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RESUMEN

El cancer de pulmén es una enfermedad generada por la neoformacioén de las
células que conforman las diferentes estructuras pulmonares. Las
metaloproteasas (MMPS) son blancos terapéuticos en esta patologia, debido a
su actividad proteolitica que permite la degradacién de componentes esenciales
en las barreras tisulares favoreciendo la generacién de diferentes estados
patologicos, entre ellos el cancer, siendo de gran relevancia en este sentido las
colagenasas (MMP-2 y MMP-9). MMP-2 es una enzima capaz de degradar
proteoliticamente el colageno tipo IV presente en la matriz extracelular
permitiendo la migracion de las células tumorales. Estudios previos han
demostrado que los polimorfismos en la region promotora del gen MMP-2
implican un mal prondstico para los pacientes con cancer de pulmoén. El presente
estudio se centré en la identificacion en individuos de la poblacién ecuatoriana el
polimorfismo MMP-2 -1306 C/T (rs243865) debido a su asociacion con el cancer
pulmonar. Se recolectaron y procesaron 71 muestras de pacientes con cancer
de pulmén y 77 muestras de individuos sanos (controles). La determinacion
genotipica de casos y controles se realiz6 mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa y secuenciacion tipo Sanger. El polimorfismo rs243865 se identificd
Gnicamente en un paciente con cancer pulmonar y 28 individuos control.
Ademas, se identificaron nuevos polimorfismos en las posiciones 55477786,
55477824, 55477842, 55477846, 55477865, 55477881 y 55477883 en la region
promotora del gen MMP-2. La prueba estadistica de Fisher sefial6 que no existe
una asociacion estadisticamente significativa (p>0.05) entre la presencia del
polimorfismo rs243865 y el género en los controles. Sin embargo, se obtuvo una
significancia estadistica (p>0.05) entre el tipo histologico del cancer de pulmény
el consumo de tabaco. El andlisis de supervivencia de Kaplan-Meier mostré que
el tipo histolégico de cancer de pulmoén influye en el tiempo de supervivencia de
los pacientes. Finalmente, se puede concluir que el polimorfismo rs243865 en el
promotor del gen MMP-2 no constituye un factor prondstico para los pacientes

diagnosticados con cancer de pulmén en la poblacién ecuatoriana. No obstante,



los genotipos CT y TT podrian ejercer un papel protector para el desarrollo de

este tipo de neoplasia maligna.



ABSTRACT

Lung cancer is a disease generated by the neoformation of the cells that make
up the different lung structures. Metalloproteases (MMPS) are therapeutic targets
in this pathology, due of its proteolytic activity that allows the degradation of
essential components in tissue barriers favoring the generation of different
pathological conditions, among them cancer, being of great relevance in this
sense the collagenases (MMP-2 and MMP-9). MMP-2 is an enzyme capable of
proteolytically degrading collagen type IV present in the extracellular matrix
allowing the migration of tumor cells. Previous studies have shown that
polymorphisms in the promoter region of the MMP-2 gene imply a poor prognosis
for patients with lung cancer. The present study focused on the identification in
individuals of the ecuadorian population of the MMP-2 -1306 C/T (rs243865)
polymorphism owing of its association with lung cancer. Were collected and
processed 71 samples from patients with lung cancer and 77 samples from
healthy individuals (controls). The genotypic determination of cases and controls
were performed by the polymerase chain reaction and Sanger-type sequencing.
The rs243865 polymorphism was identified only in one patient with lung cancer
and 28 control subjects. Besides, new polymorphisms were identified at positions
55477786, 55477824, 55477842, 55477846, 55477865, 55477881 and
55477883 of the promoter region of the MMP-2 gene. Fisher's statistical test
indicated that there is no statistically significant association (p> 0,05) between
the presence of rs243865 polymorphism and gender in controls. However, a
statistical significance (p> 0,05) was obtained between the histological type of
lung cancer and tobacco consumption. Kaplan-Meier survival analysis showed
that the histological type of lung cancer influences the survival time of patients.
Finally, it can be concluded that the rs243865 polymorphism in the promoter of
the MMP-2 gene is not a prognostic factor for patients diagnosed with lung cancer
in the ecuadorian population. In spite of, CT and TT genotypes could play a

protective role in the development of this malignant neoplasm.
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1. CAPITULO I. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

El cancer de pulmén es un proceso sumamente complejo y parcialmente
conocido. Se ha observado que factores tanto ambientales como genéticos
desempeiian un papel primordial en la predisposicion para presentar este tipo de
neoplasia maligna. Entre los principales tipos histologicos de esta enfermedad
se encuentran: carcinoma de células pequefias, carcinoma de células no
pequefias, carcinoma de células grandes, carcinoma epidermoide vy
adenocarcinoma (Barros y Pérez, 2012). Las investigaciones en este tipo de
patologia se han centrado fundamentalmente en el estudio de genes que
codifican para proteinas involucradas en procesos de reparacion del ADN,
apoptosis y ciclo celular (Liu et al., 2011).

Las metaloproteasas de la matriz extracelular (MMPSs) integran una familia de
endopeptidasas dependientes de zinc. Dichas moléculas se encuentran
relacionadas con numerosos procesos fisiologicos y patolégicos. En la
actualidad conforman 5 grandes grupos: estromelisinas (MMP-3, MMP-10 y
MMP-11), colagenasas (MMP-1, MMP-8, MMP-13 y MMP-18), gelatinasas
(MMP-2 y MMP-9), MMPs de membrana (MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17,
MMP-24 y MMP-25) y matrilisinas (MMP-7 y MMP-26). De manera conjunta,
estas enzimas estan encargadas de la degradacion y la remodelacion de las

barreras tisulares (Decock et al., 2008; Tacheva et al., 2015).

Numerosos estudios sefialan que las MMPs, debido a su actividad proteolitica
estan implicadas en la progresion tumoral. Ademas, regulan procesos de
inflamacion, invasion, crecimiento celular, angiogénesis y supervivencia del
tumor. La metastasis y el potencial invasivo del tumor estan intimamente
correlacionados con la expresion de estas enzimas en diferentes tipos de
carcinomas (cancer de laringe, cancer cervical, carcinoma de mama, de prostata

y de pulmén) (Schveigert et al., 2013). La sobreexpresion de MMP-2, MMP-9 y



MMP-3 se ha comprobado en multiples tipos de neoplasias malignas entre ellas
las de pulmon, ovario y es6fago. También se las ha asociado con la progresion
tumoral y la reduccion sustancial de la supervivencia de los pacientes.
Concretamente se ha encontrado que la sobreexpresion de los genes que
codifican para la MMP-2 y la MMP-9 se relacionan con un tipo histolégico

especifico de cancer de pulmén (Gonzélez et al., 2012).

Estudios realizados con animales knock-out, concluyen de manera contundente
gue estas MMPs poseen propiedades protumorales (Gonzalez et al., 2012). Los
polimorfismos localizados en regiones promotoras de las MMPs pueden originar
cambios significativos en los niveles de expresion de estas proteinas influyendo
en la predisposicion y el pronéstico de la enfermedad. Por tal motivo, varias
investigaciones se han centrado en la identificacion de polimorfismos en los
genes que codifican para las MMPs 2, 3y 9 debido a su potencial influencia en
el desarrollo y progresion del cancer de pulméon (McColgan y Sharma, 2009;
Peng et al., 2010).

Una investigacion realizada en la poblacion china demostré que el polimorfismo
MMP-9 -1562 C/T esta relacionado con la supervivencia de los pacientes con
cancer de pulmén de células no-pequeiias (CPCNP) (Jin et al., 2009). Por otra
parte, un meta-analisis basado en modelos matematicos realizado en las
secuencias génicas de las MMPs sefiala que los polimorfismos MMP-2 -735 C/T,
y MMP-2 -1306 C/T constituyen un factor de riesgo en la poblacién asiatica para

desarrollar cancer pulmonar (Li et al., 2015).

El polimorfismo MMP-2 -1306 C/T se encuentra en la region promotora de dicho
gen provocando una menor actividad del mismo. Los resultados obtenidos en un
estudio en la poblacion china, sugieren que esta mutacion esta relacionada con
el riesgo de desarrollar cancer de pulmén, siendo los portadores del genotipo CC
los que poseen mayor riesgo para padecer la enfermedad si se asocia con
agentes cancerigenos como la nicotina (Yu et al., 2002). Un estudio realizado en

una poblacion espafiola revel6 que el polimorfismo MMP-2 -735 C/T no denota



una asociacion estadisticamente significativa con la disminucion del riesgo de
desarrollar cancer de pulmonar. Sin embargo, el genotipo MMP-2 -735 T/T se
encuentra relacionado con la reduccion significativa de la supervivencia de los
pacientes con CPCNP (Gonzalez et al., 2012).

Entre las técnicas mas utilizadas para el diagndstico se encuentran la citologia
de expectoracion, biopsia de tejido pulmonar y estudios radiologicos para el
CPCNP. La citologia de expectoracion se basa en la recoleccién de esputo
(secreciones bronquiales) mediante una broncoscopia o0 procesos de
expectoracion espontaneos e inducidos (inhalacion de una solucién salina),
posteriormente se realiza un estudio microscépico para determinar la presencia
de células anormales que indiquen un posible cancer pulmonar. (Mazzei et al.,
2012). La biopsia de tejido pulmonar consiste en la extraccion del tejido por
medio de una puncion (aguja), este procedimiento se puede realizar a través de
la traguea o mediante una cirugia (Amorin, 2013). La tomografia helicoidal
contrastada y tomografia computarizada helicoidal se basan en la generacion de
una imagen bidimensional a partir de una estructura tridimensional la cual es
proyectada. Los rayos X atraviesan al paciente y el haz de los rayos resultantes
son captados por un receptor del equipo, los mismos que son procesados en un
ordenador que genera una imagen en el monitor del cuadrante analizado
(Ramirez et al., 2008).

El cancer de pulmon puede ser tratado por medio de intervenciones quirdrgicas,
radioterapia y quimioterapia. La extirpacion del tumor es realizada por un cirujano
toracico el cual puede abordar de tres maneras el proceso quirdrgico. Una
neumonectomia que consiste en la extraccion total del pulmén afectado. La
lobectomia permite eliminar el I6bulo en el que se encuentra ubicado el tumor.
La segmentectomia es empleada cuando el tumor es pequefio y se enfoca en la
extirpacion del carcinoma con una minima porcion del pulmon (Saa et al., 1999;
Villegas et al.,, 2005). La radioterapia es una tecnologia que permite la
eliminacién de las células cancerosas debido a la exposicion con radiacién

ionizante dirigida especificamente a la zona tumoral. Este tratamiento puede



aplicarse como terapia paliativa o curativa (Rodriguez y Rodriguez, 2010). La
guimioterapia se suministra por via oral o intravenosa diversos farmacos que
permiten la eliminacion de las células cancerosas, previo al inicio del tratamiento
es necesario realizar andlisis de sangre y orina en los pacientes para establecer
la cantidad de leucocitos y globulos rojos. La administracion de la terapia se
realiza mediante ciclos de descanso e ingesta de los medicamentos, es
importante realizar conteo de globulos rojos y leucocitos en los ciclos de
descanso para precautelar la salud de los pacientes (Villegas et al., 2005).

1.2 Planteamiento del Problema

A nivel mundial el cancer de pulmén es una de las principales neoplasias
malignas, debido a sus altas tasas de incidencia y mortalidad. Segun datos y
estadisticas de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), los tumores malignos
de pulmén, estbmago, mama, higado y colon son los que mayor namero de
muertes provocan anualmente en todo el mundo. Uno de los principales factores
de riesgo es el consumo de tabaco ya que alrededor del 70% de las defunciones
a nivel mundial por cancer pulmonar se relacionan con este habito téxico. En
2012 las neoplasias malignas diagnosticadas con mayor frecuencia en el sexo
masculino fueron los carcinomas de pulmon, higado, prostata, estbmago y colon.
Mientras que en el sexo femenino los tumores de mama, cuello uterino, pulmon,
estbmago y colon fueron los de mayor incidencia. En el afio 2012, 1’590.000
personas fallecieron a causa del cancer de pulmon, por lo tanto, este dato indica
que alrededor del 88% de los pacientes diagnosticados fallecen (OMS, 2015;
Stewart y Wild, 2014).

En el Ecuador, de acuerdo con los datos proporcionados por el Registro Nacional
de Tumores del Hospital de la Sociedad de Lucha Contra el Cancer (SOLCA)
Nucleo Quito, en el afio 2012, debido al cancer pulmonar se reportaron 753
muertes de las cuales 321 pacientes correspondian al sexo femenino y 432
pacientes del sexo masculino. Por otra parte, estd neoplasia maligna a nivel

nacional se ubica como la tercera causa de muerte (Cueva et al., 2014). El



carcinoma pulmonar es la cuarta y sexta causa de muerte por tumores malignos
en el sexo masculino y femenino respectivamente, siendo el adenocarcinoma el
tipo histoldgico registrado con mayor frecuencia (Cueva y Yépez, 2014). Los
factores ambientales y genéticos son determinantes en la predisposicion y
desarrollo del cancer pulmonar. A nivel nacional esta patologia se ubicara en los
préximos afios como la primera causa de muerte por neoplasias malignas (Paz-
y-Mifio et al., 2010).

Allemani et al. (2015) sefialan que la tasa de supervivencia del cancer de pulmén
e higado es sustancialmente inferior en comparaciébn con otros tipos de
carcinomas. Estos porcentajes se ven reflejados en distintas regiones del mundo
(Tailandia y Mongolia del 7 al 8 %, América del Norte del 15 al 19 % y Europa 20
%). Estas alarmantes cifras se deben en gran medida a que los pacientes son
diagnosticados en estadios avanzados de la enfermedad. Generalmente, las
personas que presentan un estadio clinico Il o IV de esta neoplasia maligna,
acuden en busca de apoyo médico de forma tardia cuando aparecen los signos
de esta afeccion, lo cual dificulta una evaluacion precisa de dicha condicion en

estadios mas tempranos (Chen et al., 2014).

En el Ecuador se ha podido corroborar que existe una mayor incidencia de la
enfermedad en aquellas personas que consumen tabaco; adicionalmente se
observa una baja proporcién de pacientes diagnosticados en estadio | o Il, lo cual
evidencia la necesidad de métodos de diagnéstico rapidos y oportunos que
faciliten las intervenciones terapéuticas en el cancer pulmonar (Cuevay Yépez,
2014).

La citologia de expectoracion, biopsia de tejido pulmonar y radiografia de torax
como metodos de diagnodstico para el cancer pulmonar no contribuyen a la
disminucién de la mortalidad, debido a la baja tasa de deteccion de los tumores
malignos en las fases iniciales de la enfermedad (Arrieta et al., 2013). Métodos
de tamizaje como la tomografia helicoidal contrastada no son muy

recomendables, debido al riesgo que implica la exposicion prolongada a la



radiacion (Mahadevia et al.,, 2003). Por otra parte, se puede conseguir una
imagen que abarque todo el térax con la menor exposicidén posible a la radiacion
gracias a la tomografia computarizada helicoidal de baja dosis (TCBD). Esta
técnica es empleada en la localizacion de n6dulos pequefios que aparecen en el
CPCNP. Las lesiones se pueden identificar en las fases iniciales de la
enfermedad siendo uno de los métodos de tamizaje mas efectivos en cuanto a
la reduccion de la mortalidad se refiere (van Klaveren et al., 2009). Sin embrago,
su alto costo y la necesidad de personal altamente calificado son limitantes para
implementar dicho método como una medida de salud publica en paises en vias
de desarrollo (Arrieta et al., 2013).

La remocién del tumor maligno mediante procedimientos quirirgicos se aplica
como tratamiento principalmente en pacientes diagnosticados en fases | y Il con
CPCNP, debido a que existe una alta tasa de mortalidad postoperatoria en
estadios avanzados de la enfermedad, adicionalmente, el proceso de
recuperacion varia segun la salud y cantidad del tumor extirpado (Tanoue y
Detterbeck, 2009; Villar et al., 2016). Por otra parte, la radioterapia y
guimioterapia son métodos ampliamente utilizados para combatir el cancer
pulmonar. Sin embargo, estas terapias provocan la destruccion de las células
“sanas” y efectos secundarios (cansancio corporal, esofagitis, irritacion en la piel,
vomito, neurotoxicidad, pérdida de cabello y problemas respiratorios)
provocando malestar y dolor en los pacientes (Villar et al., 2016; Villegas et al.,
2005).

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General

Identificar los polimorfismos en el gen que codifica para la metaloproteasa MMP-

2 y su relacion con pardmetros clinicos patolégicos.



1.3.2 Objetivos Especificos

e Identificar polimorfismos en el gen que codifica para la metaloproteasa
MMP-2.

e Analizar larelacién entre estos polimorfismos y la incidencia, el pronéstico
y la supervivencia en los diferentes tipos histolégicos del cancer de

pulmén.

1.4 Justificacion

Factores epidemioldgicos, moleculares y genéticos del cancer de pulmén son
esenciales en el prondstico, desarrollo y supervivencia de los pacientes. El
creciente niumero de casos a nivel mundial y sintomatologia caracteristica de
esta enfermedad dificulta el diagnostico y tratamiento de manera oportuna
(Amorin, 2013). El andlisis de blancos terapéuticos como la MMP-2 aportaréa con
posibles soluciones en esta patologia ya que dicha proteasa esta involucrada

procesos de invasion y migracion de las células tumorales.

Actualmente, el desarrollo tecnol6gico, los conocimientos moleculares y
evidencias epidemioldgicas buscan desarrollar medicamentos que generen un
mejor efecto en los blancos terapéuticos acorde a la variabilidad y predisposicion
genética de los pacientes, ya que la eficacia, distribuciéon y metabolismo de los
farmacos estan intimamente relacionados con los factores genéticos (Crommelin
et al., 2013). Por lo tanto, la identificacion de polimorfismos en el gen que codifica
para la metaloproteasa MMP-2 en el cancer de pulmén en la poblacion
ecuatoriana, suministrara informacion esencial para el prondstico, incidencia y
supervivencia de los pacientes, con diferentes tipos histolégicos caracteristicos
de esta enfermedad. Ademas, se podra establecer la relacion entre la presencia
de polimorfismos con los diferentes tipos histoldgicos de este tipo de carcinoma.
Por otra parte, dado que el método de identificacion de polimorfismos es
relativamente sencillo, se podran implementar procedimientos de diagndstico

menos invasivos que la biopsia de tejido pulmonar o broncoscopia empleada en



la citologia de expectoracion y costosos como la tomografia computarizada

helicoidal de baja dosis.

Adicionalmente, el resultado obtenido en el presente proyecto de investigacion
permitira el desarrollo de intervenciones terapéuticas futuras mas efectivas en
correspondencia con el tipo histolégico y en estadios tempranos de la
enfermedad, puesto que tratamientos convencionales como la radioterapia y
quimioterapia pueden ejercer una serie de efectos adversos en la salud de los
pacientes (toxicidad hematica, digestiva, cardiaca, vesical, renal, gonadal,
pulmonar, dermatolégica y neurolégica) con cancer de pulmén, debido al amplio
espectro de los farmacos y radiaciones empleadas durante el tratamiento
(Ferreiro et al., 2003).



2. CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1 Tipos histologicos del cancer de pulmoén

El cancer de pulmén es una neoplasia maligna producida por una neoformacion
de las células epiteliales, esta abarca estructuras pulmonares como: mucosa,
bronquios y bronquiolos, es decir que son tumores primarios ubicados en los
tejidos bronco-pulmonares (Barros y Pérez, 2012). La clasificacion histoldgica

del cancer de pulmén se puede observar en la Figura 1.

El carcinoma microcitico o de células pequefias es una neoplasia maligna con
un amplio potencial invasivo y de rapido desarrollo. Este tipo histolégico abarca
aproximadamente el 15% de todos los carcinomas pulmonares. Las células
malignas dentro de esta clasificacion histolégica son de un tamafio pequefio y
presentan una desmesurada actividad mitotica. Ademas, los nédulos provocan
una necrosis de los tejidos debido a procesos de coagulacion. Generalmente, los
tumores suelen localizarse en zonas centrales del torax especialmente en el
mediastino (Gomez, 2010; Gullon, 1999).

El carcinoma de células grandes es un tumor maligno ampliamente
indiferenciado lo cual dificulta su clasificacibn. Muchos autores cuestionan la
existencia de este tipo histolégico ya que comunmente suele presentar
caracteristicas morfologicas similares al carcinoma escamoso u adenocarcinoma
(Gullon, 1999).

El carcinoma escamoso o epidermoide se presenta especialmente en las células
que conforman el epitelio de revestimiento. Generalmente esta neoplasia
maligna se encuentra en los bronquios principales o lobares. Este carcinoma
representa el 30% de todos los casos de cancer de pulmén y se relaciona de
forma muy marcada con el consumo de tabaco. De todos los tipos histoldgicos

es el que mas se relaciona con un buen prondstico. Las células suelen presentar
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puentes intracelulares y exhibir atipias que influyen en la generacion de queratina
(Ginsberg et al., 2007; Gullén, 1999).

El adenocarcinoma es una neoplasia maligna de tipo epitelial glandular,
principalmente se localiza en las células broncoalveolares, las cuales presentan
un desarrollo sdlido, acinar o papilar. Esta patologia engloba el 50% de todos los
casos de cancer de pulmén y se presenta con mayor frecuencia en los pacientes
no fumadores. Su clasificacién es complicada debido a la heterogeneidad de los
tumores, sin embargo, se caracteriza por la generacion de estructuras
glandulares o tubulares. Las células tumorales crecen lentamente en este tipo
histologico, pero pueden metastatizar en fases tempranas de la enfermedad
(Ginsberg et al., 2007; Gémez, 2010; Gullén, 1999).

Figura 1. Tipos histolégicos del cancer pulmonar.
Adaptado de Dho et al. (2016).

a) Carcinoma de células escamosas.
b) Adenocarcinoma.
¢) Carcinoma de células grandes.

d) Carcinoma de células pequefias.
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2.2 Factores de riesgo

El cancer de pulmén esta asociado a ciertos factores de riesgo ya sean estos
extrinsecos o intrinsecos. Dentro de los extrinsecos se encuentran el
tabaquismo, la dieta, la ocupacién laboral, la exposicion a la contaminacion

ambiental y a productos quimicos.

En el afio 1951 se realizaron los primeros estudios en los cuales se confirmé la
fuerte relacion existente entre el cancer pulmonar y el consumo de tabaco, en
una investigacion en la cual participaron 40,000 individuos del sexo masculino
(Doll et al.,, 1994). Por otra parte, se ha identificado que determinados
compuestos de la dieta pueden ejercer efectos nocivos o protectores “segun sea
el caso” en el desarrollo del cancer de pulmén. Estudios realizados en ratones
sefalan que existe un aumento en el proceso metastasico cuando la dieta es alta
en grasas (Doll et al., 1994; Yan y DeMars, 2014).

En lo que respecta a la ocupacion laboral, a nivel mundial en el afio 2000 se
estimo que el 10 % y el 5 % de muertes por cancer de pulmén en el sexo
masculino y femenino respectivamente se debieron a la exposicion a
carcindgenos tales como: el cromo, el asbesto, el esmog proveniente del diésel,
el silice, el arsénico, el cadmio, el niquel y el berilio en el puesto de trabajo
(Consonni et al., 2010). Las fuentes de contaminacion quimica como las
emisiones industriales, de vehiculos o de plantas de energia se asocian con el
cancer pulmonar, por lo tanto, se debe tomar en consideracién la importante
relacion que existe entre esta patologia y la contaminacion atmosférica en las

zonas urbanas (Barros y Pérez, 2012).

En lo que respecta a los factores intrinsecos, el historial familiar de cancer, el
sexo, la edad y los antecedentes personales han sido relacionados con
polimorfismos y la susceptibilidad genética para el desarrollo del cancer

pulmonar (Raimondi et al., 2005).
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2.3 Caracteristicas de la matriz extracelular (MEC)

Todas las células, tejidos y 6rganos animales se encuentran envueltos por una
red tridimensional altamente compleja denominada matriz extracelular. La MEC
esta involucrada en multiples procesos fisioldgicos tales como: actividad inmune,
tamiz biofisico de proteccidon, angiogénesis, recuperacion tisular, nutricion,
distribucion de fibras nerviosas y nervios, entre otras. Por otra parte, las
modificaciones en la MEC pueden estar mediadas por mecanismos epigenéticos
que son activados en la célula por el avance de fuerzas mecanicas hacia la
membrana basal y a su vez, dicha sefial se transmite al sistema de tensegridad
desencadenando la respuesta. Las modificaciones en la MEC originan pérdida
de las funciones fisiol6gicas mencionadas anteriormente, sobre todo, en la
actividad inmunolégica contra agentes tumorales, téxicos e infecciosos (Naranjo
et al., 2009).

La MEC se encuentra conformada esencialmente por 3 grandes grupos de
moléculas: proteinas estructurales, de adhesion y proteoglucanos. Todas estas
moléculas llevan a cabo actividades de manera conjunta como un complejo
funcional altamente especializado. La conformacion tridimensional de la matriz
extracelular esta constituida por fibras elasticas y el colageno, mientras que la
interaccion de célula a célula y/o matriz es mediada por las moléculas de
adhesion (glucoproteinas) que actian como sustrato intracelular. Finalmente,
para mantener el equilibrio acido basico e hidroeléctrico en la matriz intervienen
los proteoglucanos y glucosaminoglicanos (Murphy y Nagase, 2008; Silvera y
Barrios, 2002). En la Figura 2 se puede observar la estructura y componentes de

la matriz extracelular.
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Figura 2. Esquema de la matriz extracelular.
Adaptado de Megias et al. (2014).

2.4 Metaloproteasas (MMPs) y cancer

Las metaloproteasas de la matriz extracelular son un linaje de enzimas con una
extensa actividad sobre los componentes de la matriz extracelular, estas
endopeptidasas dependientes de zinc estan involucradas en el mantenimiento,
la formacién y la remodelacién de la MEC (Matrisian, 1992). Las MMPs alteran
los componentes de la MEC (proteinas estructurales, de adhesion,
glucosaminoglicanos y proteoglicanos) y ademas, procesan proteoliticamente
moléculas de adhesion, receptores y factores de crecimiento (Murphy y Nagase,
2008). Esta familia de proteasas actia de manera conjunta en distintos procesos
fisioldgicos y patoldgicos, y se ha sea observado que la accion de una de estas
enzimas puede afectar directamente la actividad de la otra (Fingleton, 2006).
Estudios previos han demostrado la implicacién de las MMPs en las distintas
etapas (migracion, invasion, metastasis y angiogénesis) de la progresiéon tumoral
(Gialeli et al., 2011) (Figura 3). Algunas de las aproximaciones terapéuticas en

distintos tipos de cancer se han centrado en el desarrollo de inhibidores para las
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metaloproteasas, no obstante, su efecto se ha visto limitado debido al amplio
espectro de los inhibidores empleados y la dosis efectiva de los mismos (Shay
et al., 2015).

2.4.1 Influencia de las MMPs en el potencial invasivo de las células

cancerosas

Las MMPs son de suma importancia en la migracion de las células tumorales ya
que debido a su actividad proteolitica pueden degradar las distintas barreras
fisicas de la MEC permitiendo la dispersion de los tumores malignos a través de
los vasos sanguineos. La formacion de invadopodias (estructuras abundantes
en actina) son esenciales para impulsar el proceso de invasién a nivel celular,
ademas, de la contribucion de varias desintegrinas (ADAMs), MMPs secretadas
(MMP-2Y MMP-9) y transmembrana (MMP-14) que conjuntamente desempefian
un papel fundamental en la degradacién de distintas estructuras de la MEC
permitiendo la progresion de las células cancerosas (Gialeli et al., 2011; Weaver,
2006) Por otra parte, se ha observado que la sobreexpresion de MMPs puede
incrementar el potencial invasivo del tumor. A su vez, la expresion de los
inhibidores tisulares de las metaloproteasas (TIMPS) reduce sustancialmente el
potencial invasivo de las células tumorales, sin embargo, la capacidad de
metastasis no depende Unicamente de la actividad invasiva de los tumores

malignos (Fingleton, 2006).

2.4.2 Papel de las MMPs en la proliferacion de células cancerosas

La accion proteolitica de ADAMs y MMPs es esencial en el proceso de
proliferacion de las células cancerosas ya que puede regular la secrecion de
diversos receptores celulares como el factor de insulin like growth factor (IGF) y
factores de crecimiento como el epidermal growth factor receptor (EGFR) que
cuando se sobreexpresan influyen en la progresion tumoral. La regulacion de las
distintas sefiales de proliferacion tumoral por parte de las ADAMs y MMPs

potencia el proceso de proliferacion celular en el cancer. Adicionalmente, los
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mucopolisacaridos podrian activar diversas MMPs y estas a su vez, generarian
una mayor secrecion de factores de crecimiento activos aumentando asi la
probabilidad de éxito en diversas fases de la proliferacion de las células
tumorales en el organismo (Gialeli et al., 2011; Maretzky et al., 2005; Nakamura
et al., 2005).

2.4.3 Implicacién de las MMPs en la apoptosis celular

La escisién del ligando Fas (inductor de la muerte celular) debido a la actividad
proteolitica de ADAMs y MMPs implica una sefial antiapoptoética para las células
tumorales proporcionandoles quimiorresistencia y resistencia a experimentar la
muerte celular programada. Por otra parte, se puede anular a las células natural
killer (NK) debido a la separacion proteolitica mediada por ADAMs de las
proteinas del complejo mayor de histocompatibilidad clase | (CMH I) que se
encuentran asociadas con las células tumorales (Gialeli et al., 2011; Kirkin et al.,
2007; Strand et al., 2004).

2.4.4 Papel de las MMPs en los procesos de angiogénesis y vasculogénesis

tumoral

Los procesos de expansion y migracién en el cancer dependen de forma directa
de la capacidad de las células cancerosas para formar nuevos vasos sanguineos
(angiogénesis). Inicialmente, las colagenasas deben degradar estructuras de la
MEC y posteriormente, favorecer la generacion de agentes angiogénicos. La
secrecion de los factores de crecimiento (basic fibroblast growth factor (FGFb) y
vascular endothelial growth factor (VEGF)) permite una mayor vasculogénesis
del tumor ya que la actividad de la MMP-9 provoca un aumento sustancial en la
concentracion de dichos factores en el organismo. Por otra parte, las MMPs no
se encargan Unicamente de promover los procesos angiogénicos, sino también
de regular la vasculogénesis y angiogénesis del tumor modulando Ia
accesibilidad a los distintos sustratos empleados durante dichos procesos
(Gialeli et al., 2011; Rundhaug, 2003).
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2.4.5 Rol de las MMPs en la adhesidn y transicion en el cancer

El procesamiento proteolitico de la laminina-5 y el colageno IV impulsa la
movilizacion de las células tumorales debido, a las intervenciones de las ADAMs
y MMPs en las interacciones entre las células y en los procesos fisioldgicos que
implican a la MEC. Las transiciones morfoldgicas en el epitelio mesenquimal se
han asociado con la sobreexpresion de multiples MMPs. Durante este proceso
existe una disminucion en las interacciones intracelulares, una reduccion
sustancial de la adhesion entre células y una pérdida notable en la polaridad de
dicho sistema, potenciando la migracion de las células tumorales. Por otra parte,
el aumento de la forma activa de MMP-2 debido a la presencia de hialuronano

fomenta la progresion tumoral (Gialeli et al., 2011; Polyak y Weinberg, 2009).

LEVEL 1: Carcinoma LEVEL 3: EMT - Migration - Invasion @ Normal epithelium
Matrix proteolytic degradation Shape change — motility
> =3 @ Carcinoma
@ T ? ‘ ;\« Extracellular Matrix
epithelial . mesenchymal
LEVEL 2: Cell dissociation LEVEL 4: Angiogenesis i
Cell adhesion disruption Intravasation — Dissemination S
A \ 4 Z
% Cell-cell adhesion receptors
9 Induces
Tumor Blood vessel I Inhibits
2 Proposed action

Figura 3. Papel de las MMPs en las distintas etapas de la progresion tumoral.
Tomado de Bourbouliay Stetler (2010).

2.5 Polimorfismos en MMPs

Los polimorfismos (SNP) son variaciones genéticas que se encuentran en mas
del 1 % de la poblacion. Estos cambios en el ADN en su mayoria no generan
efectos adversos, pero son Utiles para identificar caracteristicas intrinsecas en
distintas poblaciones. No obstante, estos SNPs pueden ubicarse en regiones
codificantes o reguladoras generando modificaciones en los niveles de expresion

del gen afectado. Se ha observado que los polimorfismos en las regiones
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promotoras de las MMPs alteran los niveles de expresion de estas proteasas
impidiendo o favoreciendo el avance o el grado de riesgo para diferentes

patologias, entre ellas el cancer (Fingleton, 2006).

La identificacion de polimorfismos en el cancer de pulmon se ha centrado en el
reconocimiento de variaciones genéticas que podrian suponer un factor de
riesgo para el desarrollo de esta neoplasia maligna. La determinacion de dichos
biomarcadores suministra informacién esencial para identificar factores de riesgo
y permitir el desarrollo de tratamientos y sistemas de deteccion mucho mas
eficientes en el cancer pulmonar. Numerosas investigaciones han determinado
gue los polimorfismos en diversos genes influyen en el potencial invasivo de las

células cancerosas (Marshall y Christiani, 2013).

2.6 MMP-2 (Gelatinasa-A)

En lo que respecta a la gelatinasa-A (MMP-2) su importancia estad dada por el
hecho de que puede unirse y degradar el colageno y la elastina, debido a que
posee en su dominio catalitico tres dominios ricos en cisteina. La expresion de
esta proteina se encuentra regulada por moléculas tales como: agentes
tumorales, citoquinas, factores de crecimiento y oncogenes (Morgunova et al.,
1999; Sternlicht y Werb, 2001). La gelatinasa A es una enzima de 72 kDa que se
encuentra distribuida principalmente en las células endoteliales vy fibroblastos,
ademas, ha sido localizada en células tumorales malignas (Birbian et al., 2014;
Urbina, 2005). En la Figura 4 se puede observar la estructura basica de las

gelatinasas.
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Figura 4. Esquema de la estructura basica de las gelatinasas.
Tomado de Chaudhary et al. (2010).

El gen MMP-2 se encuentra ubicado en el brazo q del cromosoma 16, algunos
de los polimorfismos mas importantes que se han identificado, se encuentran
ubicados en la region promotora del mismo. En la Figura 5 se muestra una

representacion grafica de la ubicacion del gen MMP-2.
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Figura 5. Mapa del cromosoma 16 del Homo sapiens y ubicacién del gen MMP-
2 en el mismo.
Adaptado NCBI (2016).

Una investigacion en cancer de pulmon en la poblacion china demostré que los
individuos con el genotipo CC para el polimorfismo MMP-2 -1306 C/T (rs243865)
presentaban una mayor expresion de la enzima en relacién con los genotipos CT
y TT respectivamente (Yu et al., 2002). Por otra parte, en el cancer de esé6fago
en una poblacion china se identifico la asociacion entre los polimorfismos MMP-

2 -735 C/T y -1306 C/T y el riesgo para presentar la patologia en los individuos
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analizados. En este estudio, el genotipo CC para ambos SNPs implicé una mayor
expresion génica en contraste con los genotipos CT y TT respectivamente (Yu
et al., 2004). Finalmente, Zhang et al. (2013) mediante un meta-analisis
establecieron que los polimorfismos MMP-2 -1306 C/T Y MMP-3 -1171 5A/6A
representan un factor de riesgo en distintos tipos de cancer, sin embargo, se
detectd una variacién en la distribucion de los distintos genotipos segun el origen

étnico de los individuos estudiados.

2.7 Factor de transcripcion SP1

La regulacion de la expresion génica en los organismos eucariotes esta
modulada por factores de transcripcion los cuales actian de manera selectiva en
la regiébn promotora de los genes, ya que este tipo de moléculas se enlazan a
determinadas secuencias en el ADN regulando los procesos de transcripcion y
sintesis del ARN de una manera sistémica. Si bien no se conoce con exactitud
los mecanismos que regulan la transcripcion, una serie de analisis sugieren que
la especificidad tisular en dicho proceso esta modulada por este tipo de

biomoléculas debido a su unién especifica al ADN (Briggs et al., 1886).

Dentro de la familia de los factores transcripcionales denominados dedos de zinc
Cys2His2 se encuentra Spl. Esta biomolécula se une de manera selectiva en la
region promotora de los genes cuya secuencia es rica en GC generando
modificaciones post transcripcionales (sumoilacion, fosforilacion, glicosilacion,
ubiquitinacion y acetilacion), ademas esta implicada en la expresién de varios
genes esenciales en procesos del ciclo celular como: crecimiento, apoptosis,

metabolismo y diferenciacion (Infantino et al., 2011; Kaczynski et al., 2003).

Un estudio en glioma demostré la influencia de la expresion de MMP-2 sobre el
potencial invasivo de este tumor cancerigeno. Se observo que los reguladores
transcripcionales que trabajan en cis como (Spl) son esenciales en la regulacion
de los niveles de expresion de MMP-2, permitiendo asi la invasion por parte de

las células de glioma, de modo que, Spl juega un papel vital en la expresion
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constitutiva de esta enzima. Teniendo en cuenta estas premisas, las estrategias
terapéuticas para esta enfermedad podrian centrarse en la modulacién de la
expresion del gen MMP-2 (Qin et al., 1999).

Una investigacion en cancer de mama demostré que el compuesto Indol-3-
carbinol (I3C) posee propiedades antitumorales y su actividad se centra en la
MMP-2. Los resultados del estudio demuestran una inhibicion de la transcripcion
del gen de esta gelatinasa, debido a que el I3C impide la union del factor
transcripcional Sp1l al promotor del gen influyendo asi en su transcripcion. Estos
resultados muestran que la capacidad de invasion y migracién de las células
cancerosas puede afectarse gracias a la accion de farmacos dirigidos hacia una
MMP especifica. (Hung y Chang, 2009).
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El disefio experimental de la presente investigacion se puede observar en la

Figura 6.
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Figura 6. Esquema del disefio experimental realizado en el presente estudio.
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4. CAPITULO IV. METODOLOGIA
4.1 Recoleccion de las muestras

El presente estudio se llevd a cabo bajo la direccion cientifica de la Dra. Alina
Aguirre, Ph.D, en el Instituto de Investigaciones Biomédicas de la Universidad de
las Américas (lIB) como parte del proyecto “Polimorfismos en genes de
metaloproteasas como factores pronostico en el cancer de pulmén en la
poblacién ecuatoriana” aprobado por el Comité de Etica y Bioética para la
investigacion de la Universidad de Las Américas (CEBE). Para llevar a cabo
esta investigacion, se recopilaron 71 muestras de tejido tumoral (cancer de
pulmén) fijadas en formalina y embebidas en parafina de pacientes
diagnosticados con cancer pulmonar en el hospital de la Sociedad de Lucha
Contra el Cancer del Ecuador (SOLCA) nudcleo Quito. Como controles se
emplearon 77 muestras de ADN obtenidas de sangre periférica de individuos
sanos, disponibles en el banco de muestras del Instituto de Investigaciones
Biomédicas de la Universidad de las Américas. Las muestras fueron
seleccionadas siguiendo los siguientes criterios de exclusion e inclusioén (Tabla
1).



Tabla 1.
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Criterios de exclusion e inclusion para la seleccidon de las muestras patologicas

y los controles.

Criterios Muestras patoldgicas Controles

Inclusion Pacientes con cancer de Personas no diagnosticadas
pulmon histolégicamente con cancer de pulmaon.
diagnosticado por estudio de
biopsia.
Consentimiento informado por Consentimiento informado por
escrito para participar en el escrito para participar en el
estudio del paciente o su estudio de la persona o0 su
representante legal. representante legal.
Disponibilidad de los datos Disponibilidad de los datos
clinico patologicos de los clinico patologicos de las
pacientes. personas.

Exclusion Tumores pulmonares sin Personas diagnosticadas con
diagndstico confirmado. cancer de pulmén.
Historia previa de otras Historia previa de otras
neoplasias. neoplasias.

Pacientes que hayan recibido
algun tratamiento para el

cancer previo a la cirugia.

4.2 Microcortes de los bloques de parafina con tejido tumoral fijado con

formalina

Los cortes histolégicos correspondientes a cada muestra y tefiidos con

hetoxilina-eosina fueron evaluados al microscopio éptico por un patélogo que

sefal6 en cada uno la zona correspondiente al tumor. Para el procesamiento de

las muestras embebidas en parafina, la zona tumoral en cada bloque se corto

empleando un micrétomo (Slee, USA), mediante el cual se realizaron 7 micro-
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cortes de 5 a 8 uym de grosor. Posteriormente, los micro-cortes fueron

depositados en tubos eppendorf estériles de 1,5 mL y almacenados a -20°C.

4.3. Desparafinacion del tejido tumoral

El termo bloque AccublocK™ Digital Dry Bath (Labnet, USA) se precalent6 a
65°C. En tubos eppendorf estériles de 1,5 mL se colocaron 3 micro-cortes del
tejido tumoral a los que se les afiadié 1 mL de xilol (CeH4(CHz)2) y se mezclé con
vortex por 1 min. Seguidamente, las muestras se incubaron durante 5 min en el
termo bloque a 65°C. Una vez culminada la incubacién se centrifugé a 12000
rpm durante 3 min y se descarto el sobrenadante retirAndolo con la ayuda de una
pipeta de 1000 uL sin tocar el pellet formado en la base del tubo. Se repitio el
lavado con xilol. A continuacién, se agregé 1 mL de etanol al 100% y se mezcld
con vortex por 1 min. Las muestras se centrifugaron a 12000 rpm durante 3 min
y se procedio a descartar el sobrenadante con una pipeta de 1000 uL sin tocar
el pellet formado en la base del tubo. Se repitié el lavado con etanol al 100%.

Finalmente, se afiadi6é 20 uL de agua MiliQ estéril.

4.4 Extraccion de ADN gendémico a partir de tejido tumoral (Cancer de

Pulmaén)

Para la extraccion de ADN se siguio el protocolo disefiado por el kit High Pure
PCR Template Preparation (Roche, USA). En primera instancia se realiz6 la
digestion enzimatica. Se vertieron 200 uL del buffer de lisis de tejido (Tissue Lysis
Buffer) del kit y 40 yL de proteinasa K reconstituida a cada una de las muestras
previamente sometidas al proceso de desparafinacion, se mezclaron
brevemente con vortex y fueron incubadas a 37°C en el termo bloque toda la

noche.

Posteriormente se realiz0 la lisis celular y precipitacion del ADN. Se afiadieron
20 uL de proteinasa K reconstituida y se incubaron las muestras a 55°C por 2

horas. A continuacién, se agregaron 200 uL de Binding Buffer se mezclaron con
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vortex por 1 min y se incubaron a 70°C por 10 min en el termo bloque. Una vez
culminado el proceso de incubacion se vertieron 100 uL de isopropanol (CsHsO),
se mezcloé mediante vértex por 1 min y se transfirié todo el liquido a una columna
de purificacién con su respectivo tubo colector para centrifugarse a 8000 g
durante 1 min. El termo bloque fue precalentado con el Elution Buffer a 70°C.
Sucesivamente, se procedio a los lavados y elucion del ADN. Se descart6 el tubo
colector y se coloco la columna de purificacion en uno nuevo. Se afadieron 500
ML de Wash Buffer y se centrifugd a 8000 g por 1 min. Nuevamente se descartd
el tubo colector y se introdujo la columna de purificacion en nuevo tubo colector.
Se repitié el procedimiento de lavado, con la diferencia que se descart6 el liquido
que contenia el tubo colector para ser rehusado. Se centrifugd a maxima
velocidad durante 10 s para retirar los remanentes del Wash Buffer. Finalmente,
se introdujo la columna de purificacion en un tubo eppendorf estéril de 1,5 mL se
afnadieron 30 pL de Elution Buffer precalentado a 70°C y se centrifugd a 8000 g
por 1 min. Las muestras de ADN gendmico fueron almacenadas a -20°C.

4.5 Extraccion del ADN gendmico a partir de sangre periférica

Para la extraccion de ADN se siguio el protocolo disefiado por el kit High Pure
PCR Template Preparation (Roche, USA). El Elution Buffer se precalent6 a 70°C
en el termo bloque AccublocK™ Digital Dry Bath (Labnet, USA). En primera
instancia, se vertieron 200 uL de sangre total y el Binding Buffer con 40 uL de
proteinasa K (reconstituida) en tubos eppendorf estériles de 1,5 mL, se mezclo
con vortex y se incubd a 70°C por 10 minutos. Una vez culminado el proceso de
incubacion se anadieron 100 pL de isopropanol (CsHsO), se mezcldo mediante
vortex y se transfirio todo el liquido a una columna de purificacion con su
respectivo tubo colector para centrifugarse a 8000 g por 1 min. Se descarto el
tubo colector y se colocé la columna de purificacién en uno nuevo. Se afiadieron
500 pL de Inhibitor Removal Buffer y se centrifugd a 8000 g por 1 min.
Sucesivamente, se afadieron 500 uL de Wash Buffer y se centrifugo a 8000 g
por 1 min. Nuevamente se descart6 el tubo colector y se introdujo la columna de

purificacién en nuevo tubo colector. Se repitio el procedimiento de lavado, con la
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diferencia que se descartd el liquido que contenia el tubo colector para ser
reusado. Seguidamente, se centrifugé a maxima velocidad durante 10 s para
retirar los remanentes del Wash Buffer. Finalmente, se introdujo la columna de
purificaciéon en un tubo eppendorf estéril de 1,5 mL se anadieron 200 uL de
Elution Buffer precalentado a 70°C y se centrifugé a 8000 g por 1 min. Las

muestras de ADN gendmico fueron almacenadas a -20°C.

4.6 Cuantificacion de ADN gendmico

Para establecer la pureza y concentracion de ADN gendmico obtenido de cada
una de las muestras se emple6 el equipo Nanodrop 2000 UV-VIS
spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, USA). Para ello se utilizaron 2 pL
de ADN de cada una de las muestras para determinar la absorbancia a una
longitud de onda de 260 nm. La pureza del ADN gendmico obtenido se establecio
mediante la relacion de las absorbancias de 260/280 nm, valores entre 0,8-1 se

considera como un grado alto de pureza.

4.7 Determinacion de genotipica

4.7.1 Amplificacion del fragmento del gen MMP-2 que contiene el

polimorfismo rs243865.

Se utilizaron cebadores especificos reportados en la literatura por Yu et al. (2002)
para la amplificacion del polimorfismo rs243865 (MMP2-1306 C/T). La secuencia

de nucleodtidos de los cebadores se detalla en la Tabla 2.
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Tabla 2.
Cebadores especificos empleados en la amplificacion del gen MMP-2 del

polimorfismo rs243865.

Cebadores Secuencias Amplicén

MMP2-1306 FW 5'CTGACCCCCAGTCCTATCTGCC3'

295 pb
MMP2-1306 RV 5TGTTGGGAACGCCTGACTTCAGS3 g

Para la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se realizaron diluciones del
ADN de las muestras a una concentracion de 20 ng/uL. La Master Mix se ajusto
a un volumen de reaccién de 20 yL. Se emplearon 10,88 pL Agua Milli-Q, 4 uL
de 5X Green Go Taqg ® Reaction Buffer (Promega, USA), 0,4 uL de
deoxinucledtidos trifosfato (10 mM), 1,2 uL de MgClz (50 mM), 0,4 uL de DMSO
(dimetilsulféxido 100%) 0,4 uL de Platinum ™ TAQ DNA Polymerase (5 U/ uL),
(Invitrogen, USA), 04 pupyL del cebador MMP2-1306-FW 5
CTGACCCCCAGTCCTATCTGCC 3' (10 pM), 0,4 pL del cebador MMP2-1306-
RV 5 TGTTGGGAACGCCTGACTTCAG 3' (10 uM) y 2 uL de ADN gendmico (20
ng/uL) de cada una de las muestras. El termociclador SureCycler 8800 (Aligent
Technologies, USA) fue el equipo empleado en la amplificacion del gen de

interés. Las condiciones de PCR optimizadas se especifican en la Tabla 3.

Tabla 3.
Condiciones de PCR empleada en la amplificacion del gen MMP-2 del

polimorfismo rs243865.

Etapas Tiempo (min) Temperatura (°C) Ciclos
Denaturacion inicial 15 95 1
Denaturacion final 0,5 95
Hibridacion 1 64 40
Elongacion Inicial 2 72

Elongacion final 7 72 1




28

Por otra parte, la comprobacién del amplicon de 295 pb del gen MMP-2 se llevo
a cabo mediante una electroforesis horizontal en gel de agarosa al 2%. El agar
liofilizado se diluy6é en el buffer Tris-borato 1X (TBE) mediante el uso de un
microondas. Seguidamente, por cada 20 mL de solucién preparada se le agregé
1 uL de bromuro de etidio. Los productos de PCR fueron cargados en los
respectivos pocillos del gel que se encontraba en el interior de la camara de
electroforesis, el mismo que estaba embebido en TBE 1X y se emple6é un
marcador de peso molecular de 100 pb para comprobar la talla del fragmento de
interés. La migracion de los amplicones obtenidos se realiz6 por medio de un
campo eléctrico de 100 V durante 35 minutos. Finalmente, en el transiluminador

de luz UV ImageQuant 300 se visualizé el resultado del gel.

4.7.2 Purificacién del producto de PCR mediante Ampure

El método de purificaciéon empleando el kit Agencourt AMPure XP se basa en la
separacién de los amplicones obtenidos en la técnica de PCR mediante la union
selectiva de los fragmentos de ADN a perlas magnéticas, ya que el compuesto
contiene un tampdn especial y granulos paramagnéticos en una fase solida lo
que facilita la separacion de los reactivos remanentes (polimerasa, buffers,

cebadores, sales y dNTPs) empleados en la PCR (BeckmanCoulter, 2009).

Una vez corroborada la presencia del fragmento del gen MMP-2 del polimorfismo
rs243865 en el gel de agarosa al 2% se realiz6 un protocolo de purificacion de
dichos amplicones para retirar remanentes o contaminantes en la PCR realizada
previamente. En primera instancia se balance6 el compuesto Agencourt AMpure
XP (Beckman Coulter, USA) a temperatura ambiente y se homogenizo por medio
de vortex durante 3 min. A continuacion, se agregaron 15 yL de AMpure por cada
10 pL del producto de PCR de cada una de las muestras, se mezclé con vortex
y se incubd a temperatura ambiente por 5 minutos. Posteriormente, los tubos se
colocaron en una placa magnética y se dejaron incubar durante 5 minutos hasta
gue se visualizé la formacion de un anillo y el liquido en el interior de los tubos

se tornd totalmente claro. Con una micropipeta el liquido fue absorbido y
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descartado en papel absorbente, durante el proceso se tuvo mucho cuidado en
no tocar el anillo formado por la interaccion de las perlas de la placa magnética
y el ADN. Seguidamente, se realizaron 2 lavados con etanol al 100%, para ello
se agregaron 200 pL del alcohol y se incubé durante 30 segundos. El etanol fue
retirado de las muestras por medio de la inversion de la placa magnética sobre
papel absorbente. Los residuos del alcohol fueron separados con una
micropipeta. Por otra parte, la placa magnética con las muestras se coloco en la
incubadora a una temperatura de 37°C por 15 minutos para favorecer la
evaporacion de los remanentes del etanol. Una vez culminada la incubacion los
tubos se retiraron de la placa magnética y se colocaron en una gradilla, se
adicionaron 30 pL de Agua Milli-Q y se mezcld con vértex por 1 minuto. A
continuacion, los tubos se introdujeron en la placa magnética para ser incubados
durante 30 segundos a temperatura ambiente. Finalmente, el liquido en el interior
de los tubos se torno transparente y se lo trasvas6 a nuevos tubos eppendorf

estériles ya que contenia el ADN purificado de los fragmentos de interés.

4.7.3 Reaccién en cadena de la polimerasa para secuenciacién

Una vez purificados los fragmentos de ADN de interés se realizé la PCR de
secuencia por medio del kit BigDye Terminator mix v3.1 Cycle Sequencing. Este
protocolo se basa en marcar con fluorocromos especificos a los nucleétidos del

ADN molde de doble o simple cadena (AppliedBiosystems, 2010).

La PCR de secuenciacion se ajusté a un volumen de reaccién de 6 pL y se realizo
en oscuridad. La Master Mix contenia 0,9 yL de 5x BigDye Terminator
Sequencing Buffer, 0,5 yL de BigDye Terminator mix v3.1 (Applied Biosystems,
USA), 1,6 uL del cebador MMP2-1306-FW 5' CTGACCCCCAGTCCTATCTGCC
3' (1 uM) o del cebador MMP2-1306-RV 5' TGTTGGGAACGCCTGACTTCAG 3'
(10 uM) y 3 pL del producto del proceso de purificacion. Las condiciones de PCR
se detallan en la Tabla 4.
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Tabla 4.

Condiciones de la PCR de secuencia.

Etapas Tiempo (min) Temperatura (°C) Ciclos
Denaturacion inicial 3 96 1
Denaturacion final 0,1 96
Hibridacion 0,05 50,5 25
Elongacién 4 60

4.7.4 Purificacién del producto de la PCR de secuencia mediante Cleanseq

y secuenciacion de ADN tipo Sanger

El método de secuenciacion tipo Sanger mediante electroforesis capilar se
sustenta en la técnica de PCR ya que se emplean cebadores especificos para
flanquear una region de interés. El proceso de replicacion del ADN se detiene
con la adicion de dideoxinucleétidos (ddNTPs) que se encuentran marcados con
is6topos radioactivos o con fluorocromos de manera especifica para cada una
de las bases nitrogenadas. Posteriormente, se separan los fragmentos de ADN
marcados por medio de una electroforesis de alta resolucién. Finalmente, un
laser excita a los fluorocromos presentes en el ADN que emiten fluorescencia a
diferentes longitudes de onda para cada una de las bases nitrogenadas y un
sistema computarizado traduce estas sefiales luminicas. (Paz-y-Mifio y Lopez,
2014; Shendure y Ji, 2008).

Tras obtener el producto de la PCR de secuencia se empleé el kit Agencourt®
CleanSeq ® Dye-Terminator Removal. Este método de purificacion se sustenta
bajo el principio de separacion por inmovilizacion reversible en una fase solida
ya que los amplicones de interés de adhieren a las perlas magnéticas y esto
facilita la purificacion de los fragmentos de ADN de interés de los reactivos

remanentes empleados en la PCR de secuencia (BeckmanCoulter, 2006).

Primeramente, se balanceé el compuesto Agencourt CleanSeq ® (Beckman

Coulter, USA) a temperatura ambiente y se homogenizé por medio de vértex
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durante 3 min. Seguidamente, se agregaron 16,2 uL de etanol al 85% y 2 L del
compuesto por cada 6 uL del producto obtenido de la PCR de secuencia, se
mezcl6 con vortex y se incubd a temperatura ambiente por 3 minutos en la placa
magnética hasta que se formo el anillo y el liquido se tornd totalmente claro. A
continuacion, se aspiré el liquido y se descartd6 en papel absorbente. Se
realizaron 2 lavados con etanol al 85%, para ello se agregaron 100 uL del alcohol
a cada una de las muestras y se incub6 durante 30 segundos. El etanol fue
retirado de las muestras por medio de la inversion de la placa magnética sobre
papel absorbente. Por otra parte, la placa magnética con las muestras se coloco
en la incubadora a una temperatura de 37°C por 15 minutos para favorecer la
evaporacion de los remanentes del etanol. Una vez culminada la incubacion los
tubos se retiraron de la placa magnética y se colocaron en una gradilla, se
adicionaron 20 yL de Agua Milli-Q y se mezclé con voértex por 1 minuto. A
continuacion, los tubos se introdujeron en la placa magnética para ser incubados
durante 30 segundos a temperatura ambiente. Finalmente, el liquido en el interior
de los tubos se torné transparente y se lo trasvasé a la placa del secuenciador
Genetic Analyzer 3130 (Applied Byosistems, USA). El liquido contiene los
fragmentos de ADN purificados. El analisis genotipico se realizé con el software
Geneious 8.1.6 (Biomatters, USA).
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5. CAPITULO V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Historias clinicas y encuestas biomédicas

En el presente estudio se analizaron 71 muestras de tejido tumoral (cancer de
pulmaon) fijadas con formalina y embebidas en parafinay 77 muestras de sangre
periférica de individuos sanos (controles) a los cuales se les realizo una encuesta
biomédica. Se compilé la informacion del historial clinico como: edad, sexo,
diagndstico, tiempo de supervivencia, consumo de alcohol y consumo de tabaco.
Los datos obtenidos de las historias clinicas y las encuestas biomédicas se

recopilaron en una base de datos.

5.1.1 Distribucion por edad y género

Se analizaron 71 muestras de pacientes diagnosticados con cancer de pulmén.
El 56,34% de las muestras correspondian al sexo masculino y el 43,66% al sexo
femenino. La distribucion por edades se comporté como se describe a
continuacion. En el sexo masculino el 22,54% de los pacientes presentaban
edades comprendidas entre 68-84 afios y un porcentaje similar en el rango de
51-67 afios, mientras que en el género femenino el 21,13% de los pacientes se
encontraban en un rango de edad entre los 51-67 afios. La distribucion por edad

y sexo se resume en la Tabla 5.

Tabla 5.
Distribucién por edad y sexo de los pacientes diagnosticados con cancer de

pulmén incluidos en el estudio.

Edad Hombres Porcentaje Mujeres Porcentaje Total
17-33 2 2.82 1 141 3
34-50 6 8.45 8 11.27 14
51-67 16 22.54 15 21.13 31
68-84 16 22.54 7 9.86 23

Total 40 56.34 31 43.66 71
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Los registros de cancer de pulmon en el Ecuador sefialan un mayor nimero de
casos e incidencia de esta patologia en el sexo masculino. Sin embargo, se ha
observado un incremento en la incidencia de esta neoplasia maligna en el sexo
femenino en la ciudad de Quito (Cueva y Yépez, 2014). Varias investigaciones
han determinado en diferentes poblaciones una distribucion por edad similar a la
encontrada en el presente estudio. Paz-y-Mifio et al. (2010) sefalan que los 68
afos es la edad promedio de diagnéstico en los pacientes con cancer pulmonar
en la poblacién ecuatoriana. Sin embargo, en un estudio realizado en una
poblacion norteamericana se establecid que la edad media de los pacientes
diagnosticados con cancer pulmonar fue 59 afios en ambos géneros masculino
y femenino. (Wahbah et al., 2007). Finalmente, el rango de edad mas frecuente
en los pacientes con cancer de pulmoén en una investigacion realizada en una

poblacién china fue 55-64 afios (Zou et al., 2014).

Por otra parte, en el estudio se analizaron 77 muestras de personas “sanas” (que
se emplearon como controles). El 49,35% de las muestras correspondieron al
sexo masculino y el 50,65% al sexo femenino. La distribucion por edades reveld
gue en ambos el 31,17% de los individuos estaba comprendido en el rango de
edad entre 17-33 afios. La distribucién por edad y sexo de los controles se

resume en la Tabla 6.

Tabla 6.

Distribucion por edad y sexo de los controles.
Edad Hombres Porcentaje Mujeres Porcentaje Total
17-33 24 31.17 24 31.17 48
34-50 9 11.69 7 9.09 16
51-67 3 3.90 8 10.39 11
68-84 2 2.60 0 0.00 2

Total 38 49.35 39 50.65 77
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5.2 Habitos téxicos

Los habitos de consumo de tabaco y alcohol se estudiaron tanto en los pacientes
como en los controles. Los datos se resumen en las tablas 7-8 y en las Figuras
7 y 8 respectivamente. El 53,52% de los individuos con cancer de pulmoén vy el
59,74% de los sujetos control no presentaban historial de tabaquismo. Por otra
parte, el 61,97% de los pacientes con cancer pulmonar no consumian alcohol,
sin embargo, el 63,64% de los individuos control refirié ingestion ocasional de
bebidas alcohdlicas.

Tabla 7.

Historial de tabaquismo en pacientes y controles.

Consumo de tabaco

Criterio Casos Controles
N % N %
Actual 25 35.21 8 10.39
Ocasional 5 7.04 12 15.58
Anterior 2 2.82 7 9.09
Pasivo 1 1.41 4 5.19
Nunca 38 53.52 46 59.74
100.00
90.00
o 8000
S~ 70.00
% £0.00
‘© 50.00
3 2000
S 3000
& 2000
10.00
0.00 ‘ —- —
Actual QOcasional Anterior Paswo Nunca
m Casos 35.21 2.82 141 53.52
mControkes|  10.39 1558 | 909 5.19 59.74
Consumo de tabaco

Figura 7. Distribucion porcentual de la poblacion de estudio segun el consumo
de tabaco.
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Tabla 8.

Frecuencia de consumo de alcohol en pacientes y controles.

Consumo de alcohol

Criterio Casos Controles
N % N %
Actual 11 15.49 5 6.49
Ocasional 15 21.13 49 63.64
Anterior 1 1.41 1 1.30
Nunca 44 61.97 22 28.57
100.00
90.00
80.00
39 70.00
-:.—f'- 60,00
= 5000
2 ap00
o 3000
o

20.00

o L
0,00

Actual Ocasional Anterior Munca
mLasos 15.49 21.13 141 61.97
mCortroles 6.49 B3.64 130 2857

Consumo de alcohol

Figura 8. Distribucion porcentual de la poblacién estudiada segun el consumo de
alcohol.

5.3 Clasificacion histolégica de las muestras

Los 71 casos analizados se estratificaron de acuerdo a su clasificacion
histoldgica. El tipo histolégico con mayor frecuencia fue el adenocarcinoma en el
60,56% de pacientes, mientras que el carcinoma de ceélulas grandes fue el tipo
histolégico que se presentdé con menor frecuencia, solo en un 4,23% de los
pacientes incluidos en el estudio. La clasificacion histoldgica de los pacientes se
puede apreciar en la Tabla 9 y la Figura 9.
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Tabla 9.
Clasificacion histolégica de los pacientes incluidos en el estudio.
Tipo histoldgico N %
Carcinoma escamoso 20 28.17
Adenocarcinoma 43 60.56
Carcinoma de células pequeinas 5 7.04
Carcinoma de células grandes 3 4.23

n Carcinoma escamoso
» Adenocarcinoma
® Carcinoma de célulzs pequefias

» Carcinoma de célulzs grandes

Figura 9. Distribucion de tipos histol6gicos del cancer de pulmén.

Los resultados obtenidos concuerdan con varios estudios que han establecido
que el adenocarcinoma es el tipo histolégico més frecuente en distintas regiones
del mundo. Un estudio epidemiol6gico realizado entre los afios 1986-2010 en la
ciudad de Quito determin6 que el tipo histolégico de cancer de pulmén mas
frecuente fue el adenocarcinoma (Cueva y Yépez, 2014). Adicionalmente, el
adenocarcinoma es el que se encuentra mayormente distribuido en distintas
poblaciones, 91% en la ecuatoriana (Paz-y-Mifio et al., 2010) en la china con el
65,79% (Zou et al., 2014) y 52% en asiaticos (Lu et al., 2016). Por otra parte, las
frecuencias de tipo histolégico observadas en varias regiones del mundo ubican

primero al adenocarcinoma, seguido del carcinoma escamoso, el carcinoma de
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células pequefas y el carcinoma de células grandes (Huang et al., 2015; Meza
et al., 2015; Zou et al., 2014).

Varios aspectos pueden influir en la incidencia del cancer de pulmén y su
clasificacion histologica. EI cambio en la fabricacion de cigarrillos puede ser un
detonante en el aumento de la incidencia de diversos tipos histolégicos. La
generacion de cigarrillos con filtro contiene mayor concentracion de nitrosaminas
(relacionados con el adenocarcinoma) y menores cantidades de nicotina y
alquitran. Sin embargo, se ha observado un mayor consumo de estos productos
ya que se aumenta el nivel de absorcién del humo debido a que se genera un
bloqueo en los poros de ventilacion en el filtro del cigarrillo, facilitando el ingreso
y distribucion de los agentes carcinogénicos en los pulmones (Wahbah et al.,
2007). La edad, el género y diversas enfermedades respiratorias se han
asociado con un mayor riesgo para desarrollar un tipo histoldgico especifico de

cancer pulmonar (Huang et al., 2015).

5.4 Prueba estadistica de Fisher y Chi cuadrado de Pearson (consumo de

tabaco y clasificacion histolégica)

Los andlisis estadisticos (x> y prueba exacta de Fisher) se aplicaron a los
pacientes con cancer pulmonar, con la finalidad de determinar si existe una
relacion estadisticamente significativa entre los tipos histolégicos de la
enfermedad y el consumo de tabaco. En la Tabla 10, se resume la distribucion
de los distintos tipos histolégicos de acuerdo con el consumo de tabaco. El
analisis arrojo diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) para la
relacion entre la clasificacion histologica y el consumo de tabaco, ya que el valor
p de la prueba exacta de fisher fue 0,007 con un IC del 95%. Por lo tanto, existe
una asociacién estadisticamente significativa entre el tipo histologico y el habito

toxico analizado. Los resultados se pueden visualizar en la Tabla 11.
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Tabla 10.
Estratificacion de los tipos histologicos del cancer de pulmén de acuerdo con el

consumo de tabaco.

. . Consumo de tabaco
Clasificacion

Actual Ocasional Anterior Pasivo Nunca  Total

Carcinoma de

) 12 2 0 0 6 20
células escamosas
Adenocarcinoma 9 2 1 1 30 43
Carcinoma de
] . 3 0 1 0 1 5
células pequefias
Carcinoma de
1 1 0 0 1 3
células grandes
Total 25 5 2 1 38 71

Tabla 11.
Prueba de Fisher y Chi-cuadrado de los tipos histologicos del cancer de pulmon

de acuerdo con el consumo de tabaco.

Prueba estadistica Valor gl Valor p
Chi-cuadrado de Pearson 22,794 12 0,091
Prueba exacta de Fisher 23,611 0,007

El carcinoma escamoso y carcinoma de células pequefias presentan una fuerte
asociacién con el tabaquismo en comparacion con el adenocarcinoma y el
carcinoma de células grandes en distintas poblaciones (Fukumoto et al., 2015;
Leey Forey, 2013; Lee et al., 2012; Yun et al., 2015). Estas asociaciones podrian
deberse a diversos factores de riesgo para desarrollar los distintos tipos

histolégicos.

En el cigarrillo se han identificado alrededor de 20 compuestos carcinogénicos

(butanona, Oxido de etileno, hidrocarburos aromaticos policiclicos, metales,
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nitrosaminas y compuestos radioactivos) que actian a nivel pulmonar. Estos
agentes téxicos ingresan en las vias respiratorias mediante el humo del cigarrillo
y se distribuyen en el tejido pulmonar aumentado asi sustancialmente, el riesgo

para padecer este tipo de neoplasia maligna (Fukumoto et al., 2015).

Segun Meza et al. (2015) aunque el consumo de tabaco esta asociado a distintos
tipos histologicos del cancer pulmonar, existe una cierta predisposicion para
desarrollar ciertos tipos histoldgicos (carcinoma de escamoso y de células
pequefias) con el tabaquismo. Sin embargo, es necesario realizar estudios en
los que se determine la influencia de las dosis de tabaco y su relacion con los

tipos histologicos y otros factores de riesgo habituales en el cancer de pulmén.

Si bien es cierto que varios factores de riesgo (contaminacion del aire, consumo
de tabaco, exposicién al radén, cromo y arsénico) estan asociados con el cancer
pulmon, el tabaquismo se ubica como el principal agente para el desarrollo del
carcinoma escamoso. No obstante, muchos de los pacientes diagnosticados con
distintos tipos histologicos nunca han fumado por lo que esta patologia también
podria estar relacionada con otros factores ambientales y/o genéticos (Huang et
al., 2015; Raimondi et al., 2005).

5.5 Andlisis de supervivencia mediante el método Kaplan-Meier

Se aplicé el método de las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier para
determinar si el tipo histoldgico que presenté cada uno de los pacientes con
cancer de pulmén influye en el tiempo de supervivencia de los mismos. En la
Tabla 12, se observa el nUmero de eventos (muerte del paciente) y el nUmero de
censurados (pacientes vivos en el periodo de estudio o pérdida de seguimiento).
Se obtuvo una significancia estadistica del 0,036 con IC del 95 %, este resultado
se puede visualizar en la Tabla 13. Teniendo en cuenta estos resultados se
puede concluir que el tipo histologico de cancer de pulmon influye en el tiempo
de supervivencia de los pacientes. En la Tabla 14 y Figura 10, se muestran los

meses de supervivencia de los pacientes segun su clasificacion histolégica. El
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tiempo de supervivencia promedio es de 2,4 meses en el carcinoma de células
pequefias, 11,3 meses en carcinoma de células escamosas, 15,9 meses en

carcinoma de células grandes y 16,6 meses en adenocarcinoma.

Tabla 12.

Resumen de procesamiento de datos por el método Kaplan-Meier.

o Censurado
Clasificacion N total N de eventos

N %
Carcinoma de células escamosas 20 16 4 20,00
Adenocarcinoma 43 39 4 9,30
Carcinoma de células pequefias 5 5 0 0,00
Carcinoma de células grandes 3 1 33,30
Global 71 62 9 12,70

Tabla 13.

Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia para los distintos niveles

de clasificacion.

Prueba estadistica Chi-cuadrado gl Valor P
Log Rank (Mantel-Cox) 8,563 3 0,036




41

Tabla 14.

Media del tiempo de supervivencia de los pacientes con cancer de pulmén de

acuerdo a su clasificacion histolégica.

Media
. ., i 0
Clasificacién ' 5 Error Intervalo de confianza de 95 %
Estimacion )
estandar | imite inferior Limite superior
Carcinoma de células
11,34 5,13 1,29 21,38
escamosas
Adenocarcinoma 16,64 4,89 7,06 26,26
Carcinoma de células
. 2,44 0,66 1,14 3,74
pequefas
Carcinoma de células
15,89 7,85 0,50 31,29
grandes
Global 15,63 3,86 8,07 23,20
1.0- - Clasificacion
Carcinoma de células
escamosas
Adenocarcinoma
_r—Carcinoma de células
0,87 pequenas
© ¥ _—Carcinoma de células
- grandes
o —}—Carcinoma de células
= escamosas-censurado
E . Adenocarcinoma-
3 0,64 censurado
o Carcinoma de células
© pequefas-censurado
) __Carcinoma de células
g ' grandes-censurado
> -
E 04
@
Q.
3
w
0,24
0,0
T 23 522 3335213
2 8 8 88 8 8 8 8 § 8 1
Tiempo (meses)

Figura 10. Curvas de supervivencia en funcion de la clasificacion histologica de

los pacientes con cancer pulmonar.
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Los pacientes con carcinoma de células pequefias presentaron una expectativa
de vida promedio de 2,4 meses siendo el tipo histoldégico mas agresivo, mientras
gue el adenocarcinoma presentd una expectativa de supervivencia promedio de
16,6 meses, ubicandose como el tipo histolégico menos agresivo. Shajarehpoor
et al. (2016) determinaron que los genotipos (CC, CT y TT) para el polimorfismo
rs243865 no presentaron una asociacion estadisticamente significativa con
diferentes factores clinico patoldgicos analizados en relacién con el riesgo de
padecer cancer de prostata. Asimismo, Eftekhary et al. (2015) no observaron una
asociacion entre el SNP MMP-2 -1306 C/T y los datos clinico patolégicos de los
pacientes con carcinoma epidermoide esofagico incluidos en su estudio. Rollin
et al. (2007) por su parte, demostraron que no existe una asociacion significativa
entre el tiempo de supervivencia de los pacientes con CPCNP y el polimorfismo
MMP-2 -1306 C/T. Sin embargo, Cetin et al. (2011) determinaron que existe una
asociacion entre el tiempo de supervivencia y el tipo histolégico de cancer de
pulmoén en la poblacion norteamericana. Los pacientes con carcinoma de células
grandes presentaron un tiempo de supervivencia menor (12,8%) que los
pacientes con adenocarcinoma (29,1%). Estos investigadores demostraron
ademas que otros aspectos como el grupo étnico, el grado del tumor y la edad
influyen en el pronéstico del cancer de pulmén en de los diferentes tipos

histologicos analizados.

Un estudio en una poblacién marroqui determiné que existe una asociacion
estadisticamente significativa entre la supervivencia de los pacientes (mujeres)
con cancer pulmonar y el adenocarcinoma (Zakkouri et al., 2015) . Estos indices
de mortalidad pueden deberse al estadio clinico del tumor maligno en el
momento del diagndstico. Segun Cuevay Yépez (2014) entre los afios 1986-
2010 en la ciudad de Quito, se pudo observar un bajo nimero de pacientes
diagnosticados en las primeras fases (I y 1) de la enfermedad por lo tanto un
bajisimo porcentaje de los pacientes tendria un buen prondstico. Estos
resultados coinciden con los obtenidos por Meza et al. (2015) y Zakkouri et al.

(2015). Estos investigadores observaron un alto porcentaje de tumores en las
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fases lll y IV para los distintos tipos histologicos en individuos de las poblaciones

marroqui y norteamericana respectivamente.

5.6 Determinacidn genotipica

5.6.1 Amplificacién de los fragmentos especificos del gen MMP-2 que

contiene el polimorfismo rs243865

Mediante la técnica de PCR se amplificé un fragmento de 295 pb de la region
promotora del gen MMP-2, que contenia el polimorfismo rs243865. Las
concentraciones de los reactivos y las condiciones empleadas para la
amplificacion se han descrito previamente en el apartado de Metodologia. El
resultado obtenido en la amplificacion por PCR se puede observar en la Figura
11.

Ci1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 C+ C-

o WETD ST DY DS TR T G WM e
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Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los amplicones del
fragmento de 295 pb del promotor del gen MMP-2.

a) Carril C1: marcador de peso molecular de 100 pb.

b) Carriles C2-C6: amplicones de 295 pb de muestras de pacientes con cancer de pulmén.

c¢) Carriles C7-C10: amplicones de 295 pb de controles.

d) Carriles C*y C: control positivo (muestras de sangre) y control negativo (reaccién sin ADN).

5.6.2 Secuenciacion de ADN tipo Sanger y electroforesis capilar

5.6.2.1 Analisis del polimorfismo MMP-2 -1306 C/T (rs243865)

En los 71 casos de pacientes con cancer de pulmon estudiados solo un paciente

se encontro el polimorfismo MMP-2 -1306 C/T, tal y como se puede apreciar en
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el electroferograma de la Figura 12, en la cual se muestra la secuencia de
amplicén del fragmento del gen MMP-2 en el paciente heterocigoto (CT). Sin
embargo, se pudo evidenciar la presencia de nuevos polimorfismos en la regién
promotora del gen MMP-2 en las muestras a partir de diferentes pacientes en las
posiciones: 55477786, 55477824, 55477842, 55477846, 55477865, 55477881y
55477883. Los resultados del electroferograma se pueden visualizar en la Figura
13.

a @ b
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Figura 12. Identificacion del polimorfismo C1306T del gen MMP-2 (rs243865) en
los pacientes con cancer de pulmon mediante secuenciacion tipo Sanger y

electroforesis capilar.

a) Electroferograma de individuos homocigotos (CC).

b) Electroferograma de individuo heterocigoto (CT).

Figura 13. Identificacion de nuevos polimorfismos en el promotor del gen MMP-
2 en los pacientes con cancer de pulmén mediante secuenciacion tipo Sanger y

electroforesis capilar.

a) Electroferograma del polimorfismo 55477786 (TC).
b) Electroferograma del polimorfismo 55477824 (TC).
c¢) Electroferograma del polimorfismo 55477842 (GA).
d) Electroferograma del polimorfismo 55477846 (AG).
e) Electroferograma del polimorfismo 55477865 (AG).
f) Electroferograma del polimorfismo 55477881 (CA).
g) Electroferograma del polimorfismo 55477883 (AG).
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En lo que respecta a los controles se analizaron 77 muestras de las cuales 28
individuos presentaban el polimorfismo -1306 C/T en el promotor del gen MMP-
2. En la Figura 14, se muestra el electroferograma de los individuos homocigotos
normales (CC) representados en el panel A, (se puede observar un pico de
coloracién azul en la posicion -1306 correspondiente a la base nitrogenada
citosina). Los individuos heterocigotos (CT) estan representados en el panel B,
(se observan dos picos de coloracion azul y verde que representan a las bases
nitrogenadas citosina y timina respectivamente. Finalmente, los individuos
homocigotos mutantes (TT) se muestran en el panel C, (la base nitrogenada

timina esta representada con un pico de coloracion verde).

a < b c
A CTCYACCTHACTT CYACCTIACTT CYACCT
v e AL

v,

ACTCCACCTACTCYACCT‘ACTCTACCT

Figura 14. Identificacion del polimorfismo -1306 C/T del gen MMP-2 en los

individuos control mediante secuenciacion tipo Sanger y electroforesis capilar.
a) Electroferograma de individuos homocigotos (CC).
b) Electroferograma de individuos heterocigotos (CT).

c) Electroferograma de individuos homocigotos (TT).

5.6.2.2 Distribucion y frecuencias genotipicas del polimorfismo c1306t del
gen MMP-2 (rs243865)

Las frecuencias genotipicas y distribuciones obtenidas para el polimorfismo -
1306 C/T en el promotor del gen MMP-2 para los casos y controles se pueden
observar en la Tabla 15 y Figura 15 respectivamente. En los pacientes la
frecuencia genotipica del homocigoto dominante (C/C) corresponde al 98,59%
de muestras y 1,41% para el heterocigoto (C/T). Sin embargo, en los controles
se determin6 una frecuencia genotipica del homocigoto dominante “normales”
(C/C) del 63,64%, para los heterocigotos (C/T) del 32,47% y un 3,90% para los

homocigotos recesivos “mutantes” (T/T). Por lo tanto, se observa una notable
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diferencia en la distribucion genotipica del SNP entre pacientes con cancer
pulmonar e individuos control. Estas distribuciones varian ampliamente en
investigaciones previas realizadas en numerosas patologias alrededor del
mundo. Las evidencias apuntan a que las diferencias étnicas entre las
poblaciones estudiadas podrian ser la causa mas probable de esta notable
variabilidad. Li et al. (2015) realizaron un meta-analisis basado en un modelo de
libre enfoque y regresién lineal en céancer de pulmén para diferentes
polimorfismos en las MMPs. Los resultados obtenidos demuestran que la
distribucion alélica de T en el SNP MMP-2 -1306 C/T varia segun los grupos
étnicos (asiaticos y caucasicos) en el grupo control del estudio. El grupo control
caucésico presentd una baja distribucion alélica T en comparacion con los
individuos control asiaticos. No obstante, dicho polimorfismo representa un factor
de riesgo para padecer cancer pulmonar solo en la poblacién asiatica estudiada.
Adicionalmente, Kawal et al. (2016) determinaron que las frecuencias
genotipicas (CC, CT y TT) fueron similares en el grupo de pacientes con
oligodendroglioma e individuos control para el SNP rs243865. Los autores
sefalan que estos resultados pueden deberse a variaciones étnicas y al tamafio

de la muestra empleada en el estudio.

Tabla 15.
Frecuencias genotipicas para el polimorfismo C1306T del promotor del gen
MMP-2.

Casos (SNP rs243865) Controles (SNP rs243865)

Genotipo : :
C1306T Frecuencia % C1306T Frecuencia %
Homocigoto
_ C/C 70 98.59 C/C 49 63.64
dominante
Heterocigoto CIT 1 1.41 CIT 25 32.47

Homocigoto recesivo TT 0 0.00 TIT 3 3.90
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Figura 15. Distribucion genotipica del polimorfismo -1306 C/T del gen MMP-2 en

casos y controles.

5.6.3 Prueba de Fisher y Chi-cuadrado de Pearson (Genotipos)

El andlisis estadistico se aplicd a los individuos controles, con la finalidad de
determinar si existe una relacidon estadisticamente significativa entre la presencia
del polimorfismo MMP-2 -1306 C/T y el género. En la Tabla 16, se resume la
distribucion de los distintos genotipos en funcion del género para cada uno de
los individuos control. No se obtuvo un resultado estadisticamente significativo
(p<0,05) ya que el valor p obtenido de la prueba exacta de Fisher fue de 0,654
con un IC del 95%. Por lo tanto, no existe una asociacion entre la presencia del
polimorfismo de acuerdo al género, ya que dicha distribucion se debe al azar. El
resultado se puede visualizar en la Tabla 17. La prueba de Fisher y chi-cuadrado
no se aplicaron a los nuevos polimorfismos y al polimorfismo rs243865
encontrados en los pacientes con cancer de pulmoén debido a la baja frecuencia

en la que se presentaron en muestra.
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Tabla 16.
Estratificacion de los genotipos del polimorfismo MMP-2 -1306 C/T de acuerdo

al género en la poblacién control.

Género Total
Presencia/Ausencia _ _
Masculino Femenino
Homocigoto dominante (C/C) 26 23 49
Heterocigoto (C/T) 11 14 25
Homocigoto recesivo (T/T) 1 2 3
Total 38 39 77

Tabla 17.
Prueba de Fisher y Chi-cuadrado del polimorfismo MMP-2 -1306 C/T y el género

en la poblacion control.

Prueba estadistica Valor gl Valor p
Chi-cuadrado de Pearson 0,864 2 0,654
Prueba exacta de Fisher 0,950 0,654

Estos resultados demuestran que no existe una asociacion entre el SNP
rs243865 y el riesgo para desarrollar cancer de pulmén, debido a que el
polimorfismo se encontré en un solo paciente dentro de la poblacién estudiada.
A una conclusion similar han arribado otros autores en estudios similares
abordando distintos tipos de cancer y otras patologias. Un meta-analisis para
determinar el riesgo de metastasis en diferentes tipos de cancer (melanoma,
gastrico, cuello/cabeza y mama) en poblaciones asiaticas y europeas, sefala
que no existe una asociacion significativa entre la presencia del polimorfismo -
1306 C/T en el promotor del gen MMP-2 y el riesgo de metastasis. (Liu et al.,
2012). También, varios estudios han establecido que no existe una relacion
estadisticamente significativa entre el polimorfismo MMP-2 -1306 C/T y el riesgo
de desarrollar diferentes tipos de cancer, como en el estudio realizado en cancer
de prostata en individuos iranies (Shajarehpoor et al., 2016), en la investigacion
en adenoma pituitario realizada en individuos control y pacientes en una

poblacién de Lituania (Glebauskiene et al., 2016), en cancer de pulmon de
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células no pequefias (CPCNP) en la poblacién francesa (Rollin et al., 2007), en
carcinoma epidermoide esofagico en controles y pacientes en individuos iranies
(Eftekhary et al., 2015), en pacientes con oligodendroglioma de una poblacion
del norte de la India (Kawal et al., 2016) y en el riesgo de padecer cancer de
prostata en individuos turcos (Yaykasli et al.,, 2014). Por otra parte, en las
investigaciones de Shajarehpoor et al. (2016) y Glebauskiene et al. (2016)
mencionadas anteriormente, el genotipo CC del MMP-2 -1306 C/T presentd una
mayor frecuencia genotipica en los pacientes en relacion con la poblacion
control estudiada. Singh et al. (2016) observaron que en la poblacion india el
alelo T del SNP rs243865 esta mayormente distribuido en los individuos control
en comparacién con los pacientes con cancer uterino. Mientras que los genotipos
(CC y CT) se encontraron distribuidos de manera equitativa entre los pacientes

con cancer de prostata y los individuos control (Yaykasli et al., 2014).

Es probable que, el polimorfismo MMP-2 -1306 C/T pueda ejercer un efecto
protector en la poblacién ecuatoriana estudiada para el desarrollo de cancer
pulmonar. Esta hipotesis se sustenta con varios elementos: en primer lugar, la
baja frecuencia genotipica encontrada para el genotipo heterocigoto CT (1,41%)
y la ausencia del genotipo homocigoto recesivo TT (0,00%) en los pacientes con
cancer de pulmon. Sin embargo, se encontro una alta frecuencia de los genotipos
(CT (32,47%) y TT (3,90%) en el grupo control. En segundo lugar, no existe una
asociacion estadisticamente significativa entre la presencia del SNP con el
riesgo de padecer cancer pulmonar, lo cual se sustenta con los resultados de
investigaciones previas citadas anteriormente. Finalmente, la presencia del alelo
T en la posicién -1306 de la regién promotora del gen MMP-2 influye en la
expresion de la enzima, lo cual repercute directamente en el procesamiento de
mediadores inflamatorios y en la degradacion de componentes de la MEC
esenciales para la migracion y progresion de las células tumorales malignas,

afirmacion sustentada por varios estudios que mencionamos a continuacion.

Price et al. (2001) realizaron una investigacion con el objetivo de determinar

variaciones genéticas en el gen MMP-2 y dilucidar en qué medida dichas
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variaciones afectan la expresion de este gen. En el estudio se determiné que el
polimorfismo MMP-2 -1306 C/T se encuentra ubicado en la secuencia consenso
del sitio de uniéon Spl (CCACC) en el promotor del gen MMP-2. Sp1l es un factor
transcripcional que juega un papel fundamental en la regulacion de los niveles
de expresion de esta gelatinasa, puesto que interactia con el complejo basal de
transcripcion. El estudio sefiala que la transicion del alelo C a T en la posicién -
1306 en la region promotora del gen MMP-2 genera una disminucion en la
expresion debido a la disrupcion de la secuencia consenso de union del factor
de transcripcion Sp1l. Por lo tanto, este mecanismo regulador supondria un punto
de control suplementario previo a la activacion de la proenzima. La expresion
génica de MMP-2 en los individuos que presentan el alelo C fue mayor en
comparacién con aquellos que presentan el alelo T en distintas estirpes celulares

estudiadas.

Yu et al. (2004) y Singh et al. (2016), obtuvieron resultados similares y
encontraron que, el genotipo CC para el SNP rs243865 presenta una mayor
expresion génica de la MMP-2 en relacion con los genotipos (CT y TT) en
pacientes con cancer de esofago de la poblacion china y en pacientes de la India
diagnosticados con cancer uterino respectivamente. Adicionalmente, Tao et al.
(2015) llevaron a cabo un meta-analisis en pacientes diagnosticados con cancer
del tracto urinario para diversos polimorfismos en las MMPs. Sus resultados
demuestran que el polimorfismo rs243865 no muestra una relacion
estadisticamente significativa con el riesgo de padecer cancer de vejiga. Sin
embargo, los resultados obtenidos para las poblaciones asiatica y caucasica son
notablemente diferentes. En la poblacion asiatica estudiada existe una reduccion
sustancial del riesgo de padecer cancer de vejiga en comparacion con la
poblaciébn caucésica analizada para el polimorfismo MMP-2 -1306 C/T,
sugiriendo que esta variacion puede conferir un efecto protector en individuos

asiaticos.

Adicionalmente, Birbian et al. (2014) realizaron un estudio en una poblacién del

norte de la India y establecieron que el polimorfismo MMP-2 -1306 C/T podria
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proporcionar un efecto protector o disminuir el riesgo de padecer asma. Como
se ha sefalado anteriormente, el polimorfismo genera una disminucién en la
expresion de la MMP-2 que impide la degradacion de las barreras tisulares y
disminuye la respuesta inflamatoria. Por su parte, Singh et al. (2016)
determinaron que la presencia del alelo C en el SNP rs243865 en pacientes con
cancer uterino representa un riesgo 3 veces mayor de presentar la patologia en
comparacion con el alelo T. Por lo tanto, la presencia del alelo T podria ejercer
un efecto protector en este tipo de cancer.

Por otra parte, varios estudios han establecido que el genotipo CC del
polimorfismo MMP-2 -1306 C/T presenta una relacién estadisticamente
significativa con el riesgo para desarrollar distintos tipos de cancer, como en la
investigacion realizada en cancer de prostata en individuos norteamericanos
(Jacobs et al., 2008), en cancer de pulmén en una poblacion china (Yu et al.,
2002) y en el riesgo de carcinoma oral escamoso en individuos chinos (Lin et al.,
2004).

5.6.4 Distribucion y frecuencias genotipicas de polimorfismos no
reportados en el promotor del gen MMP-2

Las frecuencias genotipicas y distribuciones obtenidas para los polimorfismos
55477786, 55477824,55477842, 55477846, 55477865, 55477881, 55477883 en
el promotor del gen MMP-2 para los casos y controles se pueden observar en la
Tabla 18 y la Figura 16 respectivamente. En los pacientes la frecuencia
genotipica del homocigoto dominante corresponde al 98,59% de muestras y
1,41% para el heterocigoto. Sin embargo, en los controles se determind una

frecuencia genotipica del homocigoto dominante del 100%.
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Frecuencias genotipicas de los nuevos polimorfismos en el promotor del gen

MMP-2

Frecuencias Genotipicas

Polimorfismo Genotipos N. Casos

55477786

55477824

55477842

55477846

55477865

55477881

55477883

T/T
T/C
C/C
T/T
T/C
C/C
GIG
G/A
A/A
AlA
AIG
GIG
AlA
AIG
GIG
C/C
C/IA
AlA
AlA
AIG
GIG

70
1
0

70

70

70

70

70

70

% Casos N. Controles

98.59
1.41
0.00

98.59
1.41
0.00

98.59
1.41
0.00

98.59
1.41
0.00

98.59
1.41
0.00

98.59
1.41
0.00

98.59
1.41
0.00

77
0
0

77

77

77

77

77

77

% Controles

100.00
0.00
0.00

100.00
0.00
0.00

100.00
0.00
0.00

100.00
0.00
0.00

100.00
0.00
0.00

100.00
0.00
0.00

100.00
0.00
0.00
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Figura 16. Distribucién genotipica de los nuevos polimorfismos en el promotor
del gen MMP-2 en casos y controles.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

El polimorfismo SNP rs243865 en el promotor del gen MMP-2 no constituye un
factor prondéstico para los pacientes diagnosticados con cancer de pulmén en la
poblacién estudiada.

El carcinoma de células pequefias es el tipo histolégico mas agresivo con un
tiempo de supervivencia de 2,4 meses.

El tabaquismo presenta una asociacion estadisticamente significativa con los
diferentes tipos histolégicos del cancer de pulmon.

Las distribuciones genotipicas para el polimorfismo estudiado difieren de las
reportadas en la literatura y esta diferencia puede estar dada por el origen étnico
de la poblacion ecuatoriana estudiada.

Los genotipos CT y TT del SNP rs243865 podrian ejercer un papel protector en

el cancer de pulmon.

6.2 Recomendaciones

Analizar la relacion entre la presencia del polimorfismo estudiado y cambios a
nivel de la expresion génica de la metaloproteasa MMP-2.

Estudiar otros polimorfismos en la region promotora del gen MMP-2 que
complementen nuestros hallazgos.

Investigar el papel protector de los polimorfismos en los genes de las MMPs en
otras patologias que afectan el tracto respiratorio.

Estudiar polimorfismos en los genes que codifican para otras MMPs que
permitan establecer en conjunto, su potencial como herramientas de tamizaje
molecular en el diagndéstico temprano del cancer de pulmon.

Aumentar el nimero de pacientes en el estudio para obtener resultados

estadisticos mas potentes.
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Se recomienda que las muestras de tejido fijadas en formalina y embebidas en
parafina no excedan los 2 o 3 afios de conservacién debido, a la posible

degradacion del ADN que dificulta la obtencién de los amplicones de interés.
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Zf% Universidad de Las Américas (CEBE-UDLA)
Hoja:
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Formato de consentimiento informado. Anexo 1

Anexo 1

FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

-

Comité de Etica y Bioética para la Investigacion de la Universidad de Las
Ameéricas (CEBE-UDLA)

I. Hoja de informacion

Titulo de la investigacion: “Polimorfismos en genes de metaloproteasas como

factores prondstico en el cancer de pulmoén en la poblacién ecuatoriana”.
Fecha: Marzo /2016

Investigador principal: Alina Aguirre Quevedo, PhD

Otros investigadores: German Burgos MSc, Eduardo Tejera PhD.

Informacién general del proyecto



El cancer de pulmon ha sido uno de las neoplasias mas comunes en el mundo
durante varias décadas. En el Ecuador, el cancer de pulmén es la quinta causa
de muerte entre los tumores malignos que afectan al sexo masculino y la séptima
en el sexo femenino. Los mayores porcentajes de la enfermedad se presentan
en tres provincias: Guayas (32,8%), Pichincha (20,7%) y Manabi (7,5%). Se
estima que esta tendencia se incrementard en los préximos afios y posicionara
a esta enfermedad como la causa principal de muerte por neoplasia, de ahi se
deriva la importancia de realizar el primer estudio de mutaciones relacionadas
con la incidencia, la progresion y la supervivencia para este tipo de tumor en el
Ecuador.

Las metaloprotesas (MMPs) han sido estudiadas e implicadas en el desarrollo
de células cancerigenas agresivas. Varios estudios han abordado la relacién
entre los polimorfismos de las MMPs y el riesgo de desarrollar cancer de pulmoén
en diferentes grupos étnicos. Otros estudios se han centrado en el papel

prondstico de estos polimorfismos en diferentes tipos de cancer.

Objetivos del estudio de investigacion

El cancer de pulmon ha sido una de las neoplasias mas comunes en el mundo
durante varias décadas y se estima que se posicionara como la causa principal
de muerte por neoplasia en el futuro préximo. Las metaloproteasas (MMPSs),
debido a su actividad proteolitica y a la degradacion de la estructura de las
barreras tisulares se han relacionado con diversas condiciones patoldgicas entre
ellas, el cancer. Datos recientes resaltan que la presencia elevada de
colagenasas (una de las familias de MMPSs) esta asociada con un incremento en
la severidad del cancer. Clinicamente, las colagenasas deben tenerse en cuenta
como blancos terapéuticos potenciales en la terapia del cancer.

Estudios previos han encontrado asociacion entre los polimorfismos de las
MMPs y el riesgo de desarrollar cancer de pulmén en diferentes grupos étnicos
y han destacado el papel pronéstico de estos polimorfismos.

Teniendo en cuenta estos antecedentes nuestra propuesta tiene como objetivo

caracterizar la contribucion potencial de las variaciones en los genes que



codifican para metaloproteasas a la supervivencia de los pacientes, asi como
determinar si estas variaciones genéticas podrian explicar las diferencias en la
incidencia y pronéstico de los diferentes tipos histoldgicos de cancer de pulmon.
El estudio que se realizaria por primera vez en el Ecuador pretende establecer
biomarcadores utiles para mejorar la efectividad de los tratamientos en el ambito

de esta patologia.

Beneficios del proyecto

Durante la ejecucidon de esta propuesta se identificaran los polimorfismos en
genes que codifican para MMPs involucradas en los procesos de invasion y
metéastasis. Se establecerd la relacién entre estos polimorfismos y la incidencia,
el pronostico y la supervivencia en los diferentes tipos histolégicos del cancer de
pulmén. Ademas, se analizara la relacion de los polimorfismos identificados con
cambios en la expresion de estos genes. Estos resultados permitiran proponer
biomarcadores utiles para mejorar la efectividad de los tratamientos en el cancer

de pulmén.

Protocolo de recoleccion de datos y muestras

Para el desarrollo de este proyecto se usara una muestra sangre tomada por
una Unica puncion con una jeringa estéril por parte del equipo de investigacion.
Las muestras biolégicas se almacenaran en el Banco de la UDLA. Por otra parte,
se recopilaran datos de los participantes con los que se confeccionara una base
de datos.

La participacion en el estudio no tendra costos, tampoco se entregara ningan
tipo de retribucién.

La duracion de la participacion en la investigacion le tomara aproximadamente
20-30 minutos de su tiempo. Usted respondera una serie de preguntas sobre sus
datos clinicos y personales, posteriormente se recolectara la muestra biolégica

por flebotomia (puncién del brazo) para obtener como méaximo 5 mL de sangre.



La investigacion no presenta ningun riesgo, ni fisico ni psicolégico para los
participantes.

Toda la informacion de la historia clinica, personal y genética sera mantenida
bajo estricta confidencialidad y no sera revelada bajo ninguna circunstancia.
Todos los datos seran llevados en el anonimato asignando un cédigo Unico para
evitar revelar informacion personal.

En caso de elegir que su muestra de ADN sea conservada después de que
concluya este proyecto, es posible que continuemos con nuevos estudios
genéticos en el futuro. En ese sentido, nos comprometemos con usted a seguir
custodiando la muestra y garantizando la confidencialidad de los datos
personales y/o genéticos.

Para aclararle cualquier inquietud usted puede comunicarse directamente con:
Alina Aguirre Quevedo, PhD

Docente Investigador

Teléfono: (593) (2) 3970000 ext 7003, Quito, Ecuador.

Universidad de las Américas (UDLA)

Teléfono fijo: (593) (2) 332 5537 Teléfono movil: : (593) 98 353 4337
Su participacién es voluntaria. Usted tiene derecho a retirarse en cualquier
momento que lo crea oportuno, sin necesidad de dar explicaciones, no habra

ningun tipo de consecuencia.



MANUAL DE PROCEDIMIENTOS Cod:

Comité de Eticay Bioética para la Investigacion de la

Rev:
Universidad de Las Américas (CEBE-UDLA)
voho—

Hoja:
De:

Formato de consentimiento informado. Anexo 1

Il: Certificado de consentimiento

1. Consentimiento

Se me ha solicitado dar mi consentimiento para que Yo participe en el
estudio de investigacion intitulado: “Polimorfismos en genes de
metaloproteasas como factores pronostico en el cancer de pulmén en la

poblacion ecuatoriana”

El estudio de investigacion incluird: Informacién clinica y personal. Muestra de

sangre.

Yo he leido la informacién anterior previamente, de la cual tengo una copia. He
tenido la oportunidad de hacer preguntas sobre la informacion y cada pregunta
gue yo he hecho ha sido respondida para mi satisfaccion. He tenido el tiempo
suficiente para leer y comprender los riesgos y beneficios de mi participacién. Yo

consiento voluntariamente participar en esta investigacion.

Firma del participante Fecha

Nombre del investigador que obtiene el consentimiento: -

Firma del investigador Fecha



U/ —

UNIVERSIDAD DE LAS AMERICAS

Laureate International Universities

Anexo 2
l1l.- HOJA DE TOMA DE DATOS:
FECHA CODIGO MUESTRA
PARTICIPANTE
EDAD SEXO ETNIA
LUGAR DE NACIMIENTO COMUNIDAD
PROVINCIA CIUDAD CANTON
LUGARES DE ORIGEN PARENTAL:
MATERNOS
PATERNOS
INSTRUCCION
OCUPACION

CONSUME ALCOHOL: SI( )NO ()

FRECUENCIA: ACTUAL ( ) OCASIONAL () ANTERIOR ( ) NUNCA ()
FUMA: SI()NO ()

FRECUENCIA: ACTUAL ( ) OCASIONAL () ANTERIOR () PASIVO ()
NUNCA ()

TIPO DE TABACO: RUBIO ( ) NEGRO ( ) UNIDADES/DIARIAS ( )
HISTORIA FAMILIAR DE CANCER: NO ( ) DE PULMON ( ) OTROS TIPOS
DE CANCER

ANTECEDENTES MEDICOS DE

IMPORTANCIA




Anexo 3
Codigo Pu: pacientes con cancer de pulmon.
Tipo histolégico: 1 (carcinoma de células escamosas), 2 (adenocarcinoma), 3
(carcinoma de células pequefias) y 4 (carcinoma de células grandes).
Estado vital: 0 (censurado) y 1 (fallecido).
Consumo de alcohol: 1 (actual), 2 (ocasional), 3 (anterior) y 4 (nunca).

Consumo detabaco: 1 (actual), 2 (ocasional), 3 (anterior), 4 (pasivo y 5 (nunca).

Cddigo |Género | Edad Tipo Estado C. alcohol | C. tabaco
histolégico vital

Pu6 M 70 1 1 4 1
Pu8 F 49 1 0 4 5
Pu9 F 66 2 1 4 5
PulO M 59 1 1 4 1
Pul2 F 56 2 1 4 5
Pul3 M 68 2 1 4 1
Pul4d F 57 2 1 4 5
Pul6 F 66 2 1 4 5
Pul7 F 47 2 0 1 1
Pul8 M 79 1 1 4 1
Pul00 M 67 3 1 2 1
Pul9 M 54 2 1 2 2
Pu20 M 35 2 1 1 1
Pu2l M 73 1 1 1 1
Pu23 M 63 2 1 4 5
Pu26 M 44 2 0 4 5
Pu27 M 64 2 1 1 1
Pu28 F 70 2 1 4 5
Pu29 F 49 2 0 4 5
Pu3l M 58 2 1 1 1
Pu32 M 64 1 1 1 1
Pu33 M 32 2 1 4 5
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Anexo 4
Cddigo C: individuos control.
Consumo de tabaco: 1 (actual), 2 (ocasional), 3 (anterior), 4 (pasivo y 5 (nunca).
Consumo de alcohol: 1 (actual), 2 (ocasional), 3 (anterior) y 4 (nunca).

Cédigo Género Edad C. tabaco C. alcohol
C1 F 48 5 4
C2 F 34 2 2
C3 M 23 5 2
C4 F 22 5 4
C5 M 60 5 2
C6 F 56 5 2
Cc7 F 25 2 2
C8 M 51 5 2
C9 M 30 1 4

C10 F 34 5 1
Cl1 F 51 3 2
C12 M 46 5 2
C13 M 25 3 2
Ci4 M 23 2 2
C15 F 34 1 2
C16 F 53 5 2
C1lv M 25 5 2
C18 F 49 2 4
C20 F 39 5 4
C21 F 51 5 4
C22 F 27 5 2
Cc23 F 23 5 2
C24 M 21 5 2
C25 F 19 2 4
C26 M 20 5 2
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