en alguno de

Sus genes supresores.

Tampoco esta claramente acordado que perfil deberia reunir un sujeto para ser
incluido en un programa de cribado para carcinoma broncogénico. Un dato
importante para futuras estrategias es la de incluir tanto fumadores como
exfumadores dado que al menos el 50% de los carcinomas broncogénicos se
diagnostican en exfumadores. Segun los estudios epidemiolégicos publicados de la
Encuesta Nacional de Salud de 2006, el porcentaje de fumadores varones es mas

alto que el de las mujeres (31,6% versus 21,5%). En cuanto al tabaquismo pasivo
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el riesgo relativo de desarrollar un carcinoma broncogénico no microcitico oscila
entre 1,24 - 1,48 en relacién con los que no tienen contacto habitual con
fumadores (18, 116). Hasta la fecha no se ha contemplado incluir a los sujetos
expuestos de forma pasiva en programas de deteccidn precoz pero pensamos que

deberia no excluirse esta posibilidad.

Otro de los objetivos del estudio fue definir las caracteristicas del llamado grupo de
riesgo ateniéndose a la presencia o no de alteraciones en determinados genes
supresores de tumores en cavidad oral. Actualmente se estima que la incidencia de

cancer de pulmén en una poblacién llamada de riesgo es de un 15% (117).

En nuestra serie la mayoria de los pacientes del grupo tumoral son varones
(87,2%). A partir de los registros de tumores realizados a nivel mundial sabemos
que existe una tendencia ascendente en las tasas de cancer broncogénico en las
mujeres espafolas desde hace aproximadamente 20 afos, pero en los varones
desde el afio 2001, las cifras experimentaron cierta variabilidad en funcion de las

comunidades autonomas.

La edad media en nuestra serie es mas avanzada en el grupo tumoral (68.7 afios)
lo que coincide con los datos existentes a nivel nacional que confirman que el
carcinoma broncogénico es una enfermedad mas prevalente en las personas con
edades superiores a los 60 afios (118). La comparaciéon de grupos refleja que el
grupo de riesgo resulta significativamente mas joven que los otros dos grupos:

grupo de riesgo (59,85 afios) y grupo control (65,5 afios).

La estirpe histolégica mas frecuente fue la epidermoide (63.8%) seguido del

adenocarcinoma (19.1%). Estos datos son concordantes a los descritos en las
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series nacionales, entre los que los tumores epidermoides son con diferencia los

mas frecuentes (9,119).

Con respecto al estudio de la muestras de cavidad oral se objetiva que las PDH a
nivel de p53 y p16 son estadisticamente significativas en el grupo tumoral con
respecto al grupo de riesgo y grupo control, lo que esta en correlacién con la idea
de los pacientes con diagnostico de carcinoma broncogénico evidencian mas PDH y

que éstas se pueden localizar tanto en tumor como en regiones distantes al mismo .

Pensamos que en nuestro estudio, un mayor nimero de biopsias de carcinoma
broncogénico habria determinado también una mayor significacién estadistica

para el gen APC.

Uno de los puntos centrales de nuestro estudio era definir qué riesgo tiene un
sujeto de pertenecer al grupo tumoral cuando se le detecta una pérdida de
heterocigosidad en la cavidad oral. En nuestra serie tener una PDH en p53 y/o
pl6 a nivel de cavidad oral supone un mayor riesgo de tener un carcinoma

broncogénico.

Asi mismo hemos verificado otros factores afiadidos para pertenecer al grupo de
riesgo, como es pertenecer al sexo vardn (riesgo relativo de 4) y el tabaquismo

activo (riesgo relativo 11.5).

También se desprende del andlisis que los sujetos pertenecientes al grupo tumoral
tenfan mas edad (media de 68,4 afos) frente a los pertenecientes al grupo de
riesgo y grupo control (media de 61,2 anos) y que la diferencia en el nimero de

afios de consumo de tabaco era estadisticamente significativa en el grupo tumoral
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con respecto al grupo de riesgo, lo cual interpretamos como dos nuevos factores de

riesgo afadidos aunque ya conocidos en la literatura.

No se han objetivado en nuestra serie diferencias estadisticamente significativas
entre grupo tumoral y grupo de riesgo en lo referente a la influencia de un mayor o

menor consumo de tabaco.

El andlisis multivariante para la identificacion de factores predictores de riesgo
que actuan como variables independientes relacionadas con la existencia de
carcinoma broncogénico, estima que dichos factores serian el sexo, edad, habito
tabaquico y presentar PDH en p53 y/o pl6 en cavidad oral. Por lo tanto
pensamos que dichas variables deberian ser tenidas en cuenta a la hora de disefiar

un programa de diagnéstico precoz de carcinoma broncogénico.

Una vez ya determinado que presentar PDH en p53 y p16 es un factor de riesgo
para carcinoma broncogénico tratamos de determinar en qué subgrupos de sujetos

seria util hacer un seguimiento.

Se estima con nuestro estudio que ser ,exfumador u fumador activo con deteccién
de PDH en p53 y/o p16 en cavidad oral son factores adecuados para entrar en un

grupo de riesgo independientemente del sexo.

En nuestra serie el porcentaje de pacientes pertenecientes al grupo tumoral y de
los que no se disponia de muestra biolégica para los estudios genéticos fue elevado
(61,7%). Este hecho fue debido a que con frecuencia nos encontramos que las
muestras de pequefio tamafio obtenidas por técnicas endoscopicas se habian

agotado durante su procesamiento para estudio citolégico e histologico.
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Los llamados casos no informativos fueron de un 17% para p53, 10,6% para pl6y
14.9% para APC en el grupo tumoral. Estos casos aunque validos se correspondian
con sujetos que mostraban homocigosidad, o bien se diferenciaban en un par de
bases o muestran alteraciones microsatélites tipo inestabilidad. Pensamos, por
tanto, que para estudios de este tipo deben ser obtenidas mayor ndmero de
muestras que las habituales en técnicas endoscépicas y que deben ir identificadas

exclusivamente para estudio de alteraciones genéticas.

Se analiz6 la concordancia entre el resultado obtenido con las muestras en boca y
en tumor obteniendo una concordancia moderada para p53, buena para p16 y muy
buena para APC. La elevada concordancia de APC entre muestras de boca y tumor
nos hace plantear que aunque no obtuvimos una significacién estadistica para
afirmar que las PDH en APC a nivel de cavidad oral fuesen un factor de prondstico,
probablemente deberiamos tenerlo también en cuenta. Posiblemente un mayor
nimero de casos estudiados en la poblacién tumoral hubiese elevado la

significacion estadistica que en nuestra serie fue de p = 0,07.
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CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

5)

En nuestra serie el grupo tumoral tenia una historia tabaquica de mayor
duracidn respecto al grupo de riesgo. El nimero de afios de exposiciéon
al consumo de tabaco supone un factor prondstico mas significativo

para carcinoma broncogénico que el grado de consumo de tabaco.

El grupo tumoral presenta un mayor porcentaje de pérdidas de
heterocigosidad en el gen p53 y p16 a nivel de mucosa oral que el

grupo de riesgo y grupo control.

En nuestra serie la deteccién de pérdidas de heterocigosidad en los
genes p53 y pl6 en muestras de mucosa oral supone un factor

pronostico significativo para carcinoma broncogénico.

La presencia de pérdida de heterocigosidad en el gen APC en mucosa
oral no resulta estadisticamente significativa en los tres grupos de
estudio, por lo que no podemos afirmar su utilidad como marcador

pronoéstico para carcinoma broncogénico.

Las variables sexo vardn, edad > 60 afios, fumador activo o exfumador
y presentar pérdida de heterocigosidad en p53 y/o p16 en cavidad oral
pueden actuar como factores de riesgo relacionados con la existencia de

carcinoma broncogénico.
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6) El grado de concordancia entre las muestras obtenidas en cavidad oral
y en tumor fue moderada para p53, buena para p16 y muy buena para

APC.

7) El empleo de material citolégico exfoliado de cavidad oral puede ser util

para estudios de cribado poblacional en carcinoma broncogénico.
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