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RESUMEN.

El presente informe de tesis, trata sobre supresion genética de la glutation-s-transferasa M-
1, como factor de riesgo del carcinoma de células escamosas de laringe en pacientes

atendidos por el servicio de otorrinolaringologia, entre febrero -diciembre del 2016.

El estudio es analitico, prospectivo y de corte transversal, tomando como universo total a
16 pacientes que fueron atendidos en el servicio de otorrinolaringologia, de los cuales 8
son casos de pacientes con carcinoma de células escamosas, y 8 con tumoraciones
benignas que son los controles. Se utiliz6 un instrumento: un cuestionario para la
recoleccion de informacion. Los resultados fueron procesados haciendo uso de la
estadistica descriptiva, complementando el analisis con lo planteado en la revisién

bibliogréafica.

Los principales resultados de este estudio reflejan que en muestra de tejido el gen GSTT1
estd ausente en 5 de 8 (62.5%) en pacientes con cancer de laringe y en 4 de 8 (50%) en
pacientes sanos. El gen GSTML1 esta ausente en 7 de 8 (87.5%) en pacientes con cancer de
laringe y en 5 de 8 (62.5%) en pacientes sanos y en muestras de sangre el gen GSTT1 esta
ausente en 3 de 8 (37.5%) en pacientes con céncer de laringe y en 1 de 8 (12.5%) en
pacientes sanos. EI gen GSTM1 esta ausente en 8 de 8 (100%) en pacientes con cancer de

laringe y en 3 de 8 (37.5%) en pacientes sanos.

Es necesario desarrollar estrategias en donde se involucre no solo al estado sino también a
las diferentes ONG que tengan la proyeccidn social de apoyar este tipo de estudio, para que
en un futuro cercano se les pueda realizar esta prueba, como tamizaje a los grupos
vulnerables y de esta manera contribuir a la deteccién temprana y oportuna de todos

aquellos pacientes que estan en riesgo de desarrollar cancer laringeo.
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ACRONIMOS Y ABREVIATURAS.

ORL.: Otorrinolaringologia

GST: Glutation S-transferasa

TGF: Factor de crecimiento

CYP: Citocromo P450

PCR: Reaccion en cadena de polimerasa

HNC: Cancer de cabeza y cuello

RT: Radioterapia

ARN: Acido ribonucleico

ADN: Acido desoxirribonucleico

EDTA: Etilendiaminotetraacético

PBS.: Phosphate Buffered Saline

SPSS: Statistics statistical procederes companion
LSCC carcinoma de células escamosas de laringe
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I.  INTRODUCCION.

La Glutation S-transferasa (GSTs) es una familia de enzimas citosolicas involucrada en la
destoxificacion de diversos exdgenos, asi como enddgenos, reactiva la funcion GSTs de
especies GSTs. como dimeros de catalizar la conjugacion de sustratos electréfilos
mutagénicos para glutation. En los seres humanos, 4 principales subfamilias de GST
pueden ser distinguido y se designan como GSTA, GSTu, GSTu, y GSTp. Cada una de
estas subfamilias esta compuesta de varios miembros, algunas de las cuales muestran
polimorfismo genético. Dentro de GSTp subfamilia, el gen que codifica GSTM1 exhibe
una delecion de polimorfismo, que en el caso de homocigosis (GSTML1 null) conduce a la
ausencia de la enzima con actividad fenotipica. Un mecanismo similar es descrito para
GSTT1 dentro de la subfamilia GSTu, mientras que el gen que codifica para GSTP1, un
miembro de la subfamilia SGPC, muestra polimorfismos dentro de su region de
codificacion en el codon 105 (llel05Val) y codon 114 (Alall4Val). La region de
codificacion de polimorfismos dentro de GSTP1 se han sugerido para conferir diferente
actividades catalitica de carcindgenos ambientales importantes (por ejemplo, el benzo
pireno y otros hidrocarburos aromaticos policiclicos) son desintoxicados a través de la
GST. @

En este contexto, las diferencias interindividuales en GST la actividad enziméatica mediada
por los genes polimorficos se han sugerido para conferir susceptibilidad a la variable
ambiental cancer. Varios grupos han investigado la asociacion de GSTM1, GSTT1 y
GSTP1 genotipo, estado con diversos tumores malignos tal como cancer relacionado con
fumado, de pulmén y de vejiga, mama, o cancer gastrointestinal. Algunos de estos estudios
observaron un aumento del riesgo para los individuos con genotipos GST con una menor
actividad de enzima GST, también pueden conferir resistencia a agentes quimioterapéuticos

citotoxicos utilizados para tratar cancer. 4

El carcinoma de células escamosas de laringe (LSCC) es el cancer mas frecuente de
cabeza cuello y constituye aproximadamente un tercio de todos los casos. Los mecanismos
moleculares exactos de patogénesis y la progresion de este tumor no se explican hasta
ahora. La carcinogénesis es un proceso de multiples etapas controlado por muchas

citoquinas, incluyendo factores de crecimiento. Transformando el factor de crecimiento [

e
1
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(TGF-B) el cual es un regulador principal, que tiene un doble papel en el desarrollo de
tumores: por un lado, inhibe el crecimiento del tumor en las primeras etapas, y por el otro

lado, promueve el crecimiento tumoral en etapas posteriores.

El carcinoma in situ es la forma méas temprana del cancer. La mayoria de estos inicios de
cancer se puede curar, pero si el carcinoma in situ no se trata, se puede transformar en

cancer invasivo de células. €7




§%  TESIS PARA OPTAR AL TIiTULO DE ESPECIALISTA EN OTORRINOLARINGOLOGIA.

Il.  ANTECEDENTES.
A nivel nacional, hasta la fecha no se han realizado investigaciones relacionadas al estudio,
pero en el &mbito internacional Luego de realizar una investigacion bibliografica y
electronica se encontraron diferentes estudios que evidencian una relacion directa e

indirecta con el estudio:

Martin Stanulla, Annette Mu" ller Brechlin, Martin Zimmermann, and Karl Welte, en
el afio 2000 realizaron un estudio sobre polimorfismos dentro de los genes de glutation S-
transferasa (GSTM1, GSTT1, GSTP1) y el riesgo de recaida en precursor de leucemia
linfoblastica infantil aguda: un estudio de casos y controles en 472 pacientes, (348
pacientes tratados con éxito; 124 pacientes con recaida) el cual reflejo que EI genotipo
GSTP1 Vall105 / Val105 mostré una disminucién de 3 veces en el riesgo de recaida en
comparacion con el combinado. No hay asociaciones particulares con la recaida fueron
observados para el GSTP1 polimorfismo en el codén 114. El riesgo de recaida al tener 1 del
bajo riesgo genotipos (GSTM1 nulo, GSTT1 nulo, GSTP1 Val105 / Val105) disminuy6 de
1,9 veces y el riesgo al tener 2 0 3 de bajo riesgo genotipos de 3,5 veces en comparacion

con las personas que no tienen el genotipo de bajo riesgo.

Xiuchan Guo,Stephen J. O’Brien,Yi Zeng, George W. Nelson, and Cheryl A. Winkler
en el afio 2008 realizaron el estudio GSTM1 y GSTT1 Genes de supresion v el riesgo de
carcinoma nasofaringeo en Han china. El cual refleja a GSTM1 y GSTT1 como genes
implicados en la desintoxicacién de agentes potencialmente carcinogénicos pueden ser un
factor de riesgo de carcinoma nasofaringeo. Para investigar los papeles de variaciones
genéticas de GSTM1 y GSTT1 en susceptibilidad de carcinoma nasofaringeo en la
poblacién china, se realiz6 un estudio de casos y controles de 350 casos de carcinoma
nasofaringeo y 622 controles. GSTM1 y GSTT1 variantes de deteccion de genotipo
mediante ensayos de PCR mudltiplex. Analisis de regresion logistica se utilizo para estimar
la odds ratio y de confianza del 95% intervalos (IC 95%). No se encontrd asociacion
significativa fue observado para cualquiera GSTM1- o genotipo GSTT1 nulo de forma

independiente en la contribucion a la nasofaringe con riesgo de carcinoma.

M Nosheen, M Ishrat, FA Malik, RM Baig, MA Kayani, en el afio 2010 llevaron a cabo

un estudio en relacion a la Asociacion de GSTM1 y GSTT1 Genes de supresion con el

e
3
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Riesgo de Céancer de Cabeza y Cuello en Pakistan: un estudio caso control, los cuales
reflejan que las supresiones polimorficas de GSTM1 y GSTT1 genes implicados en la
desintoxicacion de agentes potencialmente cancerigenos pueden ser factores de riesgo para
varios tipos de cancer, incluyendo cancer de cabeza y cuello (CCC). Se extrajo el ADN a
partir de leucocitos de 388 pacientes con cancer y 150 controles sanos por el procedimiento
de fenol-cloroformo. La edad media de los casos y controles fue de 48 (+16.6) afios, con
una razén hombre-mujer de 1: 1. Cancer de la cavidad oral (57%) fue mas prevalente en la
poblacién de la muestra seguido de la faringe y la laringe (30% y 13% respectivamente).
Estos resultados sugieren que los genotipos GSTM1 y GSTT1 nulo son factores de riesgo

para el desarrollo HNC entre la poblacion paquistani.

Munindra Ruwalil, Madhu Singhl, Mohan C. Pant2, and Devendra Parmar en el afio
2011 llevaron a cabo un estudio sobre Polimorfismo en glutation S-transferasa:
susceptibilidad y el resultado del tratamiento para el cancer de cabeza y cuello El estudio de
casos y controles incluyd 500 casos en hombres y un nimero igual de controles sanos de
sexo masculino, y se calcularon los intervalos de confianza del 95% (IC 95%) para la
asociacion entre los genotipos y el riesgo de cancer. El estudio investiga la asociacién del
polimorfismo en la glutation S-transferasa (GST) con la susceptibilidad para carcinoma de
cabeza y cuello de células escamosas (HNSCC) y sus sitios, asi como la respuesta al
tratamiento en los casos de recibir quimioterapia (CT) y la combinacion de CT-radioterapia
(CT-RT). Un aumento en el riesgo de HNSCC y los canceres de cavidad oral, laringe o
faringe se observo en los casos con nula genotipos de GSTM1 GSTT1 o. La interaccion del
alcohol o el tabaco con los genotipos variantes de GSTM1 GSTT1 también dio lugar a un

aumento significativo en el riesgo para HNSCC.
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1. JUSTIFICACION.

En la génesis del cancer siempre existiran muchas interrogantes para los profesionales de la
salud, lo que motiva el espiritu de la investigacion para mejorar el conocimiento en relacion
al mismo. Todos somos formadores potenciales de células anormales pero nuestro codigo
genético contiene genes responsables de controlar la produccion de diversas enzimas que a
diario eliminan estas células, al igual que se cuenta con enzimas detoxificantes que nos

permiten eliminar sustancias toxicas que son considerados como carcin6genos.

La supresion de estas enzimas detoxificantes, da la libertad a células anormales para que
crezcan de forma desproporcionada y sin control, existen diversas sustancias carcindgenas,
pero hay unas a las que estamos expuestos con mayor frecuencia en relacion con otras,
como lo son el humo de tabaco, ya sea como fumador pasivo o activo y la otra es el
consumo del alcohol. Poseemos enzimas especificas que nos protegen a los cambios
celulares que estimulan estas sustancias y la mas especifica de ellas es la Glutation S-

transferasa.

Con el desarrollo de este trabajo investigativo se aspira a contribuir a la deteccion de la
supresion genética de la glutatién-s-transferasa M-1 y a la vez comprender la importancia

que tiene para disminuir el riesgo de desarrollar carcinoma de células escamosas de laringe.

Este estudio es de vital importancia ya que ademas de conocer lo descrito anteriormente,
permitira mejorar la deteccion de forma temprana y segura a los pacientes que estan en

riesgo de desarrollar cancer laringeo.

Por lo antes mencionado se ha realizado este trabajo investigativo para brindar
recomendaciones pertinentes y oportunas que sean Utiles para la deteccion de supresion
genética de la glutation-s-transferasa M-1 como factor de riesgo del carcinoma de células

escamosas de laringe.
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IV.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La Glutation S-transferasa posee diferentes actividades catalitica de carcin6genos
ambientales importantes, incluyendo tabaco y alcohol, son desintoxicados a través de la
GST, si hay supresion de estas enzimas su capacidad de destoxificacion se pierde

exponiendo a mayor riesgo para desarrollo de cancer.

Los potenciales mecanismos de accion incluyen proliferacion celular local, accion
carcinogénica de metabolitos como acetaldehido, induccion de enzimas pro carcinogénicas,
reduccion de la proteccion del acido retinoico, es por ello que como investigadores
consideramos este estudio de suma importancia para conocer; ¢Cudl es la supresion
genética de la glutation-s-transferasa M-1 como expresion del carcinoma de células
escamosas de laringe en pacientes atendidos por el servicio de otorrinolaringologia entre
febrero -diciembre del 20167

De la pregunta del estudio se derivan las siguientes interrogantes:

1. ¢Cuales son las caracteristicas sociodemogréaficas de los pacientes atendidos por el
servicio de Otorrinolaringologia?

2. ¢(Cudl es la relacion genotipica de GST-M1 de pacientes con carcinoma Yy
tumoraciones benignas de laringe atendidos por el servicio de
Otorrinolaringologia?

3. ¢Cudles son las tumoraciones laringeas segun diagndstico histopatoldgico en

pacientes atendidos por el servicio de Otorrinolaringologia?
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V. OBJETIVOS.

5.1. Objetivo General:

Identificar la supresion genética de la Glutation-s-Transferasa M-1, como expresion del
Carcinoma de Células Escamosas de Laringe en pacientes atendidos por el servicio de

Otorrinolaringologia, entre Febrero-Diciembre del 2016.

5.2. Objetivos Especificos:

1) Identificar las caracteristicas sociodemogréaficas de los pacientes atendidos por el
servicio de Otorrinolaringologia.

2) Conocer la relacion genotipica de GST-M1 de pacientes con carcinoma Yy
tumoraciones  benignas de laringe atendidos por el servicio de
Otorrinolaringologia.

3) Clasificar las tumoraciones laringeas segun diagndstico histopatoldgico en pacientes

atendidos por el servicio de Otorrinolaringologia.
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VI.  MARCO TEORICO.

La Organizacion Mundial de la Salud define al cancer como “un proceso de crecimiento y
diseminacion incontrolado de células que puede aparecer practicamente en cualquier lugar
del cuerpo, lo que mayoritariamente no se sabe es que el cancer podria también definirse
como una enfermedad del DNA, y que como consecuencia del dafio en el DNA se afecta la
proliferacion celular con todas las consecuencias frecuentemente conocidas. El es la
molécula responsable de la transmision hereditaria. Sin embargo, poco se sabe sobre las
alteraciones que puede sufrir el DNA, de sus repercusiones, o de los mecanismos que
utiliza el organismo para defenderse o reparar los dafios a los que estamos habitualmente
expuestos. Entendiendo los tipos de alteraciones y/o dafios que puede sufrir el DNA es

posible comprender el proceso de carcinogénesis.
ESTRUCTURA Y FUNCION DE UN GEN

Actualmente se define como gen a un segmento de DNA que codifica para cualquier
molécula con actividad bioldgica, no sdlo proteinas. Asi, encontramos genes que codifican
para ribozimas (fragmentos de RNA que cortan y destruyen a otro RNA), RNA de
transferencia (tRNA) necesarios para la sintesis de proteinas, micro-RNA (miRNA) o RNA
con actividad reguladora de la expresion génica, entre otras, siendo las proteinas el
producto principal. Funcionalmente, los genes estan divididos en 2 regiones: (1) la region
codificante y (2) la region promotora. Se llama region codificante al segmento de DNA que
contiene la informacién que dara origen a una proteina. Por otro lado, la regién promotora
(o promotor) es un segmento de DNA localizado inmediatamente adelante o “rio arriba” de

la region codificante, y que posee una funcion reguladora de la expresion génica.

El promotor es el responsable de que no todos los genes se expresen en todas las células del
cuerpo. La regién codificante a su vez estd dividida funcionalmente en 2 tipos de
segmentos; los exones y los intrones.. Los exones contienen la informacion genética
cifrada mientras que los intrones no. Los intrones deben ser removidos, dejando Unicamente
a los exones alineados y ordenados. Este proceso se conoce como corte y empalme o
“splicing” y genera una secuencia de RNA especifica, més corta que su contraparte de

DNA. EI codigo genético y los tipos de alteraciones genéticas el DNA estan compuestos
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por los nucledtidos A, T, C y G. La combinacién de estas cuatro “letras” en triadas
Ilamadas codones, dan origen a una biblioteca genética con aproximadamente 27000
“libros” o genes, todo esto dentro de cada una de nuestras células nucleadas. Las distintas
combinaciones de nucledtidos en diferentes codones dan finalmente origen a 23

aminoacidos. *%
TIPOS DE ALTERACIONES GENETICAS

Nuestro organismo y nuestro DNA estd sometido constantemente a la accion de agentes
nocivos con capacidad de introducir alteraciones en la secuencia de nucleétidos; radiacion
UV, tabaco, polucién ambiental, etc. Una secuencia de DNA puede sufrir tres tipos de
alteraciones principales: 1. Sustituciones nucleotidicas. 2. Inserciones nucleotidicas. 3.

Deleciones nucleotidicas.

Las sustituciones son remplazos de un nucledtido por otro. Algunas sustituciones pueden
(o no) cambiar el aminoacido. Aquellas sustituciones que no cambian el aminoacido se
denominan sustituciones sinénimas. Por otro lado, las inserciones y deleciones, como sus
nombres indican, agregan o eliminan letras del cddigo, generando un corrimiento en el
marco de lectura genética. En otras palabras, desde el lugar de insercion (o delecion)
nucleotidica en adelante se cambia el sentido del codigo, generandose una cadena peptidica
completamente diferente a la originalmente codificada y/o generando una proteina mas
corta o truncada debido a la aparicion aleatoria de un codén de término temprano.

MUTACIONES VERSUS POLIMORFISMOS

Cuando se piensa en alteraciones en el DNA es casi inevitable asociar el término
“mutacion”. El término mutacion describe aquellas alteraciones nucleotidicas que producen
un cambio drastico en la funcion de la proteina. Este cambio puede incluir pérdida total o

parcial de la funcion de la proteina.

Las mutaciones pueden entonces producir alteraciones tanto por pérdida como por ganancia
de funcion. Una mutacion puede ser la responsable de la generacion de una proteina
truncada sin funcion, o alterar levemente la estructura tridimensional de la proteina,
pudiendo afectar fuertemente la interaccién con otras proteinas de un complejo proteico
mayor. Algunas alteraciones nucleotidicas estan presentes en méas del 1% de la poblacion
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sin afectar la salud del individuo que la porta. Incluso, es posible que dichas alteraciones
confieran una ventaja adaptativa frente al individuo que no la porta. Estas alteraciones se
denominan polimorfismos y son responsables de la diversidad genética entre distintos

individuos y/o étnicas entre distintas poblaciones.

Los portadores de este polimorfismo no son capaces de metabolizar el acetaldehido
producido por la degradacion del etanol. Aunque son perfectamente sanos, los portadores
acumulan acetaldehido en la circulacion con efectos disforicos como nauseas Yy
enrojecimiento facial, protegiéndolos contra el alcoholismo, problema de salud publica muy
importante en Chile y Latinoamérica. Finalmente, se denominan variantes alélicas a

aquellas alteraciones nucleotidicas con un efecto incierto o desconocido.

Dentro de los factores predisponentes a cancer descritos en la literatura internacional,
destacan las enzimas de biotransformacion, fundamentales en la desintoxicacion de

xenobidticos, incluyendo agentes carcinogénicos.

Las enzimas de biotransformacién constituyen las rutas de metabolizacién de xenobioticos
y se dividen en Fase | y Fase Il. La primera corresponde a las reacciones de oxidacion,
reduccién e hidrolisis, aumentando la hidrofilicidad del compuesto con objeto que sea
excretado. Si esta fase no es suficiente es posible que el metabolito obtenido de la Fase |
ingresa a la Fase Il, que corresponde principalmente a conjugaciones con sustancias
enddgenas como el acido glucurénico, aminodacidos, &cidos grasos, glutation, grupos
metilo, sulfato o acetato, provocando la inactivacion de dichos metabolitos y facilitando de

esta manera su excrecion.®®

Dentro de las enzimas de fase | involucradas, destacan la citocromo P450 CYP1ALl y entre
las de fase Il la glutatién-S-transferasa GSTM1, ambas involucradas en la carcinogénesis
asociada a exposicién a hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs- Ej.Benzo(a)pireno),
nitrosaminas y dioxinas, toxicos precancerigenos presentes en el humo del tabaco. Muchas
de estas enzimas son polimorficas, lo que determina diferencias en la metabolizacion, y por
ende, diferencias personales en la susceptibilidad a contraer cancer de laringe ante la

exposicion a estos carcinogénicos.
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En el &mbito internacional existen diferentes publicaciones que han tratado de correlacionar
diversos polimorfismos con cancer de via aéreo-digestiva superior, con diversos resultados.
Sin embargo, estos estudios no son extrapolables a la poblacion nacional dada sus
caracteristicas étnicas. Estos ya han sido correlacionados con cancer en via aerodigestiva
superior, pulmon y préstata en la poblaciéon. Debido a lo anterior, existe la necesidad de
estudiar alguna correlacion con el cancer de laringe en la poblacion, dado el alto nivel de
tabaquismo existente entre nuestros jovenes, potenciales portadores de cancer de laringe en
el largo plazo. Las variantes polimdrficas a estudiar corresponden al cambio nucleotidico
T3801C en la region 3’ de poli-adenilacion del gen CYP1A1 que conduce a una variante de
mayor expresion de la enzima. Por su parte, la variante de GSTML1 corresponde a una
delecion homocigota del gen completo de esta enzima. En los ultimos afios multiples
estudios, han mostrado la influencia en la susceptibilidad a cancer escamoso de laringe de

los polimorfismos en los genes del citocromo P450, en especial CYP1A1. ¢34

La Glutatién S-transferasa (GSTs) es una familia de enzimas citosolicas involucrada en la
destoxificacion de diversos exdgenos, asi como enddgenos, reactiva la funcion GSTs de
especies GSTs. como dimeros de catalizar la conjugacion de sustratos electréfilos
mutagénicos para glutation. En los seres humanos, 4 principales subfamilias de GST
pueden ser distinguido y se designan como GSTA, GSTu, GSTu, y GSTp.3 Cada una de
estas subfamilias estd compuesta de varios miembros, algunas de las cuales muestran
polimorfismo genético. Dentro de GSTp subfamilia, el gen que codifica GSTM1 exhibe
una delecion de polimorfismo, que en el caso de homocigosis (GSTM1 null) conduce a la
ausencia de la enzima con actividad fenotipica. Un mecanismo similar es descrito para
GSTT1 dentro de la subfamilia GSTu, mientras que el gen que codifica para GSTP1, un
miembro de la subfamilia SGPC, muestra polimorfismos dentro de su region de
codificacion en el codon 105 (llel05Val) y codon 114 (Alall4Val). La region de
codificacion de polimorfismos dentro de GSTP1 se han sugerido para conferir diferente
actividades catalitica de carcindgenos ambientales importantes (por ejemplo, el benzo [a]
pireno y otros hidrocarburos aromaticos policiclicos) son desintoxicados a través de la
GST. ®La mucosa de la laringe esta formada por células planas llamadas escamosas, por lo

que el tumor derivado de ellas se denominara carcinoma escamoso o epidermoide. Es el

e
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tipo de cancer mas frecuente en esta localizacién. Pero, por otra parte, los canceres de
laringe se clasifican seguin la zona del 6rgano en la que se originen. Por esto, se habla de

cancer supra glético, glético o subglético segtin donde esté localizado. @

Epidemiologia

La incidencia de céncer de cabeza y cuello para el afio 2006 en EE.UU fue de
aproximadamente 40 490 nuevos casos (siendo el 3 % de todos los tumores malignos del
adulto), con una mortalidad de 11 170 pacientes. En Venezuela la mortalidad por cancer de

cabeza y cuello registrada para el afio 2005 fue de 634 casos.

El cancer de cabeza y cuello, independientemente de su localizacion, se asocia
generalmente con un pronostico ominoso. Se considera a este tipo de cancer como una
enfermedad de etiologia multifactorial, describiéndose varios factores de riesgo que pueden
aumentar su incidencia. De los factores universalmente conocidos que aumentan el riesgo
de cancer de cabeza y cuello se encuentran el consumo de tabaco y de alcohol. Igualmente
existen un gran numero de investigaciones que apoyan la evidencia de que los virus
contribuyen en el desarrollo del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello, entre
ellos el virus de Epstein Barr, el cual se ha asociado con el carcinoma nasofaringeo, y el

virus del papiloma humano, relacionado con el carcinoma de laringe.

Las células de la mucosa expuesta durante un tiempo prolongado a estos carcinGgenos,
comienzan a presentar cambios moleculares que posteriormente conllevan a cambios

celulares, lo que se denomina proceso de carcinogenesis.

En vista que la exposicién a los carcind6genos no solo ocurre en una sola area del tracto
aero-digestivo superior, sino en toda la mucosa que lo conforma, pueden ocurrir en forma
simultanea en varios sitios del tracto (eso6fago y pulmén inclusive), estos cambios de
carcinogeénesis. Esto explicaria la aparicion de neoplasias en localizaciones lejanas al sitio
original del tumor (segundos primarios) o la reaparicion del tumor en la cicatriz de una
cirugia, a pesar de haberse obtenido en ella margenes histologicos amplios y claros (recaida
0 recurrencia). La tasa de recaidas y de segundos primarios en cabeza y cuello puede variar

entre un 10 % a un 40 %. &
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Este fenomeno es lo que se ha descrito con el concepto de “campo de cancerizacion”.El
término de “campo de cancerizacion” fue postulado por primera vez por Slaughter y col.,
en su articulo publicado en 1953, que aunque no definieron un concepto como tal, dieron
las primeras pistas de este fendmeno. Esta hipdtesis sugeria que después de exponer
completamente el epitelio del tracto aero-digestivo superior a los carcin6genos se producen
cambios citologicos y moleculares extensos lo que conduce a la aparicion de multiples
neoplasias.

Algunos trabajos han realizado analisis moleculares del epitelio considerado
histol6gicamente normal adyacente a carcinomas y han evidenciado la existencia de
alteraciones genéticas tempranas o inestabilidad cromosémica. Las células genéticamente
alteradas forman “poblaciones clonales” las cuales tienen una elevada tasa proliferativa, sin
embargo, se acepta que es necesario el acimulo de diferentes alteraciones genéticas para
lograr que una célula molecularmente alterada progrese a una célula maligna. Esto
explicaria que a pesar de que una célula posea diversos cambios moleculares,

citolégicamente sea de apariencia normal o quizas tenga solo cambios displasicos. 2

La susceptibilidad de cancer debido a la exposicién quimica se espera que sea determinada
por un fenotipo individual para varias enzimas, ambos activadores y detoxicadores relativos
a ese compuesto 0 mezclas de compuestos. La valoracion de una sola enzima o genotipo no
puede ser suficiente, dado el nimero de enzimas metabolizadoras de carcindgenos ya
identificadas y la complejidad de mezclas quimicas a las que un individuo esta expuesto.
En algunos estudios, el riesgo relativo asociado con el desarrollo de cancer estaba
aumentado con todas las combinaciones diferentes de genotipos desfavorables (odds ratios
entre 1.3 y 14 con las diferentes combinaciones). El riesgo es mas alto cuando los genes
activadores estan implicados. La historia de fumador estaba fuertemente asociada con el

desarrollo de cancer pulmonar independiente de los genotipos individuales.

Otras observaciones interesantes apuntadas en ciertos estudios de pacientes con cancer, es
la alta incidencia en el pasado (22.2%) de otros céanceres primarios (principalmente

canceres del tracto aerodigestivo). Esto estd en concordancia con algunos estudios que
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implican al tabaco como un factor importante en los canceres del tracto aerodigestivo
superior incluyendo el oral, orofaringe, hipofaringe, laringeo y canceres esofagicos. Entre
estos pacientes que habian heredado los genes “desfavorables”, la edad critica en el
momento de desarrollo de su cancer pulmonar primario era 48.8 = 11.1 afios (vs. 60.18 +
11.3 en todos los pacientes de cancer de pulmon) y con una historia de fumador de 45 +
28.9 pag/afio (vs. 67.11 + 31.6 en todos los pacientes de cancer de pulmoén). Estos
resultados apoyan el papel de los polimorfismos genéticos modificando el riesgo individual

de desarrollo de cancer. &9

TUMORES BENIGNOS

Los tumores benignos de laringe son neoplasias con un potencial muy limitado o nulo de
malignidad, y que comparadas con otras lesiones pseudotumorales, registran una incidencia
muy baja en la poblacidon general, con la Gnica excepcién de los papilomas. Los tumores
benignos pueden ser divididos de acuerdo al tejido del cual se originan, pudiendo agruparse
en tumores de origen epitelial, vascular, muscular, adiposo, glandular, cartilaginoso o

neural
CLASIFICACION DE LOS TUMORES BENIGNOS

Pseudotumores de laringe:

-Nodulos - tumor amiloide

- pélipos - Xantoma

- granulomas - pseudotumor disquistico de banda
- laringoceles ventricular

Tumores verdaderos de laringe:

- t. de origen epitelial: papiloma - t. de origen vascular: angioma,

- t. de origen cartilaginoso: condroma hemangioma

- t. de origen neural: neurofibroma, - t. de origen adiposo: lipoma
neurolimoma - t. de origen muscular: rabdomioma

- t. de origen glandular: oncocitoma - t. de origen en tejido fibroso. fibroma

(adenoma exofitico)
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Factores de riesgo

Se han determinado ciertos factores de riesgo que aumentan el riesgo de desarrollar esta
condicion. EI Fumar, por ejemplo, es el factor de riesgo principal para el cancer laringeo y
exceso del consumo del alcohol a largo plazo es otro factor de riesgo importante.

Algunos de los factores de riesgo para el cancer laringeo incluyen:

e Tabaco

El riesgo de cancer laringeo aumenta mas la probabilidad de desarrollarlo en una
persona que fuma un gran numero de cigarrillos por dia. Los estudios reflejan que las
personas que fuman sobre 25 cigarrillos al dia esta sobre 40 veces con mayor probabilidad

de desarrollar el cancer que alguien que no fuma.

e Alcohol

El uso Pesado, a largo plazo del alcohol es también un factor de riesgo importante para
el cancer laringeo, especialmente el consumo de bebidas espirituosas. Cuando se combina

el fumar y el alcoholismo, el riesgo de cancer laringeo es incluso més alto: © &7

e Género Masculino

Los Hombres tienen mayor riesgo que mujeres para desarrollar el cancer laringeo. Este
riesgo creciente se puede atribuir probablemente a una mayor proporcién de hombres que
toman que fuma, pero los numeros de levantamiento de fumadores femeninos significan

que esta diferencia del entre-género en riesgo puede disminuir.
e Edad

El cancer Laringeo es poco frecuente a edades menores de 40 afios y la mayoria de los

casos ocurren en los individuos con edades que superan estas cifras.

15



TESIS PARA OPTAR AL TITULO DE ESPECIALISTA EN OTORRINOLARINGOLOGIA.

T
ADLOK

e Antecedentes familiares

Los Individuos con un pariente del primer grado, tal como un hermano, la hermana o el
padre, que han sufrido de cancer de cabeza y cuello son dos veces mas propensos para

desarrollar el cancer laringeo que una persona sin tales antecedentes familiares.
e Substancias Toxicas

La Exposicion a las substancias toxicas tales como polvo de carbdn, pintura fumes, el
polvo de madera, niquel, formaldehido, y los vapores diésel aumentan el riesgo de cancer

laringeo.

e Algunos tipos de carne

Investigaciones han mostrado que la ingesta de carne tramitada, frita o barbequed

pueden aumentar el riesgo de cancer laringeo.

e Virus de papiloma Humano

Algunas deformaciones del virus de papiloma humano (HPV) parecen ser conectadas al
cancer laringeo, con un estudio revelando la presencia de la infeccién hacia adentro el
alrededor 25% de HPV de céanceres laringeos, considerando que los subtipos de mayor

riesgo carcinogénico son el 16 y el 18. ®:&7

SISTEMATICA DIAGNOSTICA

1. Datos anamnésicos: Historia de cancer familiar, antecedentes de tabaquismo y/o
alcoholismo. Antecedentes de patologia laringea previa. Datos sobre los sintomas en su
orden de aparicion e intensidad (disfonia, disfagia, disnea, dolor, otros).

2. Examen fisico: Examen completo de las vias aéreas y digestivas superiores
particularizando en el examen laringeo mediante la laringoscopia indirecta y directa con
endoscopia rigida y/o laringofibroscopia. Examen del cuello.

3. Examenes imagenologicos: TAC. Recomendable su realizacion en todos los casos.
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Su aplicacidn en el estadiamiento modifica este en un 20% de los casos. RMN, para casos
seleccionados. El ultrasonido puede ser atil en la deteccion de ganglios linfaticos
cervicales.

4. Examenes histopatologicos: Mediante biopsia por ponche tomados por laringoscopia
indirecta o directa. La citologia se haria en los casos que resulte recomendable, tanto de
lesion primaria como nddulos cervicales.

5. Otros exédmenes: Ademas se realizardn los examenes de laboratorio esenciales:
Hemograma, eritrosedimentacion, glicemia, creatinina, serologia y examen de orina, Rx de
torax. A los casos que reciban tratamiento de Poliquimioterapia se les realizara ademas

filtrado glomerular. ®

Generalidades sobre estadios

El sistema de clasificacidn es clinico, y se basa en la mejor estimacion posible del grado de
la enfermedad antes del tratamiento. La evaluacion del tumor primario se basa en la
inspeccion y palpacion cuando sea posible, y tanto por medio de examen con espejos
indirectos como con endoscopia directa cuando sea necesario. El tumor debe ser
confirmado histolégicamente, y se puede incluir cualquier otro dato patoldgico obtenido
con la biopsia. El estudio de imagenes por resonancia magnética y el rastreo de tomografia
computarizada de la cabeza y del cuello se deberan hacer antes de la terapia para

complementar la inspeccién y palpacion.

Se pueden incluir estudios radiograficos adicionales. Se examinan las areas apropiadas de
drenaje ganglionar en el cuello mediante palpacion cuidadosa.

En una evaluacién clinica, debe medirse el tamafio real de la masa ganglionar y se debera
dejar espacio para los tejidos blandos que intervienen. La mayoria de las masas que tienen
>3 centimetros de diametro no son ganglios solos sino ganglios que confluyen o tumores en
los tejidos blandos del cuello. Hay tres estadios de ganglios clinicamente positivos: N1, N2
y N3. No se requiere el uso de subgrupos a, b y ¢ pero se recomienda. Los ganglios medios

son considerados ganglios homolaterales.
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La evaluacion del resultado del tratamiento se puede informar de diversas maneras: control
loco regional, supervivencia sin enfermedad, supervivencia determinada y supervivencia
general de 2 a 5 afios. La preservacion de la voz es un parametro importante de evaluar.
Deben informarse los resultados después de la cirugia inicial, radiacion inicial, tratamiento
combinado planificado o la recuperacion quirdrgica debido al fracaso de la radiacion. Se
debera consultar el material de fuente primaria para revisar estas diferencias. ®

Debido a problemas clinicos relacionados con el tabaquismo y el consumo de alcohol en
esta poblacion, muchos pacientes sucumben a enfermedades intercurrentes en vez de

sucumbir al cancer primario.

Es complicado realizar una comparacion directa de los resultados de la radiacion con los de
la cirugia. Los estudios quirurgicos pueden informar de resultados en base a la clasificacion
patoldgica, mientras que los estudios de radiacion tienen que informar basados en la
clasificacion clinica, con el problema obvio de la subclasificacion en los pacientes tratados
con radiacion, particularmente en el cuello. Ademaés, frecuentemente se recomienda la
radiacion solar para pacientes con estado general precario, lo que lleva a resultados menos

favorables.

Aspectos generales de las opciones de tratamiento

Los canceres superficiales pequefios sin fijacion laringea o complicacion de ganglios
linfaticos se tratan exitosamente con radioterapia o cirugia sola incluyendo cirugia de
escision con rayos laser. Se puede escoger radioterapia para preservar la voz, y reservar la
cirugia para salvar las fallas. EI campo de radiacion y dosis se deciden por la ubicacion y el
tamafio del tumor primario. También se recomienda una variedad de procedimientos
quirdrgicos curativos para cancer de la laringe, algunos de los cuales preservan la funcion
vocal. Se debera considerar un procedimiento quirdrgico apropiado para cada paciente,
teniendo en cuenta el problema anatomico, el estado general y la experiencia clinica del
equipo de tratamiento. A menudo, los canceres de la laringe avanzados se tratan al

combinar radiacion y cirugia.

18



TESIS PARA OPTAR AL TITULO DE ESPECIALISTA EN OTORRINOLARINGOLOGIA.

T
ADLOK

Resultados clinicos publicados sobre la radioterapia radical para el cancer de cabeza y
cuello sugiere una pérdida significativa de control local cuando la administracion de
radioterapia fue prolongada; por lo tanto, se debera evitar siempre que sea posible extender

la duracion de los programas estandar de tratamiento.

Debido a que la tasa de curacién para lesiones avanzadas es baja, se deberan considerar los
ensayos clinicos que exploran la quimioterapia, radioterapia hiperfraccionada,
sensibilizadores de radiacion o radioterapia con haz de particulas.

A pesar de que las tasas de curacion no cambian con la quimio radiacion administrada en

un entorno neo adyuvante, aumenta la preservacion del érgano. ¢

Un ensayo aleatorio llevado a cabo en mdltiples instituciones, asigné a los pacientes a
induccion de cisplatino mas fluoracilo seguido de radioterapia; radioterapia administrada

conjuntamente con cisplatino o radioterapia sola.

El uso concurrente de radioterapia mas cisplatino resulté en un porcentaje estadisticamente
significativo mas alto de pacientes con una laringe intacta a los 2 afios (por ejemplo, 88%
vs. 75% y 70% para la terapia concurrente, quimioterapia de induccién y radioterapia sola
respectivamente) y un mayor control loco regional (por ejemplo, 78% vs. 61% y 56%,
respectivamente) que los otros dos regimenes. Ambos regimenes quimioterapéuticos
tuvieron una menor incidencia de metastasis distante y una mejor supervivencia sin
recaidas que los que tuvieron radioterapia solamente, pero también tuvieron una tasa mas
alta de efectos toxicos de grado alto. Las tasas de supervivencia en general no fueron

significativamente diferentes entre los diferentes grupos. ¢

Grado de comprobacion:

El riesgo de metastasis a ganglios linfaticos en pacientes con cancer glético en estadio | va
de 0%-2%, y en el caso de enfermedad mas avanzada, tal como cancer glético en estadios 11
y 111, la incidencia es de solo 10% y 15% respectivamente. Por lo tanto, no hay necesidad

de tratar electivamente los ganglios linfaticos cervicales de cancer glotico en pacientes con
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tumores en estadio | y con tumores pequefios en estadio Il. Se debera dar consideracion a
usar radiacion electiva del cuello para tumores mayores o supragloticos.

En general, se prefiere que los pacientes con cancer de la subglotis reciban terapia de
modalidad combinada aunque para las lesiones pequefias poco comunes (por ejemplo,

estadio | o estadio 1) puede emplearse radioterapia sola.

Los pacientes que fuman durante la radioterapia parecen tener tasas mas bajas de respuesta
y duraciones mas cortas de supervivencia que los que no lo hacen; por lo tanto, debera

aconsejarse a los pacientes que dejen de fumar antes de iniciar la radioterapia. ¢

Las pruebas acumuladas han mostrado una alta incidencia (por ejemplo, >30%-40%) de
hipotiroidismo en pacientes que han recibido radiacion de haz externo a toda la glandula
tiroides o a la glandula pituitaria. Se deberad considerar la evaluacion de la funcion de la

tiroides en los pacientes antes de la terapia y como parte de seguimiento post-tratamiento.
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VII. DISENO METODOLOGICO

1.1 Tipo de Estudio:
El estudio que se llevo a cabo en este trabajo investigativo, es un estudio descriptivo

prospectivo, de corte transversal y cuantitativo con el proposito de identificar la supresion
genética de la glutation S-transferasa GST-M1 como expresion del carcinoma de células
escamosas de laringe en pacientes atendidos por el servicio de ORL entre febrero -
diciembre del 2016. .

Es descriptivo con el proposito principal de obtener informacion acerca del estado actual
del fendbmeno, describiendo todas sus dimensiones, sin cambiar el entorno (es decir, no hay
manipulacion), el objeto de estudio es la supresion genética de la glutation S-transferasa
GST-M1 como expresion del carcinoma de células escamosas de laringe en pacientes

atendidos por el servicio de ORL.

Prospectivo porque os datos se recolectaron una vez disefiado el estudio lo que nos

permitio tener un menor margen de error.

Corte transversal ya que a las variables no se medira ni evaluara la evolucion, fueron

medidas en un solo tiempo.

Cuantitativo porque fue utilizado la recoleccion y el analisis de los datos para contestar las
preguntas de la investigacion, donde permiti6 confiar en la medicion numérica

frecuentemente con el uso de las estadisticas para establecer con exactitud los patrones.
1.2 Area de Estudio:

Se llevé cabo, en el servicio de otorrinolaringologia, en el hospital escuela Antonio Lenin

Fonseca, el cual esta ubicado en el departamento de Managua.

1.3 Universo:

Estuvo representado por 8 pacientes con tumoraciones benignas de laringe, y 8 pacientes
con carcinoma de células escamosas de laringe, para un total de 16 pacientes, todos

fumadores de tabaco que practicaban la ingesta de alcohol.
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Se empled muestra no probabilistica por conveniencia aplicando los siguientes criterios de

seleccion.

1.4 Unidad de Andlisis:

Los pacientes con carcinoma de células escamosas y tumoraciones benignas de laringe,

mayores de cuarenta afios, fumadores de tabaco que practicaban la ingesta de alcohol.

1.5 Criterios de Inclusion fueron los siguientes:

e Que desee colaborar con nuestro estudio.
e Fumador activo y tomador de bebidas alcohdlicas.
e Que cursen con tumoracion benigna o Ca de laringe.

e Que no hayan recibido radio-quimioterapia.

1.6 Criterios de Exclusién:

Que no desee colaborar con nuestro estudio.

Paciente que no sea fumador ni tomador.

Que sea diagnosticado fuera del periodo de estudio.

Que hayan recibido radio-quimioterapia.

1.7 Variables
A partir de los objetivos especificos se definen las siguientes variables.

Objetivo No 1: Identificar las caracteristicas sociodemogréaficas de los pacientes.
e Edad
e Sexo
e Ocupacion
e Procedencia

e Nivel de escolaridad
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Objetivo No 2: Determinar la relacion genotipica de GST-M1 de pacientes con carcinoma

y tumoraciones benignas de laringe.

e Fumador

e Tomador de alcohol

e Procedimiento realizado
e Medicion en sangre

e Medicion en tejido

e Supresion GST-M1

Objetivo No 3: Clasificar las tumoraciones laringeas segun diagnostico histopatologico.

e Benigno.
e Maligno.
e Oftros.

1.8 La fuente de Informacion

Secundaria: ya que se disefid un instrumento el cual se llené mediante la revision y

evaluacion de los expedientes clinicos.

El desarrollo de la técnica se llevd a cabo en el laboratorio de biologia molecular del
instituto politécnico de la salud , POLISAL-UNAN, Managua, la cual incluird extraccion
de ADN en tejidos y sangre, aplicando la técnica PCR multiplex, los pacientes casos seran
pacientes con diagnéstico histopatologico de cancer de laringe y los pacientes y se

sometieron voluntariamente.
5.10. PROCEDIMIENTOS DE REFERENCIA

Se utilizd como referencia para estandarizacion de la técnica la deteccion de las supresiones
GSTT1-GSTM1 descrita en las publicaciones Ehab H (2001) Genetic Deletiones of
Glutathione- S-Transferase as a Risk Factor in Squamous Cell carcinoma of the larynx: A
Preliminary Report. ( Ehab Hanna,2001)
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Una vez realizada la PCR se analizaron mediante el uso de un retro iluminador ultravioleta,

camara con campana para retroiluminador y sistema digital de documentacion de geles.

1.10 Recoleccion de la Informacion:

Técnicas e instrumentos de la recoleccién de informacion:

Revision de expedientes clinicos: se aplicO un custionario de preguntas cerradas,
conteniendo las variables relacionadas con la supresion genética de la glutation-s-
transferasa M-1 como factor de riesgo del carcinoma de células escamosas de laringe.

Procedimiento de recoleccion de la informacion: Se elabor6é una ficha de recoleccion de
informacién previa validacion por el investigador, y se aplicé a cada expediente,
extrayendo la informacion del expediente clinico y del paciente, se tomd biopsia de tejido y
una muestra de sangre por paciente, y fueron llevadas al laboratorio de biologia molecular
donde se aisl6 ADN de tejido y de sangre a través de la técnica de PCR, para detectar

glutation-s-transferasa M-1.

1.11 Recoleccion de la muestra:

Se utiliz6 muestra de sangre total con EDTA, y muestras de tejido con solucion PBS 1x las
muestras se almacenaron a 4 grados centigrados antes de su transporte, el cual se realizé
bajo refrigeracién con la utilizacion de termo, refrigerante, gradilla y termometro para

verificar la temperatura.

Extraccion de ADN: La extraccion de ADN se realizé a partir de 200 ul de sangre total con
EDTA mediante la utilizacién del QIAamp DNA mini kit, siguiendo el protocolo de DNA
Purification from Blood Mini Handbook(QIAEN,2012)

Para la extraccion de tejido laringeo se realizo a partir de 25 mg de tejido de PBS 1X
mediante la utilizacion del QIAamp DNA Mini kit siguiendo el protocolo DNA
Purification Tissue (Spin protocolo) indicados en el manual QlAamp DNA Mni kit
(QIAEN, 2008)
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1.12 Procesamiento de los Datos:

Una vez recolectada la informacion se procesé y analizo en el programa SPSS (statistics
statistical procederes companion) version 22, para toda la poblacion en estudio con
estadisticas descriptivas a través de frecuencia simple y contingencias de variables, para

facilitar el analisis de la informacidn de acuerdo a los objetivos planteados.
Para la redaccidn de resultados se utilizé el Word de Windows version 2013.
1.13 Validacion de Instrumento (prueba piloto):

Previa a la aplicacion del instrumento se llevé a cabo una prueba a tres pacientes a quienes
se les realizo toma de muestra de sangre y de tejido laringeo, se les aplico una prueba de
PCR multiplex al ADN llevada a cabo por el Dr. Allan Pernudi biélogo molecular quien
disefio los protocolos de extraccion de ADN, evidenciando la supresion de la enzima

GSTT1-GSTML1, lo que nos dios las pautas necesarias para continuar el estudio.

1.14 Plan de andlisis:

La informacién se proceso a traves del paquete estadistico PASW Statistics 18. Para el
andlisis estadistico se utilizd6 calculo de frecuencia, porcentajes. La presentacion de los
resultados se realizo a través de cuadros y graficos, en el informe final del estudio se utilizd
el paquete de Microsoft office 2010.

1.15 Presentacion de Datos:

Los datos fueron presentados en diapositivas programa (PowerPoint), donde tendran los
principales resultados obtenidos del estudio en porcentajes, tablas simples para un mejor
analisis de la informacion con gréficos incluidos con una expresion exacta de cifras, pero

permite una vision mas clara y rapida acerca de la que presentan los datos.
1.16 Aspecto Etico:

Se llend un consentimiento informado por cada paciente solicitando su autorizacién por

escrito, para poder llevar a cabo la toma de muestras de tejido de la tumoracién y muestra

e
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de sangre para aislar el ADN. Luego se acudio a la direccion médica del Hospital Escuela

Antonio Lenin Fonseca del Departamento de Managua, a solicitar autorizacién por escrito,
para tener acceso a los expedientes clinicos de dichos pacientes, luego se procedio a la

aplicacion del instrumento.
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ANEXOS N° 1

OPERACIONALIZACION DE VARIABLE

TablaN°: 1

Objetivo N° 1: Identificar las caracteristicas sociodemograficas de los pacientes.

N° | Nombre de la variable Definicion Operacional Indicador Valores / Escalas Instrumento
A. < 25 afios. Cuestiona rio
; . _ 3 _ B. 26 a 35 afos.
Numero de afios cumplidos al | Afios cumplidos.
1 | Edad _ C. 36a45
momento del estudio.
D. 46 a55
E. > 56 afos
Diferencia fisica anatémica A. Masculino. Cuestionario
2 | Sexo entre el género hombre Yy | Sexo bioldgico de la persona. B. Femenino.
mujer.
) y A. Primaria Cuestionario
) _ Nivel de preparacion )
Nivel de escolaridad _ o B. Secundaria
3 profesional en salud acorde a | Grado académico alcanzado. o
. _ C. Universitaria
los afos estudiados. )
D. Ninguna
Cuestionario
_ Principio u origen de donde | Desarrollo del lugar donde se ubica | A. Area Urbana.
4 | Procedencia

nacio y vive

la residencia.

Area Rural.
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A. Obrero

Ocupacion Oficio o profesion que ejerce ] B. Profesional Cuestionario
5 Labor a la que se dedica
C. Desempleado
D. Otro
OPERACIONALIZACION DE VARIABLE
Tabla N°: 2
Objetivo N° 2: Determinar la relacion genotipica de GST-M1 de pacientes con carcinoma y tumoraciones benignas de laringe.
N° | Nombre de la variable Definicion Operacional Indicador Valores / Escalas Instrumento
] A.1laldia
Es aquella persona que ha contraido el _ )
. o Total de cigarros fumados por | B. 6-10 al dia ) )
6 | Fumador habito de fumar, que significa inhalar Cuestionario
dia C.>10al dia
humo.
i i . ) ) A. 1 vez por semana

Cantidad de bebidas alcohdlicas que | Frecuencia en la ingesta de
7 | Ingesta de Alcohol . . ) ) B. Cada dos semanas | Cuestionario

son suministradas por via oral bebidas alcohdlicas ]

C. Ocasional

8 | Procedimiento Un conjunto de acciones que se | Tipo de muestra tomada para | A. Biopsia Cuestionario
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realizado

realizan de la misma manera y bajo las
mismas circunstancias, para lograr el

mismo resultado.

estudio

B. Exceresis biopsia
C. Muestra de sangre

. Material biologico constituido por un | Fluido que circula por venas y | A. Positivo ) )
9 | Componente Hematico . ) ] ] Cuestionario
conjunto de celulas arterias B. Negativo
- ] Conjunto de células con un mismo | Agrupacién de células que | A. Positivo _ _
10 | Tejido laringeo _ o ; ] _ Cuestionario
origen embriologico actuan de formas coordinada B. Negativo
» o Interferencia en la sintesis de enzimas A. Positivo .
11 | Supresion enzimatica . . ] Cuestionario
debido a la supresion de su gen B. Negativo
OPERACIONALIZACION DE VARIABLE
Tabla N°: 3
Objetivo N° 3: Clasificar las tumoraciones laringeas segun diagnoéstico histopatolégico.
N° | Nombre de la variable Definicion Operacional Indicador Valores / Escalas Instrumento
., - . . A. Pélipo
. . Afeccion autolimitada no progresiva | Neoplasia que carece de . .
12 | Tumoracion benigna LT S B. Granuloma Cuestionario
gue no implica ninguna gravedad malignidad C. Otros
Crecimiento anormal de células que se . A Carcinoma
., . - . Neoplasia con transformacion . .
13 | Tumoracién maligna multiplican sin control de forma . , £5camoso. Cuestionario
' maligna de células
agresiva B. Otros.
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VIIl.  RESULTADOS Y DISCUSION
Esta investigacion tuvo como proposito determinar la supresion genética de la glutation-s-
transferasa M-1, como factor de riesgo del carcinoma de células escamosas de laringe en
pacientes atendidos por el servicio de otorrinolaringologia, entre febrero -diciembre del
2016. Sobre todo se pretendio examinar ¢Cuales son las caracteristicas sociodemogréaficas
de los pacientes atendidos por el servicio de Otorrinolaringologia?, ¢Cual es la relacion
genotipica de GST-M1 de pacientes con carcinoma Yy tumoraciones benignas de laringe
atendidos por el servicio de Otorrinolaringologia? y ¢Cuales son las tumoraciones laringeas
segun diagndstico histopatoldgico en pacientes atendidos por el servicio de

Otorrinolaringologia? A continuacion se estaran discutiendo los principales hallazgos de
este estudio

Objetivo 1: Caracteristicas socio demogréaficas de los pacientes atendidos por el servicio de
otorrinolaringologia que participaron en el estudio.

Graficol. Edad de los pacientes con tumoraciones laringeas atendidos en el periodo del
estudio.

Edad

50%
45%
40%
35%
30%
25%
20%
15%

10%

5%
0%

Porcentaje

36-45 afios

> de 56 afios

Fuente: Tabla 1 (revision de expedientes clinicos)
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Con un total de 16 pacientes que participaron en el estudio el grafico refleja la edad de los
pacientes, de los cuales la mitad de ellos que se encuentran entre las edades de 40 — 50 afios
que son 8 pacientes para un 50% Yy la otra mitad que son 8 se encuentran entre las edades
de 60 — 70 afios para un 50%.

En los estudios que se han realizado no se encontr6 una relacion clara respecto a la edad de
los pacientes que participaron en los diversos estudios, este trabajo investigativo refleja que
hay dos rango de edades de preferencia para el desarrollo de cancer laringeo en pacientes

fumadores y tomadores que son de 40-50 afios de edad y de 60 a més.

El cancer Laringeo es poco frecuente a edades menores de 40 afios y la mayoria de los
casos ocurren en los individuos con edades que superan estas cifras. Los niveles de las
enzimas detoxificantes por debajo de estas cifras estan en niveles éptimos, pero a medida
que aumentan los afios estos niveles decrecen asociado a diversas sustancias carcinogénicas
a las que hay exposicion favoreciendo el desarrollo de cancer en ciertas edades (Gong M,
D. W. 2012).

Es una de las neoplasias de cabeza y cuello mas frecuentes, de todos los tumores malignos
del organismo, el 98% corresponde a carcinomas escamosos 0 epidermoide (generalmente
del tipo bien diferenciado). Es mas frecuente entre los 50 y 70 afios, pero se observa cada

vez mas en edades tempranas.
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Grafico 2. Genero de los pacientes con tumoraciones laringeas.

Num. de pacinetes

Hombre Mujer
SEXO

Fuente: Tabla 2 (revision de expedientes clinicos)

El grafico nimero 2 refleja el sexo de los 16 pacientes que participaron en el estudio de los
cuales el sexo masculino predomina con 15 pacientes para un 93.75%, seguido en menor

frecuencia el sexo femenino con 1 pacientes para un 6.25%.

El sexo masculino es el méas afectado ya que es el género que con mayor frecuencia practica
el fumado de tabaco y consumo de alcohol, ya que la sociedad no ve bien estas practicas en
el sexo femenino aunque se ha ido perdiendo con forme pasan los afios ya que cada vez es

mayor el nimero de mujeres que fuman tabaco y consumen alcohol (Gong M, D. W. 2012).

El cancer de laringe es una enfermedad con predominio en el sexo masculino y en relacion
con la exposicién a carcindgenos, fundamentalmente a través del consumo de tabaco, hecho
este, que se da en el 94 % de los pacientes diagnosticados de cancer de laringe. Son de
aproximadamente cuatro veces mas comunes en los hombres que en las mujeres, lo cual se
relaciona a que el sexo masculino esta en mayor exposicion a otras sustancias

carcinogénicas ya que hay labores que por el desgaste fisico la mayoria de los empleadores
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prefieran el sexo masculino y debido a que es la cabeza del hogar, debe sustentar a su

familia lo que conlleva a que su proteccion pase a segundo plano (Gong M, D. W. 2012).

Ocupa el sexto lugar en la mortalidad por cancer en los varones y el cuarto puesto en los
afios potenciales de vida perdidos. El prondstico de la enfermedad esté en relacion con la
extension de ésta, siendo el diagnostico precoz fundamental en cuanto a las opciones de

tratamiento y las posibilidades de curacion.

Grafico 3. Nivel de escolaridad de los pacientes que participaron en el estudio.

8 —
2
g4
£
§ M Primaria incompleta
3 B Secundaria completa
:Es 2 & Educacion superior
2

= Ninguna
1
Primaria Secundaria Educacion Ninguna
incompleta completa superior
Nivel de escolaridad

Fuente: Tabla 3 (revision de expedientes clinicos)

El nivel de escolaridad reflejado en el grafico nimero 3 de los 16 pacientes del estudio,
el mayor namero de ellos que son 5 cursaron su secundaria completa, para un 31.25%,
seguido de 4 que cursaron su primaria incompleta para un 25%, 4 que cursaron su
educacion superior para un 25% Yy en menor porcentaje 2 que no tienen ningun nivel

académico, para un 18.75% 12.5%.

Todas las personas tienen riesgo de desarrollar cancer, pero hay grupos que tienen mayor

riesgo como lo son los descritos en el grafico anterior lo cual se puede atribuir a que por

R
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su bajo nivel de escolaridad no acuden a una valoracion oportuna asociada a la préactica
exagerada del consumo de tabaco y alcohol, a la vez que se exponen a muchos otras

sustancias carcinogénicas que desconocen.

Estudios anteriores no hacen referencia al nivel de escolaridad como influencia del
comportamiento de la neoplasia laringea: las personas con bajo nivel de escolaridad
presentan altas tasas de incidencia de carcinoma y cada vez a edades mas tempranas. La
escolaridad puede considerarse un elemento decisivo para determinar grupos de riesgo con
respecto a cancer. Las personas con mejor nivel educativo tienen la oportunidad de ocupar
viviendas que se encuentran con mejor acceso a las diferentes unidades de salud, lo que

podria contribuir a que sean atendidos de forma temprana y oportuna.
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Grafico 4. Procedencia de los pacientes con tumoraciones laringeas atendidos

durante el periodo de estudio.
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Fuente: Tabla 4 (revision de expedientes clinicos)

En relacion a la procedencia, el grafico nimero 4 refleja que de los 16 pacientes 13 son
del casco urbano siendo la mayoria para un 81.25 % y en menor porcentaje solamente 3

pacientes son del casco rural para un 18.75 %.

Un gran porcentaje son del casco urbano, aunque no hay estudios que relacionen la
procedencia con el riego de desarrollar cancer de laringe, se considera que hay una mayor
exposicion a sustancias carcinogénicas, y debido a la facilidad de acceso a la unidades de
atencion de segundo y primer nivel la captacion en este grupo de pacientes es mayor en

comparacion que los que son originarios del casco rural.

Los pacientes del casco urbano prefieren consumir alimentos pocos saludables como
comidas rapidas, consumen pocas frutas y verduras, siendo las personas adultas las que mas
consumen este tipo de alimentos, ademas de haber un mayor numero de agentes

contaminantes en estas zonas, producto del desarrollo propio de cada pais.
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Grafico 5. Ocupacion de los pacientes con tumoraciones laringea que participaron

en el estudio.

Ocupacion

M cbrero
[ Desempleado
Octros

Fuente: Tabla 5 (revision de expedientes clinicos)

En el grafico 5 se refleja la ocupacién de los 16 pacientes de los cuales el mayor nimero
son desempleados con 8 pacientes para un 50%, seguidos de 7 que son agricultores
para un 43.75%, y en menor porcentaje uno que tiene otra ocupacion No hay estudios
que relacionen la ocupacién con el riesgo de desarrollar cancer de laringe pero en este
estudio se refleja que los pacientes desempleados son los que presentan el mayor riesgo
pero esto es relativo ya que hay que tomar en cuenta la edad al momento del diagnostico y
lo tarde que se acuda a la atencién ya que por la sintomatologia algunos dejan de laborar.
La literatura revisada concuerda en que la exposicion ocupacional a ciertas sustancias
puede contribuir a aumentar el riesgo de aparicion de cancer. Las exposiciones acumuladas
a formaldehido han sido asociadas. También se han relacionado las exposiciones
prolongadas a humos de distintas procedencias y las particulas de madera. Se ha observado
un mayor riesgo de en sujetos expuestos a fibras minerales (fibras de vidrio) (Armstrong
RW 2000).

36



TESIS PARA OPTAR AL TITULO DE ESPECIALISTA EN OTORRINOLARINGOLOGIA.

T
ADLOK

La exposicién a un gran numero de productos quimicos como tintes, disolventes y
pesticidas y a particulas de cemento, metal o fibras textiles no ha mostrado riesgos
significativos para ninguna de las localizaciones.

Otro posible carcinégeno evaluado en los estudios revisados fue el humo derivado de la
combustion de combustibles, de soldaduras, de cocinas, etc. Segin una de los trabajos
realizados por, el humo procedente de la combustion de motores o aceite y de soldadura ha
sido clasificado como potencialmente carcindgeno.

El potencial carcinogénico de cada sustancia no es muy bien conocido se considera que
unas tienen mayor riesgo, asociadas a otros factores como la edad, sexo entre otros factores

de riesgo que contribuyen a que unos desarrollen cancer d laringe.
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Grafico 6. Pacientes gue presentan patologias concomitantes
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Fuente: Tabla 6 (revision de expedientes clinicos)

El grafico numero 6 refleja que de un total de 16 pacientes que participaron en el estudio la
mayor frecuencia de ellos ,14 no presentaban ninguna patologia para un 87.5%, seguido en
menor frecuencia con 2 pacientes que si presentan alguna patologia para un 12.5%, de los

cuales uno presento HTA y uno presento HTA con DM Il asociada.

Del total de pacientes que participaron en el estudio no se evidencio ninguna relacion en el
desarrollo del cancer de laringe con problemas médico de base, al igual que no se encontrd
evidencia en literaturas sobre ellos, pero al realizar este trabajo investigavo se comprueba

gue un gran porcentaje de pacientes no presentaba patologias de base asociada.

En el &mbito internacional existen diferentes publicaciones que han tratado de correlacionar
diversos polimorfismos con cancer de via aéreo-digestiva superior, con diversos resultados,
la conversion de un terreno en campo expansivo, como resultado de Cambios moleculares
en el carcinoma de células escamosas y alteraciones genéticas adicionales. Por dltimo, la
seleccién clonal provoca el desarrollo del carcinoma dentro de este campo contiguo de
células pre-neoplasicas (Hab Hanna, M. S. 2001, Gong M, D. W. 2012).
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Existen diversas enzimas detoxificantes que son las responsables de eliminar elementos
potencialmente carcinogénicos, de ellas una de las principales es la glutation-S-transferasa
GSTM-1, la cual no se demostrado que este suprimida en pacientes con enfermedades

crénicas.

Objetivo 2. Relacion genotipica de GST-M1 de pacientes con carcinoma Yy
tumoraciones benignas de laringe atendidos por el servicio de Otorrinolaringologia.

El andlisis de las muestras para la genotipificacion de las enzimas glutation-S-transferasa
Theta (GST-T1) y glutatién-S-transferasa Mu (GST-M1), Se realiz6 mediante reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) multiplex, en el cual se incluyeron muestras de tejido y
sangre de pacientes con tumoraciones laringeas (8 casos) y controles sanos (8 controles)
con una historia similar o antecedentes de fumador. Debido a que este ensayo da como
resultado la ausencia de un producto PCR en individuos que expresan el genotipo nulo
GST-M1 / GST-T1, cebadores de oligonucle6tidos que amplifican una porcion del gen de
la albimina se incluyeron en una PCR multiplex como un control positivo para la calidad
del ADN vy las condiciones de PCR.

La extraccion de ADN se realiz6 a partir de 200 pl de sangre total con EDTA y 25mg de
tejido, mediante la utilizacion del QlAamp DNA Mini Kit, siguiendo el protocolo DNA
Purification from Blood or Body Fluid (Spin Protocol) indicados en el manual QlAamp
DNA Mini and Blood Mini Handbook.

Para la amplificacion del ADN se utilizaran los siguientes primer: para el gen GST-M1
forward 5'GAA CTC CCT GAA AAG CTA AAGC3'y GST-M1 reverse 5'GTT GGG
CTC AAA TAT AGC GTGG3'. Gen GST-T1 forward 5TTC CTT ACT GGT CCT CAC
ATC TC3'y GST-T1 reverse 5TCA CCG GAT CAT GGC CAG CA3'. Utilizando como
control interno la albumina con 350 pb, Albumina forward 5'GCC CTC TGC TAA CAA
GCT GTAC3'y Albumina reverse 55GCC CTA AAA AGA AAA TCG CCA ATC3.
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Grafico 7. Cantidad de cigarros consumidos por los pacientes.

Cantidad de cigarros fumados al dia

= 1aldia
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m>10al dia

Fuente: Tabla 7(revision de expedientes clinicos)

En el grafico 7 se refleja el nimero de cigarro consumidos por los 16 pacientes, de los
cuales el de mayor frecuencia son 8 pacientes quienes fuman mas de 10 cigarrillos al dia
para un 50%, seguidos de 7 pacientes que fuman de 6-10 cigarrillos para un 44%, y en

menor frecuencia 1 paciente que fuma un cigarro al dia para un 6%.

El humo del tabaco es el responsable de la mayoria de los carcinomas vias respiratorias en
hombres y mujeres. Por consiguiente, si se consigue reducir el consumo de cigarros, los
efectos de la salud, relacionados con fumar, reduciran significativamente la carga de la
enfermedad en la poblacién (Armstrong RW 2000). Sin embargo, tal esfuerzo sélo se ha
podido realizar con un éxito limitado debido a las diferencias en la susceptibilidad
individual. La susceptibilidad puede deberse a las variaciones heredadas en la habilidad de
metabolizar procarcinégenos en el humo del tabaco. Las sucesiones genéticas de proto-
oncogenes y genes supresores de tumores, y la reparacion del ADN son otro factor
determinante (Angel Diaz 2003).
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El riesgo es méas alto cuando los genes activadores estdn implicados. La historia de
fumador estd fuertemente asociada con el desarrollo de céncer independiente de los
genotipos individuales.

El riesgo de cancer laringeo aumenta mas la probabilidad de desarrollarlo en una persona
que fuma un gran numero de cigarrillos por dia. Los estudios reflejan que las personas que
fuman sobre 25 cigarrillos al dia esta sobre 40 veces con mayor probabilidad de desarrollar
el cancer que alguien que no fuma, se ha comprobado que el 97% de los pacientes con

carcinoma de laringe son fumadores.

Grafico 8. Frecuencia en la ingesta de alcohol.

Frecuencia de ingesta de alcohol

13%

™ Una vez a la semana
B Cada dos semanas

' Ocasional

Fuente: Tabla 8(revision de expedientes clinicos)

En relacion al grafico nimero 8 refleja que en mayor frecuencia 10 pacientes consumen
bebidas alcohdlicas cada dos semanas lo que representa un 62%, seguida de 4 que
consumen alcohol una vez por semana para un 25%, y en menor frecuencia 2 que
consumen de forma ocasional para un 13%.

El consumo, a largo plazo del alcohol es también un factor de riesgo importante para el

cancer laringeo, especialmente el consumo de bebidas espirituosas. Cuando se combina el

R
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fumar y el alcoholismo, el riesgo de cancer laringeo es incluso mas alto. Las células de la
mucosa expuesta durante un tiempo prolongado a estos carcindgenos, comienzan a
presentar cambios moleculares que posteriormente conllevan a cambios celulares, lo que se

denomina proceso de carcinogénesis.

De los factores universalmente conocidos que aumentan el riesgo de cancer de cabeza y
cuello se encuentran el consumo de tabaco y de alcohol, debido a la exposicion quimica se
espera que sea determinada por un fenotipo individual para varias enzimas, ambos
activadores y detoxicadores relativos a ese compuesto 0 mezclas de compuestos. La
valoracion de una sola enzima o genotipo no puede ser suficiente, dado el numero de
enzimas metabolizadoras de carcindgenos ya identificadas y la complejidad de mezclas
quimicas a las que un individuo esta expuesto. En algunos estudios, el riesgo relativo
asociado con el desarrollo de cancer estaba aumentado con todas las combinaciones

diferentes de genotipos desfavorables (Armstrong RW 2000).

El riesgo es mas alto cuando los genes activadores estan implicados. Uno de cada 10 casos
de cancer en hombres y uno de cada 33 en mujeres son debidos a la ingesta de alcohol en el
pasado o el presente ( Angel Diaz 2003). El riesgo acumulado para céncer, asociado con el
aumento de la exposicién a acetaldehido, sefiala la necesidad de una deteccién a nivel

mundial de los niveles de etanol y acetaldehido de bebidas alcohdlicas
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Grafico 9. Procedimiento realizado en los pacientes

Procedimiento realizado

M Biopsia

M Exeresis biosia

Fuente: Tabla 9 (revision de expedientes clinicos)

En relacion al procedimiento realizado en los 16 pacientes, el grafico nimero 9 refleja que
en mayor frecuencia a 10 se les realizo toma de biopsia, para un 62.5% y en menor

frecuencia a 6 se les realizo exceresis biopsia para un 37.5%.

El tipo de procedimiento realizado para toma de biopsia no presentd ninguna variacién al
momento del diagndstico, dado a que no es necesario una gran cantidad de tejido para
llegar a su diagnostico y detectar la supresion de las enzimas detoxificantes, aunque no se
pudo comparar con literaturas nacionales o extranjeras ya que ninguna presenta este tipo de
enfoque, a todos los pacientes se les realizo toma de muestra de sangre siendo esta méas
sencilla al momento de extraer ADN para la realizacion de la deteccion de las enzimas

detoxificantes.
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Grafico 10: Supresion de los genes GSTT1/GSTM1 en muestras de tejido laringeo

Supresion GSTT1/GSTM1 en muestras de
tejido
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Fuente: medicién en PCR multiplex (muestra en tejido)

Segun los datos reflejados en el grafico nimero 10, el gen GSTT1 esta ausente en 5 de 8
(62.5%) en pacientes con cancer de laringe y en 4 de 8 (50%) en pacientes con
tumoraciones benignas. EI gen GSTM1 esta ausente en 7 de 8 (87.5%) en pacientes con
cancer de laringe y en 5 de 8 (62.5%) en pacientes con tumoraciones benignas. Genotipos
GSTT1 (p<0.05) y GSTM1 (p<0.05) en pacientes con céancer de laringe (rojo) y con
tumoraciones benignas (azul).

La supresion del gen GST-M1 se asocié significativamente con el céncer de células
escamosas (CCE) de la laringe y puede producir un riesgo de padecer esta enfermedad en

particular’. Los individuos con deficiencia absoluta o relativa del sistema de enzimas GST
pueden, por tanto, estar en un riesgo mayor de desarrollar carcinoma de laringe.

Hay algunos estudios sobre la relacién del genotipo GSTML1 nulo y canceres. Por ejemplo:
Gong et al®. Sugiere que el genotipo GSTM1 nulo se asocia con un alto riesgo de cancer de
prostata. Song et al® indic que, el genotipo GSTM1 nulo puede aumentar ligeramente el
riesgo de carcinoma hepatocelular. Ademas, GSTM1 nulo genotipo también se asocia con

el riesgo de enfermedad de la arteria coronaria y el riesgo de asma.
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Grafico 11: Supresion de los genes GSTT1/GSTML1 en muestras de sangre.

Supresion GSTT1/GSTML1 en muestras de
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Fuente: Medicion en PCR multiplex (muestra de sangre)

El grafico nimero 11 refleja que el gen GSTT1 esta ausente en 3 de 8 (37.5%) en pacientes
con cancer de laringe y en 1 de 8 (12.5%) en pacientes con tumoraciones benignas. El gen
GSTM1 esta ausente en 8 de 8 (100%) en pacientes con cancer de laringe y en 3 de 8
(37.5%) en pacientes con tumoraciones benignas. Genotipos GSTT1 (p<0.05) y GSTM1
(p<0.05)en pacientes con cancer de laringe y en pacientes con tumoraciones benignas.
Verde representa a los pacientes con tumoraciones benignas y Azul a los pacientes con

cancer de laringe.

Lo que refleja que 3 pacientes de los 8 que presentaban tumoraciones laringeas benignas
presentan mayor riesgo de desarrollar cancer de laringe ya que presentan supresion de la
enzima GSTML.

La variabilidad en los resultados de estos estudios puede ser causada por las diferencias en
los enfoques metodoldgicos utilizados para evaluar el sistema de GST. En primer lugar,
algunos estudios evaluaron la expresion fenotipica de los genes GST, mientras que otros
evaluaron su polimorfismo genotipico.

La amplificacion por PCR se realiz6 en un volumen final de 50 pl utilizando 500 ng de
ADN, 1 pl dNTPs, 1 pl de Taq polimerasa y 1 ul de buffer Y 1 pl del Primer GST-M1
forward y 1 pl del Primers GST-M1 reverse; 1 ul del Primer GST-T1 forward y 1 pl del
Primer GST-T1 reverse; 1 ul del Primer Albumina forward y 1 ul del Primer Albumina
reverse. El programa de PCR utilizado consta de 37 ciclos, y se inicia con una
desnaturalizacion de 5 minutos, para luego ciclar: 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 58°C

R
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y 30 segundos a 72°C. La verificacion del producto de PCR esperado se realiz6 en un gel
de agarosa a 2.5 % tefiido con bromuro etidio, se cargd en los pozos 5 pl de marcador
molecular, 3 pl Loading buffer y 1G pl de Productos de PCR corrido a voltaje constante de

120V por 45 minutos (Fig. 1)

GSTT1
ALBUMINA
GSTM1

Figura 1. Genotipo GSTT1/GSTML1. Resultado de analisis de PCR Multiplex de
glutation-s-transferasa (GST). La GSTT1 (480 pb), ALBUMINA (350 PB) y GSTML1 (215
pb). Linea 1. Marcador molecular de 100 pb, lineas 2 y 7 son ambas GSTT1/GSTM1
positivas, la linea 3 GSTT1 negativo (genotipo nulo) y GSTM1 positivo, la linea 4
GSTT1/GSTML1 negativo (genotipo nulo), y las lineas 5y 6 GSTT1 positivas y GSTM1

negativas (genotipo nulo).
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bjetivo 3. Clasificacion de las tumoraciones laringeas segun diagnostico

histopatoldgico en pacientes atendidos por el servicio de Otorrinolaringologia.

Grafico 12. Sintomas que presentaron los pacientes al momento de su primera
consulta.

Sintomas

m Disfonia
M Disnea

M Tos

Fuente: Tabla 11 (revision de expedientes clinicos)

En relacién al grafico nimero 12 se refleja que de los 16 pacientes con mayor frecuencia 11
presentaron disfonia al momento de su primera consulta para un 69%, seguidos de 4
pacientes que presentaron disnea para un 25% y en menor frecuencia 2 pacientes que solo
presento tos para un 6%.

Los sintomas que producen, dependen de su sitio de implantacién y de su tamafio. Los
tumores de cuerdas vocales se anuncian con disfonia y luego suele sobrevenir disnea de

acuerdo al volumen de su incremento.

Los tumores supra gléticos se anuncian con disfagia, voz apagada y disnea, cuando el
tamarfio es grande; hay casos en que la primera queja puede ser la sensacion de presién o de
un bulto en garganta.

47



7, TESIS PARA OPTAR AL TITULO DE ESPECIALISTA EN OTORRINOLARINGOLOGIA.

Lo tumores de localizacibn  subglética se  presentan  con  disnea.
Asimismo en los tumores benignos existe tos y cuando se ulceran aparece una Hemoptisis
(Nazar Miranda Gonzalo 2003).

Los canceres de laringe que se forman en las cuerdas vocales (glotis) a menudo causan un
cambio en la voz, lo que puede conducir a que estos canceres sean encontrados en etapas
muy iniciales.Para las neoplasias malignas que no se han originado en las cuerdas vocales,
la ronquera s6lo ocurre después que estos alcanzan una etapa mas avanzada o se han
propagado a las cuerdas vocales. A veces no se descubren hasta que se han propagado hasta

los ganglios linfaticos y la persona nota una masa que crece en su cuello.

Grafico 13. Clasificacion de tumoraciones laringea de los pacientes que participaron

en el estudio
Tipo de tumoracion
50% -
40% -
2
8 30% -
c
(]
(3]
S 20% -
a.
10% -
0%
Tumor benigno Tumor maligno
Tipo de tumporacion

Fuente: Tabla 11 (revision de expedientes clinicos)

El grafico numero 13 refleja que segun la clasificacion de las tumoraciones laringeas en los
16 pacientes que participaron en el estudio 8 presentan tumoraciones benignas para un 50%
y 8 con carcinoma de células escamosa de laringe para un 50 % que corresponde a los casis

controles incluidos en el estudio.
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Todo paciente con tumoracion benigna tiene riesgo de desarrollar cancer de laringe y ser
fumador de tabaco y consumidor de alcohol permite que este riesgo se incremente de

forma muy significativa.

La susceptibilidad de cancer debido a la exposicidén quimica se espera que sea determinada
por un fenotipo individual para varias enzimas, ambos activadores y detoxicadores relativos
a ese compuesto 0 mezclas de compuestos. La valoracion de una sola enzima o genotipo no
puede ser suficiente, dado el numero de enzimas metabolizadoras de carcindgenos ya
identificadas y la complejidad de mezclas quimicas a las que un individuo esta expuesto.
En algunos estudios, el riesgo relativo asociado con el desarrollo de céancer estaba
aumentado con todas las combinaciones diferentes de genotipos desfavorables (odds ratios
entre 1.3 y 14 con las diferentes combinaciones) (Hab Hanna 2003).

Grafico 14. Tipo de tumoraciones laringeas benignas
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Tabla 12(revision de expedientes clinicos)

El grafico nimero 14 refleja el tipo de tumoraciones benignas de laringe de 8 pacientes de
los cuales el de mayor frecuencia fue 5 pacientes con pélipo para un 63%, seguido de 2 que
presentaron granuloma para un 25% y en menor frecuencia 1 paciente que presento noédulo

laringeo para un 13%.
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Estas tumoraciones laringeas benignas se presentaron en su mayoria en la glotis seguidas de
la supraglotis, lo que concuerda con algunas literaturas en relacion al area de en donde se
desarrollan. La clinica suele ser similar en los distintos tipos de tumor y esté en relacion a
su localizacion y lento crecimiento. El tratamiento inicial es generalmente conservador,
aunque se debe realizar una exceresis completa para evitar la recidiva, porque el

tratamiento posterior es mas radical (Arenas Calderon 2001).
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IX. CONCLUSIONES

Después de haber culminado este trabajo investigativo, se puede concluir lo siguiente;

Que el mayor numero de pacientes con tumoraciones laringeas se presenta en dos
intervalos de edades entre de 36- 45 afios y en mayores de 56 afios, lo que guarda
mucha relacion con otros estudios ya que a esta edad acumulan muchos afios en la
préctica de ingesta de alcohol y el fumado, es relevante que no hay pacientes entre
los 51-59 afios pero estos podria ser el reflejo de que no son referidos
adecuadamente o por falta de conocimiento sobre el tema, la mayoria son del sexo
masculino, lo cual no refleja ninguna variacion.

Los pacientes del casco urbano desarrollan tumoraciones laringeas en mayor
frecuencia que los que habitan en el casco rural, siendo la mayoria desempleado y
con bajo nivel educativo, esto debido al poco conocimiento que hay de estas
patologias, su bajo nivel de escolaridad, asociado a la exposicion de diferentes
sustancias carcinogénicas a las que estan expuestas las personas sobre todo del
casco urbano.

Un gran ndmero de pacientes no solo son fumadores, si no que fuman mas de diez
cigarros al dia, y estan ingiriendo bebidas alcohdlicas con mucha frecuencia, lo cual
los predispone a que sean susceptibles para el desarrollo de cancer laringeo por el
efecto carcinogénico que estas dos sustancias mezcladas provocan.

A pesar del pequefio nimero de pacientes, los resultados de este estudio de un
grupo bastante homogénea de los pacientes con carcinoma de laringe no tratado
previamente indican que GST-M1 delecion del gen se asocio con SCC de la laringe,
y esta asociacion puede ser causada por la aumento de la susceptibilidad como
resultado de GST-M1 nulo. Presentando Supresion de la enzima GST-M1 con una
prevalencia del 87,5% en muestras de tejido en pacientes con cancer y un 62.5% en
pacientes con tumoraciones laringeas benignas, en muestras de sangre la
prevalencia fue del 100% en pacientes con cancer y de 37.5% de pacientes con
tumoraciones laringeas, 1o que nos permite demostrar que la supresion de esta

enzima es responsable en el desarrollo del cancer laringeo.
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e La sintomatologia que se presenta con frecuencia y los lleva a su primera consulta
es la disfonia, la cual se asocia a disnea en algunos pacientes lo cual estd
relacionado con el tamafio y la extension de la tumoracion. La tumoracion benigna
que mas se presenta es el pdlipo de cuerdas vocales considerada como pseudotumor,
el cual no llega a obstruir la luz glética por completo, por lo que la mayoria acuden

aquejando disfonia.
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X.  RECOMENDACIONES

AL MINSA, desarrollar estrategias en donde se involucre no solo al estado sino también a
las diferentes ONG que tengan la proyeccion social de apoyar este tipo de estudio, para que
en un futuro no lejano se les pueda realizar a los grupos vulnerables y de esta manera
contribuir a la deteccién temprana y oportuna de todos aquellos pacientes con una alto
porcentaje de desarrollar cancer laringeo.

Coordinar capacitaciones con expertos en el tema a profesionales de la salud de atencion
primaria y realizar tamizajes a pacientes que se encuentran en riesgo de desarrollar este

problema da salud publica.

A estudiantes, médicos, residentes y profesionales de la salud, que continden realizando
trabajos investigativos que demuestren con evidencia cientifica que se puede detectar a
pacientes en riesgo de desarrollar cancer de laringe, y contribuir de esta manera a disminuir

la prevalencia del mismo en nuestro pais.

Alas personas en general que tengan un estilo de vida saludable, y evitar el consumo de
tabaco y de alcohol, ya que en nuestro estudio se ha demostrado al igual que muchos otros

gue aumenta de forma muy significativa el riesgo de desarrollar cancer de laringe.

53



1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

§%  TESIS PARA OPTAR AL TIiTULO DE ESPECIALISTA EN OTORRINOLARINGOLOGIA.

X1. BIBLIOGRAFIA
Hab Hanna, M. S. (2001). Genetic Deletions of Glutathione-S-Transferase as a Risk

Factor in Squamous Cell Carcinoma of the Larynx. American Journal of
Otolaryngology, 121-123.

Gong M, D. W. (2012). polimorfismos genéticos de la GSTM1, GSTT1, GSTP1 y con
el riesgo de cancer de prostata: un meta-analisis de 57 estudios. pubmed.gov, 1187-
1197.

Kan Song. J. Y. (2012). Genetic Polymorphisms of Glutathione S-Transferase.
plos.ONE, 364-371.

Blobe GC, Schiemann WP, Lodish HF. Role of transforming growth factor beta in
human disease. N Engl J Med 2000; 342:1350-8.

Angel Manuel Diaz Lanciego. Estudio genotipico del citocromo p450 en una cohorte de
pacientes con cancer de pulmén en el area sanitaria de Mérida. Universidad de
extremadura Facultad de medicina departamento de patologia y clinicas humanas.
Mexico,2003 45-49

M. Nosheen, M Ishrat. Asociacion de la GSTM1 y GSTT1 genes de supresién con el
riesgo de cancer de cabeza y cuello. 2010, Pakistan.

Xiuchan Guo, Brien Stphen. GSTM1 y GSTT1 genes de supresiéon y el riesgo de
carcinoma nasofaringeo.2008, Han China.

Arenas Calderon. Incidencia de tumores benignos de laringe. Hospital Arzobispo
Loaiza Peru, 2001.

Sobin LH, Wittekind C. TNM classification of malignant tumors. 5th ed. New York:
Wiley-Liss; 1997,

10) Perez-Ordonez B, Beauchemin M, Jordan RCK. Molecular biology of squamous cell

carcinoma of the head and neck. J Clin Pathol 2006; 59: 445-53.

11) Armstrong RW, Imrey PB, Lye MS, Armstrong MJ, Yu MC, Sani S. Nasopharyngeal

carcinoma in Malaysian Chinese: occupational exposures to particles, formaldehyde
and heat. Int J Epidemiol. 2000; 29:991-8.

12) Nazar Miranda Gonzalo y Cabezas Labrin, Luis. Departamento de Otorrinolaringologia.

Cancer de laringe. Volumen 14 N2 abril 2003, Clinica Las Condes.

54



\g:; . TESIS PARA OPTAR AL TITULO DE ESPECIALISTA EN OTORRINOLARINGOLOGIA.

T
ADLOK

13) Stanula Martin, Brechlin Annette. Polimorfismo dentro de los genes de la glutation S
transferasa (GSTM1, GSTT1, GSTP1) riesgo de recaida en un precursor linfobléstica
infantil aguda. 2000.

14) Ruwali Munindra, Madhu Singh. Polimorfismo en  glutation S transferasa:

susceptibilidad y el resultado del tratamiento para el cancer de cabeza y cuello.2011.

55



’:" TESIS PARA OPTAR AL TITULO DE ESPECIALISTA EN OTORRINOLARINGOLOGIA.

XIl.  ANEXOS

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE NICARAGUA
UNAN, MANAGUA
Hospital Escuela Antonio Lenin Fonseca

CUESTIONARIO:

El carcinoma de células escamosas de laringe (LSCC) es el cancer mas frecuente de

cabeza cuello y constituye aproximadamente un tercio de todos los casos. Los mecanismos
moleculares exactos de patogénesis y la progresion de este tumor no se explican hasta
ahora. La glutation-S-transferasa GSTML, esté involucrada en la carcinogénesis asociada a
exposicion a hidrocarburos aromaticos policiclicos, nitrosaminas y dioxinas, toxicos pre
cancerigenos presentes en el humo del tabaco y el alcohol. Con el propoésito de fortalecer la
labor profesional es el siguiente tema:

Supresion genética de la glutation-s-transferasa M-1, como factor de riesgo del carcinoma
de células escamosas de laringe en pacientes atendidos por el servicio de

otorrinolaringologia, entre febrero -diciembre del 2016.

REVISION DE EXPEDIENTES CLINICOS

Fecha: NUm. De expediente

A. Datos sociodemograficos

1. Edad 2. Sexo 3. Procedencia; Urbano

Rural
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4. Estado civil: Casado(a) Soltera(a) Acompafado(a)

5. Nuamero de hijos

6. Escolaridad:

a) Primaria incompleta b) Primaria completa
c) Secundaria incompleta d) Secundaria completa___
e) Educacion técnica f) Educacion superior

7. Ocupacion: obrero(a) __ Profesionales Desempleados
Otros_

B. Antecedentes patoldgicos y no patologicos

1. ¢Es usted fumador activo?

Si No
Si su respuesta es si ¢ Cuantos cigarros se fuma al dia?
2. ¢Es usted tomador de bebidas alcohdlicas?

Si No
Si su respuesta es si ¢Con que frecuencia toma?
3. ¢Tiene usted alguna otra patologia, concomitante?
Si No ¢Cual?

4. ;Qué sintomas presentaba al momento de su primera consulta?

C. Resultados de biopsia realizada.

1. Ndmero de biopsia
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2. Procedimiento realizado a) biopsia b) exceresis biopsia

) Muestra de sangre

w

¢Qué tipo de tumoracion se le diagndstico?

a) Tumor benigno b) Calaringe___ c) otros

e

¢De acuerdo al diagnostico histopatologico que tipo de tumoracién benigna

presenta?

o

¢Cual es el resultado de la medicion de glutation-s-transferasa M-1?

a) Positivo b) Negativo c) Otros

S

¢En qué tejido se realizé la deteccion de glutation-s-transferasa M-1 con
mayor facilidad?

a) Sangre b) mucosa laringea c) ambas
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Protocolo de extracciéon de ADN gendmico, en muestras de sangre (s6lo
QIAamp DNA Mini Kit)

En un Eppi de 1.5 ml colocar 20 ul de proteasa-k.

e 200 ul de Mx de sangre total.

e 200 ul de buffer al mezclar 15 segundos vortex.

e Incubar a 56 grados centigrados diez minutos.

e Centrifugar breve.

e 200 ul de etanol mezclar 15 segundos vortex, centrifugar breve.

e Pasar del eppi a una columna.

e Centrifugar 6,000-8,000 por 1 minuto.

e Descartar el tubo colector y pasar a otro colector.

e 500 ul de buffer AW1 centrifugar 6,000-8,000RPM/1 min.

e Descartar el tubo colector y pasar a otro colector.

e 500 ul AW2 centrifugar a 14,000 RPM/3 min.

e Descartar el contenido del filtro,reutilizar el tubo colectory centrifugar14,000 RPM/
1min.

e Descartar el tubo colector, trasvasar contenido de columna en un eppi nuevo.

e  30ul de buffer AE (Elucion) o agua destilada.

e Dejar en reposo 5 minutos.

e Centrifugar a 8,000 RPM/1 min.

e Cuantificar ADN (Nanodrop)

e Guardar ADN a -20 grados centigrados.

Protocolo de extracion de ADN genomico, Tejido de biopsia de laringe (solo
QIAamp DNA Mini Kit)

Cosas que hacer antes de comenzar:

* Equilibrar la muestra a temperatura ambiente (15-25 ° C).
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* El calor de dos bafios de agua o bloques de calentamiento: de uno a 56 ° C para

su uso en el paso 2, y uno de 70 ° C para su uso en el paso 3.

* Equilibrar Buffer AE o0 agua destilada a temperatura ambiente durante la elucién

en el paso 8.

 Evitar la congelacion y descongelacion repetida de las muestras almacenadas,

ya que esto conduce a la reduccion tamafio de ADN.

Procedimiento

1. Corte hasta 25 mg de tejido en trozos pequefios, en lugar de un 1,5 ml tubo de

microcentrifuga, y afiadir 180 | de tampdn ATL.

2. Anadir 20 | de proteinasa K, mezclar mediante agitacion, y se incuba a 56 ° C

hasta que el tejido es completamente lisada. Vortex
3. Centrifugar brevemente el tubo de 1.5 ml para eliminar las gotas del interior de
la tapa.

4. Anadir 200 | de tampdn AL a la muestra, mezclar con un vértex durante 15 s, e

incubar a 70 ° C durante 10 min. Centrifugar brevemente

5. 200 pl de etanol, Mezclar 15 seg vortex, centrifugar breve.

6. Pasar del eppi a una columna.

7. centrifugar 6,000 -8,000 RPM por minuto.

8. descartar el tubo colector y pasar a otro colector.

9. 500 ul Buffer AW1, centrifugar 6,000 -8,000 RPM por minuto.
10. descartar el tubo colector y pasar a otro colector.

11. 500 pl centrifugar de 14,00 - 20,000 RPM por 3 minuto.
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12. descartar el filtrado, reutilizar el tubo colector y centrifugar de 14,00 - 20,000

RPM por 1minuto.

13. descartar el tubo colector, trasvasar el contenido de la columna en un nuevo
eppi.

14. 200 ul Buffer AE, dejar en reposo 5 min, centrifugar a 6,000 -8,000 RPM por

minuto.
15. cuantificar ADN.

16. guardar ADN a -20 °C.
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TABLAS DEL CUESTIONARIO

Objetivo 1: Caracteristicas socio demograficas de los pacientes atendidos

por el servicio de otorrinolaringologia que participaron en el estudio.

Tabla 1. Edad de los pacientes con tumoraciones laringeas atendidos en el

periodo del estudio.

Frecuencia | Porcentaje | Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
36 a 45 afios 8 50.0 50.0 50.0
Vaélidos >56 afios 8 50.0 50.0 100.0
Total 16 100.0 100.0

Fuente: revision de expedientes clinicos

Tabla 2. Genero de los pacientes con tumoraciones laringeas.

Frecuencia | Porcentaje | Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
(':Aascu"” 15 93.8 93.8 93.8
validos . enino 1 6.3 6.3 100.0
Total 16 100.0 100.0
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Tabla 3. Nivel de escolaridad de los pacientes que participaron en el estudio.

Frecuencia | Porcentaje | Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Primaria incompleta 4 25.0 25.0 25.0
B izcm“;?eiga 5 31.3 31.3 56.3
Validos Educacién Superior 4 25.0 25.0 81.3
Ninguna 3 18.8 18.8 100.0

Total 16 100.0 100.0

Fuente: revision de expedientes clinicos

Tabla 4. Procedencia de los pacientes con tumoraciones laringeas atendidos durante
el periodo de estudio.

Frecuencia | Porcentaje | Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Rural 3 18.8 18.8 18.8
Vélidos Urbano 13 81.3 81.3 100.0
Total 16 100.0 100.0

Fuente: revision de expedientes clinicos

Tabla 5. Ocupacion de los pacientes con tumoraciones laringea que participaron en el

estudio.
Frecuencia [ Porcentaje | Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Obrero 7 43.8 43.8 43.8
. Desempleado 8 50.0 50.0 93.8
Validos
Otros 6.3 6.3 100.0
Total 16 100.0 100.0

Fuente: revision de expedientes clinicos
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Tabla 6. Pacientes que presentan patologias concomitantes
Frecuencia | Porcentaje | Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Si 2 12.5 12.5 12.5
Vélidos No 14 87.5 87.5 100.0
Total 16 100.0 100.0

Fuente: revision de expedientes clinicos

Objetivo 2. Relacién genotipica de GST-M1 de pacientes con carcinoma Yy
tumoraciones benignas de laringe atendidos por el servicio de Otorrinolaringologia.

Tabla 7. Cantidad de cigarrillos consumidos por los pacientes.

Frecuencia | Porcentaje Porcentaje Porcentaje
véalido acumulado
1 aldia 1 6.3 6.3 6.3
6 a 10 al dia 7 43.8 43.8 50.0
Validos
> 10 al dia 8 50.0 50.0 100.0
Total 16 100.0 100.0

Fuente: revision de expedientes clinicos

Tabla 8. Frecuencia en el consumo de alcohol

Frecuencia | Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
fines de semana 4 25.0 25.0 25.0
cada dos semanas 10 62.5 62.5 87.5
Validos
ocasional 2 125 125 100.0
Total 16 100.0 100.0

Fuente: revision de expedientes clinicos
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Tabla 9. Procedimiento realizado en los pacientes

Frecuencia | Porcentaje | Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Biopsia 10 62.5 62.5 62.5
Validos - XCerests 6 375 375 100.0
biopsia
Total 16 100.0 100.0
Fuente: revision de expedientes clinicos
Objetivo 3. Clasificacion de las tumoraciones laringeas segun diagnostico

histopatoldgico en pacientes atendidos por el servicio de Otorrinolaringologia.

Tabla 10. Sintomas que presentaron los pacientes

Frecuencia | Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Disfonia 11 68.8 68.8 68.8
Disnea 4 25.0 25.0 93.8
Vaélidos
Tos 1 6.3 6.3 100.0
Total 16 100.0 100.0

Fuente: revision de expedientes clinicos

Tabla 11. Clasificacion de tumoraciones laringeas de los pacientes que
participaron en el estudio.

Frecuencia | Porcentaje | Porcentaje Porcentaje

valido acumulado

) -lg:r:];r:o 8 50.0 50.0 50.0

Validos - \aringe 8 50.0 50.0 100.0
Total 16 100.0 100.0

Fuente: revision de expedientes clinicos
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Tabla 12. Tipo de tumoracion laringea benigna

Tumoraciones Benignas

TESIS PARA OPTAR AL TITULO DE ESPECIALISTA EN OTORRINOLARINGOLOGIA.

Frecuencia | Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Pélipo 5 31.3 62.5 62.5
Granuloma 2 12.5 25.0 87.5
Vélidos
Nodulo Laringeo 1 6.3 12.5 100.0
Total 8 50.0 100.0
Perdidos  Sistema 8 50.0
Total 16 100.0

Fuente: revision de expedientes clinicos
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UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE NICARAGUA
UNAN-MANAGUA

Hospital Escuela Antonio Lenin Fonseca

Servicio de otorrinolaringologia

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Supresion genética de la glutation-s-transferasa M-1, como factor de riesgo del carcinoma
de células escamosas de laringe en pacientes atendidos por el servicio de
otorrinolaringologia, entre febrero -diciembre del 2016. Esta enzima tiene una funcién
primordial, ya que es detoxificantes sobre todo en aquellos que practican el fumado de

tabaco e ingesta de alcohol.

Yo

Con numero de cedula

Domicilio

Mayor de edad, en plena faculta fisica y mental, acepto por mi propia voluntad el formar
parte de este estudio, siendo informado en que consiste el estudio, de la importancia del

mismo Yy de las probables complicaciones.

Firma de paciente o responsable legal

Firma del médico Caodigo Sello

Fecha
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3 P

Sala de extraccion de ADN ( Polisal) Muestra de sangre en tubos con EDTA

Tubos con PBS para muestras de tejido laringeo
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