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RESUMEN

EXPRESION DE RECEPTORES NICOTINICOS DE ACETILCOLINA ALFA 4 Y
ALFA 7 EN PACIENTES CON CARCINOMA DE CABEZA Y CUELLO, CON
ANTECEDENTE DE EXPOSICION A HUMO DE TABACO Y SU RELACION CON
EL DESENLACE CLINICO

Antecedentes: El carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (HNSCC)
comprende un grupo de tumores con importante morbilidad y mortalidad, con
aproximadamente 500.000 nuevos casos alrededor del mundo. La nicotina es uno
de los principales productos de la combustion del humo de tabaco. La nicotina se
une a receptores nicotinicos de acetilcolina (hnAChRs). Estos receptores constituyen
una familia heterogénea de canales de iones, identificados inicialmente en el tejido
neuronal. Sin embargo, se han identificado en tejidos no neuronales, como en la via
aérea alta (epitelio nasal: NnAChRs a3, a7 y 2) y baja (epitelio bronquial: nAChRs
a3, a5, a7 y B2, B4) y en tumores relacionados a la exposicion al humo de tabaco
en via aérea como el cancer de pulmon de células escamosas (en lineas celulares
y tejido tumoral: NAChRs a3-5, a7 y B2. La presencia de estos receptores se ha
relacionado con la regulacion de la cascada de segundos mensajeros, en la
proliferacion celular, migracidn, angiogénesis, apoptosis, metastasis y resistencia a

la quimioterapia, con la participacion de la nicotina.

Objetivo: En pacientes con diagnostico de cancer de epidermoide de cabeza y
cuello, identificar la expresién proteica de las subunidades de nAChRs alfa 4 y alfa
7 con antecedente de exposicidon al humo de tabaco y su relacion con el desenlace

clinico.

Material y Métodos: Previa autorizacién de Comité Institucional de Investigacion, se
realizé un estudio clinico, transversal, ambilectivo, comparativo. Participaron 40
pacientes con diagndstico de cancer de cabeza y cuello excepto cancer de laringe,
programados para cirugia o postoperados para el tratamiento de su enfermedad,
mayores de 18 afios de edad, previamente identificados de los registros de cirugias

del servicio de Cirugia de Cabeza y Cuello del CMN La Raza y de las libretas de



programacion, que acudieron a las citas de seguimiento para control postoperatorio,
en los que se requirid6 entrevistar directamente, para medir las variables
demograficas y clinicas de interés y de quienes se solicitd la autorizaciéon para la
obtencion de una de las muestras de tejido tumoral de cualquier localizacion que se
obtengan o se hayan obtenido durante la cirugia programada por su médico tratante,
con fines de diagndstico o tratamiento y que se encuentran en los archivos de los
servicios de Patologia del Hospital de la Raza. Se identificaron dos grupos de
pacientes, expuestos y no expuestos al humo de tabaco: a) 27 pacientes con
exposicion a humo de tabaco, con edades de 35 a 89 anos, promedio de edad de
64,2 afios y desviacion estandar de 14,35, de los cuales 20 correspondieron al sexo
masculino y 7 al sexo femenino. De los cuales sus diagnédsticos principales fueron:
tumores epidermoides de cavidad oral 5 pacientes, siendo el subsitio mas frecuente
la lengua con 4 casos y tan solo un caso para piso de la boca, en orofaringe se
encontraron 11 casos, siendo el subsitio mas frecuente la amigdala con 8 casos,
seguidos por base de lengua, paladar blando y faringe con un caso cada uno, dentro
de otros sitios en cabeza y cuello fueron la nariz y senos paranasales los lugares
principalmente afectados con 9 casos, seguido por nasofaringe e hipofaringe con
un caso respectivamente, en este estudio no encontramos carcinoma epidermoide
de glandulas salivales. b) 13 pacientes sin exposicion a humo de tabaco, con
edades comprendidas entre los 51 a 82 anos de edad, promedio de edad de 69.4
anos y desviacion estandar de 10.1, de los cuales 6 corresponden al sexo masculino
y 7 al sexo femenino. Los diagndsticos principales fueron: tumores epidermoides
de cavidad oral 4 pacientes, siendo los subsitios mas frecuentes la lengua y el
paladar duro con 2 casos cada uno, en orofaringe se encontraron 2 casos, siendo
la amigdala el unico subsitio afectado con 2 casos, dentro de otros sitios en cabeza
y cuello fueron la nariz y senos paranasales los lugares afectados con 6 casos.
Ninguno recibié tratamiento con inmunoterapia, esteroides, radioterapia o
quimioterapia. Se eliminaron 6 casos por muestra inadecuada u otros tumores
diferentes a los epidermoides. En las muestras archivadas de tejido de cancer de
cabeza y cuello (excepto laringe) se efectu6 la deteccion proteica de las

subunidades a4, y a7 de los nAChRs mediante inmunohistoquimica enzimatica.



Las muestras se procesaron en el servicio de patologia del Centro Médico Nacional
‘La Raza”, la identificacion e interpretacion, y fueron evaluadas por dos
observadores de manera cegada e independiente previamente estandarizados. Se
tuvo el apoyo de los patélogos del CMNR para la obtencion de informacion
complementaria. Se recolecté la informacion y se procesé para su analisis

estadistico.
Resultados:

De los 40 pacientes estudiados se identificaron 27 expuestos a humo de tabaco y
13 no expuestos. Los pacientes con cancer epidermoide de cabeza y cuello, se
presentaron con mayor frecuencia en cavidad oral de estos la amigdala, seguido de
los senos paranasales y por ultimo cavidad oral con la lengua, con una mayor

prevalencia en el grupo de expuestos a humo de tabaco.

Los pacientes expuestos a humo de tabaco presentaron un desenlace de mortalidad
y de recaidas con mayor frecuencia que aquellos sin antecedente de exposicion a

humo de tabaco.

Con respecto a la expresidon del receptor nicotinico de acetilcolina alpha 7 se
encontré con una mayor frecuencia de expresion en los pacientes expuestos a humo

de tabaco comparado con los no fumadores (X2, p<0.05).

En relacidn a la expresidn del receptor nicotinico de acetilcolina alpha 4 se encontré
una mayor frecuencia de expresion en los fumadores comparada con los no
fumadores (X2, p<0.05).

Conclusion:

En este estudio se identificé una mayor frecuencia de expresion de los receptores
alfa 4 y alfa 7 en pacientes con cancer epidermoide cabeza y cuello, principalmente
en los expuestos al humo de tabaco. En los expuestos a humo de tabaco en este
grupo de pacientes con cancer epidermoide de cabezay cuello presentaron un peor

desenlace clinico, con mayor frecuencia de recaidas.



MARCO TEORICO

El carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (HNSCC) comprende un

grupo de tumores con importante morbilidad y mortalidad, con aproximadamente
500.000 nuevos casos alrededor del mundo (1).

Los hombres se ven afectados significativamente mas que las mujeres con una
relacion que oscila entre 2:1 a 4:1. La tasa de incidencia en los hombres es superior
a 20 por cada 100.000 habitantes en las regiones de Francia, Hong Kong, el
subcontinente indio, Europa central y oriental, Espafa, Italia, Brasil y entre los

afroamericanos en los Estados Unidos.

El cancer de boca y lengua es mas comun en el subcontinente indio; el cancer
nasofaringeo es mas comun en Hong Kong; y los canceres faringeos y/o laringeos
son mas comunes en otras poblaciones; estos factores contribuyen de manera

desproporcionada a la carga global de cancer en estos paises asiaticos (2), (3).

En los Estados Unidos, el cancer de cabeza y cuello corresponde a un 3 % de los
tumores malignos, con aproximadamente 62.000 casos anualmente y de los cuales
13.000 van a morir por la enfermedad (13). En Europa, existen aproximadamente
250.000 casos (alrededor del 4 % de la incidencia del cancer) y se registraron
63.500 muertes en 2012 (4).

Los tumores malignos ubicados en la cabeza y el cuello representan el 17.6% de la
totalidad (108,064) de las neoplasias malignas reportadas al Registro
Histopatoldgico de las Neoplasias en México (RHNM) en el afio 2002 (5). Las
neoplasias malignas de las vias Aero-digestivas superiores, representan el 12% de
las lesiones malignas en cabeza y cuello, con 2269 casos. Los sitios especificos se
distribuyen de la siguiente forma: cancer laringeo, 42%; cancer bucal, 37%; cancer
de fosas nasales y senos paranasales, 9%; cancer de la bucofaringe, 6%; cancer
de la nasofaringe, 3%, y el cancer de hipofaringe también con un 3%. En el Hospital
de Oncologia del Centro Médico Nacional Siglo XXI (H. O. CMN SXXI) se ha

reportado una prevalencia similar a la reportada en la literatura mundial de un 27%



de todos los tumores de células escamosas de cabeza y cuello, de éstos, de un 85

a 95% de los tumores epiteliales, corresponden a carcinoma de células escamosas

(6).

Con relacion a la mortalidad, las cifras absolutas son relativamente bajas, sin
embargo, son muy importantes por la alta letalidad entre los afectados y por las

graves secuelas estéticas y funcionales derivadas del tratamiento.

La letalidad estimada para el cancer escamoso de cabeza y cuello es la siguiente:
cavidad bucal 62.4%, laringe: 93%, bucofaringe cerca del 100%, hipofaringe 94%,
nasofaringe 83% y, fosas nasales y senos paranasales 47%. Aun considerando los
sesgos, sorprende la letalidad del cancer de laringe, mientras que las cifras
asociadas al cancer de hipofaringe es baja; esto nos hace suponer que una buena
proporcion de casos de cancer de hipofaringe son diagnosticados como canceres
laringeos y contribuyen, de manera ficticia, a una alta letalidad por cancer laringeo,
de acuerdo con el RHNM (5).

Los factores de riesgo mas frecuentemente asociados con el cancer de cabeza y
cuello incluyen el tabaquismo, el consumo de alcohol, la presencia de virus del
papiloma humano (VPH) (especialmente para los canceres de la orofaringe), y la
infeccion por el virus de Epstein-Barr (EBV) (para los canceres nasofaringeos en
Asia) (7).

Infeccion por virus: se ha asociado la infeccion por el virus del papiloma humano
(VPH) y el desarrollo del cancer de cabeza y cuello. La asociacion entre la presencia
de DNA de alto riesgo (tipos 16 y 18) en las células tumorales ha demostrado ser
mayor aunado a la prevalencia de anticuerpos especificos del VPH en tejido
tumoral, lo que traduce una evidencia epidemioldgica e inmunolégica del virus como
un fuerte factor de riesgo, aun después del control del uso de tabaco y alcohol. El
mecanismo molecular del efecto oncogénico del virus sugiere un rol clave para la
activacion epigenética de p53, pRb o ambas y la alteracién del ciclo celular

controlado por esos genes. (8)
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El cancer en la nasofaringe no parece estar asociado al tabaco y al alcohol. En este
sitio, el virus de Epstein-Barr (EBV) es detectado consistentemente en los
carcinomas de regiones con alta y baja prevalencia, lo que sugiere que la infeccion
y sus efectos son un importante factor epidemiolégico (34). Fendmeno semejante
ocurre con relacién a las fosas nasales y senos paranasales, donde se senala que
la exposicidn a ciertos metales, como el aluminio, el niquel y el cromo; exposicién a
cloro fenoles y fibras organicas, propios de las industrias mobiliarias, textil y

peletera, podrian tener un papel importante en la génesis de estos tumores (9).

La exposicion ocupacional e inhalaciones toxicas: en la exposicion a ciertas
sustancias del medio ambiente laboral, se ha observado un riesgo elevado para el
desarrollo de cancer de cabeza y cuello, con la exposicién a silice, veta de madera,
polvo de cuero e hidrocarburos, asi como asbesto, gas mostaza y productos de la

combustion de diésel. (10)

Radiacion previa en el cuello: aunque la radiacién ionizante es una modalidad
terapéutica curativa bien establecida, se conoce que la radiacion también es
carcinogénica en hueso y tejidos blandos, ademas debido al numero creciente de
pacientes que sobreviven mas afos por el tratamiento, se ha recomendado
mantener vigilancia por los clinicos para excluir tumores nuevos por la radiacién,
por la posibilidad de un segundo tumor de células escamosas metacrono, afos

después de la radiacion. (10)

El consumo de alcohol es otro de los factores mas importantes asociado al cancer
en seres humanos, después del tabaquismo, las infecciones cronicas y
posiblemente la obesidad (30). Con excepcion de las aflatoxinas (11), ningun factor
dietético se asocia a tan fuerte evidencia de carcinogenicidad. En Europa Central y
Europa Occidental, la carga de cancer y otras enfermedades asociadas al alcohol
es substancial. El consumo de alcohol aumenta rapidamente en muchos lugares del
mundo, como el este de Asia. A pesar de la importancia en la carcinogénesis
humana, la investigacion del alcohol y cancer permanece limitada en aspectos
clinicos, epidemioldgicos y experimentales. (11) El consumo de alcohol aumenta de

forma independiente el riesgo de cancer en el tracto digestivo superior, aunque a
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menudo es dificil separar los efectos del consumo de tabaco y alcohol (12, 13,14).
El riesgo relativo de desarrollar cancer de cabeza y cuello debido al alcohol parece
ser dependiente de la dosis (14, 15,16). Como ejemplo, un estudio informd6 un
aumento del riesgo de cinco a seis veces para cancer de cabeza y cuello con la
ingesta de alcohol mayor que 50 g / dia en comparaciéon con menos de 10 g / dia
(una bebida contiene aproximadamente 12 g de alcohol) (14). El consumo de
alcohol y el tabaquismo parecen tener un efecto interactivo y multiplicativo sobre el

riesgo de desarrollar cancer de cabeza y cuello (17, 18, 19,20).

Un fumador que no bebe incrementa su riesgo en relacion directa a la cantidad de
tabaco que fuma. Un bebedor que no fuma incrementa su riesgo con relacién a la
cantidad de bebidas alcohdlicas que ingiere; en cambio, beber y fumar tiene un
efecto multiplicador mas que aditivo. Asi, un fumador de dos paquetes al dia y que
bebe dos a cuatro bebidas tiene un riesgo 35 veces mayor que los controles (21).
Herity (22) reporté asociacion entre la cantidad de alcohol consumido y el riesgo
para cancer de lengua. Varias teorias de los mecanismos de esta relacién invocan
los efectos solventes del alcohol en las membranas mucosas, los efectos negativos
en los procesos hepaticos de destoxificacion y las deficiencias nutricionales

comunes en los alcohdlicos (23).

El tabaquismo es el factor de riesgo importante para el desarrollo de cancer de

cabeza y cuello (24).

En los fumadores de cigarrillos, hay un riesgo mayor de 5 a 25 veces para padecer
cancer en comparacion con los no fumadores (17,24). Parece que hay una relacion

dosis-respuesta como se ilustra por las siguientes observaciones:

Un estudio de casos y controles compard 605 pacientes con cancer de cabeza y
cuello con 756 controles (15). El riesgo relativo (RR) de los consumidores de tabaco
fue de 6,5. EI RR aumentd con la duracion del tabaquismo y poco a poco se redujo

después de dejar de fumar sin ningun exceso de riesgo luego de los 20 afos.

En otro estudio de casos y controles, los pacientes que fumaban mas de un paquete

de cigarrillos por dia tenian un aumento de 13 veces en el riesgo de desarrollar
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cancer de cabeza y cuello (18). La edad de inicio de fumar (por debajo de 18 afios
de edad) y la duracion del tabaquismo (mas de 35 afos de edad) fueron factores de
alto riesgo. La cesacion de fumar se asocio con una disminucioén significativa en el
RR.

La primera y mas importante causa de cancer escamoso de cabeza y cuello es el
habito tabaquico. Se estima que entre 85 y 90% de los casos con cancer de las vias
aerodigestivas superiores son explicados por la exposicion al tabaco y el riesgo es
proporcional a la intensidad de la exposicion; asi los fumadores intensos tienen un

riesgo superior respecto a los fumadores ocasionales.

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud, el consumo de tabaco se ha
incrementado, se estima que el numero de fumadores a nivel mundial es de 2 mil
millones y que ocurren mas de 5 millones de muertes cada afio en el mundo por
enfermedades relacionadas a la exposicion al humo de tabaco entre ellas el cancer
y la tendencia para el afio 2030, sera de 8 millones de muertes cada afio (25). En
Meéxico, la Encuesta Nacional de Adicciones en el afio 2008, mostréo que en la
poblacion de 12 a 65 anos, el 18.5% correspondi6 a fumadores activos (14 millones
de mexicanos) los cuales iniciaron el habito de fumar a una edad promedio de 13.7
afnos; el 35.6% de la poblacién (27 millones de mexicanos) habia probado alguna
vez en su vida el cigarrillo (26). Recientemente se ha registrado un importante
incremento en la frecuencia de tabaquismo, principalmente entre los individuos
jévenes. De acuerdo al Instituto Nacional de Estadistica Geografia e Informatica
(INEGI), entre los adolescentes (12-17 afios) se ha observado un incremento en los
patrones de consumo, no obstante a que a esta edad es ilegal el uso de tabaco;
ademas, reconoce que su consumo se hace cada vez a edades mas tempranas.
(27).

La exposicion pasiva al humo de cigarrillo puede ser un factor contribuyente. En un
informe se evaluaron 59 pacientes con cancer de cabeza y cuello que no fumaban
y no abusan del alcohol (20). Estos pacientes tenian un riesgo significativamente
mayor por la exposicién al humo de tabaco ambiental, tanto en el lugar de trabajo y
en el hogar, que la poblacion control sin cancer. Esta relacidon se produjo

13



principalmente en mujeres y las personas con cancer de lengua; Entre las personas
que reportan nunca haber fumado y con exposicion a tabaquismo involuntario como
un factor importante para el desarrollo de cancer del tracto aerodigestivo superior
(OR, 1.60; 95% IC 1.04-2.46, aunque no se compara con los fumadores actuales en
donde se ha asociado a un OR, 6.72; 95% IC, 5.45-8.30 en general y con un OR,
12.19; 95% IC, 8.29-17.92 para cancer de hipofaringe y laringe) (28).

La evidencia sobre la asociacion del consumo de marihuana y el desarrollo de
cancer de cabeza y cuello es algo contradictorio (21,29,). La presentacion de
informes y el sesgo de seleccidn, asi como la confusién por el uso del alcohol y el
tabaco limitan la capacidad de los estudios observacionales para excluir o confirmar

esta relacion.

Para llevar a cabo el diagndstico, se realiza una historia clinica que permita la
sospecha de cancer de cabeza y cuello, se realiza examen fisico completo de la
region de la cabeza y el cuello, rinoscopia, otoscopia, laringoscopia, exploracién de
cuello (detectando masas palpables). Una vez identificada la lesion tumoral, se
realiza biopsia para establecer el diagndstico de malignidad, la misma que debe
evaluarse segun su accesibilidad tomarse en consultorio o en la sala de
operaciones, bajo anestesia general. El diagnéstico de extension tumoral se lleva a
cabo mediante tomografia computada de cuello o resonancia magnética ademas de
realizar radiografia de térax para evaluar metastasis a pulmon o la presencia de un

segundo tumor primario.

Uno de los principales productos de la combustion del humo de tabaco es la
nicotina. La nicotina es un alcaloide natural derivado de la hoja del tabaco nicotina
tabacum, la cual ejerce acciones complejas tanto en el sistema nervioso central
como en el periférico. Es una amina terciaria compuesta por un anillo piridinico y
otro anillo de pirrolidina (30). La nicotina se destila del tabaco ardiente y es
transportada a los pulmones en las particulas de humo. La absorcién de nicotina
por el tracto respiratorio, mucosa bucal y piel, depende del pH y se ve favorecida en
gran parte gracias a su alta solubilidad en lipidos (31), se metaboliza en el higado
en un 80 a 90% vy el resto en pulmodn y rifiones (31,32).
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La nicotina del humo del tabaco se ha visto implicada en la inhibicién de la apoptosis,
asi como también interfiere con la muerte celular inducida por una variedad de
agentes que danan el ADN, afectando a la eficacia de la terapia del cancer de

cabeza y cuello. (33)

La nicotina ejerce estos efectos por el desplazamiento de la acetilcolina (ACh), de
los receptores neuronales nicotinicos de la acetilcolina nicotinicos (hAAChR). (34) La
nicotina, es un componente principal de humo de cigarrillo, se ha demostrado estar
implicada en la iniciacion, promocion, e incluso la progresion de varios tumores,
incluyendo el cancer de pulmén, cancer gastrico, cancer de pancreas, y diferentes
tipos de cancer de cabeza y cuello. (6,7) Sin embargo, el efecto de la nicotina sobre
la tumorigénesis y la angiogénesis de diferentes tipos de cancer de cabeza y cuello
y el mecanismo de accion de la nicotina involucrados siguen siendo en gran medida

desconocidos.

La nicotina contribuye al cancer principalmente por la promocion del crecimiento y
la supervivencia de clones de células mutadas y las protege de la apoptosis inducida
por la quimio y radioterapia (37). Especificamente en los carcinomas de cabeza y
cuello (45). De este modo, la nicotina implementa un "segundo golpe" que
promueve la supervivencia y expansion de las células con dafio gendmico inducida
por carcindgenos "profesionales" (un efecto exigentico (38)). Por otro lado, la
inactivacion de los receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChRs) puede atenuar
la proliferacion celular inducida por la nicotina o nitrosaminas del tabaco [39-40], y
suprimir la quimiorresistencia nicotinodependiente [41]. Por lo tanto, los NAChR son
vistos como un objetivo de drogas novedoso para la prevencion y tratamiento de

diversas formas de cancer. (37)

Se ha identificado que la nicotina y otros derivados carcinogénicos como la 4
(metilnitrosamina)-1-(3-piridil)-1-butanona (NNK) se unen a receptores nicotinicos
de acetilcolina (hAAChRs) (42). Los receptores nicotinicos de acetilcolina (hAAChRs)
constituyen una familia heterogénea de canales de iones que regulan la transmision
sinaptica en neuronas, se dividen en los subtipos nicotinicos (nAChRs) y
muscarinicos (MAChRs). Los nAChRs son pentameros de subunidades homdlogas
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o heterdlogas de nAChRs dependientes a la union de ligandos como acetilcolina,
nicotinay NNK (43,44 ). Una vez que estos receptores se unen a sus ligandos, sufren
cambios en su conformacion, que afecta a todas la subunidades y conlleva a la
apertura de un canal conductor de iones (calcio — Ca2+) a lo largo de la membrana
plasmatica. Aunque los nAChRs fueron originalmente encontrados en el tejido
neural, recientemente se han reportado presentes en tipos de células no excitables
(46-47), los que podrian contribuir al desarrollo de la morbilidad asociada con el
tabaco. Los nAChRs se subdividen en neuronales y musculares, los cuales también
pueden estar presentes en tejidos no neuronales o no musculares. Los nAChRs
neuronales estan compuestos de diferentes subunidades que incluyen de laall a la
a10 y de la B0 a la B4. Los nAChRs musculares ademas de las subunidades
anteriores, también estan compuestos por a1, 1, 6, € y y (48). Los nAChRs
neuronales que existen como homopentameros estan compuestos de subunidades
a7, a8 o a9 y los heteropentameros comprometen varias combinaciones de
subunidades a2-a6 con [(2-B4. Todas las subunidades de nAChRs se estan
dispuestas simétricamente alrededor de un eje perpendicular, delineando asi un
poro idnico central, comparten una estructura homdloga con un dominio largo
extracelular, cuatro regiones transmembrana (M1-M4) estructurada en hélices a, un
dominio largo citoplasmatico entre M3 y M4 y finalmente una cola corta extracelular
C-terminal (46,47). Los genes que codifican las subunidades individuales de los
NAChRs se denominan para la subunidad a como CHRNA1 a CHRNA10 (48).

La via de senalizacion de la fosfatidilinositol- 3- kinasa (PI3K) es crucial en
numerosos aspectos celulares involucrados en el crecimiento y la supervivencia
celular. La via de la PI3K es estimulada fisiolégicamente como consecuencia de la
activacion de receptores de membrana tirosina kinasa. La PI3K activa, fosforila el
fosfatidil inositol 3,4 difosfato (PIP2) convirtiéndolo en el segundo mensajero
fosfatidil inositol 3,4,5 trifosfato (PIP3), el cual, corriente abajo, conduce a la
activacion de la proteina Akt. La Akt tiene multiples blancos, responsables de los
efectos de la activacién de la via. La activacion anormal de esta via conduce a una
respuesta proliferativa y antiapoptética que se relaciona con el desarrollo de
multiples tipos de cancer; por esto, su estudio es parte crucial para el entendimiento
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de los procesos de carcinogénesis. La activaciéon de Akt nicotinico depende de
fosfatidilinositol 3-quinasa (P13-K) y nAChR especificos. La activacion nicotinica de
la via de la PI3-K / Akt podria contribuir a la biologia de otros tipos de tumores
relacionados con el tabaco como los de cabeza y cuello. La alteracion de la via de
sefalizacion PI13-K / Akt es una de las mas frecuentemente afectadas en cancer

escamoso de cabeza y cuello (49).

Los nAChRs se han encontrado en el sistema nervioso central y en tejidos no
neuronales, tales como a3, a5, y a7 en el epitelio bronquial (50,51), a4 en células
epiteliales alveolares (52) y a7 en células neuroendocrinas pulmonares y lineas
celulares humanas de cancer de pulmén (53), queratinocitos de la piel (54), tejidos

vasculares (55) y linfocitos humanos (56).

En células no neuronales del epitelio de la via aérea se han identificado los NAChRs
a2, a3, a4, a5, a6, a7, a10, B2 y B4, predominantemente a3, a7 y 32 en la mucosa
nasal en un 92, 88 y 75% respectivamente y en el epitelio bronquial principalmente
a3, a5, a7 y B2, p4 (57, 58).

En las células epiteliales bronquiales se expresan estos NAChRs como parte de una
via colinérgica autocrina en la cual todas las proteinas necesarias para la
sefnalizacion colinérgica estan presentes. Se ha demostrado que la interaccion de
acetilcolina (ACh) con los receptores nicotinicos estimula la proliferacion celular
(50). La expresion de la via colinérgica, esta presente en el cancer de pulmén de
células escamosas, dado por mayores cambios en la sintesis y degradacion de ACh
y la sobreexpresion de nAChRs. Dada la regulacion al alta de senalizaciones
colinérgicas en cancer de pulmodn, el rol del tabaquismo y estimulacion constante de

las células de cancer por nicotina es de obvia importancia (59).

El tabaquismo esta relacionado con cambios en oncogenes o0 genes supresores de
tumores, sin embargo, la activacion de las vias de transduccién de sefales que
promueven la supervivencia celular también podria contribuir al desarrollo de

tumores relacionados con el tabaco. La via de la PI3-K / Akt contribuye a la
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tumorigénesis y a la resistencia a la terapia y ha sido identificada como una de las

vias alteradas con mas frecuencia en tumores escamosos de cabeza y cuello. (60)

La presencia de las subunidades a 4 y a 7 de los receptores nAChRs se han
relacionado con la regulacidn de la cascada de segundos mensajeros, proliferacion,
migracion, angiogeénesis y apoptosis en lineas celulares tumorales de pulmodn, en
modelos animales de cancer de pulmon y muestras de tumores de cancer de
pulmén humanos con la participacion de la nicotina y que también pueda ser un
motivo para el desarrollo de metastasis y resistencia a la quimioterapia ante la

continua exposicion a nicotina (61,62).
Receptor nicotinico de acetilcolina a4
Localizacién, funcion y participacion en el desarrollo de cancer:

Tejido linfoide: en linfocitos T humanos y en células B. Actuan en la proliferacion
celular, diferenciacion y procesos de seleccion en células T y en células B, estimulan

crecimiento y disminuyen la produccién de anticuerpos (63).
Pulmén: células epiteliales alveolares, células neuroepiteliales (53).

Otros sitios: musculo liso vascular, astrocitos (el subtipo a4-p2 es el mas comun del
sistema nervioso central), mucosa nasal de cornete inferior, lineas celulares

semejantes a musculo esquelético.
Receptor nicotinico de acetilcolina a7
Localizacion, funcion y participacion en el desarrollo de cancer:

Uno de los receptores mas estudiados es el nAChR a7 relacionado a la
participacion en el cancer de pulmén (64,65), funciona como un canal de iones con
alta permeabilidad a Ca2+y Sodio (Na+) que se activa ante la presencia de nicotina
y NKK (59, 62), tiene agonistas selectivos como la metilconitina y la a-Bgtx, que
atenuan los efectos proliferativos de la nicotina.
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Tejido linfoide: en linfocitos T humanos, células epiteliales de timo, células B,

macréfagos humanos (56).
Piel: en queratinocitos humanos (54)

Pulmén: células epiteliales bronquiales, células neuroendocrinas, lineas celulares y

tejido tumoral de cancer de pulmén de células no pequefas y pequenas (55).

Otros sitios: lineas celulares semejantes a musculo esquelético, cuerpos
neuroepiteliales, células endoteliales y células de musculo liso vascular, endotelio
cerebral, ganglios autondmicos, en mucosa nasal de cornete inferior. Estudios
anteriores han demostrado que las funciones de la nicotina a través de su
interaccién con a7AChR (66, 67). El a7AChR es un tipo de proteina de membrana
integral, que esta altamente expresada en una porcion de tumores y esta
estrechamente asociada con el crecimiento de células cancerosas, la migracion, la

angiogénesis y la apoptosis (68).

La interaccion de éste receptor con la nicotina y NNK en estudios en lineas celulares
y tejidos de cancer de pulmon de células pequefias y no pequefias, se han vinculado
con diversos mecanismos para el desarrollo de cancer: Se ha demostrado que
induce angiogénesis mediante la liberacion de adrenalina que regula la expresion

de factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) (62).

Se ha demostrado que por la via de la liberacion de ACh se regula al alta la
Prostaglandina E2 (PGE2), una citocina inmunosupresora asociada a la falta de
respuestas a reacciones de inmunidad tardia (que evita el reconocimiento

inmunogénico de células tumorales) via receptor a7 en el cancer de pulmon (69).

El tabaquismo esta relacionado con cambios en oncogenes o0 genes supresores de
tumores, sin embargo, la activacion de las vias de transduccién de sefales que
promueven la supervivencia celular también podria contribuir al desarrollo de
tumores relacionados con el tabaco. La via de la PI3-K / Akt contribuye a la
tumorigénesis y la resistencia a la terapia contra el cancer y recientemente, ha sido

identificada como una de las vias alteradas con mas frecuencia en tumores
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epidermoides de cabeza y cuello (70). Muchos informes han apuntado a esta via
como el mediador de los efectos anti-apoptéticas tras la activacion de los nAChR
(71,76).

Cabe mencionar que la proliferacién de las células tumorales de pulmén inducida
por la nicotina se bloquea por la union de la a-Bgtx con nAChR a7 y se vislumbra

su posible alcance terapéutico (72).

Los nAChRs estan implicados en el reforzamiento del consumo de muchas drogas
de abuso, incluyendo el etanol, se ha postulado que el consumo de alcohol se puede
ver incrementado por el consumo de nicotina, al mismo tiempo muchas sustancias
que ayudan al abandono de tabaco son efectivas para el retiro del abuso de alcohol
(73). Se ha sugerido para este papel la expresion de receptores a4 que da una
mayor sensibilidad a la nicotina y al alcohol, manifiestos por su asociacion en
reflejos como el de sobresalto acustico en pacientes con alto consumo de alcohol
(74). Otro receptor involucrado en este fendmeno es el a7 que se ha detectado en

pacientes con consumo paralelo de alcohol y tabaco (75).

Por lo tanto, estos hallazgos sugieren que la interaccidn de la nicotina con los
NAChRs en el cancer. Sin embargo, existen escasos estudios de la expresion de los

NAChRs con respecto a la exposicion en cancer de cabeza y cuello.

Un estudio ha demostrado que en las células epiteliales de las vias respiratorias
humanas el Akt se activa tras la exposicion a corto plazo con la nicotina, y de esta
forma antagoniza la apoptosis. Este efecto se ha sugerido como contribuyente a la
aparicion de carcinogeénesis relacionadas con el tabaco. Ademas, la activacion de
Akt se encontré en diez muestras de cancer de pulmén humano en fumadores, pero
no se evalué la expresion de las subunidades de nAChR en esas muestras (77). Por
lo tanto, la vinculacion de acumulacion pAkt a la activacion de nAChR en muestras
de cancer de pulmén humano es indirecta, ya que se basa en las observaciones
obtenidas a partir de células cultivadas o de modelos de raton. De hecho, los
mecanismos moleculares de la exposicion a la nicotina a largo plazo en el desarrollo

de cancer no son claras. Los datos por Chu et al. (78) han revelado que la nicotina
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potencia el proceso de carcinogénesis de pulmon, principalmente por la regulacion
de la actividad de Ras. Sin embargo, demostraron que PI3-K, se activé de forma
transitoria y este efecto solo se detecté después de 1 h de exposicion a la nicotina,
disminuyendo después de periodos de exposicidon mas largos. Por lo tanto, nuestros
resultados sugieren que las vias bioquimicas distintas de la via de la PI3-K / Akt
podria ser responsable de los efectos adversos de la nicotina sobre el desarrollo de
cancer de cabeza y cuello. Por otra parte, las diferencias en los enfoques técnicos
(Western blot frente a la deteccion inmunohistoquimica de pAkt) podria explicar, al
menos en parte, por los diferentes resultados, en un estudio en el cual se busco la
presencia de receptores nicotinicos en carcinoma escamoso de cabeza y cuello se
encontré que de 30 pacientes los receptores se expresaron de la siguiente manera:
a3 1/30, a5 15/30, a7 10/30. (79)

A nivel mundial se ha incrementado el numero de muertes por enfermedades
relacionadas al tabaco como el cancer. Existen estudios que sefalan la posible
contribucion del tabaco y/o sus componentes como la nicotina en el cancer de
pulmon, a través de la participacion de receptores nicotinicos de acetilcolina. Los
canceres de cabeza y cuello son enfermedades también asociadas a la exposicion
a tabaco, sin embargo, existe escasa informacién que sefale la presencia de estos
receptores en dichos tumores. En este estudio se pretende identificar la expresion
de las subunidades 04 y a7 de los nAChRs mediante IHQ de tipo enzimatico en
bloques de tejido tumoral de los pacientes con diagndstico de cancer de cabeza y
cuello y la diferencia en su expresion relacionada al antecedente de tabaquismo en
los pacientes y permitir futuros estudios que sefialen su participacion en esta
enfermedad, realizar medidas de prevencion o la posibilidad de ser un blanco

terapéutico.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

En los pacientes con cancer de cabeza y cuello:

. ¢ Cual es la expresion proteica de las subunidades de nAChRs a4 y a7
detectada mediante inmunohistoquimica enzimatica en las muestras de tejido
tumoral de pacientes con antecedente de exposicién al humo de tabaco y su

relacion al desenlace clinico?
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OBJETIVO
En los pacientes con cancer de cabeza y cuello:

. Identificar la expresion proteica de las subunidades de nAChRs a4 y a7
detectada mediante inmunohistoquimica enzimatica en las muestras de tejido
tumoral de pacientes antecedente de exposicion al humo de tabaco y su relacién al

desenlace clinico.

23



MATERIAL Y METODOS

Se realizé un estudio clinico, transversal, ambilectivo, comparativo. Participaron 36
pacientes con diagnostico de cancer de cabeza y cuello excepto cancer de laringe,
programados para cirugia o postoperados para el tratamiento de su enfermedad,
mayores de 18 afios de edad, previamente identificados de los registros de cirugias
del servicio de Cirugia de Cabeza y Cuello del CMN La Raza y de las libretas de
programacion, que acudieron a las citas de seguimiento para control postoperatorio,
en los que se puedo entrevistar directamente, para medir las variables demograficas
y clinicas de interés y de quienes se solicito la autorizacion para la obtencion de una
de las muestras de tejido tumoral de cualquier localizacion que se obtengan o se
hayan obtenido durante la cirugia programada por su médico tratante, con fines de
diagnostico o tratamiento y que se encuentran en los archivos de los servicios de

Patologia del Hospital de la Raza.

Se identificaron dos grupos expuestos y nos expuestos a humo de tabaco (ver Tabla

1):

a) 27 pacientes con exposicion a humo de tabaco, con edades de 35 a 89 afos,
promedio de edad de 64,2 afos y desviacion estandar de 14,35, de los cuales 20
correspondieron al sexo masculino y 7 al sexo femenino. De los cuales sus
diagndsticos principales fueron: tumores epidermoides de cavidad oral 5 pacientes,
siendo el subsitio mas frecuente la lengua con 4 casos y tan solo un caso para piso
de la boca, en orofaringe se encontraron 11 casos, siendo el subsitio mas frecuente
la amigdala con 8 casos, seguidos por base de lengua, paladar blando y faringe con
un caso cada uno, dentro de otros sitios en cabeza y cuello fueron la nariz y senos
paranasales los lugares principalmente afectados con 9 casos, seguido por
nasofaringe e hipofaringe con un caso respectivamente, en este estudio no

encontramos carcinoma epidermoide de glandulas salivales.

b) 13 pacientes sin exposicién a humo de tabaco, con edades comprendidas entre
los 51 a 82 afos de edad, de los cuales 5 corresponden al sexo masculino y 7 al

sexo femenino. Los diagndsticos principales fueron: tumores epidermoides de
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cavidad oral 4 pacientes, siendo los subsitios mas frecuentes la lengua y el paladar
duro con 2 casos cada uno, en orofaringe se encontraron 2 casos, siendo la
amigdala el unico subsitio afectado con 2 casos, dentro de otros sitios en cabeza y

cuello fueron la nariz y senos paranasales los lugares afectados con 6 casos.

Ninguno recibié tratamiento con inmunoterapia, esteroides, radioterapia o

quimioterapia.

Se eliminaron 6 por muestra inadecuada u otros tumores diferentes a los

epidermoides.
Descripcion General del Estudio.

Luego de la autorizacién del protocolo por el Comité Local Institucional, se captaron
40 pacientes de manera consecutiva y que cumplieron con los criterios de seleccion,
con diagnodstico de cancer de cabeza y cuello de cualquier etapa TNM y localizacién
(excepto laringe y tiroides) que acudieron a la consulta de cabeza y cuello del CMN
La Raza, a todos se les interrogd sobre sus antecedentes generales, previo
consentimiento informado, asegurando la confidencialidad, para identificar y
recopilar la informacién sobre el grado de exposicion y patrén de consumo de
tabaco prequirurgico, asi como también se interrogaron las variables demograficas
(edad, sexo) y clinicas de interés (localizacién, tiempo de evolucion, etapa TNM,
antecedentes de reflujo faringolaringeo, infeccion por el virus del papiloma humano,
exposicién a contaminantes del medio ambiente laboral, consumo de alcohol) al
paciente con cancer de cabeza y cuelloy en su caso se consultd en el expediente.
Lo mismo se realizé en aquellos pacientes que se lograron entrevistar y que tenian
laminillas y que formaron parte de los estudios llevados a cabo con autorizacion por
parte de la misma unidad, y que también se les solicitdé para este estudio. Una vez
identificados los pacientes que cumplian con los criterios de seleccién, se buscaron
en los servicios de patologia del CMN La Raza, las muestras archivadas de tejido
de cancer de cabeza y cuello (excepto laringe) para efectuar la deteccién proteica
de las subunidades a4, y a7 de los nAChRs mediante inmunohistoquimica

enzimatica. Los pacientes en quienes no fue posible obtener la muestras archivadas
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del servicio de patologia pero aptos mediante entrevista para el estudio, fueron

eliminados del mismo.

Las muestras se procesaron en el servicio de patologia del Centro Médico Nacional
‘La Raza”, la identificacion e interpretacion, y fueron evaluadas por dos
observadores de manera cegada e independiente previamente estandarizados. Se
tuvo el apoyo de los patélogos del CMNR para la obtencion de informacion
complementaria. Se recolectd la informacion y se proces6 para su analisis

estadistico.

PROCEDIMIENTOS

Se aplico a todos los pacientes que hayan cumplido los criterios de seleccion, previa
estandarizacion la identificacion proteica de las subunidades a4 y 7 mediante IHQ
enzimatica. Habiendo identificado mediante registros de cirugias del servicio de
Cabeza y cuello y anatomia patoldégica del Hospital CMN La Raza, las laminillas de
los bloques de parafina con tejido tumoral de cabeza y cuello que ademas, de
acuerdo al Médico Patdlogo para cortar para las laminillas que tuvieran el 80% de
tejido tumoral, de acuerdo a las caracteristicas microscopicas del tejido, las cuales
se procesaron con IHQ enzimatica. La determinacion de la expresion proteica de
las subunidades a4 y 7 de los nAChRs se realiz6 a través del procesamiento
habitual de tejidos embebidos en parafina en cortes de tejido de 4 micrometros e
inmediatamente se fijaron en metanol para realizar la IHQ asignando un numero de
identificacion a cada espécimen de tejido, la diluciones de cada reactivo también
pasaron por un proceso de estandarizacion a fin de encontrar la reaccién que

permita la comparacion contra el control positivo.

Procedimiento de Inmunohistoquimica:

Para la tincion de hematoxilina / eosina (H&E) e inmunohistoquimica (IHQ), las
piezas quirurgicas fueron fijadas en Formaldehido al 3.7 - 4.0 % amortiguado con
buffer de fosfatos e incluidas en medio para tejido compuesto de parafina purificada

y polimeros plasticos con pesos moleculares regulados, punto de fusion de 56 C
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enriquecida con DMSO. Se realizaron cortes a 2 micrometros, los cuales fueron
utilizados para la interpretacion histopatolégica con H&E asi como para la
inmunotincion empleando el sistema de deteccion de proteinas libre de Biotina
EPOS/HRP por sus siglas en inglés (Enhanced Polymer One Step/ Horseradish
Peroxidase), para el desenmascaramiento de epitopes se utilizd6 Target Retrieval
Solution high pH cat. Target Retrieval Solution, High pH (n.° de catalogo
K8000/K8004/K8010/K8014) (Dako Corporation, Carpinteria Calif. USA), para
bloquear la actividad de la peroxidasa endoégena las muestras fueron tratadas con
peroxido de Hidrégeno al 0.9% en medio acuoso por 5 minutos, posteriormente la
muestra se incubo por 45 minutos con los anticuerpos monoclonales anti alfa 4 y
anti alfa 7. La muestra fue incubada con el anticuerpo secundario y se incubo con
el Sistema de Detecion MACH1 por 30 min, para visualizar la reaccion se utilizo
como sustrato 3,3’-deaminobencidina-H202, misma que fue monitoreada al
microscopio, los cortes se contrastaron con Hematoxilina Lillie-Mayer’s (estos 3
ultimos reactivos de Biocare Medical), finalmente se les coloco un cubreobjetos de

vidrio y resina. (Modificacion de Garcia Vazquez F J. 2005)

Las muestras tefiidas fueron fotografiadas en un microscopio de campo claro
(LEICA DM750 y DM500) con el objetivo de 40X con gradilla cuadriculada en 3
campos calibrados al azar. Se expres6 el tipo de subunidad positiva previa
estandarizacién y sin conocer si las muestras pertenecen al grupo de expuestos o
no expuestos al humo de tabaco. Se medio la concordancia, intra- e interobservador
con calculo de kappa, de las mediciones efectuadas por 2 observadores
independientes y cegados al tipo de exposicion. Se calculé el numero de células

positivas.
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Procesamiento de Datos

Los resultados de las encuestas y de cada una de las determinaciones se registro
en la hoja de recoleccion de datos, y luego en una hoja de calculo (Excel 2000) para
efectuar su analisis estadistico (CSS, Statsof, Tulsa). El responsable de concentrar
y resguardar la informacion fue el alumno del posgrado y los mecanismos para

garantizar la confidencialidad de estos.
Aspectos Estadisticos.

El analisis estadistico se realizd6 con la prueba de Kolmogorov-Smirnov para
identificar la distribucion de los datos y estadistica analitica con la prueba de Z para

proporciones, x2 (ji cuadrada) o Exacta de Fisher.

Para evaluar la asociacion de las variables de interés, analisis de regresion lineal
multiple, significativa cuando p < 0.05. La concordancia intra- e interobservador con

calculo de kappa para la evaluacién por anatomopatdélogos de la IHQ.
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RESULTADOS

De los 40 pacientes estudiados se identificaron 27 expuestos a humo de tabaco y
13 no expuestos, de los cuales en la Tabla 1 se identifican sus principales

caracteristicas.

Los pacientes con cancer epidermoide de cabeza y cuello, se presentaron con
mayor frecuencia en cavidad oral de estos la amigdala, seguido de los senos
paranasales y por ultimo cavidad oral con la lengua, con una mayor prevalencia en

el grupo de expuestos a humo de tabaco (Ver Tabla 2)-

Los pacientes expuestos a humo de tabaco presentaron un desenlace de mortalidad
y de recaidas con mayor frecuencia que aquellos sin antecedente de exposicion a
humo de tabaco (Tabla 3).

Con respecto a la expresidon del receptor nicotinico de acetilcolina alpha 7 se
encontré con una mayor frecuencia de expresion en los pacientes expuestos a humo

de tabaco comparado con los no fumadores (X2, p<0.05)(Tabla 4).

En relacidn a la expresion del receptor nicotinico de acetilcolina alpha 4 se encontré
una mayor frecuencia de expresion en los fumadores comparada con los no
fumadores (X?, p<0.05) (Tabla 4).
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TABLAS

Tabla 1. Caracteristicas de los 40 pacientes, expuestos y no expuestos al humo de tabaco.

Exposicién a humo
De tabaco (n=27)

No exposicion a
Humo de tabaco (n=13)

Caracteristicas de los pacientes

Edad (afios)
Masculino
Femenino

Tipo de exposicion
Activo

Pasivo
Exfumador

No fumador

Grado de diferenciacion

n (D.E)
64,2 (14.3)

20 (74.07%)

7 (25.92%)

10 (37,03%)

1 (3.70%)
16 (59,25%)

N/A

n (D.E)
69,4 (10.1)

6 (46.15%)

7 (58.33%)

N/A

N/A
N/A

13 (100%)

Bien Diferenciado 4 (14.81%) 5 (38,4%)
Moderadamente Diferenciado 17 (62,96%) 6 (46.1%)
Poco Diferenciado 5 (18,51%) 2 (15,3%)
Exposicion Alcohol 22 (81,48%) 7 (53,8%)
Exposicion 5 (18,51%) 6 (46,1%)
Ambiente adverso

Cuello positivo 12 (44,44%) 1 (7,6%)
Comorbilidades 12 (44,44%) 5 (38,4%)
HAS

DM 9 (33,33%) 4 (30,7%)
ASMA 1 (3,7%) 0 (0%)
EPOC 3(11,11%) 1 (7,6%)
INDICE TABAQUICO 7,49 0
Promedio

ESTADIO 2 (7,40%) 1 (7,6%)

| 13 (48,14%) 5 (38,4%)
I 9 (33,33%) 7 (53,8%)
:'\'/ 3(11,11%) 0 (0%)
Total 27 (100%) 13 (100%)
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Tabla 2. Tipos de tumores epidermoides de cabeza y cuello y su frecuencia de

acuerdo a la exposicién a humo de tabaco.

Grupos Exposicion a No exposicion a
humo Humo de tabaco
De tabaco (n=13)
(n=27)

Céancer Cavidad Oral 5 (18,51%) 4 (30,7%)
Lengua 4 (14,81%) 2 (15,3%)
Paladar Duro 0 (0%) 2 (13,3%)

Piso de la boca 1 (3,7%) 0 (0%)
Encia 0 (0%) 0 (0%)

Céancer Orofaringe 11 (40,74%) 2 (15,3%)

Amigdala 8 (29,62%) 2 (15,3%)
Base de Lengua 1 (3,70%) 0 (0%)
Paladar Blando 1 (3,70%) 0 (0%)

Faringe 1 (3,70%) 0 (0%)

Otra Ubicacioén 11 (40,74%) 7 (53,8%)

Nariz y SPN 9 (33,33%) 7 (53,8%)
Nasofaringe 1 (3,70%) 0 (0%)
Hipofaringe 1 (3,70%) 0 (0%)
Glandula Salival 0 (3,70%) 0 (0%)
Total 27 (100%) 13 (100%)

Tabla 3. Desenlace clinico de acuerdo a la exposicién a humo de tabaco.

Grupos Vivo Muerto Recaida Libre de
Enfermedad

Expuestos 16 (59,2%) 11 (40,7%) 5 (18,51%) 8 (29,62%)

No Expuestos 11 (84,61%) 2 (15,3%) 1 (15,38%) 11 (84,6%)
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Tabla 4. Expresion de receptores nicotinicos en los expuestos y no expuestos a

humo de tabaco.

Grupos

Exposicion a
humo
De tabaco (n=27)

No exposicion a
Humo de tabaco
(n=13)

Expresion Receptor
Alfa 4

Expresion Receptor
Alfa 7

(77,7%)

(40,7%)

(69,2%)

(69,2%)
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DISCUSION.

El objetivo de este estudio fue Identificar la expresién proteica de las subunidades
de nAChRs a4 y a7 detectada mediante inmunohistoquimica enzimatica en las
muestras de tejido tumoral de cancer epidermoide de pacientes con cancer de
cabeza y cuello con antecedente de exposicion al humo de tabaco y su relacion al

desenlace clinico.

La nicotina que anteriormente se le atribuia solo su capacidad adictiva, hoy en dia
se conoce que esta sustancia es capaz de reorganizar proteinas celulares y producir
efectos bioldgicos patolégicos en células no neuronales como las epiteliales de
cabeza y cuello (95,96), también se asocia a la capacidad de producir mayor
supervivencia a células cancerigenas incluyendo las de cabeza y cuello (97,98), La
unién de la nicotina con la membrana celular modula la expresion de diversos genes
categorizados en 4 grupos: factores de transcripcion, factores de transformacion de

proteinas, RNA unido a proteinas y el citoplasma asociado a proteinas. (99)

El nAChR alfa 7 también se expresa en distintos tipos de cancer del ser humano y
su activacion acelera la progresion de tumores, lo que indica que la senalizacion de
NAChR alfa 7 puede jugar un papel importante en el desarrollo de los canceres

relacionados con el tabaco. (100, 101)

Es bien conocido que el humo de tabaco tiene una fuerte asociacién al desarrollo
de carcinoma epidermoide de cabeza y cuello, en nuestro estudio encontramos que
dicho cancer es mas frecuente en personas que estuvieron expuestas al humo de
tabaco con un total de 27 pacientes, de estos es el cancer de cavidad oral el que se

presenta con mayor frecuencia siendo el subsitio amigdala la zona mas afectada.

El receptor nicotinico alfa 4 se expres6 con mayor frecuencia en personas
expuestas al humo de tabaco y por tanto en personas que presentaron un peor
desenlace clinico, con mayor tasa de mortalidad, recaida y poca respuesta al
tratamiento, todo ello debido a la probable inhibicion de la apoptosis celular como lo

reporta la literatura.
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CONCLUSION

En este estudio se identificé una mayor frecuencia de expresion de los receptores
alfa 4 y alfa 7 en pacientes con cancer epidermoide cabeza y cuello, principalmente
en los expuestos al humo de tabaco. En los expuestos a humo de tabaco en este
grupo de pacientes con cancer epidermoide de cabeza y cuello presentaron un peor

desenlace clinico, con mayor frecuencia de recaidas.

34



ANEXOS

ANEXO 1

Marional

Comprehensive - NCCN Guidelines Version 1.2016 Staging
Head and Neck Cancers

IOV Cancer

-

Head and Neck Table of Contents

Nerwork® Discussion
Tabie 1
American Joint Committee on Cancer (AJCC) Regional Lymph Nodes (N)
TNM Staging Classification for the Lip and Oral Cavity NX Reqgional lymph nodes cannot be assessed
(Tth ed., 2010) NO Mo regional lymph node metastasis
(MNonepithelial tumors such as those of lymphoid tissue, soft tissue, N1 Metastasis in a single ipsilateral lymph node, 3 cm or less
bone, and cartilage are not included) in greatest dimension

N2 Metastasis in a single ipsilateral lymph node, more than

Primary Tumor (T)

TX Primary tumor cannot be assessed

TO Mo evidence of primary tumor

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor 2 cm or less in greatest dimension

T2 Tumor more than 2 cm but not mere than 4 cm in greatest
dimension

T3 Tumor mare than 4 cm in greatest dimension

Td4a Moderately advanced local disease™
(lip) Tumaor invades through cortical bone, inferior alveaolar
nerve, floor of mouth, or skin of face, that is, chin or
nose (oral cavity) Tumor invades adjacent structures (eg,
through cortical bone [mandible or maxilla] info deep
[extrinsic] muscle of tongue [genioglossus, hyoglossus,
palatoglossus, and styloglossus], maxillary sinus, skin of
face)

Tdb  Wery advanced local disease
Tumor invades masficator space, pterygoid plates, or skull
base andfor encases intemal carotid artery

*Mote: Superficial erosion alone of boneftooth socket by gingival primary is
not sufficient to classify a tumor as T4.

3 cm but not more than 6 cm in greatest dimension; or in
mulfiple ipsilateral lymph nodes, none more than 6 cm in
greatest dimension; or in bilateral or contralateral lymph
nodes, none more than 6 cm in greatest dimension

N2a Metastasis in single ipsilateral lymph node more than 3 cm
hut not more than & cm in greatest dimension

N2b  Metastasis in multiple ipsilateral lymph nodes, none more
than 6 cm in greatest dimension

N2c Metastasis in bilateral or contralateral lymph nodes, none
more than 6 cm in greatest dimension

N3 Metastasis in a lymph node more than 6 cm in greatest

dimension

Distant Metastasis (M)
MO Mo distant metastasis
M1 Distant metastasis

Histologic Grade (G)

GX Grade cannot be assessed
G1  Well differentiated

G2 Moderately differenfiated
G3 Poorly differentiated

G4 Undifferentiated Confinued...
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Table 1 — Continued

American Joint Committee on Cancer (AJCC)

THNM Staging Classification for the Lip and Oral Cavity

(Tth ed., 2010)

(Monepithelial tumors such as those of lymphoid tissue, soft tissue,
bone, and cartilage are not included)

Anatomic Stage/Prognostic Groups

Stage 0 Tis MO M0
Stage | T MO MO
Stage 1l T2 MO Mo
Stage 1l T3 NO MO
T1 N1 MO
T2 M1 0]
T3 M1 MO

Stage VA T4a MO Mo
T4a N1 MO

T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N2 MO

T4a M2 ]
Stage WB  Any T M3 0]
Tdh Any N MO
Stage WC  Any T  Any N M1
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TNM NASOFARINGE, OROFARINGE, HIPOFARINGE

Table 2

American Joint Committee on Cancer (AJCC)

TNM Staging System for the Pharynx (7th ed., 2010)

(Monepithelial tumors such as those of lymphoid tissue, soft tissue, hone,
and cartilage are not included)

Primary Tumor (T)

™ Primary tumor cannot be assessed

T0 Mo evidence of primary fumor

Tis Carcinoma in situ

Nasopharynx

m™ Tumor confined to the nasopharyny, or tumoer extends to
oropharynx and/or nasal cavity without parapharyngeal extension*

T2 Tumor with parapharyngeal extension*

T3 Tumor involves bony structures of skull base andfor paranasal
sinuses

T4 Tumor with intracranial extension andfor involvement of cranial
nerves, hypopharyny, orbit, or with extension to the infratemporal
fossa/masticator space

*Mote: Parapharyngeal extension denotes posterolateral infiliration of tumor.

Oropharynx

m™ Tumor 2 cm or less in greatest dimension

T2 Tumor more than 2 ¢m but not more than 4 cm in greatest
dimension

T3 Tumor more than 4 ¢m in greatest dimension or extension to
lingual surface of epiglottis

T4a Moderately advanced local disease
Tumor invades the larynx, extrinsic muscle of fongue, medial
pterygoid, hard palate, or mandible®

Tdb  Very advanced local disease
Tumor invades lateral pterygoid muscle, pterygoid plates, lateral
nasopharynx, or skull base or encases carotid artery

*Note: Mucosal extension to lingual surface of epiglottis from primary tumors of
the base of the tongue and vallecula does not constitute invasion of larynix.

Hypopharynx

T Tumeor limited fo one subsite of hypopharynx andior 2 cm or less
in greatest dimension

T2 Tumeor invades more than one subsite of hypopharynx or an
adjacent site, or measures more than 2 cm but not more than
4 cm in greatest diameter without fixation of hemilarynx

T3 Tumor more than 4 cm in greatest dimension or with fixation of
hemilarynx or extension to esophagus

T4a Moederately advanced local disease
Tumor invades thyroidicricoid cartilage, hyoid bone, thyroid gland,
or central compariment soft tissue™

Tdb  Very advanced local disease
Tumor invades prevertebral fascia, encases carotid antery, or
involves mediastinal structures

*Maote: Central comparment soft tissue includes prelaryngeal strap muscles and
subcutaneous fat.

Used with the permission of the Amencan Joint Committes on Cancer (AJCC),
Chicago, llincis. The onginal and primary source for this information is the
AJCC Cancer Staging Manual, Seventh Edition (2010) published by Springer
Science+Business Media, LLC (SBM). (For complete information and data
supporting the staging tables, visit www springer.com. ) Any citation or
guotation of this material must be credited to the AJCC as its primary source.
The inclusion of this information herein does not authorize any reuse or
further distribution without the expressed, written permission of Springer

SBM, on behalf of the AJCC.

Table 2 — Continved
American Joint Committee on Cancer (AJCC)
TNM Stlaging System fur the Pharyna (Tih ed., 2010)

Anatomic Stage/Prognostic Groups: Nasopharynx
NO MO

Stage 0 Tis
Stage | T MO MO
Stage Il T1 N1 MO
T2 ND MO
T2 N1 MO
Stage Il Ti N2 MO
T2 N2 MO
T3 NO MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
Stage IVA T4 ND MO
T4 N1 MO
T4 N2 MO
Stage VB Any T N3 MO
Stage IVC  AnyT  AnyN M1

Histologic Grade (G)

GX Grade cannot be assessed
a1  Well dilferenlialed

G2 Moderately differentiated
G3 Poorly differentiated

G4 Undifferentiated

(Nonepithelial tumors such as those of lymphoid tissue, soft tissue, bone, and cartilage are notincluded)

Anatomic Stage/Prognostic Groups: Cropharynx, Hypopharynx
Stage 0 Tis NO Mo

Stage | 1 NO MO
Stage Il T2 NO MO
Stage lll T3 NO MO
T N1 MO

T2 N1 MO

T3 N1 MO

Stage IVA Tda NO MO
T4a N1 MO

m N2 MO

T2 N2 MO

T3 N2 MO

T4a N2 MO

Stage IVB T4b Any N MO
Any T N3 MO

Stage IVC  AnyT  Any N M1
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Etapificacion TNM para canceres de cavidad nasal y senos paranasales

Table 4

American Joint Committee on Cancer (AJCC)

TNM Staging System for the Nasal Cavity and Paranasal Sinuses
(7th ed., 2010)

(Nonepithelial tumors such as those of lymphoid tissue, soft tissue,
bone, and cartilage are not included)

Primary Tumor (T)

TX  Primary tumor cannot be assessed
T0O  Noevidence of primary tumor

Tis  Carcinoma in situ

Maxillary Sinus
Ti Tumor limited to maxillary sinus mucosa with no erosion or
destruction of bone

T2  Tumor causing bone erosion or destruction including extension
into the hard palate and/or middle nasal meatus, except
extension to posterior wall of maxillary sinus and pterygoid plates

T3 Tumorinvades any of the following: bone of the posterior wall
of maxillary sinus, subcutaneous tissues, floor or medial wall of
orbit, pterygoid fossa, ethmoid sinuses

T4a  Moderately advanced local disease
Tumor invades anterior orbital contents, skin of cheek, pterygoid
plates, infratemporal fossa, cribriform plate, sphenoid or frontal
sinuses

Td4b  Very advanced local disease
Tumor invades any of the following: orbital apex, dura, brain,
middle cranial fossa, cranial nerves other than maxillary division
of trigeminal nerve (V,), nasopharynx, or clivus

Nasal Cavity and Ethmoid Sinus

T Tumor restricted to any one subsite, with or without bony invasion

T2  Tumorinvading two subsites in a single region or extending fo
involve an adjacent region within the nasoethmoidal complex,
with or without bony invasion

T3

T4a

T4h

Tumor extends fo invade the medial wall or floor of the orbit,
maxillary sinus, palate, or cribriform plate

Moderately advanced local disease

Tumer invades any of the following: anterior orbital contents,
skin of nose or cheek, minimal extension to anterior cranial
fossa, pterygoid plates, sphenoid or frontal sinuses

Wery advanced local disease

Tumar invades any of the following: orbital apex, dura,

brain, middle cranial fossa, cranial nerves other than (Vz)‘
nasopharynx, or clivus

Regional Lymph Nodes (N)

NX
NO
N1

N2

N2a

N2b

N2c

N3

Regional lymph nodes cannot be assessed

No regional lymph node metastasis

Metastasis in a single ipsilateral lymph node, 3 cm or less in
greatest dimension

Metastasis in a single ipsilateral lymph node, more than

3 cm but not more than 6 ¢m in greatest dimension; or in
mulfiple ipsilateral lymph nodes, none more than 6 cm in
greatest dimension; or in bilateral or contralateral lymph
nodes, none more than 6 cm in greatest dimension
Metastasis in a single ipsilateral lymph node, more than

3 cm but not more than 6 cm in greatest dimension
Metastasis in multiple ipsilateral lymph nodes, none maore
than & cm in greatest dimension

Metastasis in bilateral or contralateral lymph nodes, none
mare than 6 cm in greatest dimension

Metastasis in a lymph node, more than 6 cm in greatest
dimension

Distant Metastasis (M)
M0 Mo distant metastasis
M1 Distant metastasis
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Table 4 — Continued

American Joint Committee on Cancer (AJCC)

THNM Staging System for the Nasal Cavity and Paranasal Sinuses (7th ed., 2010)

(Nonepithelial tumors such as those of lymphoid tissue, soft tissue, bone, and cartilage are not included)

Anatomic Stage/Prognostic Groups Histologic Grade (G)
Stage 0 Tis NO MO GX Grade cannot be assessed
Stage | T MO Mo G1  Well differentiated
Stage Il T2 MO MO G2 Moderately differentiated
Stage I T3 NO MO G3 Poorly differentiated

T M1 Mo G4 Undifferentiated

T2 N1 MO

T3 N1 MO
Stage IVA T4a MO MO

Tda N1 MO

Tv N2 Mo

T2 N2 MO

T3 M2 Mo

T4a h2 Mo
Stage VB T4h  AnyN MO

Any T M3 MO

Stage WVC  AnyT  Any N M1




TNM GLANDULAS SALIVALES

Table 5

American Joint Committee on Cancer (AJCC)

TNM Staging System for the Major Salivary Glands (7th ed., 2010)
(Parotid, Submandibular, and Sublingual)

Primary Tumor (T}

TX Primary tumor cannot be assessed

T0 No evidence of primary tumor

T Tumor 2 cm or less in greatest dimension without
exiraparenchymal extension®

T2 Tumor more than 2 cm but not more than 4 cm in greatest
dimension without extraparenchymal extension®

T3 Tumor more than 4 cm and/or tumor having extraparenchymal
extension”

T4da Moderately advanced disease
Tumor invades skin, mandible, ear canal, and/or facial nerve

T4b “ery advanced disease

Tumor invades skull base and/or pterygoid plates anddor
encases carofid ariery

*MNote: Extraparenchymal extension is clinical or macroscopic evidence of
invasion of soft issues. Microscopic evidence alone doses not constituts
extraparenchymal extension for classification purposes.

Regional Lymph Nodes (N)

NX Regional lymph nodes cannot be assessed

NO No regional lymph node metastasis

N1 Metastasis in a single ipsilateral lymph node, 3 cm or iess in
greatest dimension

N2 Metastasis in a single ipsilateral lymph node, more than 3 cm

but not more than 6 cm in greatest dimension; or in multiple
ipsilateral lymph nodes, none more than 6 cm in greatest
dimension; or in bilateral or contralateral lymph nodes. none
more than 6 cm in greatest dimension

M2a Metasiasis in a single ipsilateral lymph node, more than 3 cm
but not more than 6 cm in greatest dimension

N2b Metastasis in multiple ipsilateral lymph nodes, none more
than 6 cm in greatest dimension

MN2c  Metasiasis in bilateral or contralateral lymph nodes, none
more than 6 cm in greatest dimension

N3 Metastasis in a lymph node, more than 6 cm in greatest

dimension

Distant Metastasis (M)
M0 No distant metastasis
M1 Distant metastasis

Anatomic Stage/Prognostic Groups

Stage | T1 NO MO
Stage Il T2 NO MO
Stage 1l T3 NO MO
T1 N1 MO

T2 N1 MO

T3 N1 MO

Stage IVA T4a NO MO
T4a N1 MO

T N2 MO

T2 N2 MO

T3 N2 MO

T4a N2 MO

Stage IVB Tdb Any N MO
Any T N3 MO

Stage IWVC  AnyT AnyN M1

Used with the permission of the Amencan Joint Commitiee on Cancer (AJCC), Chicago,
Illingis. The orginal and primary source for this information is the AJCC Cancer Staging
Manual, Seventh Edition (2010} published by Springer Science+Business Media, LLC
(SBM). (For complete information and data supporting the staging tables, visit

www springercom. ) Any citation or quotation of this material must be credited to the
AJCC as its primary source. The inclusion of this information herein does not authorize
any reuse or further distribution without the expressad, written permission of Springer
SBM, on behalf of the AJCC.
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ANEXO 2

Hoja de recoleccién numero:

Folio Patologia:

Cadigo asignado laminillas:

Hospital:

Instrumento de medicion

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

Favor de completar de acuerdo a la informacion sefialada en el expediente clinico

1.- Nombre:
2.- Numero de afiliacion: 3.- Edad (afios):
Peso (kg): Talla (mts): Fecha de Cirugia (dd/mm/aaaa):

Tipo de Cirugia:

4 .- Sexo: Teléfono:

5. Tiempo de evolucidn de cancer de laringe

6.- Etapa (TNM)

Trabajo previo a la

7.- Localizacion del cancer epidermoide de cabeza y cuello (subrayar):

Nariz y SPN

Faringe

41



Glandulas salivales

Cavidad Oral

8. Antecedentes sefialados en historia clinica en el expediente (marcar con una cruz):

Reflujo Faringolaringeo: Si__ No__

Papilomatosis Si __ No_

Exposiciéon a contaminantes del medio ambiente laboral: No Si [en caso de ser

afirmativo:
subraye tipo(s)]:
Silice Veta de Madera Gases de Diesel Gas Mostaza Asbesto
Solventes Formaldehido Algodon Cuero
OTRO (Por favor especifique)

Tiempo de la exposicion o exposiciones (afios):

Ocupacion:

Antecedente de radio o quimioterapia previo a cirugia (sefalar):

No Si

9.- Tipo de exposicién al humo de tabaco (subrayar el inciso):

a) Expuesto

- Fumador activo (senale):

Tiempo de ser fumador activo:

Fumador leve Fumador moderado Fumador severo
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- Fumador Pasivo
- Ambos (Fumador activo y pasivo)
- Ex fumador

b) Nunca Fumador

10.- Tipo de exposicién al alcohol (subrayar el enciso).

a) Consuetudinario
b) Bebedor alto

¢) No bebedor

11.- Porcentaje de células positivas que expresan receptores en la muestra:

Alfa 4:

Alfa 7:
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ANEXO 3

3

A
IMSS

SEGURIDAD ¥ SOLIDARIDAD $OCIAL

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION
Y POLITICAS DE SALUD

COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

(ADULTOS)

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLOS DE INVESTIGACION
GUION PARA SOLICITAR VERBALMENTE EL CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL PROYECTO:

Nombre del estudio:

Patrocinador externo (si aplica):
Lugar y fecha:
Numero de registro:

Justificacion y objetivo del estudio:

Procedimientos:

Posibles riesgos y molestias:

Posibles beneficios que recibira al participar
en el estudio:

Informacion sobre resultados y alternativas
de tratamiento:

Participacion o retiro:

Privacidad y confidencialidad:

EXPRESION DE RECEPTORES NICOTINICOS DE ACETILCOLINA ALFA4Y ALFA 7
EN PACIENTES CON CARCINOMA ESCAMOSO DE CABEZA 'Y CUELLO, CON
ANTECEDENTE DE EXPOSICION A HUMO DE TABACO Y SU RELACION CON EL
DESENLACE CLINICO

Ciudad de México, Agosto 2016. CMN La RAZA

Lo invitamos a participar en el protocolo de investigacion expresion de receptores
nicotinicos de acetilcolina alfa 4 y alfa 7 en pacientes con carcinoma escamoso de
cabeza y cuello, con antecedente de exposicion al humo de tabaco y su relacion con el
desenlace clinico. El estudio tiene como finalidad identificar y comparar la aparicion de
particulas en las células de cancer de cabeza y cuello conocidas como receptores
nicotinicos de acetilcolina que estan posiblemente involucradas con el desarrollo del
cancer. Esta informacion se utilizara con fines de investigacion.

En el caso de que usted desee participar de manera voluntaria, su participacion en el
estudio consistira en dar respuesta a unos cuestionarios sobre consumo de tabaco y
alcohol previo a la cirugia, asi como algunos antecedentes posiblemente relacionados al
cancer de cabeza y cuello como son: reflujo faringolaringeo, papilomatosis de cabeza y
cuello, exposicién a sustancias del medio ambiente laboral (silice, asbesto, gases de
diésel, solventes, formaldehido, polvo de madera, algodon, cuero y granos). Si desea
conocer los cuestionarios los puede usted revisar. También le solicito su autorizacién
para usar una pequefa parte de la muestra del tejido con cancer que se le retiré durante
su cirugia con fines de diagndstico/tratamiento por cancer de cabeza y cuello por su
médico tratante y que se encuentran almacenadas en el archivo del servicio de patologia
de su hospital, con la finalidad de buscar una serie de particulas (subunidades de
receptores nicotinicos de acetilcolina). Con sus respuestas se podra observar si existe
una relacion entre los pacientes con antecedente de exposicion o sin exposicion al humo
de tabaco y la presencia o no de estas particulas en las células de cancer.

Los principales inconvenientes son que se llevara a cabo una entrevista durante su
consulta de seguimiento en el servicio de Cirugia de Cabeza y Cuello del centro
hospitalario donde recibe atenciéon médica, con una duracién aproximada de 15 minutos,
que se ejecutara en una sola ocasion. Su participacion seria voluntaria y no modificaria
de ninguna manera el derecho a los servicios que le ofrece el IMSS.

Ninguno. Con sus respuestas se podra observar si existe una relacién entre los pacientes
con antecedente de exposicion o sin exposicién al humo de tabaco y la presencia o no de
estas particulas en las células de cancer

Ninguna

En caso de aceptar, en todo momento usted conservaria el derecho de no contestar la
encuesta, sin que esto afectara de ninguna manera la atenciéon que usted recibe en el
IMSS.

La informacién que nos proporcione, tanto de su persona, como de su salud y los
resultados de las pruebas que se le efectuarian, sera guardada de manera confidencial,
en el Centro Médico Nacional “La Raza” del IMSS, en caso de difundirse los resultados
del estudio, por cualquier medio, esto se haria sobre el grupo que haya participado, sin
revelar la identidad o los datos personales de ninguno de los participantes.
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En caso de coleccién de material bioldgico (si aplica):
No autoriza que se tome la muestra.
Si autorizo que se tome la muestra solo para este estudio.

Si autorizo que se tome la muestra para este estudio y estudios futuros.
Disponibilidad de tratamiento médico en derechohabientes (si aplica): Ninguno

Beneficios al término del estudio: Ninguno

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse a:
Investigador Responsable: Si usted desea hacer preguntas o ampliar esta informacion, tengo la mejor disposicion de
responder a sus preguntas, asi como de repetir o ampliar la explicacion de todo lo que le he
descrito. Dra. Beatriz Montafio Veldzquez

Colaboradores: Dr. Juan Carlos Benavides.

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a: Comision de Etica de Investigacion de la CNIC
del IMSS: Avenida Cuauhtémoc 330 4° piso Blogue “B” de la Unidad de Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720. Teléfono
(55) 56 27 69 00 extension 21230, Correo electrénico: comision.etica@imss.gob.mx

Nombre y firma del sujeto Nombre y firma de quien obtiene el consentimiento
Testigo 1 Testigo 2
Nombre, direccion, relacion y firma Nombre, direccion, relacion y firma

Este formato constituye una guia que debera completarse de acuerdo con las caracteristicas propias de cada protocolo de investigacion,
sin omitir informacion relevante del estudio
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Anexo 4. PROTOCOLO INMUNOHISTOQUIMICA
Libre de Biotina/Peroxidasa/DAB en 2 pasos

FUNDIR PARAFINA. 30 min.-24 hrs. 56 °C-59 °C.
DESPARAFINAR Xilol 1 X 5 min.
Xilol 1 X 30 seg.
ETOH Abs Anh — ETOH
HIDRATAR ) 2 c/u por 30 seg.
degradados-Agua destilada
Horno de microondas/olla
*DESENMASCARAMIENTO ) 1 X 5 min, con E. D. T. A.
de presion
REPOSO Sumergir en agua fria 1 X 5-10 min.

#**DIGESTION ENZIMATICA

Temperatura ambiente

1 X 6 min. Proteinasa K

LAVADO Agua destilada. 2 X 30 seg.
BLOQUEO PEROX. ENDO. H>0, 0.9% 1 X 5 min.
LAVADO PBST 6 TBST 1 X 4 min.
*+*BLOQUEO DE PROTEINAS BSA 1% 6 Comercial 1 X 5 min.
ANTICUERPO PRIMARIO Temperatura ambiente. 1 X 30- 45 min.
LAVADO PBST 6 TBST 1 X 4 min.

ANTICUERPO post primario

Temperatura ambiente.

1 X 10-30 min (segin marca).

LAVADO

PBST 6 TBST

1 X 4 min.

Polimero HRP Temperatura ambiente. 1 X 10-30 min (segin marca)
LAVADO PBST 6 TBST 1 X 4 min.
DAB Temperatura ambiente. Monitorear al microscopio.
LAVADO Agua corriente (llave) Contenedor plastico
HEMATOXILINA DE
CONTRASTE 30 seg.
Lillie-Mayer s
DEGRADACION DE COLOR NH4OH 0.37 M. 30-60 seg.
LAVADO Agua corriente (llave) 2-3 cambios.
Agua- ETOH degradados-
DESHIDRATAR 2 c/u por 30 seg.
ETOH Abs. Anhidro
SECAR Campana de extraccion Temperatura ambiente.
MONTAR Y CUBRIR Resina sintética

OBSERVAR RESULTADOS AL MICROSCOPIO

**Ver procedimiento especifico al Ab que se va a detectar.

***Opcional segun marca del kit de deteccion.
(Modificacion de Garcia Vazquez F J. 2005)
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Anexo 5. Reactivos de la Encuesta Nacional de Adicciones 2008 para Tabaco y
Alcohol

Por favor, conteste cada una de las preguntas con respecto a su exposicion al humo de tabaco durante su

vida, previo a la realizacion de su cirugia.

TABACO

1.- § Fumoé usted tabaco alguna vez en su vida, aunque sea una sola fumada?

Si

Afios

¢ Cuantos afios tenia cuando fumoé tabaco por primera vez, aunque fuera una sola fumada

de un cigarro, de un puro o de una pipa?

Antes de los 12 afios

Antes de los 20 afios

Después de los 20 afios

No

2.- ¢Le molestaba que la gente fumara cerca de usted?
Si

No
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3.- De las personas con las que convivid a diario ¢cuantas de ellas fumaban...

Dentro de su casa?

En el salén de clases?

En su lugar de trabajo?

NO APLICA

4.- En toda su vida ¢fumd mas de 100 cigarrillos, es decir, 6 cajetillas?

Si

No

NO APLICA___

5.- ¢ Con qué frecuencia fuma actualmente?

Todos los dias___

Algunos dias____

No fumo actualmente

6.- ¢En alguna época de su vida fumé a diario?

Si

No

NO APLICA___
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7.- ¢A quéedad inicid el consumo diario de tabaco?
ARos:

Antes de los 12 afios____

Antes de los 20 afios___

Después de los 20 afios____

8.- ¢ Cuantos afios ha fumado o fumoé usted, a diario?

ANOS ~ MESES

NO APLICA

9.- Cuantos cigarros se fuma o fumé por dia?

Menos de 16 cigarros____

De 16 a 25 cigarros____

Més de 26 cigarros____

NO APLICA
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10.- 4 Cuando fue la dltima vez que se fumoé un cigarro?

En los dltimos 30 dias

Mas de un mes pero menos de 6 meses

Hace 6 meses 0 mas pero menos de 1 afio___ *

Hace 1 afio o mas pero menos de 3 afios

Hace mas de 3 afios

NO APLICA

SECCION DE FUMADOR ACTIVO

11.- jCuantos cigarros fuma o fumoéy con qué frecuencia?

Diario...........

Semanal.......

Mensual.......

Ocasional.....

Al menos una vez al afio

NO APLICA

12.- § Alguna vez intenté dejar de fumar?

Si
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No

NO APLICA___

SECCION DE EX FUMADOR

13.- {Hace cuéntos afios dejé de fumar?
Afios

NO APLICA

14.- ;Qué edad tenia la dltima vez que fumaé?
ANOS
Antes de los 12 afios____

Antes de los 20 afios____

Después de los 20 afios___

NO APLICA

51



15.- Cuando fumaba, écon qué frecuencia y cuantos cigarros consumia?

Frecuencia ___ cantidad
Diario

Semanal __
Mensual

Ocasional

Al menos una vez al afio

NO APLICA

ALCOHOL

Ahora le voy a hacer algunas preguntas relacionadas con su consumo de bebidas alcohdlicas durante su

vida previo a la realizacion de su cirugia.

1.- 4 Consumid alguna vez cualquier bebida que contenga alcohol?

1.- ;Consumid alcohol al menos unavez en su vida?

Si

No

2.- En los dltimos 12 meses previos a su cirugia, Tomé alguna bebida que contuviera

alcohol? (cerveza, pulque, vino, brandy, whisky, ron, tequila, coolers, presidencola, étc.,)

Si

No
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3.- ¢ Qué edad tenia la dltima vez que tomd una bebida alcohdlica en su vida?

ANOS:

Antes de los 12 afios____

Antes de los 20 afios___

Después de los 20 afios____

No sabe/No contesta_

4.- Piense en su consumo total de alcohol, usualmente Con qué frecuencia tomaba usted

cualquier tipo de bebida que contuviera alcohol —ya sea vino, cerveza, whisky o cualquier

otra bebida?

Si usted tuviera un promedio durante los ultimos doce meses previos a su cirugia,

¢ Cudl seria su frecuencia?

Tres o mas veces al dia

Dos veces al dia

Unavez al dia

Casi todos los dias (6-8 veces por semana)

Tres o cuatro veces a la semana
Una o dos veces ala semana
Dos o tres veces al mes

Aproximadamente una vez al mes
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De siete a once veces al aio

De tres a seis veces al afio

Dos veces al afo

Una vez al afio

NO APLICA___

5.- En los udltimos 30 dias, ¢ Tomé alguna bebida que contenga alcohol? (cerveza, pulque,

vino, brandy, whisky, ron, tequila, coolers, presidencola, etc.,)
Si

No

NO APLICA

6.- Cuando toma bebidas alcohélicas como cerveza, destilados, coolers, etc., generalmente,

¢ Cuantas copas toma usted en cada ocasion?

Ndmero de copas
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NO APLICA

7.- Durante los (ltimos 12 meses previos a su cirugia, ¢Cual es el mayor nimero de copas

que usted ha bebido en un solo dia?

24 0 mas copas en un solo dia

De 12 a 23 copas en un solo dia____

De 8 allcopasenunsolodia

De 5 a 7 copas en un solo dia

4 copas en un solo dia

De 1 a 3 copas en un solo dia

NO APLICA
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8.- Indicar la frecuencia de su consumo:

1) adiario?___

2) casi adiario (6 a 8 veces por semana?____
3) de tres acuatro veces alasemana?____
4) de unaados veces alasemana?_

5) de dos atres veces al mes?____

6) unavez al mes?

7) de siete a once veces al afio?

8) de tres a seis veces al afio?

9) dos veces al afo?

10) una sola vez al afio?

11) NUNCA___

12) NO APLICA
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