(2. [ LA
-+
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO
FACULTAD DE MEDICINA
INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
DELEGACION No. 3 DEL DISTRITO FEDERAL
HOSPITAL DE ESPECIALIDADES CMN SIGLO XXI
HOSPITAL DE ONCOLOGIA CMN SIGLO XXI

LA EXPRESION DISMINUIDA DE P21"WAF! v ANEUPLOIDIA
" CORRELACIONAN CON MALIGNIDAD EN
PARAGANGLIOMAS ADRENALES Y EXTRA-ADRENALES

TESIS QUE PRESENTA
DRA. BRENDA IVETT\QARRAZA FRANCO
PARA OBTENER EL DIPLOMA EN LA ESPECIALIDAD EN
ANATOMIA PATOLOGICA

@ ASESOR: DR. FERNANDO A. CANDANEDO GONZALEZ
IMSS MEXICO, D.F. NOVIEMBRE DEL 2003

-

- r,";_?(:l?{* FUNRT

-

e

L




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



TESIS
CON
FALLA DE
ORIGEN



\

INSTITUTO MEXICANO DELL SEGURO SOCIAL
DIRECCION REGIONAL CENTRO
DELEGACION No. 3 SUROESTE DEL DISTRITO FEDERAL
JEFATURA DE PRESTACIONES MEDICAS
COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD

Detegacsdn 2 Hareste
Doirgacion b
Delogacion £361d0 de Manca

Detagaran Ques

Dewascion t Noroeste
Deiegacson 3 Buiceate

Oetegacean Eata0a de Moo Oriente
T vegacin Gueirero

€ rlegacutn Moretos.

27 de Agosto de 2002
Ref. 37.56.91.2800/ ot
(S RN

Dr. Fernando A. Candanedo Gonzalez
Hospital de Oncologia CMN S XXI
PRESENTE

Con el presente comunico a usted que su proyecto de investigacion titulado:
“ANALISIS DE DNA, PROLIFERACION CELULAR E INHIBIDORES DE CICLO
CELULAR EN PARAGANGLIOMAS ADRENALES Y EXTRAADRENALES " ha
cuedad > registrado con el nimero 2002-717-0027.

Asimismo le informo que con objeto de tener conocimiento del desarrollo de su
proyects es necesaro que requisite semestralmente el formato “informe Semestral
de Avances de Proyectos de Investigacion” y se lo entregue al Jefe de Educacion
e Investgacion Meaica

Sin otro particular. aprovecho la ocasidn para enviarie un cordial satudo.

ATEMNT AL TE

Sequridad rnidad Social

1 ; i) N - .
Aulornic L . . e e R

UNZ

Cortania

. Lo g N L
a .__{151’2_4"{ 7’* P— CHA g/’;mm
Dra. Zamira Apis Hernandez - /\JO\/,- =2

Coordinadora Delegacional de - L
Investigacion Medica NC\(

Anexo. "Formato 37 Informe semestral de avances de proyectos

ZAH"ANC*®




HOJA RECOLECTORA DE FIRMAS

DOCTOR
ANTONIO CASTELLANOS OLIVARES
JEFE DE LA DIVISION DE EDUCACION E INVESTIGACION EN SALUD
HOSPITAL DE ESPECIALIDADES CMN SIGLO XXI

PROFESOR TMULAR DEL CURSO
HOSPITAL DE ESPECIALIDADES CMN SIGLO XX\

M&M
DOCTOR ~

; SERAFIN DELGADO GALLARDO
JEFE DE LA DIVISION DE ENSENANZA E INVESTIGACION DE POSGRADO
HOSPITAL DE ONCOLOGIA CMN SIGLO XXI .

TOH D

FERNANDO A. CANDANEDO GONZALEZ .
MEDICO ADSCRITO AL DEPARTAMENTO DE ANATOMIA PATOLOGICA DEL

—ry

[ J o S




AGRADECIMIENTOS

Gracias Dios por tu,inmenso amor.

Grac:as a mis Padres vy Hermanos por su incondicional apoyo e
lnagotable pac:enc:a, por creer en mi siempre.

Graclas Karla, Jose Rlcardo, Norma y Bebe, porsu tlempo
y oraclones que han sido de gran bendicién para mi.

amor



PAG.

INDICE
INTRdDUCCION 5

6BJET|\)0 GENERAL.. 9

JusﬂFlCAq’!o_@i 10
MATERIAL ¥ Mﬁfpﬁoé 11
RESULTqué : 14
Dl;épsi@ﬁ: ; 20
REFERENCIAS 24

r—‘w:.(‘ff‘- on

FALLA DT

N




RESUMEN

Actualmente no  existen marcadores moleculares que permitan predecir un
comportamiento mas agresivo de los paragangliomas y feocromocitomas y los
criterios histologicos no son suficientes. Objetivo: analizar las caracteristicas
clinicopatologicas de inmunohistoquimica y de contenido de DNA de
paragangliomas y feocromocitomas benignos y malignos. Material y Métodos: Se
revisaron expedientes clinicos y laminillas de todos los casos. El estudio de
inmunohistoquimica incluy® proteina S-100, cromogranina, p53, p21WAF! pa7%9e
Ki-67. Ademas se hizo citometria de flujo para analisis de contenido de DNA.
Resultados: Se estudiaron 23 mujeres y 8 hombres. 27 tumores fueron benignos
y 4 malignos. L.a edad promedio para el grupo de pacientes con tumores benignos
fue de 48 +11.3 afios y de 33 +12.3 afnos para el grupo con tumores malignos.
Solo un caso benigno expreso p53, mientras que ninguno de los malignos lo

expreso. 91% de los casos benignos expresaron p21~vAF

, mientras que sélo 50%
de tumores malignos fueron positivos. La aneuploidia fue mayor en los tumores
malignos que en los benignos, 100% vs 23%, respectivamente. Conclusiones: la
expresion disminuida de p21™"YW*F' y Jla aneuploidia correlacionan con un
comportamiento mas agresivo en los paragangliomas y feocromocitomas.

Palabras clave: paraganglioma, feocromocitoma, benignos, malignos, p21,

P27, ki-67, contenido de DNAL




INTRODUCCION

Los paragangliomas y feocromocitomas adrenales son tumores 'poco
frecuentes, compuestos predominantemente por gélulas princi;‘:ales y
sustentaculares. Clinicamente se  manifiestan con éintomas asociados ' a
incremento en los niveles séricos de catecolaminas.  Estos singbmas in'cluyeriv

cefalea, hipertension, palpitaciones y diaforesis excesiva.

Los paragangliomas pueden manifestarse en diferentes sitiés delyor'g'anismo
como es el cuerpo carotideo que representa més de éo% de“lodos los casos.
Otros sitios menos frecuentes son la 6rbita, !aringe, gléﬁdula tiroides, mediastino,
pulmoén, duodeno, cauda equina, vejiga uriharia, regién para-adrtica (6érgano de
Zuckeriand) y retroperitoneo.?? T ‘

Aproximadamente 10% de los feocromocitomas se asocian a Neoplasia
Endocrina Mditiple tipo 2 A ¥y B, von Hippel Lindau o neurofibromatosis tipo 1. Los
casos hereditarios son usualmente benignos, pero aproximadamente 10% de los
feocromocitomas y 15-35% de los paragangliomas son malignos,a"‘

El comportamiento biolégico del 90% de los paragangliomas es benigno y
sdlo 10% son malignos. La distincion de los paragangliomas malignos es. dificil
debido a que no existen criterios histoldgicos que sirvan para predecir malignidad.
5 pleomorfismo, hipercromasia nuclear y aumento en el ndmero de mitosis no
son parametros confiables como pradictores de malignidad.? Sin embargo, segun
la reciente clasificacion de la OMS para tumores endocrinos, el principal indicador
de malignidad es la presencia de metéstasi‘s.&7 Otra clasificacion es la de Armed

Forces iInstitute of Pathology, que reconoce la invasion local extensa como un
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indicador adicional para malignidad. S Otros hallazgos morfoldgicos que apoyan
malignidad es la invasion capsular, presencia de necrosis, invasion venosa,
ausencia de glébulos hialinos y disminucion en la expresion de prqteina S-100 en

las células sustentaculares.®!

El prondstico de los pacientes con,feocrom,cr:rcitpma‘;o: paréganglioma

maligno metastdsico es pobre con sobrevida a5 éﬁos ‘de'20-45%. ‘2"31:YLa

reseccion quirdrgica completa es el Unico La terapia

ratamiento curativo.

adyuvante incluye quimioterapia, m-iddoben;ylgqanld na’ Y. ré_ apia éiterna,

pero no hay un consenso sobre el manejo optimo de’ pacientes ‘con’ tumores |

malignos.'?

El andlisis del contenido de DNA de tumores sdlidos ha mostrado aparente
utilidad para distinguir el comportamiento biolégico mas agresivo de algunas
neoplasias.’*'S La aneuploidia en tumores de colon, laringe y mama se ha

correlacionado con un comportamiento mas agresivo.'*'%'? En paragangliomas la

informacion es diversa y ain no se comprende del todo bien. Sin° embargo,

algunos trabajos han mostrado asociacidn entre comportamiento agresivo yla

presencia de aneuploidia.’®?®® Ademas, el analisis del contenido de DNA es un
método que permite analizar poblaciones celulares en distintas fases ‘delfc‘irclo
celular, lo cual se puede correlacionar con marcadores de ciclo celular por
inmunohistoquimica.® #'° Ki-67 (MIB-1) es un marcador de proliferaciény celular
que comienza a expresarse en fase G1 y alcanza su maxima expresriér"n:durant»e‘la
fase G2. En carcinomas de mama, ovario y pulmoén, la agresividad de ios tumores
esta relacionada no sélo con el contenido de DNA sino también con la fase S del

ciclo celular y a un alto indice de proliferacion. Este indice de proliferacion cetular

el e b e



puede ser medido sobre la base de la expresion da Ki-67, que en caso de los
paragangliomas malignos se encuentra significativamente aumentado, de ahi la
utilidad de Ki-67 como marcador pronastico. 21622

En la busqueda de otros marcadores prondstico se ha ’estudiado la
influencia de oncogenes y genes supresores de tumor. En ese sentido el 'ciclo
celular esta regulado por complejos proteicos compuestos por ciclinés y cinasas
dependientes de ciclina (CDK) que favorecen la progresién del ci>clo celular.® La
actividad de estos complejos esta regulada por dos familliasy de proteinas que
inhiben el ciclo celular.® La primera familia, el grupo INK4 (|516, p15, p18 ¥ p19)
que depende de la presencia del producto de! gen de retinoblastoma.® La maxima
expresidn de proteinas del grupo INK4 ocurre durante la mitad de la fase S, en
células que se encuentran proliferando.® El segundo grupo corresponde al de los
inhibidores de la CDK que comprende a p21™WAF! pa79P! y 557, que son proteinas
que inhiben la actividad de la CDK preactivada en fase G1.'52¢

p27%P' es un inhibidor de la actividad de la CDK o supresor tumoral.?>2® A
nivel experimental mediante el empleo de ratones transgénicos con deficiencia de
p27"®! se ha logrado desarrollar hiperplasia organica multiple, lo que sugiere que
este inhibidor de CDK tiene una actividad anti-proliferativa in vivo.-"9 En este
sentido, se ha encontrado que algunos tumores malignos en humanos muestran
disminucion de la expresion de p27 "', contrario a lo que sucede en tejido
normal.’® Tratando de encontrar alguna relacion entre Ki-67 y p27'%! se ha
observado que la expresion de Ki-67 se encuentra estrechamente relacionad"a; con
la de p27%P'.2' Por lo que se ha sugerido que la disminucién de la expresién de

p27%P! juega un papel importante en el proceso de tumorigénesis, 20253336




En algunos estudios se ha considerado la expresion de p27*"' como factor
pronéstico independiente y potencialmente til en el diagndstico de un gran
espectro de tumores malignos incluyendo los endocrinos. 22 p21/WAF es otro
importante regulador del ciclo celular que actia inhibiendo variaé VCV:DvK's
deteniendo a la célula en fase G2. El empleo de lineas celulares como PC12 de
paraganglioma en ratén ha permitido observar que p21™AF! tiene una actividad
antimitogénica y gue participa en la diferenciacion de células neurales ?'.38

p21/WAF1

actia en conjunto con p53 que tiene efecto inhibidor del crecimiento y se
activa cuando hay dafo en el DNA. Este bloqueo celular permite la reparaciéon del
DNA dafado antes de entrar en la fase S. Ademas, se ha observado que las
células apoptéticas pueden expresar p21WAF! 2425 A¢n no esta del todo claro el
papel que juega el hecho que p53 se exprese de manera dependiente a la

expresion de p21"AF!1 En paragangliomas malignos se ha informado que pS53 se

encuentra mutado en un alto porcentaje de casos.®?7
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OBJETIVO GENERAL

Analizar las caracteristicas clinicopatoldgicas. de inmunohistoquimica y de
contenido de DNA de paragangliomas benignos y malignos, adrenales y extra-
adrenales.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar por inmunohistoquimica la expresion de Ki-&67, p21WAF! po7idwt
y p53. .
2. Analizar contenido de DNA en paragangliomas adrenales y extra-

adrenales. . Jo

3. Correlacionar la expresion de Ki-87, p21WAF!  p27XP! 53 'y contenido
de DNA de los paragangliomas adrenales y extra-adrenales.en base.a
su comportamiento clinico (benigno o rﬁaligno.
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JUSTIFICACION

El diagnésticoVhistopatolégico de paraganglioma es relativamente seﬁcillo,
sin embargo, la posibilidad de poder predecir mediante criterios histolégicos su
contraparte maligna es dificil. Esto se debe en parte a que el entendimiento de su
comportamiento biocldgico alin no esta bien comprendido. A nivel experimental se 3
han estudiado algunos marcadores de ciclo celular como p21 WAFT p27"‘"’ken‘
paragangliomas, empleando la linea celular PC12, desarrollada en ratones :
transgénicos.® Sin embargo, sélo se ha explorado la expresién de Ki-67 y’p53 en
paragangliomas de humanos, encontrando que ambos pueden servir_' c'omc;;
marcadores prondstico debido a que correlacionan con comportamiento m‘aligno.:
El indice de proliferacion celular es mayor en paragangliomas malignos y‘ p53 ée i
encuentra mutado.? Por tanto, consideramos que es necesario explvtra_rair:“la”:
expresion de p21WAF! y p27WPY en conjunto con otros marcadores méjof
reconocidos que correlacionén con malignidad, en busca de nuevos marcadores

que permitan predecir el comportamiento bioldgico de los paragangliomas.: -




MATERIAL Y METODOS

Se realizd estudio retrolectivo, descriptivo y transversal, en el que se
revisaron todos los casos de paragangliomas y feocromocitomas benignos y
malignos del archivo de quirargicos del departamento de Patologia del Hospital de
Oncologia, Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS, que fueron estudiados entre
1995-2002. Datos demograficos como son edad, género, pruebas de laboratorio y
gabinete, localizacion del tumor y estadio se obtuvieron de los expedientes
clinicos. Las metastasis fueron definidas como la presencia post-operatoria de
tejido de paraganglio en sitios que normaimente no presentan tejido cromafin,
confirmado por histologia, o identificado por 1'3' metayodobenzilguanidina (MIBG)
y tomografia axial computada en conjunto con elevacion sérica y urinaria de
catecolaminas. Los paragangliomas o feocromocitomas que invadieron localmente
O recurrieron en ausencia de metastasis no fueron considerados como malignos. :’
Un sitio extra-adrenal fue definido como la presencia por debajo del diafragma de -
paraganglioma productor de catecolaminas. El paraganglioma o feocromo‘qirt,orr'nra :
benigno fue definido como tumor sin signos de recurrencia o metastasis duﬁante N
un periodo minimo de 5 afos. La evaluacion clinica consistié de una khist'o'ria
clinica, examen fisico y medicion de niveles de catecolaminas en suero yro'rihar. :

Todos los casos fueron re-evaluados en forma cegada pdr dqs
observadores. Soélo 11/31 (36%) casos contaron con bloque de parafina se les
realizéd estudio de inmunchistoquimica y citometria de flujo. Todos Iosr t'eji:dos'
fueron fijados en formaidehido al 10%, incluidos en parafina, cortados as nmy

tefidos con hematoxilina y eosina. Ademas a2 cada caso se le realizaron tres
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cortes en blanco a 5 um, para estudio de inmunohistoquimica. Se empleo ei
método de avidina-biotina peroxidasa utilizando los siguientes anticuerpos:
proteina $S-100 (Dako, Glostrup, Denmark), cromogranina, p53 (dilucidn), p21WAF!,
p27"P (dilucién) y Ki-87 (dilucién). Se emplearon controles negativos y positivos
para cada marcador. La evaluacién de la inmunohistoquimica se realizd por dos
patdlogos en forma cegada. Se considerd positivo cuando hubo mas de 5% de
células neoplasicas con expresidn nuclear, para el caso de marcadores de
proliferacion y ciclo celular (p27%F, p21™WAF1 53 v Ki-67). Para el andlisis de
proliferacién celular (ki-87) se contaron 5000 células al azar en campo a seco
fuerte, de las cuales se obtuvo el porcentaje de células positivas y con este el

indice de proliferacidn. La expresion de p21/WAF?

se definié como la expresion de
mas de 20% de nucleos de células cromafines.
Preparacién del tejido y tincion para DNA

Se obtuvieron cortes histoldgicos de 50 um de espesor, que fueron
incubados en xileno (MERCK Art: 21586) por 10 min, se rehidrataron con etanol a
concentraciones decrecientes (Omnichem 17019). Se fragmentaron los cortes
histoldgicos y se incubaron por 30 min. a 37°C en solucién de pepsina al 0.5% (pH
1.5); Las muestras se centrifugaron a 1000xg por 30 min, el sobrenadante. fue
desechado y el residuo sé resuspendid en PBS y se filtro con fibras de nylon. Las
muestras fueron tefidas con tincidn de DNA usando DNA-prep de COULTER El
contenido de DNA fue medido con citdmetro de fiujo multiparametro Iéser (EPICS—
ALTRA, coulter) se proceso y analizé con programas de analisis de ciclo celular

(Phoenix flow System., San Diego, CA, USA). Se contaron 10, 000 nucleos. Las




células mononucieares fueron usadas como control diploide de DNA. . El indice de
DNA fue calculado como la proporcion de tumor en fase GQIG1 divﬁdido por et bico
estandarizado GO/G1. 7

El proyecto recibid el apoyo del departamento de Patologia del Instituto

Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvadorz bl én (Dr Armando Gamboa

Dominguez) para la realizacion del estudlo de mmunoh stoquimica, y de ta Umdad

de Citometrfa de flujo del instituto Nacional de’ Perlnatologla (Dr. Arturo Cérbulo

Vazquez).
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RESULTADOS

La Tabla 1 describe las principales caracteristicas clinicopatolégicas. Se
identificaron 31 pacientes con diagnéstico hlstopatoléglco de paraganglloma
adrenal o extra-adrenal. 23 (74%) pacientes fueron mujeres y 8 (26%) hombres
con una relacién 3:1 a favor de las mujeres. Se identificaron 27 paragangliomas
benignos .y 4 malignos. 3/4 de los tumores malignos se presentaron en hombres.
La edad promedio para el grupo de pacientes con paragangliomas benignos
versus malignos fue de 48 + 11.3 aflos y 33 + 12.3 afos, respectivamente.

Cuarenta y ocho porciento de los pacientes manifestaron hipertension
arterial, le siguieron en frecuencia cefalea (23%), perdida de peso (16%),
palpitaciones (13%), sudoracién (7%) y diarrea en un paciente. Ei tiempo promedio
de evolucidn previo al diagndstico fue de 6.4 meses (intervalo, 1-36 meses). Los
estudios de imagen (arteriografla, tomografia axial computada (TAC) y tomografia
lineal) permitieron identificar y precisar la localizacidn del tumor en todosrlos
casos. L.a Tabla 2 muestra la distribucién por topografia de todos los casos. :

Tabla 1. Caracteristicas clinicomorfolégicas de 31 pacientes . ¢on:
paraganglioma. ) S

i Porcentaje

Género ST T :

Mujeres 23 Ty -

Hombres .. 8 26
Edad . .

<40 afios - 8 ‘ 26

>40 afios 23 74
Comportamiento clinico

Benigno 27 87

Malignos 4 13
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Tabla 2. Distribucién por localizacién topografica de los 31 paragangliomas.

Localizacion No casos Porcentaje
Adrenales 2 6
Extra-adrenales

Cuerpo carotideo 18 58
Para-adrticos 2 "6
Retroperitoneal 2 6
Submaxilar 2 6
Orbita 1 3
Nasal 1 3
Vejiga 1 3
Laringe T 3
Parafaringeo 1 3

Caracteristicas morfoldgicas

El tamano promedio de los paragangliomas fue de 4.0 cm (Intervalo, 1.0-
20.0 cm). Los tumores benignos y malignos midieron en promedio + DE, 4.5 cm +
1.9 versus 7.5 cm =+ 8.3, respectivamente. 20/31 (65%) tumores midieron >4 cm y
11 (34%) <4 cm. Los tumores fueron ovoides de superficie sélida de color café-
rojizo y aspecto congestivo. En el analisis histologico se observo la formaciéon de
nidos compuestos por células cromafines de aspecto balonoide con abundante
citoplasma eosindfilo, granular y nucleos ovoides con nucleolo aparente. Estas
células se encontraban separadas por finos septos fibrovasculares y por células
fusiformes de tipo sustentacular que mostraban nucleos hipercromaticos y escaso
citoplasma (Figura 1A y B). En ninguno de ios tumores se aprecio necrosis,

invasion a la capsula o permeacion vascular.
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Figura 1. Paraganglioma benigno. A) Células cromafines de citoplasma eosin

B) Ceélulas de aspecto balonoide con citoplasma claro y

leos ovoides.
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nucleolo aparente, separadas por septos fibrovasculares y célula sustentacular.
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Evaluacion dé inmunohistoquimica y citometria de flujo

Todos los casos fueron positivos para cromogranina, mientras que soélo
siete de estos tumores expresaron proteina S$-100. Los siete tumores fueron
benignos y ningun tumor maligno expreso proteina S-100. Se obskeyrvé" sélo un
paraganglioma benigno (9%) que expreso p53 con 10% de positivjdad, mientras
ninguno de los malignos lo presento. 4 (29%) casos expresaron Kl-67, con:un
indice de proliferacion promedio de 1.12 (Figura 2). Todos los ‘casos qQue
expresaron Ki-67 fueron benignos. Diez (91%) casos expresaron positividad para
p21'¥* de los cuales 7 casos mostraron mas de 20% de células neoplésicas
positivas y en 3 casos se observo menos de 10% (Figura 3). 2/4 (50%) casos

malignos expresaron p21"¥A"

mientras que 8/8 (100%) benignos lo expresaron.
Cuando se comparo la expresion de p21™*"! entre paragangliomas benignos y
malignos de mas de 4 cm se encontro diferencias entre ambos grupos. 3 tumores
benignos mayores de 4 cm expresaron p21"™¥*"'mientras que sélo un caso maligno
o expreso. La Tabla 3 muestra algunas otras caracteristicas de los casos que

resultaron positivos para p21"WAr

Ninguno de los casos mostré expresion para
p27het. Diez (77%) casos benignos fueron diploides (Figura 4) y 3 (23%)
aneuploides (Figura 5) mientras que 3 (100%) casos malignos fueron aneuploides

y ninguno diploide.
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Figura 2. Analisis de inmunohistoquimica. A) s6lo caso expreso p53. B, C y D)

Expresion nuclear de Ki-67.




Tabla 2. Porcentaje de positividad para p21

Numero de casos ceélulas positivas %
1 > 40 10
4 > 30 40
1 > 25 10
1 > 20 10
3 <10 30
Total: 10 100%

Figura 3. Paraganglioma benigno que muestra expresién nuclear para p21.




Figura 4. Paraganglioma benigno. El histograma muestra una neoplasia diploide.
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Figura 5. Paraganglioma maligno. El histograma muestra neoplasia aneuploide

con dos picos.
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DISCUSION

Los paragangliomas son neoplasias raras caracterizadas por la presencia
de hipertensidén paroxistica secundaria a la produccion de catecolaminas. Su
diagnédstico histoloégico es relativamente facil. Sin embargo, el comportamiento
biolégica y la identificacion oportuna de un tumor maligno, basado exclusivamente
en parametros histolégicos son dificil de predecir.?” Determinar comportamiento
bioldgico maligno en los paragangliomas y feocromocitomas en base a criterios
puramente morfologicos es dificil de realizar. De acuerdo a la literatura, la
definicion mas estricta es aquella que engloba la presencia de metastasis en sitios
donde normalmente no hay tejido cromafin.®'® Esto excluye la posibilidad de
confundir lesiones multicéntricas o en su defecto el desarrollo de recurrencia
locorregional. '

La prevalencia de {os paragangliomas malignos en la actualidad no se
conoce con exactitud. Sin embargo, se estima que representan 6.5% de todos los
paragangliomas. En esta serie representaron 12.9% de todos los casos y
mostraron predileccion por el género masculino. Ademas, los paragangliomas
malignos se presentaron en pacientes que fueron 15 afios mas jovenes y 4 cm
mas grandes que el grupo de paragangliomas benignos. Ninguno de los tumores
malignos mostré necrosis, invasion a la capsula o permeacidén vascular. No
obstante, todos estos casos desarrollaron recurrencia.

La proteina S-100 se identifica en el ndcleo y citoplasma de las células
sustentaculares que rodean a las células cromafines. En el presente trabajo se
observo una evidente ausencia de expresion de la proteina S$-100 en los

paragangliomas malignos mientras que su expresion en los tumores benignos fue
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constante, lo cual esta de acuerdo con lo informado en la literatura. que refiere
marcada disminucion en la expresiéon de proteina S-100 tanto en el tumor maligno
primario como en las metastasis.3 La diferenciaciéon celular es altamente
controlada multiples procesos que requieren de sefales especificas para estimular
la sobrevida o la perdida de la capacidad de proliferacién. Es la interaccion de
cinasas dependientes de ciclinas (CDKs) y ciclinas las que determinan la
proliferacion y diferenciacion de las células. Los complejos de ciclina-CDKs juegan
un papel esencial en la transicidon G:-S del ciclo celular.®® Cuando se comparo 1a

1WAFY antre el grupo de paragangliomas benignos y malignos se

expresion de p2
aprecio una completa ausencia de la expresion p21™WAF! en las lesiones malignas,
lo que apoya la idea de que p21"AF' participar en la diferenciaciéon de los
paragangliomas, como sucede en otras clases de tumores. Asi mismo, al
comparar la expresion de p21™F! entre paragangliomas benignos y malignos de
mas de 4 cm se encontré que ambos grupos mostraron reduccidon en su exopresion,
siendo mas evidente entre el grupo de tumores malignos. Esta falta de expresion
de p21"WAF! en tumores mayores de 4 cm esta en relacion con la falta de inhibicion
de proliferacion celular.

p27""' es un inhibidor de cinasa dependiente de ciclina que regula
negativamente la proliferacion celular mediante el arresto de las células en fase
G1 del cicio celular. En algunos tumores como son el adenocarcinoma de prdostata,
cancer de mama con invasidon y cancer de pulmon, se ha observado que la
pérdida de expresion de p27%P' esta asociada a un comportamiento bioldgico mas

agresivo.®2° Ninguno de los casos mostré expresion para p27:<9°1,




El resultado del analisis del contenido de DNA en paragangliomas benignos
y malignos ha sido diverso con presencia de tumores diploides, aneuploides y
tetraploides en ambos grupos. Previos informes han sugerido que los
paragangliomas diploides generalmente siguen un curso benigno y los
aneuploides poseen una capacidad mayor para progresar y causar la muerte de
los pacientes (p<0.02).'® Sin embargo, también se han visto tumores aneuploides
con comportamiento benigno.'® Esta discrepancia puede deberse al uso de
diferentes meétodos de medicidon de DNA. Lewis y cols. han sugerido que la
aneuploidia puede estar asociado a la presencia de metastasis.'” En estudios de
casos y controles retrolectivos se ha observado que un mayor nimero de tumores
maiignos son tetraploides (P =.0037) y aneuploides (P=.0248) contrario a lo
observado en el grupo de paragangliomas benignos. En el presente trabajo se
observo que todos los casos malignos resultaron aneuploides mientras que el
grupo de tumores benignos en general fueron diploides.
En conclusion, observamos que la expresion disminuida de p21"WAF' y contenido
de DNA aneuploide se relacionan con un comportamiento mas agresivo de los
paraganghomas y feocromocitomas. Sin embargo, son necesarios mas estudios
que reunan un mayor numero de casos, tanto. benignos como malignos, que
permitan anahzar proteinas que regulan ciclo celular como p21WAF! y p27'%P1 v sy
participacidon en la carcinogénesis y si tienen alguna participacion en el
comportamiento bioldgico. De igual forma es importante explorar nuevos

marcadores bioldgicos en busca de predictores de tipo prondstico.
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