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INTRODUCCION

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. )

A principios del siglo XX, el céncer de puimén era-un tumor poco frecuente; actualmenle se’ ha
convertido en el tumor mas comun en el hombre en los- paises industrializados ¥ el segundo en
frecuencia en la mujer (27) En México ocupa- el §° lugar cama causa de mortal[dad gsneral
{7,11,24). Este aumento.se: deba pvinclpalmente al tabaquismo y a probables factares de
contaminacién ambiental, por o que se ha convertido en un problema serio dg salqd quhca a nivel
mundial. Los resuitados globales ‘de sobrevida a 5 aflas son defl 13 % (24), debido a que el
diagndstico se hace demasiado tarde la mayorfa de las veces, En ia actualidad no se cuenta con
mélodos para diagnosticar cancer de pulmén en estadios tempranos, ya que el paciente eﬁ éstos
estadios no presenta sintomas, . :
Se han hecha innumerables estudios citbgenétlcos y biomoleculares, con !a finalidad de 3m)estiﬁr si .

existe alguna aberracién cmmosémlca o hay algun oncogene que se pueda ralac(onar direclameme .

con el comportamiento clinico de’ eslos tumores {5, 14 23) La mayorfa de los ei (u

se han realizado-en cancer de’ pulmén de’ células pequeﬁas encon ando con frecuencia una

alteracién en el cramosoma -3; en el brazo corta (p) especiﬁcamenw" 2 banda (14-23)

{14,18,30,32, 35) En la actuaifd : x(s en muy: pocos repones - bre cltog nét»cos en

Adenocarcinomas pulmonares" ya que sélo en el 50%-de los cascs se obhene maler&al que puede

analizarse cnagené(lcamenie (29, 30)

3 citagenéhcos o



1.2 OBJETIVOS.

1.2.1 OBJETIVO GENERAL.

Demostrar si existe refacién entre -ef gstudio citogenético' en material de punciones tumorales ¥
liguido pleurat con algunos aspectqs como son: ‘e’:‘a'raclerlisti&:asb c((ﬁicas, |7'es;‘>uesta al trataemiento,

exposicion a factores de riesgo y sobrevida en pacientes ‘co‘n ‘Adenocarcinoma pyljnonar. :

1.2.2 OBJETIVOS PARTICULARES

~ Determinar sl exuste ‘a gu' a alleraclén c:togenética que se pueda ullhzar como marcador en el

diagnéstico de la en!ermedad y en eI prondstlco del componamlento de! lumor en cuanto ala
sobrevida. : B
~ Analizar si hay alguna relacldn emre )a cnogenét(ca y el componamnento cl(n!co de estos tumores,

- Establecer una re|acl6n entre la pobre respuesta al tratamnen(o. la expaslclén a a(gun factur

predisponente, la duraclén det cuadro clinico, el grado de duferenmacndn hls(olégico y la respuesta

ante agentes antlmntétlcos con los hallazgos c:logenéhcos



1.3 HIPOTESIS,
Existe una alteracion citogenética especlfica en los pacientes con Adenocarcinoma pulmonar la cual

se puede relacionar con los hallazgos clinicos de estos tumores.
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ANTECEDENTES

2.4 CANCER DE PULMON

2.1,1 GENERALIDADES DE CANCER DE PULMON.

€l cadncer de puimodn es un serio problema de salud en el mtndo entero ya que anuaimente mueren
miles de personas a causa de esta enfermedad {en E.U. mueren anualmente 1‘25,000‘ personas a
causa de esta enfermedad, lo que representa un 25% del total de mugﬂes producidas pof céncer y
el 5% det total de las defunciones) (27, 34). Esta neoplasia, no tiene predileccibny por algtin sexc en
especial ni por una edad especifica, pero si se ha reportado que es un padecimiento que se presenta
en aduitos en un intervalo de edades entre 35 y 70 afios (13,16,22,24,27).

Debido a que los sintomas se dan cuando el céncer pulmonar se encuenira en etapas avanzadas,
en muy pocas ocasiones el diagnéstico se hace en etapas clinicas tempranas. En etapas iempranas
es posible un buen control de la anfermq@ad (hasta del 70 %) (27,34). Las personas que tienen alto
riesgo de contraer este padecimiento sbn los fuh\adores o aquellos que por cuestiones de trabajo
estdn expuestos a diversos agentes amblen\ales Para ellos se recomiendan que se tomen una
placa de torax por lo menos cada 6 meses con'la f nahdad de poderlo delectar en estadios clinicos

{empranos (27,34).

En esladios tempranos la enfermedad puede ursar aslnlomét(ca pero en etapas mds avanzadas
puede presentar efectos locales como e Ia ‘ fo ca‘i s ¥ con menor frecuencia
existe hemoptisis, disnea, dolor en el tbrax. obslrucc 6n‘de Ia vena va syperior y derrame pleural
{13,27,34). ; ;
Los diversos tratamientos que existen para el cancer de pyirf(én’ 'éoh fa ‘cirugia,- rédio(erapia y
quimioterapia. La eleccidn de alguno de estos en particular o de su cémbinacidn de;}éndé del tipo

histoldgico, et grado de diferenciacion y del estadio c!lni§§ d'é‘la,en(érméda'd: Por 'eiemblb en el



cancer de células no pequeﬁas cuando la en{ermedad es resecable el tralamlento ‘de eleccién es
cirugia sola o segulda de radloterapla En. paclentes con lurnores Irresecables, se’ administra -
tratamiento paliativo con. quimioterapia y radioterapia aislados o combinados, con el objelo de

detener el creclmlenlo del tumor y paliar los efectos sistémicos y el dolor (13,31).

2,1.2 TIPOS HISTOLOGICOS DE CANCER DE PULMON,
Existen diversas clasificaciones histoldgicas de céncer de pulmdn, pero actualmente la que se toma
en cuenta es la establecida por la Organizacién Mundial de la Salud en 1982 (26,30,34):
l.- Carcinoma epidermoide.
.- Carcinoma de células pequeiias.
lil.-  Adenocarcinoma.
1. broncogénico.
2. bronquioalveolar.
IV.-  Carcinoma de células grandes.
V.- Carcinoma adenoescamoso. ‘
Sin embargo, es importante notar que desde el punto de ;/ista terapéutico lo cr'uclal es dedldir 'si se

trata de una neoplasia de células pequedas (probab!emente de’ ongen neuroendécrlno ya que son

positivas a la enclasa neurona especifica) y aquellas de células no pequeﬁas (que incluyan al-

carcinoma epidermoide, - adenocarcinoma, carclnoma de células [+] 4ndes y carcmoma :
adenoescamoso). Esta distincion puede ser reahzada desde el estudxo cxtolégico del esputo El

diagnéstico definitivo sera dado por el estudio qe la pieza quwurgi_ca y/o la blops!a (13,26,30.34).



213 CLASIFICAClON DEL CANCER PULMONAR POR ESTADIOS.

€n el lnsmuto Nacicnai de Cancero(ogla se emplea la claslf cacién miernaciona) propuesta ‘por
Mountain, que toma en cuenta el tamar\o yla Iocahzacibn del lumor pnrnar)o. Ia invasion ganglionar y
las me!éstasis a d:stancla asl qua agrupa a Ios tumores en es(adlos del 0 a) v, lemendo gran
lmportancia porqua es un (enguaje de comunicacién Internaclona! para planear el tra(amlenlo para
cada estadio, conocer el pronéstlco y asi permlle hacer investlgac:én cllmca y lerapéuhca (1),

NUEVA CLASIFICAC(ON TNM

TX Tumor demos&rado por células mallgnas en las secrecmres bronqulales {citologia posmva)
que no se. ve en !a bruncoscopla nl se (demnf ica en la radiografla o tumor no valorable como
en casos de relralamiemo i

T0 Sin evidencia de tumor pnmano. .

Tis  Carcinoma in snu . s

T Tumor de 3 cm. como dlémetro mayor rodeado de’ parénqulma pulmonar que no lnvade

pleura visceral, sin Invasldn proxvmal de un bronquno lobar observado en broncoscopia:

T2 Tumor mayor de 3 cmo de cualquier 1amaﬁo que lnvade la pleura wsceral con a!elecs(a o, ’

neumonitis obslrucuva hasta el h||o Iobar En la ‘b nco: copla visto deniro de un bronqulo !
lobar o hasta 2 cm distal a fa carina. Si exlste atelecsia -] neumonms que no sea de todo e}’
puimoén.

T3 Tumor de cualquier tamario con extension c!ifqé;tiava la pared costal {fumor del surco superior
sin Sindrome de Pancoast), diafragmé. pleura mediastinal, pericardio, pero sin invgdir
corazdn, grandes vasos, esbfago y cuerpos vertebrales; o cualquier tumor a menos de 2 cm

de la carina pero sin invadirta.



T4 Tumor de cualquier tamario con invasidn a estructuras del mediastino o corazén, grandes
vasos, trdquea, esdfago, cuerpos vertebrales o carina; o derrame pleural maligno demostrado con

citologla positiva.™
N INVASION GANGLIONAR

NO Sin Iﬁvasléﬁ ganglionar demostrable.

N1 Metastasis a los ganglios peribranquiales o hiliares ipsilaterates,-incluyendo extension directa
del tumor hasta los ganglios.

N2 Metastasis a los gangllos mediastinales ipsilares y subcarinales.

N3  Metastasis' a los : ganglios hiliares y mediastinélés cblateréles. ganglios escalénicos o

supraviculares ipsilares o colaterales.
M METASTASIS A DISTANCIA

MO  Sin meldstasis a distancia.

M1  Metéstasis a distancia especificando la localizacién entre paréntesis.

2.1.4 FACTORES PREDISPONENTES EN EL CANCER DE PULMON.

Existen diversos factores de riesgo que se consideran de gran importancia para el céncer de pulmén:
a) Persanas con adiccion al tabaco; diversos estudios muestran que el riesgo de contraer cancer de
pulmén aumenta en un 35 a 53 % en personas fumadoras. ) : )

b) Exposicion a diversos agentes tales como: asbestos, niquel, cromatos, uran‘!o,‘ clorometil “éter,

cloruro de vinilo, arsénico, radén, cadmio y formaldehido entre o(ro#;
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¢) Enfermedades sistémicas como son la sarcoidosis ~(relacionada frecuentemente con
adenocarcinomay), escleroderma vy fibrosis intersticial.

d) Dieta con deficiencia en vitamina A, vitamina E, beta-carotenos y zinc. Esludios recientes han
informado’ que alimentos ricos en beta-carotenos, y otros constituyentes de vegetales verdes y
amarillos, sean posiblemente agentes qulmlopreventlvos

e) Factores de riesgo genéticos o familiares.

f ) Humo de lefta. v

£n México en los casos registrados en el instituto Naciona! de Cancerolbgla sélo el 70% de los casos
de cancer pulmonar se presentan ‘en fumadores; én'cdmparacién con el 90% de casos en
fumadores cbservados en palses desarrollados.-Esta dif,er{ancla es:importante y probablemente se :
debe a factores de dieta, genéticos y principalniénpe de contaminacién amblental que merece

atencién y estudio (13,19,23,34).

21.5 ADENOCARCINOMA PULMONAR.

El adenocarcinoma pulmonar es la est e hlstoléglca deI céncer de pulmén que’ puede _surgir.del .:

epitelio bronquioalveolar o de las' ucosas La caracterfsllca de dlferencraclén es'la’”

secrecion de mucina. Es(as células llenden a ser, de forma cuboidal y presentan nucleos grandes
vesiculares o irregulares con nucleolos prominentes 'y abundante cnlop!asma ‘la furma en que los
adenocarcinomas se diseminan es por contigilidad a la pleura, via lmfétlca provocando metéslasls a.

ganglios linfaticos escalenos o iliares (13,22,23,34).

2.1.6 GENERALIDADES DE L!QUIDO PLEURAL,
E! liquido pleural se encuentra normalmente en pequefia cantidad en‘la ‘ca,vidac"ij pleural’ donde

funciona como tubricante, en ciertas patologlas puede acumularse mayor cantidad y dar sintomas



como dolor, dificuitad para }espirar y otras; para delerminar la causa que lo produce, se tiene I
ayuda de la historia clinica y del estudio citoquimico. En el cuadro t se muestran algunos ejemplos.
Sin embargo esta larga baterla de pruebas se puede simglificar con fa observacién microscépica del
fluido, la cuantificacién de protelnas totales y la densidad; esto generalmente es suficiente para
determinar st se trata de un exudado o un trasudado. El trasudado es caraclerizado por densidad
abajo de 1.020 y la baja cantidad de protelnas; en esencia se trata de un ultrafiirado de plasma
sanguineo que consiste principalmente de agua y electrolitos en disolucion. Los trasudados se
torman por una alteracion entre la relacion normal de fa presién capilar hidrostatica y la presién
cofoidal osmdtica, existiendo un aumento de la primera o disminucion de la segunda. Su cattsa es
principalmente insuficiencia cardiaca.

t.os exudados se caracterizan por la alta concentracion de proteinas y una densidad arriba de 1.020,
habiendo ademas una alteracién de la membrana capitar, 1a cual se encuentra anormal por cambios
inflamatorios de la pleura. Los cuadros 2 y 3 muestran las diferentes causas que dan origen a los
trasudados y a los exudados. Es indispensable sobre todo en los casos en que se saspecha la
existencia de tumor, realizar el estudio citoldgico del liquido, ya que nos puede dar una indicacién
precisa det diagnostico, por ejemplo, la presencia de células malignas (de adenocarcinoma,
mesotelioma). El método habitual para la obtencién de liquido pleural es ia toracocentesis. Se puede
hacer la biopsia pleural para ayudar a establecer un diagnoslico preciso; haciendo el estudio

pataldgico y microbioldgico {6,9).



CUADRO |

PRUEBAS UTILES EN LA EVALUACION DE LIQUIDO PLEURAL

PRUEBA VALORES ANORMALES ETIOLOGIA ASOCIADA

GLOBULOS ROJOS/mm’ MAYOR A 100,000 MALIGNIDAD, TRAUMA,
EMBOLIA PULMONAR

GLOBULOS BLANCOS! mm® | MAYOR A 10,000 INFECCION

NEUTROFILOS % MAYOR A 50 PLEURITIS AGUDA

LINFOCITOS % MAYOR A 90 TUBERCULQSIS, MALIGNIDAD

EOSINOFILIA % MAYORA 10 EFUSINN POR ASBESTOS,
NEUMOTORAX
POSTINFECCION

CELULAS MESOTELIALES AUSENCIA TUBERCULOSIS

PROTEINAS PF/S MAYORA 0.5 EXUDADO

LDH PF/S MAYORA Q6 EXUDADO

LDH IU MAYOR A 200 EXUDADO

GLUCOSA mg/di MENOR A60 EMPIEMA, TUBERCULOSIS,
ARTRITIS REUMATOIDE

pH MAYOR A 7.20 RUPTURA ESOFAGICA,
EMPIEMA, TUBERCULOSIS,
MALIGNIDAD, ARTRITIS
REUMATOIDE

AMILASA PFIS MAYOR A1 PANCRIATITIS

BACTERIAS POSITIVO ETIOLOGIA INFECCIOSA

CITOLOGIA POSITIVA DIAGNOSTICO DE
MALIGNIDAD

DENSIDAD MAYOR A 1.020 EXUDADO

PF/S = Fluido pleural/suero

U = Concentracion en unidades internacionales
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CUADRO It
CAUSAS DE TRASUDADOS

INSUFICIENCIA VENTRICULAR IZQUIERDA QUE
PRODUCE CONGESTION PULMONAR

SINDROME NEFROTICO
CIRROSIS

SINDROME DE MEIG'S
HIDRONEFROSIS

DIALISIS PERITONEAL




CUADRO Il
- CAUSAS DE EXUDADOS

MAS FRECUENTES:
NEUMONIA EMPIEMA PARA NEUMONICO
MALIGNIDAD: 2) TUMORES PRIMARIOS (MESOTELIOMA)
b) CANCER BRONCOGENICO
¢) METASTASIS PULMONARES DE OTROS TIMORES
EXTRATORACICOS
EMBOLIA PULMONAR
COMUNES:
TUBERCULOSIS
TRAUMATISMO

ENFERMEDADES ABDOMINALES

RARAS!:

DROGAS EJ. NITROFURANTOINA SARCOIDOSIS

ASBESTOS SINDROME DE DRESSLER
UREMIA . RADIOTERAPIA
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2.2 CITOGENETICA Y CANCER,

2.2.1 PRINCIPIOS GENERALES DE CITOGENETICA.

La cilogenética es el estudio de la relacion existente entre la estructura, el nﬁme;é de: los

cromosomas y el modo de conducirse durante 1a divisidn celular, con el genotipo v fehotipo que

presenta el individuo. Pero para hablar de citogenética es importante hacer mencién qel ciclo celular

y mas especificamente de la mitosis (1,3).

El ciclo celular se refiere a una serie de eventos ordenados de forma hipotética para el estudio de la

vida celular y se ejemplifica en la figura 1. El intervalo cofrespondiente a 1a division o mitosis (M) es
corto, mientras que el resto es la parte conocida como interfase. Durante esta Ultima los
cromosomas estan alargados formando una fina red en el nucleo. En este periodo se realizan

multiples funciones como la sintesis proteica y hormonal. La fase G,o0 presintética se refiere a la

preparacion de la célula anterior a la sintesis de ADN. La fase S o sintética es el intervalo
correspondiente a la replicacin de los cromosomas, se lleva a cabo a sintesis de ADN. La fase G,
es el intervalo posterior a la replicacién en el que se hacen los preparativos para distribuir los .
conjuntos de cromosomas feplicados a los nicleos hijos mediante fa mitosis, este inkerva)osé

conoce también como postsintético (4,8,28),

13



FIGURA 1.

CICLO CELULAR.

24/0hr
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La mitosis es el proceso mediante el cual una célula da origen a dos céiulas Idénticas con igual
dotacion cromosémica. En el caso de las células somaticas humanas, cada célula que se divide, da
lugar a dos célfulas hijas con 46 cromosomas. La mitosis se ha‘diyidigo en 4 faseslas cuales se

definen por las caracteristicas que van presentando lqs_crorripsomés {estas caracigrlslicaé se

muestran en {a figura 2) y son;

a) Profase: En la cual los cromosomas que ya se habian duphcado en el penodo‘s de( ciclo celular,

se han ido acortando y aparecen como bastonas compados por un proceso de espxrlhzaclbn La
membrana nuclear deja de hacerse vus:ble y son: aparenles Ios centnolos (os cuales se han
duplicado y migran a potos opuestos de la célula; Los centriolos son los sitios donc‘(e,se ensambla la
tubulina, la cual es la subunidad proteica de los microtibulos que formaran el huso acromitico, Esie
comienza a aparecer entre los dos centriolos. A su vez el nucleolo también deja de hacerse visible.

b) Metafase: Los cromosomas se colocan en el plano ecuatorial de la célula y aparecen unidos por el
centromero al huso acromdtico. £n este estadio, mediante las técnicas de cullivo de tejidos y el
empleo de sustancias como la colchicina, se pueden observar mejor los cromosomas al microscopio.
c) Anafase: Ocurre la division longitudinal del centrémero, lo que permite que cada cromatide se
separe y unida por éu géntréinero al huso acromatico, migre hacia el polo respectivo de la célula.

d) Telofase: Se forman dos nucleos hijos (cariocinesis) y el citoplasma {ambién completa su divisién
(citocinesis) médiéhte un plegamiento de fa membrana que comlenza desde Ia periferia, en la parte
media, y va progresando habia el centro dé fa célula, de tal suerte que finalmente se obtienen dos

células hijas con igual dotacion de cromosomas y de citoplasma (division ecuacional) (3,8,28).
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Si se realiza el cultivo celular de una blapsia, de un_liquido cdrporal como par ejemplo sangre
periférica o Hiquido pleural y posteriormeme se trata con agentes antinii!éﬁcés, se pueden observar
los cromosomas al micrascoplo. Un: cromosoma esté consmuldo por ADN y prolelnas, son los

portadores de la in(ormaclén genéhca. y.8e encuemran el nucleo de Ia célu!a Esms tienen una

estructura y morfotogia der nida y estén formados por. dos crométides que van_unidas por el

centrémero. Los cromasomas se. ar\al«zan durame a 'pro e lardia o durante la metafase, Y se
clasifican dependiendo de la locahzacién del centrémero ( ejempllﬁcado en la Tgura 3 ) Sxendo esta

clasificacion la siguiente:

Metacéntrico: E! centromere se entuentra‘loéaviiadi} en‘l' parte media:dél cromosoma, Siendo los

brazos de arriba p iguales a los de aba)o q

Submaetacéntrico; El centrémero se encuen z cerea de gh&; de“lois ek{rembs del cromosoma.
Siendo p manor que q.

Acracéntrico: El cenlrémero esté sx(uado muy cerca a Uno de los exuemos quedando p muy corto en

relacién a q. Estos cromcsomas pueden poseer satémes ‘,los cuales son unas formaciones que

recuerdan pahllos de tambor (8 28)
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FIGURA 3.

CLASIFICACION DE LOS CROMOSOMAS DEPENDIENDO DE LA LOCALIZACION DEL

CENTROMERO.
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Cariotipo es el ordenamiento de los cromosomas de acuerdo a su tamafio y a la localizacién del
centromero. En base a eslo y segin la clasificacién de Denver, existen 7 grupos que se desighan por

letras y son:

Grupo A: Perlenecen los pares 1,2,y3,siendoeliyel3 éntricos y el 2 subr et éntrico,
Grupo B: Son fos pares 4 y 5; ambos son submelacéntricos p cabe 3 o0 mas veces én q. : ‘
Grupo C: Estan incluidos Ios pares del 6 al 12, todos submetacéntricos, el cromosoma x debndo asu
tamario también est incluido en este grupo

Grupo D: Son cromosomas acrocentncos y son tos pares 13, 14 y 15

Grupo E Formados por los pares 16 17,y 18, siendo todos subme!acénlncos

Grupo F: 1nlegrado por (ps pares '19 y 20; estos son pequefios y metac,éntncos‘

Grupo G: Esléﬁ ios pares éc}qcéntiicos 21 y 22, siendo los mas pequeiios del cariotipo humano. En
este grupo se incluyé at éromosoma Y aunque carece de satélites.

Cabe mencionar que para poder identificar con exactlitud cada par cromosémico hay que recurrir a
diversas técnicas de bandeo; las cuales individualizan a cada cromosoma segin et patrén de bandas
correspondiente. Las 1écnicas de bandas ademas de ayudar a identificarlos, también son Utiles en la
busqueda de diferentes alteraciones que pueden preseniar los cromosomas, las mas usadas son las
bandas G, las bandas Q y las bandas R. En la figura 4, se puede apreciar un cariotipe masculino

normal, tefiido con la técnica de bandas Q (28)..
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FIGURA 4

CARIOTIPO MASCULINO NORMAL, TENIDO CON BANDAS Q
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2,2.2 FUNDAMENTO DE ALGUNAS TECNICAS DE INTERES UTILIZADAS EN CITOGENETICA.

Los elementos de soporte que dan forma a lés‘célu‘las son los microtibulos, estos se pueden
encontrar en el citoesqueleto o en-los husos rhi}élicoé. Los microtubulos estan integrados por
moléculas repetidas de (ubullna,'prételnai;‘globhlyar que cﬁnsta' de dos subunidades. Existen
diferentes agentes’ conocidos con el ‘nombre de antimitelicos, ‘los cuales tienen la’ capacidad de
inhibir la divisién en las’ células e’ucariotés Estos son el alcaloide éolchlcina asl como también los
productos de mohos v«nblastina y - vincristina (16) La colchlcina es un alcaloide obtenido de
Qnghluum_aummnaj_e (L L(lacea), tiene aspecto de agujas de color amarillo opaco, se obscurece
‘con la‘luz y: es soluble en agua. [nterfiere en Ja formacidn de los m[crolubulos uniéndose a'la
tubulina, des_plaiando asl al nucledtido de guanina adherido - e inhibieddo la - polimerizacion
correspondiente. En cambio, la vincristina interfiere en la formzlaciéh’ de mlgroiupulqs provocando la
precipilacién de la tubulina y formando un paliméro Vtridim‘e‘nsibﬁal ébti I;lné ardenacion molecular muy

distinta de la estructura normal del micratdbulo (16,33):

Para el estudio citogenético habitual, las células ‘obtenidas directamente del espécimen y las del
cultivo, reciben - tratamiento con coichiclna despi s n‘hlpo"ténlca (la cual tiene como

objetivo hipotonizar las. células para quevlos cromosomas se dlspersen mejor), posteriormente se

ponen en contacto con fa soluclén de Carnoy (Ia cual dehene la accion de la solucién hipoténica y fija

las células). Para vlsuahzar os~cromusomas se deben crear laminillas, para esto se. utilizan

diferentes técnlcas como SC r: caer !asi-gqtas de la ‘suspencién celular a una distancia

determinadaisébré la Iém iIIa'tfétadaf con’ alcohbl al .70 % y flamearla logrando una mejor

distribucion de los cromosom para la observactén microscopica (28).

Debido-a que el estuduo cllogenétlco requlere de cultivo celular, es |mportanle esludlar las

condlcmnes dptlmas para su crecimiento, lo que incluye
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1.- Presion osmética: En células de mamiferos a 37°C es aproximadamente de 7.6 atm, esta presién
es reguléda y mantenida por algunos iones inorganicos como el Na'; K', Ca'’, Mg", Cl, PO4"y COy.
2.- pH: La mayoria de las células toleran un pH de 6.8 a 7.5 sie“ndo‘el‘ rango dptimo de 7.3 a 7.4,
aunque algunas células requieren un pH mas acido o mas alcalino. En solucién el pH es regulado
por substancias amortiguadoras. 7 '

3.- Energla: La principal fuente de energia para las cé!’ul‘as,:quynr 16; carbohidratos, siendo el principal

la glucosa, aunque algunas veces se utiliza también el | Qtat§ o elyyplruvatp. :

4.- Oxigeno y diéxido de carbono: Son fundameﬁla!eé ‘en el 'rfnedié dé cuIl’néo celular, el oxlgenq se:
encuentra dentro del medio de cultivo y el didxido de :céfbc;ﬁd es"”p rop'qrc‘:k_'mzyndb e'p‘f‘orma externa a:
las ¢élulas con una atmésfera del 5 al 7 % de CO;, g ; : '

5.- Antibidtico: Se pueden afiadir al cultivo celdlar ct;n el ‘ﬁn dé'due no exista céﬁlarﬁihaciéh.

Después del cullivo es necesario tripsinizar las példlas con EDTA,V el cual forma un: complejo.
quelante que captura al calcio presente en el medio de cultivo y en la membrana plasmatica de la_
célula. Esto con la finalidad de despegar facilmente a las células del envase de cultivo. -

Después de la tripsinizacién se adiciona una substancia amortiguadora en la botella de cultivo por.15
segundos para lavar las células eliminando la Tripsina y con el medio de cultivo se inhibe la accién
de [a tripsina restante, impidiendo que dafle o maltrate las células rompiendo su. membrana.

La viabilidad se determina con el colorante azul de fripano que es un colorante vital y tifie solamente
a las células muertas ya que al disminuir el metabolismo se permite la entrada del colorante tifiendo
carbohidratos y proteinas. En el caso de las células vivas, el alto metabolismo de fos carbohidratos
impide Ia tincion de las células (4,8,25,28,29).

Técnicas de bandavs;rE)‘(lstérv; djveréas técnicas de bandas, como son las Q, G, R, C, T, entre otras.

Las mas empleadas son las bandas Q y G.
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Las bandas Q fueron establecidas por Caspersson y cols. quienes utilizaron moslaga, de quinacrina _
como lindién con lo cua! observaron que los cromosomas eslaban constituidos por‘una seéuencia‘
de segmentos fluorescentes y no fluorescentes, siendo idéntico el patrén en Ios cromosomas ]
homologos. A esta secuencia de bandas se les denomind Q por el agenle ﬂuorocromlco Esta
afinidad que presentan se debe a la prevalencia de pares Adenlna-Tlmlna (A T) en Ias areas que
muestran fluorescencia mas intensa. : -

Con e! empleo de enzimas proteoliticas como la tripsina o qulmiolripslné que'a.cman dirgc@an_\enle
sobre las histonas que rodean al ADN, se logra observar bandas G. Se'utiliza comoV colorante .
GIEMSA y de ahi reciben su nombre. ' ] B

Las bandas R o reversa se observan por la desnaturalizacion con calpr y renaturalizacion controléda.
En este caso las bandas son la imagen en negativo de las bandas Q y G. v

Las bandas T demuestran la porcion telomérica del crorﬁosofna (exlrémoé de‘los cromosomas), se

aprecian usando naranja de acridina (28,29).

2.2,3 RELACION ENTRE CITOGENETICA Y CANCER

Desde los afios 60 se demostrd que existen alteraciones cromosémicas constantes en ciertos tipos
de tumores. A partir de los afos 70 y 80, se descubrieron mutaciones especificas en protooncogenes
que dan lugar a la transformacion ceiular; de tal forma que se ha podido entender la importancia de
la citagenética en el estudio de las neoplasias. Actualmente existen traslocaciones, deleciones y/o
amplificaciones genéticas que permiten ayudar en el diagndstico, seguir a los pacientes e incluso
predecir el prondstico de ellos. Por lo que cada vez va teniendo mayor importancia el estudio
citogenético en los pacientes con cancer.

La mayoria de estos estudios se han realizado en tumores liquidos como las feucemias;. sin

embargo, en los Ultimos afios se ha puesto un especial interés en el estudio de tumores sdlidos
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encontrando una mayor diferenciaciéon en la obtencion de un material adecuado 'y suficiente para
efectuar el analisis citogenético.
Existe una nomenclatira especifica para designar las alteraciones encontradas con mayor

frecuencia en los estudios citogenéticos e incluyen:

Hiperdiploidias.- Aumento el niimero de cromosomas.

Hipodiploidias.- Disminucién el nimero de cromosamas.

[l

Pseudodiploidfas - Contienen un nimero normal a;iar¢nle de cromosomas pero con aberraciones

estructurales.

¥

Endorreduplicaciones.- Los cromosomas se duplican pero no se separan.

Dobles minutas.- Abreviado como d min., caracteristicas de las células tumorales y corresponden

a amplificacion de ADN repetitivo.

Marcador.- Es un cromasoma que no se ubica en ningurio de 08 patrories de banda definidos.

Gap cromatidico.~ Es una regién no tefida de una svolaj cronvatid ‘en-donde 4" union de esta

region y la cromatide es minima.

-~ Gap cromosémico.- Region no tefiida de ambas cromaétides en el mismo locus; en dondg la union
de las cromatidas y esta regién es minima.
- Cromosomas en anillo.- Se forman cuando ocurre una ruptura en ambos brazos cromosdmicos y

los extremos pegajosos se unen entre sf (2,12,19,28,29).

¥

Traslocacion.- Intercambio de segmentos entre cromosomas no homélogos.

Trisomia.- Presencia de un cromosoma adicional.

Delecion.- Forma de aberracion de Los cromosomas en la cual se pierde una parte de estos.
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2.3 CANCER DE PULMON Y CITOGENETICA.

2,3.1 PRINCIPALES HALLAZGQS CITQGENETICOS EN EL CANCER DE PULMON

La mayoria de los hallazgos citogenéticos reafizados en cancer de puimén se han efectuado en
cancer pulmonar de células pequenias, en donde se han encontrado con gran frecuencia una
alteracién del cromosoma 39 (en'la banda 14, 23), pero esta alteracién no es la (nica, también se
tienen reportes de la pérdida del cromosoma 13, anormalidades de los cromosomas 1, 3, 5, 8, 11y
17, ademésde‘ cromosomas en anillo, dobles minutas, cromosomas marcadores, rompimientos
cromosém(cos‘ y cromatidicos y gaps (14,17,18,35).

Los estudios~cilogénéﬂcos del cancer de pulmén de células no pequeias son muy escasos y las
alteraciones - encontradas no son especificas. Mas aun, en las diferentes estirpes histolégicas
tamblén se ha reportado la alteracion 3p (14-23) (generalmente en Adenocarcinoma pulmonar y
escamoso). . Otras- alteraciones incluyen dobles minutas, hiper e hipodiploidias, marcadores,
rompimientos, gaps y alteraciones inespecificas en los cromosomas 1, 2, 3, 5, 7, 8, 9, 11, 12, 14, 15,

18, y 20 (14, 29, 30, 32).

2.3.2 CITOGENETICA EN ADENOCARCINOMA PULMONAR.,

Las alteraciones presentes en Adenacarcinoma pulmonar no son especificas, y son ias mencionadas
en el punlo 2.3.1. Lo que con frecuencia se ha encontrado, es una pobre respuesta a los agentes
antimitoticos para la obtencidn y estudio de los cromosomas. £n general se observan pocas mitosis y

de mala calidad. El éxito para la obtencién de material adecuado va desde 18 a 32 % (1,5.29,30.32).

2.3.3 ESTUDIO CITOGENETICO EN LIQUIDO PLEURAL.
Existe poca informacién acerca del estudio citogenético de liquido pleural; sin embargo se sabe que

pueden presentar con frecuencia un allo indice mitélico. El estudio del liquido pleural maligno no sélo
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nos puede ensefiar acerca del tumor primaric pulmenar, -sino también del tipo de alleraciones

citogenéticas encontradas en células que han lenido la capacidad de invadir y dar metastasis (29).

26



CAPITULO il



DIAGRAMA DE FLUJO

' EYFn"i:'nf'"'t

Biopsia Pulmonar .

3.1 PARTE EXPERIMENTAL

et e e e ey
Paciente con Chncer I
de pulmén |

ey

Cultivo de l‘lmmern_w
Células i directo
Tumorales | i onra ohtencitn

l
1

k._AWJ:A, e nlmsu_,.!

[ Obtencién de i
i Liquite Pleurat |

Células
Tumornles

T

l
5

| Andlisis Citogenético
Tineién

(Homogéncea, bandas G, bandas Q)

e

Realizacién de Carivtipo

' Resultados Citogenéticos

l

Relacitn con la Historla Clinica del
pacicate y los datos de laboratorio

Andlisiy'de Resuitados

" Culiivade |

|
|



- 3.2 MATERIAL, REACTIVOS Y EQUIPO.

321 MATERIAL BIOLAGICO:

- quuido plébral iy ‘biobs‘ia‘ pulmonar de paéien(es con cancer de pulmén, proporcionadas por el
Instituto Nééioqﬁl d‘e"Er;!ermeda'dés Respiratorias y el Instituto Nacional de Cancerologla.

- Suero fetal bovino (SIGMA, No. Cat. F 4884).

3.2.3 MATERIAL DE LABORATORIO:

- Pipe(és'Pasiéﬁr.‘ : ]

~ Pipetas graduadés de'1,5y10ml

~ Vasos de precipitado de 250 y 450 ml.

- Probetas de vidrio de 50 y 100 mi.

- Vasos de Koplik.

- Tubos de vidrio de 13 x 100 mm.

~ Viales de vidrio estériles de 5 ml.

- Cajas de Petri de 60 mm?

~ Matraces aforados de 100, 500 y 100(5 ml.

- Porla objetos (26 x 76 mm).

Cubreobjetos {24 x 50 mm).

~ Termémetro {(-10 a 100°C). -

- Goteros.

- Piselas.

~ Pinza larga de diseccidn.

Tubos para centrifuga cénicos estériles (15 ml).

- Jeringas de 5y 10 mi.
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.~ Agujas (27 x 13 mm).

~ Lamparas de alcohol.

~ Gradillas.

- Gasas estériles.

- Guantes estériles,

- Cubre bocas.

- Tubos de Vacutainer con Heparina sédica.
- Reloj de ln,tervalosL’

- Frascos T-25 (NUNC).

- Espétula. '

- Papel fitro.

- Embudo.

- Papel parafilm. : e )

- Mscr_'opiﬁ;i% de 6‘1"02,0,};1179:71‘ ml (Gilson).

- Filtres péra éét:g(ilizéélén dé ofzég (Miltpore).
- Unidad de fitracidn (Milipore):

323 REACTIVOS ~

- Medio de cultivo Mc COY'S 5A (GIBCO No Cat. 320-6620 AG).

Medio de cullivo RPMI 1640 (SIGMA No. Cat. R-6504).
- |-Glutamina (G.A) (SIGMA No. Cat. G 500).
Piruvato de sodio (G.A) (SIGMA No. Cat. G 500).

I

Solucion de Antibisticos: (Penicilina 10 unidades, Estreptomicina 10 mg y Anfotg’rié:ina-B 25 mg).

(SIGMA No. Cat. G 500).
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¥

Dextrosa (G.A.) (SIGMA).

Bicarbonato de sodio (G.A.) (J.T. Baker).

Etanol absoluto (Alta Distribucion).

Metanol absoluto {Alta Distribucién).

Cloruro de sodio (G.R.} (SIGMA).

Cloruro de potasio {G.R.) (SIGMA).

Fosfato de potasio monobdsico (G.A.) (J.T. Baker No. Cat. 3818).
Fosfato de potasio dibasico (G.A.) (J.T. Baker No. Cat. 3828).
Fosfato de sodio dibasico anhidro (G.R.) (J.T. Baker).

Azul de tripano (G.R.) (SIGMA).’

Wright (G.R.) (Merck). 7

GIEMSA (G.R.) (Merck).

EDTA (G.R.) Merck).

Tripsina de pancreas bovino (SIGMA T0646).

Tripsina de porcino (GIBCO No. Cat. 840-725 oil).

Colchicina (G.R.} (SIGMA No. Cat. 9754).

Agua desionizada estéril. '

Agua destilada.

Xilol {G.A.} (Laboratorios Laitz).

Quinacrina (Dehidroxiclorada) (G.R.) (SIGMA).

- Acido acético glacial (G.R.) (J.T. Baker).

- Aceite de inmersién (Merck).

- Glicerina (G.R.) (Reproquifin).

NOTA: G.A = Grado analitico. G.R: = Grado reactivo.
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3.2.4 EQUIPO.

~ Bafio Maria (MAPSA, Madelo BMT4).
- Campana de flujo laminar vertical (VECO)

~ Campana con luz UItravloIéta (Fébrlcada en el INCAN),

~ Refrigerador.”’

Centrifuga c!lr;léa y qnldad de refrigeracién (BECKMAN, Modelo TJ-6).

- Centrifuga clinica (INTERNATIONAL EQUIPMENT CO., Modslo MASS 02194).
- Estufade cuilivo (RIOS ROCHA, Modelo EC-41).

~ Incubador de cultivo (NAPCO, Modelo 188).

- Microscopio invertido con contraste de fase (REITCHERT, BIOSTART).

~ Microscoplo de contraste de fase (NIKON, Modelo 01740).

- Fotomicroscopio y de fluorescencia (NIKON, Modelo 020727).

- Balanza analitica (METTLER ZURICH, Modelo S5-11-143712).

3.3 METODOLOGIA. ) .

Se trabajaron muestras de pacientes proporcionadas -por el‘lnslit‘uto‘ Naélonél de’ Enfermédades
respiratorias (INER) y el Instituto Nacional de Cancerologia*(INCAN), los- cuitivos celulares - fueran
realizados en el INER; el examen directo, la obtencién de mitosls y Ia. realizacion de los cariotipos
fueron efectuados en el INCAN. '

Los criterios de inclusion que se tomaron en cuenta fueron;

A) Se incluyeron unicamente los pacientes con diagndstico histopatolégico /o citologico de cancer
de pulmén variedad Adenocarcinoma. (El diagnéstico histoﬁatolégico fue " realizado por: el

departamento de Patologia del INER y del INCAN).
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B) Quedaron excluidos del esludio todds aquellos pacientes. con algin otro lipo de padecimiento

oncoldgico o que hayan lenldo meléstasm a pulmén

C)Nase (omaron en cuenta |a edad ni el sexo de ios pac(entes

D) Fueron selecclanados unicamenle pacsentes sin tratamiento qunmmlerapeuhco

Del expedrame de ;ada qno de lqs paclenles se ton}qrorn‘en cuenta los siguientes datos:
ayEdad, o :
b) Sexo.

¢) Reporte fi nal de Patologla ylo Cntologfa :

d) Estadio c(inico. o

e) Duracidn del cuadro clinico,

f) Sobrevida.

g) Adiccidn a tabaco, alcahol 4 otras drogas.

h) Antecedentes de pérdida de peso. '

i} Sintomas (tos y expectoracion, disﬁéa ¥ dolpr ldréclcq).

iy Exposicién a algan agente toxico. i )

k) Lugar de origen y de residencia. : ) ) .

) Datos de {aboratorio clinico: Hemog(ob(néf' (Hb); Plaquetas (qu). Lébcocitos (GB)., ]
Deshidrogenasa tactica (LDH), Aspartato amlno translerasa (AST) y estudio cnoqulmtco de

tiquido pleural {L.P).

3.3.1 RECOLECCION Y PROCESAMIENTO DE LA B|0PSIA Y L(QUIV 0 PLEURAL. :

1.-Obtener una biopsia de pulmodn por medio de puncién torécxca (con agu;a de TRU CUT) y colocar
cada muestra por separado, en un tubo cdnico estéri para su transpone, {Todos los procedimientos

posteriares se llevaran a cabo bajo condiciones de esteti(idad).
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a) Con la finalidad de oblener una suspensién celular, colocar la biopsta-en una caja de-Petri
de 60 mm®y disgregar los fragmentos por accién mecanica, con la ayudé de una éguja (27 x
13 mm). Colocarla nuevamente en un tubo canico y dejarla reposar por espaciq de3 miﬁ.. para
permitir que sedimenten los fragmentas grandes de tejido. fa ' :

b) Centrifugar el liquidoe pleural a 138 G por 10 min. a 4°C; trar_)sg:urr_iqde'l t‘!gmpb.‘ratvir‘ar el

sobrenadante y resuspender el botén celular; adicionar-1 ml-de agu'a dé;itila’daﬁ’ y 93myl’ de’

amortiguador de fosfatos, con el propdsita de produclr un choque hlpoldn o que lise los>

eritrocitos. Centrifugar el lubo como en el paso anterlor y resusp nder boté § celu!ar en 5 ml'

de medio de cultivo RPMI 1640 suplementado

3.- De los tubos obtenidos en el paso anterior (a y b) tomar 3 ml de cada uno de Ios tubos para

realizar el examen directo.

Los 2 tubos (a y b) restantes, llevarlos a un ‘volumep final de § mi con medio de cultivo RPMI-1640

suplementadao, con el objeto de realizar el cultivo celutar.

3.3.1.1 EXAMEN DIRECTO.

1.- Los tubos destinados para el examen directo, pdnerios en el bafo Maria'a 37°C, adicionarles

500 de colchicina y dejar incubar durante 1 hora

2.- Transcurrido el tiempo, centrifugar los tubos por 5 in a 384 G a temperatura ambiente.

3.- Desechar el sobrenadante y agregar 10 ml de soluclén hlpnétlca durante 30 min. a 37°C y

posteriormente centrifugar 5 min. a 384 G

4.- Desechar el sobrenadante, resuspender el botén y adicionar 5 mi de solucion de Carnoy. Realizar

de 3 a 4 lavados hasta que el ;qbrengdant§ quede qpi‘nplétamente transparente.
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RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 RESULTADOS.

4.1 1 DATOS DEMOGRAFICOS

El estudio se realizé con un total de 12 pacientes de ambos §éxds. de los cuales elb'5,0%v(6) fueron
mujeres y el resto 50% (6) hombres, el rango de edades fluctud entre los 48 yblos 86 arios; con un
promedio de 68 afios. En el Cuadro 1 se pr:és‘e:nlran‘los}‘datos sobre élrorige'n"y residancla dé los

pacientes.



5.- Quitar aproximadamente 4.5 ml del sobrenadaste (la cantidad depende del tamario de! botén
celular) y dejar caer desde una altura aproximada de 30 cm, 4 gotas de la suspensién celular sobre
laminabas frias conservadas en alcohol al 70%, y flamearlas con lampara de alcohol.

6.- Observar las laminabas al microscopio de contraste de fases y buscar las células en matease

(anotando sus coordenadas).

3.3.1.2 CULTIVO CELULAR.
1.- De los tubos destinados al cultivo celular, tomar 3 mi'y colocarlos en un frasco T-25 y llevarios a

un volumen final de 5 ml e ‘in‘gqbar a 37°C, coh 5% de COqy. bajo una 'atmdéfe}a'hdmeda; por6

dias.

2.- Transcurrido este tlempo. recuperar Ias células del frasco en un lubo colocar Ios tubos en bafo

Maria a 37°C y fealizar 05 n dle examen dlrectu (1 a 6) :
3.-Los2mi restantes del paso 1 del 3. 3‘1 2 ajuslarlos as ml con medlo de’ cultivo RPMI 1640 y‘
colacarlos en un frasco T-25 & Incubar las células a 37°C con 5% de CO:bajo una atmosfera

hiimeda, hasta alcanzar una densidad de un milién de células. (E! niimero y la vlabilidad celular

son determinadas por medio de coloracién con azul de tripano al 0.4%). o

4.- Posteriormente tripsinizar las células mediante los siguientes pasos:

a) Retirar el medio de cullivo por aspiracién con pipeta Pasteur e impregnar las células adheridas -
con 1 ml de solucién de EDTA para una botella T-25 (por inclinacién). ‘

b) Inmediatamente aspirar la solucion con pipeta Pasteur y adicionar 1 ml de solucién de tripsina-
EDTA e incubar 1 min. a 37°C.

c) Transcurrido el tiempo, afiadir 8 ml de amortiguador de fosfatos.

d)Recuperar las células del frasco en un tubo cénico y centrifugar a 138 G durante 1@ min. a Q“C.

e)Desechar el sobrenadante y resuspender el botdn celular con 5 mi de medio RPMI-1640;
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5.- Colocar los tubos en bafto Marla a 37°C y realizar nuavamente los pasos del examen directo (1.al
o | : 1 7 ;

6.- Una vez observadas y evaluadas lodas las laminabas bajo el microscopio de contraste de fase;.
tefir las faminabas por tincién homogénea, bandas G o bandas Q' (La seleccion de la tincion

dependera de a calidad ¥ la cantidad de mitosis).

3.3.1.3 TINCIONES. : .

A) Tincién homogénea.- Colacar en un vaso de koplik, 50 ml de la solucion de trabajo de GIEMSA y ‘
en dos vasos de precipitados de 250 ml. metanol al 5%y agua destilada rgspectiVamenfe. Pc’:'ner'.‘
las laminilias en el colorante durante 3 min. y posteriormente pasarlas por él me‘lanol‘ yel ‘éAg’ua : :
destilada rapidamente. Observar las laminillas al microscopio con el[‘bb]élivoég'sev_co' débj] y" -
posteriormente con el objetivo de 100 x con aceite de inmersién, sefepdonér lasvyhitoslrs‘ y tomar: .
las fotograffas. i S S

B) Bandas Q.- Colocar las laminillas en Ia solucién de quinacrina por yéspara'do dg‘:ius mln Dé;pués'de
este tiempo, pasar las laminillas por 3 vasos de precipitados QUQ\conte‘n‘g"élh cada uno I; "so’luclé‘n i
hecha con 20 ml de solucién A, 26'ml de solucién B y 154 il de abué de‘sillada;' obéef;/ar las
laminillas con fluorescencia, seleccionar las mitosis y tomar las fétograffaé. 7

C) Bandas G.- Colocar las laminillas en la solucién de tripsina por espacio de 5 a 10 seg. y pasarlas
a alcohol de 75%, observarlas bajo el microscopio de contraste de fases y si los nicleos y Igs
cromosomas estdn bien tripsinizados, tefirlos con solucién de trabajo de GIEMSA durante otros 3
min. transcurrido este tiempo, pasar las laminilas a metanol al 5 % y en agua destilada
rapidamente. Observar las laminillas con aceite de inmersidn, seleccionar las metafases y tomar

las fotografias.
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3.3.1.4 CARIOTIPOS.
Con las fotografias de las metafases oblenidas en los pasos anteriores, realizar y analizar los

cariotipos.
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CAPITULO V-



DATOS GENERALES DE LOS PACIENTES

CUADRO #1
PACIENTE EDAD SEXO ORIGEN - RESIDENCIA
(ANOS)

1 73 M HIDALGO HIDALGO
2 76 M TLAXCALA MORELOS
3 72 F QUERETARO QUERETARO
4 61 F VERACRUZ VERACRUZ
K] 74 F EDO. DE MEX. EDO DE MEX.
6 60 F DF. EDO. DE MEX.
7 48 M HIDALGO HIDALGO
8 - 65 M GUANAJUATO DF.
9 T4+ F HIDALGO DF.
10 .57, M MICHOACAN EDO. DE MEX.
11 s M EDO. DE MEX. GUADALAJARA

12 80 F HIDALGO DF.
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4.1,2 PROBABLES FACTORES PREDISPONENTES

Al analizar los antecedentes de importancia se encontro que 6 pacienies (50%) eran fumadores de
eslas 5 aran hombres con adiccidn intensa y una mujer con adiccion moderada, 4 casos presentaron
alcoholismo moderado, todos del sexo masculino. Se cbservd que 4 mujeres y 3 hombres (58.33%)
estuvieron expuestos a humo de lefa (variando entre 40 y 70 afios de exposicion en la mayoria de
los casos), dos hombres ademds de exponerse a humo de lefia presentaren exposicion a asbestos,
Un hombre estuvo expuesto a pesticidas y uno mas a polvas provenientes de una mina. Dos mujeres
y un varén no presentaron ningtin factor de resgo especifico, pera este Glimo era fumador intenso

{Ver cuadro 2).
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PROBABLES FACTORES PREDISPONENTES

CUADRO # 2
PACIENTE TABAQUISMO ALCOHOLISMO EXPOSICION A
1 ey + HUMO DE LENA
2 - - HUMO DE LERA Y ASBESTOS
3 - - HUMO DE LENA
4 -+ - HUMO DE LERA
5 - - HUMO DE LERA
6 - - HUMO DE LENA Y CARBON
7 e ++4 PESTICIDAS
8 U it HUMO DE LERA Y ASBESTOS
9 - - -
10 g ad + -
1 [ - POLVOS, MURCIELAGOS

40




4,1.3 HISTOPATOLOGIA

El diagnéstico se realizd en nueve pacientes a través de biopsia transtoracica y en tres pacientes por
medio de citologfa. En todos el diagndstico histolégico fue de Aqencf:arcinpma. excepto en el caso 3
en el que fue imposible hacer la distincién entre Adenoca'rc‘inomaz y Mgsotelloma. L.os doce pacientes
se encontraron en estadio IV ya que presentaron extenéién :i:‘"par'ed loréciéa con ‘diseminacién a
pleura. Debido a esto, ningin paclente- recibio, " El l‘igrﬁpé' de -seguimiento de los- pacienles
recopilados desde la toma de muestra hasta el uliimo éoh(@do que :s‘e‘luvo con el paclente fue de 1

dia a 4 meses con una media de 24 dias. Estos datos se puéden apreciar en el cuadro 3.
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HISTOPATOLOGIA

CUADRO #3
PACIENTE DIAGNOSTICO DE PATOLOGIA

1 Adeno Ca. poco diferenciado

2 Adeno  Ca. Moderadamente
diferenciado

3 Adeno Ca. VS, Mesolelioma
maligno

4 Adeno Ca. En sitio no especifico

5 Adeno  Ca. Moderadamente
diferenciade con metaslasis a
pleura

6 Adenocarcinoma

7 Citalogla.- Células neoplasicas
malignas sugestivas de
adenocarcinoma

8 Adeno  Ca. Moderadamente
diferenciado en pleura

9 Citologia.- Adenocarcinoma

10 Probable adenocarcinoma

" Biopsia y citologfa
Adenocarcinoma

12 Citologia.- Liquido pleurat
Adenocarcinama

Adeno Ca.- Adenocarcinoma
Todos Los pacientes eran estadio IV
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4.1.4 SINTOMAS, SIGNdS Y DURACION DEL‘ CUADRdCLiNICO

Qentro -de! cuadro cl(mco. el dato que se presenlo en d:ez de -los’ pacientes, fue tos con
expecloracion (en dos casos con hemophsw). duez con dlsnea, ocho con dolor toracica, nueve
presentaron pérdlda de peso Los pactemes asugnados como B y 9 fallecueron poco después de
realizarles la toma de a blopsna y estos fueron los que presenlaron mayor perdlda de Kgslmes 139 y
14 Kgs. respechvamente) La duraclén de lcs sfntomas antes del diagndstico, luvo unfango de'i a

24 meses(ver cuadro 4)
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SINTOMAS, SIGNOS Y DURACION DEL CUADRO CLINICO

CUADRO #4
PACIENTE TOS Y DISNEA DOLOR PERDIDA DE | DURACION
EXPECTO- . TORACICO PESO DEL
RACION * . CUADRO
* CLINICO
1 Si St NO 12Kgs 2 meses
3 meses
2 NO 8| NO - 2 meses
3 St Sl St 10Kgs 1 mes
- . 1 mes
4 R I R R - | st 4 Kgs 12 meses
L : 2 meses
5 8t 8 St 12 meses
] st 81 20Kgs 18 meses
e L : 6 meses
7 SooSh L NO SKgs 8 meses
- S § meses
8 8t 39Kgs 4 meses
4 meses
g 81 14Kgs 12 meses
1imes
10 NO - 1 mes
1" 3 St 7Kgs 24 meses
2 o : 12 meses
12 St ) 3Imeses

* Eslos datos

fueron tomadaos al momento de acudir los pacien

tes al nstituto.



4.1,5 RESULTADOS DE LABORATOR!O

tos parametros de laboratorio tomados en cuenta fueron los obtenldos antes de la biopsia, para asl

valorar el estado general dsl paciente .

466 con un rango de 26 1785 (Valor de referenc)a 101 206 UIIL) para AST una medna de §7.con

un rango de 14 a 130 (Vator de re(erenc(a B- 46 U)IL) (Véase Cuadro No. 5)
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RESULTADOS DE LABORATORIO

CUADRO #5

PACIENTE HEMOGLOBINA PLAQUETAS LEUCOCITOS LDH AST
gridl iles/mm® i ? uin Ui,

1 144 136 73 132 22

2 15.3 421 10.7 o -

3 1.4 275 10.4 1785 130

4 13.1 278 9.86 333 ¢ 14
5 13.7 376 7.9 489 20

6 138 238 93 B 74

7 111 ...301 6.9 el 108

8 20,9 73 - 360 " 34

g 13.8 193 . 79 - 1387 .22

10 18.1 1333 176 26 117

1 143 1376 132. - 29
12} 16:1 215 LA - -

LDH - Deshidrogenasa lactica;

'AST:- Aspartato aming transferasa:
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4.1.6 ESTUDIO CITOQUIMICO DE LIQUIDO PLEURAL

En el cuadro No. 6 se presentan los resultados de los estudios citoqu(micos de los liquidos pleurales.
Tomando en cuenta todos los pardmetros en conjunto, se observa que sdlo un pac1enle presenlé un
trasudado, mientras que los pacientes restantes presenlaron exudados =

La media y los intervalos de los pardmetros contemplados fueron Ios slgulenles' ;

GLUCOSA

i LINF CITOS
mg/d

MEDIA 84.6

INTERVALO *[20-177

Debido a que es rﬁuy:poca la.cantidad de liquido:pleural, sé consideran como valores de referencia

los encontrados en suero (15).
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CITOQUIMICO DE LIQUIDO PLEURAL

CUADRO#6
PACIENTE COLOR ASPECTO GLUCOSA P.T. & LDH LINFOCITOS
mg/d! mg/di um. Y.
1 AMARILLO SEROFIBRINOSO 37 4300 1.029 7235 821
AMBAR . - :
2 AMARILLO HEMATICO 34 4100 1.030 1258 544
ROJIZO .
3 AMARILLO SEROFIBRO- 20 4100 1.024 3459 227
CITRILO HEMATICO =
4 AMARILLO SEROFIBRINOSO 60 3400 1.025 220 . 827
CITRILO ’ ’
5 AMARILLO SEROSO 0 1500 1.018 1235 4 0 46.0
. CLARO i ‘
6 ROJIZO SEROHEMATICO 177 4600 1,030 - 664
7 AMARILLO SEROSO = - 48.2
; | CLARO o -
8 AMARILLO SEROFIBRINOSO 1128 54.9
: {ROJIZO o
g - - - -
10 - - -k -
1 - - e -
12 AMARILLO HEMATICO 434 83.0

P.T.- Proteinas totales

£ - Densidad

LDH.- Deshidrogenasa Lactica
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4.1.7 ESTUDIO CITdGENETlCO

Enlos cuadros 7 y 8 se b;jesentan los resultados citogenéticos de los .paclemes. Es importante notar
que no a todos Ios casos_se les hicieron ambas muestras, pero si a todos se les realizé estudio
citogenético en alguno de los especimenes. ‘ ‘ L ‘

Paclente No. 1 En el examen dlrecto de Ia blopsia r\o hubo melafases, s reahzé el. esludlo

citogenético en el cultlvo dela’ biopsia pulmonar obtenlendo 5 mnosns ‘las que no lueron evaluables

encontrandose estas células en anafase No se reallzé estudlo de Ilquldo pleural

Paclente No.'2. En Ias élulas corresp! dlenles aI examen dlrecto solamenle se enconiré una

célula hlpardlplold > moslrap;io 5 cr mcsomas‘(‘condlclén propna de las células tumorales). En el
cultivo no se encontraron metafases:No se realizé estudio de liquido pleural.

Paclente No, 3. E raron metafases. En dicho paciente se obluvo respuesta

en el examen directo, anali hqb 8,_!;é»lLi_Ias hiperdiploides. Se encontré una mitosis hiperdiploide

(5N), también §e'ob§éw on élﬁgraélones estructurales tales como dobles minutas en 3 células, 2

cromosomas marcz;doré ;én uﬁa ;_‘céluia (caracteristicos de este tipo de patologia) asi como
rompimiento cromatidico ‘e,n una célula y rompimiento cromosémico en otra. No se realizd estudio de
liquido pleural.

Paciente No. 4 y 5. En eslos paéiénles no se obtuvo respuesta en ninguna de las muestras
(biopsia), esto se refiere a que no se encontraron células en metafase para el analisis citogenético,
No se realizé estudio de liquido pleural.

Paciente No. 6. En el estudio directo de Ia biopsia se encontraron 3 células femeninas de 46
cromosomas aparentemente sin alguna alteracién numérica ni estructural. Analizando tas célutas del
cultivo det liquido pleural se encontraron rompimientos cromatidicos en el 18.18 %, asi como también

gaps en el 27.27 %.
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Paciente Na. 7. Fueron reahzados tanto el examen directo como el culuvo de la bmpsla y del liquido
pleural , en nmguno se obmvleron me(afases E : T

Paclente No. 8. En ef examen dlrec!o y en el culttvo de biopsia nose ob(uvo respuesta pero en o

cultivo del” )Iquudn pleurai sa enccmraron 7 mela{asas una- de las cuales presenlo gaps y 3'se :
encontraron en promstafase -

Paciente No. 9. En el examen direéto y en‘el cuitivo de blopsia no se obtuvo respuesta En el cultivo

de! liquido pleural se enconlraron 7 m afas s d ale: 3 solamente Iueron evaluab(es :

presentando un carlotipo 46, XX.

Paciente No. 10 y 1. Sélo se recibié muestra'de biopsia y tanto 'Ven g) directe como en ef cultiva no

hubo respuesta.

Paclente No. 12. Stlo se realizo el examen del liquido plaural et el ,cuﬁl na hubio fespuesta.
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ESTUDIO CITOGENETICO

BIOPSIA PULMONAR
CUADRO#7
PACIENTE | REALIZADO | RESPUESTA | #MITOSIS HALLAZGOS
1 St S CULTIVO 5 MITOSIS NO VALORABLES
2 St St DIRECTO 1 HIPERDIPLOIDIA
3 St SI DIRECTO 8 HIPERDIPLOIDIA, DOBLES MINUTAS,
MARCADORES, ROMPIMIENTOS CROMOSOMICOS
4 Si NO - -
5 Si - -
(] St S{ DIRECTO 3 46, XX
7 St NO - -
8 Si NO - -
9 St NO - -
10 -8 NO - -
1 Sk NO - -
12 NO - - -
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ESTUDIO CITOGENETICO

LIQUIDO PLEURAL
CUADRO #8
PACIENTE REALIZADO RESPUESTA # MITOSIS HALLAZGOS

1 NO - - p

2 NO - - -

3 NO - - -

4 NO - - -

5 NO ; - - -

6 S i SICULTIVO 22 ROMPIMIENTOS CROMATIDICOS, GAPS
7 ‘8l : NO - -

8 St ;15 S| DIRECTO 7 GAPS, MITOSIS EN PROMETAFASE 42%
9 -8l 81 CULTIVO 7 3 MITOSIS EVALUABLES 48, XX

10 NO: - R - -
11 - NO? - -

12 St - -
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Estos analisls fueron realizados a“iravés ‘de la técnica de tincién homogénea. Debido a las
condiciones del material no se obituvieron bandas G ni bandas Q de calidad para un diagndstico
confiable. A excepcién del paciente No 9 el cual fue diagnosticado a través de la técnica de bandas
Q : :

Las fotografias muestran e]emplos'de las metafases encontradas. Las fotografias 1'y 2 muestran
ejemplos de las metafases encontradas en el examen directo de la biopsia y la fotografia 3 del cultive
de liquido pleural. '

El diagnéstico citoldgico de todos los paciénia$ alos cuales se les realizé ef est‘udio"c'itogyénéliccro de

liquido pleural (6, 7. 8, 9, 12) fue positivo a malignidad con diagnéstico de Adenocarcinoma,
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4.1.8 CORRELACION DE LOS DATOS CLINICOS CON LOS HALLAZGOS CITOGENETICOS:

Los pacientes 8 y 9 quienes tuvieron la mayor pérdida (14 y 39 Kg) en menos tiempo fueron los que

no respondieron al tratamiento citogenético en la biopsia pulmonar, el liquido pleurai de estos

mismos pacientes se encontrd: en el paciente 8, gaps y mitosis en prometafase, mientras que en el

paciente 9 presentd sélo tres mitosis evaluables de mala calidad (tipico de las células tumorales).-

En lodos los casos estudiados se encontraron células malignas en el liquido pleural, a‘lravés: del -
estudio citolégico. El paciente 6, tuvo una pérdida de 20 kgs, presenté rompimientos éromélidlcos Y
gaps. e

En ¢l estudio cilogenélico: del paciente 3, se encontraron hiperdiploidias, dyoblesi fninhtés,
cromosomas marcadores y rompimientos crorﬁosémlcos. esle paciente tuvo una bérdida ‘de pésci de

10 kgs.



FOTOGRAFIA #1
EXAMEN DIRECTO DE LA BIOPSIA
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FOTOGRAFIA #2
EXAMEN DIRECTO DE LA BIOPSIA

doble. minuta
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FALLA DE ORIGEN

FOTOGRAFIA#3
CULTIVO CELULAR DE LIQUIDO PLEURAL
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4.2 DISCUSION

4.21 DATOS DEMOQBAHCQS

Las eskadlsticasvé’xlstvef\rles. reportan que esta enfermedad no tiene predileccién por algin sexo ni
edad especifica, pe:vrq_,m-enqlrciﬁa un ’int‘erva!o de edades entre los 35 y los 70 afos de edad, lo cual

coincide coh lo enconl'rfaydd enesta pequena serie. (22, 27, 34).

42,2 PROBABLES FACTORES PREDISPONENTES

En cuanto a fac‘lores préaisponentes. los resultados obtenidos concuerdan con los enconlradbs en
otras series hechas en México; aunque difieren un poco con lo reportado en series realizadéls en
palses desarrollados. Este nos habla ademés de una prabable relacién con otros factores como son:
genéticos, de dieta y de contaminacién ambiental (serio problema en México), (10, 20, 23, 34), Enel
presente trabajo se encontré un alto porcentaje (58.33%) expuesto a humo de lefia siendbr este un

dato relevante.

4,2.3 HISTOPATOLOGIA

Un date importante que se puede relacionar con los resultados obtenidos en el estudio citogenético
es el grado de diferenciacién del tumor (de poco a moderadamente diferenciado); ya que este pudo
haber influido en la baja’ fespuesla al cultivo celular, al tratamiento con colchicina y al bajo Indice
mitético encongr;;db. Por’éjemplo el paciente No. 12 venia en muy mal estado general y sélo se le
pudo hacer el diégﬁsnéb fnedia‘nte la citologia de liquido pleural y en el estudio citogenélico no se
encontrd resp;:'eist;a‘ (es décir, no hubo células en metafase que pudieran ser analizadas).

A estos pacientes sélo se les pudo ofrecer un tratamiento paliativo, debido al estadio avanzado de la

enfermedad (11, 13, 31).
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4.24 SINTOMAS, SIGNOS Y DURACION DEL. CUADRO CLINICO

Corﬁo dato importante se puede mencionar que la mayoria de los paclentes presentaron los con
expecloracion, disnea, dolor loracico y perdida de peso (23, 27, 34). )

Exisle divergencia en ia literalura en cuanto a la pérdida de peso, ya que unos aulo;es la asocian a la
disminucién de la supervivencia, mientras que otros mencionan que es una variable dépend‘ieme de
otra, como es el estado general del paciente (10). En este trabajo se observd una iMponénta relacién

de la pérdida de peso con la sobrevida de los pacientes,

4.2.5 RESULTADOS DE LABORATORIO .

Es necesario tomar en cuenta los resultados de labioratorio, laf)to aﬁtes de {a blopsia, como durante
todo el segulmién‘o de la enfermedad, ya que aunque Ia_LDH ‘y la'AST no sb'n marcadores séricos
especificos para el cancer de pulmén,' son un dato importante en fa valoracién de la presencia del
tumor y de las posibles metéstasis {en esta serie sé encdn\ré e!évé&a la LDH én 6 de 7 pacientes).

En tos casos donde se aplica algiin tratamiento, es necesaria la bio‘d}elr(abhgmética, ya que habla de

la condicién general de Ja médula ésea. E

4.2,6 ESTUDIO CITOQUIMICO DEL LIQUIDO PLEURAL

Al igual que los datos de laboratorio, es de gran ayuda ‘el estudio citqquir’nico del lquido pleural ya:
que, ademds de decir si se trata de un exudado o t'rasudardo;rsre ﬁi{ede relacionar cén el ’(ipo’ de
células obtenidas y los hallazgos encontrados en el estudio citb'ggnélicd (tanto en el examen directo
como en el cultivo). Algunos autores mencionan la ayudadel estudio c&iogenéiico de] liquido ;S!eufal
para determinar si Ja etiologla de! liquido pleural es debida a: malignidad, tomando en cuenté_ fa
presencia de cromosomas marcadores, dobles minutas, rompjmiénlos cromosémicos y 'crorﬁatidicos,

gaps, eic. {29).
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4,2,7 ESTUDIO CITOGENETICO

Existen- muy pocds répbnes citogenéticos de cancer de pulmén de células no pequenas; estos
reportan alteracionés nﬁiﬁéricas Yesfructurales no especificas, Dichos estudios concuerdan con los
hallazgds enconlréydds ‘e‘r‘\ el presénle trabajo. Las dobles minutas, los rompimientos cromosémicos y
croma(ldlcos. los gaps “los . cromosomas marcadores y las hiperdiploidias son alteraciones
caracterlsncas de las células tumorales las cuales fueron encontradas en esta serie (14, 29, 30, 32,

35).

428 CORRELACION DE LOS DATOS CLINICOS CON LOS HALLAZGOS CITOGENETICOS

Existen pocos reportes en donde se relacionan los datos clinicos de’los'| paclentes con el esludlo
citogenético, tanio de la biopsia, como del liquido pleural En esla serie una lmponante respuesta al
estudio cltogenénco del lfquido pleural (58,5%), presentando todos los pacienles células mahgnas

sugirlendo relaclén en!re los hallazgos culogenéticos y Ia cﬂolcgla (29) :

La pérdida de peso se encontré rgladonada dvlrectlam»er)ter o ‘allaz svcnogeﬁéucaé (22: ?9).
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CAPITULOV



CONCLUSIONES
1.-Es dificil obtener material adecuado para el estudio citogenético (es decir que respondan a
agentes antimitoticos) en biopsias y liquidos pleurales de paclerﬁes con: Adenecarcinoma
pulmonar.” : : : :
2.-No se encontraron alteraciones ci(ogenéllcés especificas en los %Adéﬁqvt:aréfﬁbrr‘t;a's pdlmonares

estudiados.

3.-A pesar de que no se:encontraron - alteraciones citogenéticas gspecificas, se obtuvieron

hiperdiploidias, dobles minutas, cremosomas: marcadores,

aps; rompimientos cromosémicos ¥
cromatidicos, mitosis en prometafase y aharasé‘.,tlpici:éidei Ias céldlas tumorales(7 pacientes de
. . ; HEOE

4.-Se obtuvo mejor material para el analisis cilogenéﬁico, 'r,’:rivme‘ro en el liquido pleural y después en
el estudio directo de la biopsia y practicamente maierial{ muy bobre en el cultivo de las biopsias.

5.-Se observé importante relacion entre la pérdida de peso ¥ 1a respuesta al estudio citogenético.

6.-Aunque la serie es pequefa, parece existir relacidn entre la exposicion a hume de leda y el

Adenaocarcinoma pulmonar(7 de 12 pacientes).



BIBLIOGRAFIA
1. Albert B., MOLECULAR BIOLOGY OF THE CELL, Ed. Garland Publishing inc., Second Editian,
1202, 1214 -1215, New York 1989.

. An International System for Human Cytogenetic Nomenclature, E, Karger, 38, 46 - 47, 66 - 70,

N

Switzerland 1985.

w

. Avers J, Charlotte, BIOLOGIA CELULAR, Ed. iberoamericana, 416 - 417, México 1981,
4. Aberree A. S., Bridge A. J., Techniques in cancer cytogenetics: an overview and update,Cancer

|nvestigation, 10(2): 163 - 172. 1992.

(&

. Carnoy D., Sikora K., GENES AND CANCER, Ed. Jon Wiler-and sons, 303 - 311, USA 1990.

o

XXV Congreso Nacional de Neumologla y Cirugia de Torax, Sociedad Mexicana de Neumologia y

Clrugia de Torax A.C,, Ixtapa Zihuatanejo, México, Memorias trabajos libres, 1993.

-~

. Dela Mora T, Alello G. V., Departamento de archive clinico y bicestadistica del Instituto Nacional

de Cancerologia, México 1993.

o]

. Farnsworth M. W., GENETICS, Ed. Harper and Row, 98 - 119, 300 - 303, USA 1978.

©

Fishman P. Alfred, PULMONARY DISEASE AND DISORDERS, VOL. I, Ed. Mc.GRAW-HilI Co.,

Second edition, 2117 - 2138, 2159 - 2169, UéA 1988.

10.Gonzdlez Baron M., Espinosa E., Zamora P., Factores prondsticos en el cancer de hulmdn.
Revisiones en cancer, Cancer de puimon |, 8 Num. 3 14 - 21, 1984.

11.Green 8., Rivero 8. O., Evolucidn y avances en el tratamiento quirtirgico del cancer pulmonar
excepto de células pequerias, Neumologia v cirugia de torax LIl Num. 2, 9 - 18, 1993,

12.Guidelines for Cancer Cytogenetics, suplement 1o an international system for human cytogenetics
nomenclature, Ed. Karger, 39 - 40, Switzerland 1991.

13.Haskell M. O., CANCER TREATMENT, Ed. W. B. Saunders Company, third edition, 165 - 188,

Philadelphia 1990. 7

62



14 Heim §. Mitelman F., CANCER CYTOGENETICS, Ed. Alan R. Liss Inc. 3 - 8, 227 - 235, New
York 1989, T . v '

15King Strasinger Susan, LIQUIDOS CORPORALES Y ANALISIS DE ORINA, Ed, El manuai
Moderno, primera edicidn, 266 - 269; México 1991, :

16.Lehninger L. A., BIOQUIMICA, E:@. Omega S. A../segu:n&'a‘ eﬁicibn, quinta reimpresian, 780 - 781,
Espafia 1982, : - : :

17 Mitelman, CATALOG OF CHOROMOSME ABERRATIONS IN CANGER, £d. Alan R, Liss, third

edition, New York 1988,

18.Morstyn G., Brown ‘J‘.'.' Novak U. ;Gyarder J Garson M., Hetherogeneus Cytogenetics
abnormalities in small ceil lung céncer cellrlines, Cancer Research 47, 3322 - 3327. 1987.

19.Nora y F}ase}. GENETICA MEDICA, PRINCIFIOS Y PRACTICA, Ed. La Prensa Médica
Mexicana, 315 - 318, México 1980.

20.Nova B. A, Green L. S., Beltrdn O. A, Correa G. A., Cancer broncogénico experiencia de doce
afos en el INC, Cancerologia, 34:(4), 667 - 672. 1988.

21.Nowel C. P, Biology of disease cancer, chromosomes and genes, Labgratory_Investigatiops, 66
No. 4, 407 - 417, USA 1992,

22 Palombo H., Estape J., Historia natural del cancer del pulmén, Revisiones en_cancer, cancar del
pulmén |, 8 No. 3,7 - 13. 1994,

23.Posgraduate Course Lung Cancer; ACCP 58 th, Annual international Scientific Assembly,
American College of Chest Physicians, Chicago llinois, 1992.

24 Registro Nacional de Cancer, México, 1994,

25.Riam Freshney, CULTURE OF ANIMAL CELL. MANUAL OF BASIC TECHNIQUES, Ed. Wiley -
Liss, 55 - 143, USA 1994,

26.Robbins, Contran, PATOLOGIC BASIS OF DISEASE, Ed; Anders, Second Edition, 164 - 165.

83



27.Roth A. J., Ruck D, J., Welsnburg H. 1., THORACIC ONCOLOGY, Ed. WB Saunders Company, 6
- 12,38 - 49, 79 - B1, 142 - 1583, 220 - 226, Philadelphia 1989.

28.Salamanca F., CITOGENETICA HUMANA, Ed. Médica Panamericana, Primer edicién, 27 - 28, 43
- 62, 235 - 340, 254 - 261, México, 1990.

29.Sandberg A. A, THE CHROMOSOME IN HUMAN CANCER AND LEUKEMIA, Ed. Eisevier,
Second edition, 56 - 61, 96 - 98, 106 - 108, 764 - 765, 774 - 779, 881 - 886, New York 1990.

30.Sigfried M. J., Zhou J-Y, Kiler M. 8., Testa R. J., Cytogenetics abnormalities in non-small cell Lung
Carcinoma: Similarities of findings in conventional and feeder celf layer cultures, Genes,
Chromosomes and Cancer, 6, 30 - 38, 1693,

31.Skeel T. R., HANDBOOK OF CANCER CHEMOTHERARY, Ed. Little, Brown and Company, Third
edition, 158 - 166, Boston 1991.

32.S0zzi Gabriella, Miozzo Monica, Tagliabua E., Picrotli M. And Glyeppe Bella Porta, Cytogenetics
abnormalities and overexpression of receptors for growth factors in normal bronchial epitelium and
tumor samples of lung cancer patients, Gance Research 5, 400 - 404, 1991,

33.The Merck Index, An Encyclopedia of chemicals drugs and biologicals, Tenth edition, Published by
Merck and Co. Inc., Rahway N. J., USA 1883.

34.Vicent T., Devita J. R., Helman S., CANCER PRINCIPLES AND PRACTICE OF ONCOLOGY,
Tomo |, Third edition, 81 - 97, 591 - 611, USA 1989.

35.Whang-Peng J., Kao-Shan C. S., Lee E, C,, Bunn P. A, Carney D. N., Gazdar A, F., Minna J. D.,
Specific chromosomes defect associated with human small celf lung cancer, deletion 3p (14-23),

Science, 215 (8), 181 - 182. 1982.

64



APENDICE

PREPARACION DE REACTIVOS.
a) Amortiguador de fosfatos (10x):

Cloruro de sodio ... .--8764gl

Claruro de potasio .......ermenneiviniinee. - 1,94 ghl,
Fosfato de sodio (monobasico) ................ 11.03 gl

Fosfato de potasio (monoba;lco) . 1.90gh

Disolver las sales en‘agua deé.lllédé y aforar a un litro.
b) Solucién isoténica al 0.9%:

Cloruro de sodio ... . 90 gl

Disolver la sal en'agua desfiléda yavarar a unlitro.
) Solucién hipoténica al 0,075 M:
eyt 5.50 g/l

Cloruro de potasio ....
Disolver |a sal en agua destilada’ y aforar a un litro,

d) Amortiguador de foéfatbs Strensen:

Fosfato de potasio {monobdsico) ............. 6.663 g/l.
Fosfato de sodio (dibasico ahhldro) ........... 2,56 g)l.
pH 6.7

Disolver las sales en agua destilada y afo}ar aun litro.
e) Colchicina:
Solucién madre:

Colchicina ............. 0.01 g/10 m! de agua destilada:
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Solucion de trabajo; Tomar 1 mi de la solucidn madre y aforar a 100 mi con agua destilada para
obtener una concentracion final de 0.01 mg/mi.

{) Fitohemaglutinina: :
Rehidratar con agua daslonizada estéril ségfm especificaciones del proveedar.

g) Solucidn de Tripsina (tincion bandas G):

Tripsina : . 0.03g.
EDTA 0.02g.
Amortiguador Sdrensen ........ reotsesensaisasseans 50 mi.

Disolver 1a Tripsina y el EDTA en la solucién amortiguadora,

h) Sclucion de EDTA.

Cloruro de Sodi0 ........ivveeincneerneconinssiaiaones 8.0 g/
Clorura de potasio ......uwivrecmaierienn 04 gh.
Dextrosa 1.0 gh.
Bicarbonato da sodio ... a.5e g -
EDTA 0.2 gft.
pH?73

Disalver las sales en aguadestilada y aforar a un fitr, EStér))izé( pdr ﬁitfacién con membrana
Milfpore dé 0.220. s
1) Solucion Tripsina-EDTA:
Solucidn de EDTA .....ivciniininitivonions 100 mi.
Tripsina § R |0.059.

Disolver la tripsina en la solucién de EDTA y esterilizar por filtracién. con. membrana millipore de

0.22u
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J) Fijador de CARNOY:

Metanol 3 partes.

Acido acético glactal ..........vivrerrevinionesenis 1 parte.
Mezclar por inversién,
k) Solucion de Wright:
Solucién madre;

Colorante de Wright . 08g.

Metanol (absoluto) ......ucviiveviissnisnneans 480 mi.
Permitir la maduracién del colorante durante- 1 mes en frasco dmbar a temperatura ambiente.
1} Solucion de GIEMSA:
Colorante de GIEMSA .........c.coivimmirinnenns 1.0 g.

Glicerina 66 ml.

Metanol (absoluto) .. 66 ml.

Mezclar el colorante y la glicerina durante § hrs. en bario Maria a 40-45°C. Dejar enfriar, adicionar
el metanol y mezclar con agitador magnético dyrante 24 hrs. :

Permitir la maduracién del colorante 1 mes en frasco &mbar a temperatura afnbienle.

Solucién de trabajo: Tomar 5 ml de la solucién madre‘y aforar a 50 mil con solucién ,arﬁortiguadora
de Sdrensen.

my) Solucion de Quinacrina:

Quinacrina 0.005g.

Sol. A Smi.

Sol. B . Tmh

Agua destilada 108 ml.
n) Solucion A:
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Fosfato de potasio (MOnobASICO) ..i...iu...rws 56.7 Q.

Agua destilada 1.251.

Disolver !a sal en el agua destilada:
) Solucion B:

Fosfato de potasio (v_dibésqu) reisrasbaeseiineenin 741 g.

Agua destilada .., v 1.25g.
Disolver |a sal en‘agua desliladé.

o) Medio de cultiva:

Medio de cultivo RPMi-1640 ...

10.39 git.

Glucosa R, 2.5 gil.
Bicarbonato de'so'digf;; ....... ot . 2.0 g/
' pH‘7.3,

Disolverlos en'agua destiada y»':aforarr a un'liro, Esterilizar por filiracion con membrana Millipore :
de 0.22. .

p) Suplemento de medio de culfivo:

Suero fetal bovino (inach 4 56°C/30 min)) . 10%.

1-GIUAMING ..ires s ; i 2 MM

Piruvato de sodio ...

Adicionar todos los suplementos al medio de cultivo bajo condiclones de esterilidad y mezclar por

agitacion.
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