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Evaluacion de hipermetilacion del gen
p16'NK4? en cancer escamoso
de pulmon en pacientes chilenos

WALDO ADONIS R.*, FRANCISCO AGUAYO G.**, EUGENIA CORDERO S.*,
LUIS RODRIGUEZ A.*, DARWINS CASTILLO A* y LEDA GUZMAN M ****

Hyper methylation of gene p16'™<“ in Chilean Patients with Squamous
Cell Lung Carcinoma

The silencing of pl6N<4 (p16) tumor suppressor gene by aberrant methylation has been
described as a common event in human tumoral types, such as squamous cell lung carcinoma
(SCLC). This is a very frequent histological type in Chile, usually associated to chronic smokers.
The purpose of this study was to investigate the p16 methylation status in patients with SCLC. Using
a MSP (methylation-specific PCR), we determined that 25 out of 29 (86%) of SCLC patients had
hypermethylation of p16 gene. There was also a significant concordance between hypermethylation
of p16 gene and the presence of SCLC (p = 0.00005). According to our results, smokers have a
202-fold higher risk to develop SCLC than no-smokers (odds ratio, 201,7; 95% confidence interval,
7.18-5593). Therefore, our results suggest that hypermethylation of p16 gene is an useful prognostic
marker in chronic smokers candidates to develop SCLC and patient with clinic suspicion of SCLC.
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Resumen

El silenciamiento génico por metilacién aberrante del gen pl16'N<4 (p16) ha sido descrito en
varios tipos de tumores humanos, como por gemplo, el carcinoma escamoso de pulmon (CEP), un
tipo histoldgico frecuente en Chile, asociado a tabaquismo crénico. El proposito de este estudio fue
determinar el estado de metilacion de la regién promotora de p16 en CEP. Utilizando un método de
PCR especifico para metilacion, se determind que un total de 29 pacientes con CEP, 25 (86%)
tenian el gen pl6 hipermetilado. Ademds, se encontré una correlacion significativa entre la
hipermetilacion del gen pl16 y la presencia de CEP (p = 0,00005). Por otra parte, estimamos que
los individuos fumadores tienen 201,7 veces mas riesgo que los no fumadores de desarrollar CEP
(odds ratio, 201,7; intervalo de confianza 95%, 7,18-5.593). Nuestros resultados sugieren que la
deteccion de hipermetilacion del gen pl6 podria ser utilizada como un marcador molecular de
diagnostico precoz en individuos fumadores con riesgo a desarrollar CEP y en pacientes con
sospecha clinica de CEP.

Palabras claves: Metilacion aberrante; gen pl6; carcinoma escamoso de pulmon de células no
pequefias; fumadores.
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I ntroduccion

El cancer pulmonar (CP) constituye la prime-
ra causa de muerte por cancer en la poblacién
mundial*2. En Chile representala segunda causa
de muerte por cancer en hombres y la quinta en
mujeres®*. El 75% de los casos de CP en nues-
tro pais, corresponden a tipo de células no pe-
queiias (CPCNP), donde € carcinoma escamo-
so de pulmon (CEP) representa entre un 25% a
50% de los casos de CP. CEP es una forma
epidemiol 6gi ca asociada a tabaquismo cronico®S,
La reseccion quirdrgica sigue siendo €l trata-
miento utilizado en CPCNP, pero su efectividad
es limitada por un diagnéstico tardio, lo que
[leva a que un gran porcentgje de estos pacien-
tes mueran de un CPCNP recurrente’. Por otra
parte, el andlisis citolégico convenciona del es-
puto y lavado broncoalveolar asociado a screening
radiol 6gico de torax no han mejorado la sobrevida
global®®. Por lo tanto, es de vital importancia la
blsgueda y desarrollo de nuevos marcadores
diagnosticos altamente sensibles, que permitan
una deteccion temprana de la enfermedad, faci-
litando un mejor manejo de ella.

En varios canceres humanos, incluyendo €l
CP, se han descrito cambios anormales en el
patron de metilacion del DNA de la region
promotora de varios genes importantes que con-
trolan el funcionamiento celular normal 1t Méas
de 30 genes silenciados por hipermetilacion abe-
rrante han sido estudiados, entre |os que se cuen-
tan p16'<4e (p16), APC, ECAD, RAR-b, DAPK,
siendo la inactivacion del gen pl6 un evento
temprano y critico en € desarrollo del CPCNP2%3,
El gen p16 es un gen supresor de tumor (GST),
clave en el control del ciclo celular®®. Por otra
parte, la hipermetilacion del gen pl6 se ha de-
tectado en €l epitelio bronquial y suero de fuma-
dores crénicos. Puesto que dicha modificacion
no ha sido detectada en individuos no fumado-
res, se ha sugerido que algunos componentes
quimicos del tabaco serian importantes en la
desregulacion del proceso de metilacion normal
del DNA®, El propésito de este estudio fue
determinar la frecuencia de inactivacion de pl6
por hipermetilacion de su regién promotora en
pacientes con CEP. Ademas, se pretende anali-
zar €l uso de muestras de biopsias bronquiales,
incluidas en parafina, para la deteccion de esta-
dos de metilacion de genes humanos.

Material y Métodos

Muestras de tgjido y controles. Treinta y
cinco casos retrospectivos fueron obtenidos de

8

la Unidad de Anatomia Patol6gica del Hospital
del Salvador. Treinta y cuatro de ellos corres-
pondieron a CEP y uno correspondi6 a una in-
flamacion croénica de la pared bronquial. Como
controles negativos se utilizd sangre periférica
de 5 voluntarios sanos y tejido de biopsia bron-
quial de un paciente con inflamacién crénica.
La utilizacion de este grupo de muestras de ar-
chivo, fue aprobado por € Comité de Etica del
Instituto Nacional del Taérax.

Extraccion de DNA. El DNA gendmico total
fue extraido de secciones de 20 um de tegjido
incluido en parafina, siguiendo €l protocolo de
Coombs et a6, EI DNA gendémico proveniente
de sangre periférica de voluntarios sanos, fue
purificado utilizando el kit Wizard Genomic DNA
(Promega), siguiendo las instrucciones del fa-
bricante. Finamente, el pellet de DNA fue lava
do con etanol al 70%, resuspendido en agua
libre de nucleasas y almacenado a -70 °C hasta
su uso. La concentracion de DNA fue calculada
midiendo su OD a 260 nm. La integridad del
DNA fue estimada por amplificacion del gen de
la B-globina. En la Tabla 1, se indican las se-
cuencias de los partidores, la temperatura de
anillamiento en el PCR y el tamafio de los
amplicones obtenidos.

Metilacion de DNA control. Se utiliz6 DNA
de vesicula biliar como control positivo para el
andlisis de PCR especifico parametilacion (MS-
PCR). Este DNA fue metilado utilizando la enzi-
ma M.Sssl (New England Biolabs). Para ello, se
utilizaron 3 pg de DNA y 3 U de laenzima con
incubacién a 37 °C por 1 hora.

M odificacién de DNA con Bisulfito. El es-
tado de hipermetilacion de islas CpG de la re-
gién promotora del gen pl6 (Gene Bank
accession N° X _94154) en las muestras de DNA
de los casos de CEP y DNA control fueron
analizados por MS-PCR, en un DNA tratado
con bisulfito de sodio como ha sido descrito
por Herman et a’. Brevemente, entre 200 ng de
DNA gendmico purificado, diluidos en un volu-
men de 50 uL con agua DPC, fueron denaturados
con NaOH (concentracion final de 0,22 M) por
10 minutos a 37 °C. Luego, se adicionaron 30
pL de hidroguinona 10 mM (Sigma) y 520 L
de bisulfito de sodio 1,98 M pH 5,0. La mezcla
se incubd por 16 horas a 50 °C. EI DNA modi-
ficado fue purificado usando una resina Wizard
Clean Up (Promega), precipitado con etanol,
resuspendido en 30 ml de agua, y guardado a
-70 °C hasta su uso. El tratamiento del DNA
gendémico con bisulfito de sodio, tiene por fina-
lidad convertir las citosinas no metiladas en
uracilo, los que seran convertidos a timina du-
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Tabla 1. Resumen de la secuencia de los partidores, temperatura de anillado y
el tamafo del producto amplificado por PCR-M SP

Gene Partidor sentido (5'-3") Partidor antisentido (5'-3") T° de Tamarfo
anillamiento Amplicén
(°C) (pb)
ple'NK4a-E AGAAAGAGGAGGGGTTGGTTGG ACRCCCRCACCTCCTCTACC 56 193
pl6e'NK4a | M-TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC M-GACCCCGAACCGCGACCGTAA 55 150
U-TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT U-CAACCCCAAACCACAACCATAA 55 151
B-globina ATAGACCAATAGGCAGAGAGAGTCA TCAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGG 50 110

T° = temperatura

rante la reaccion de PCR. Usando partidores
especificos para secuencias metiladas y no
metiladas, es posible discriminar entre estas re-
giones.

PCR especifico para metilacion. Para de-
terminar € estado de metilacién del gen pl16 se
utilizé un set de partidores dirigidos a la region
promotora y parte del ex6n 1Y. Los partidores
(Invitrogen), las temperaturas de hibridacion y
el tamafio del amplicon seindican enlaTabla 1.
Paraamplificar regiones metiladasy no metiladas
se realiz6 un PCR-MSP anidado. Para €llo, €
DNA (6 ul) modificado con bisulfito, fue ampli-
ficado utilizando los partidores p16 externos (E).
Se utiliz6 una mezcla de PCR con: tampén de
PCR 1X (16,6 mM (NH4)>SO., 67 mM de Tris pH:
8,8, 6,7 mM MgCl,, 10 mM 2-mercaptoetanal),
1,2 mM de dNTPs, 1,6 mM de cada partidor,
2,5 U de Tag Gold (AppliedBiosystem) y 5,2%
DMSO, en un volumen final de 25 pL*"8, Las
condiciones de amplificacion fueron: denaturacion
inicial 95 °C por 7 min, seguido por 35 ciclos de
amplificacion (30sa95°C, 30sa56°C y 30s
a72°C) y unaelongacion final de 7 mina 72 °C.
A partir del DNA amplificado en la primeraron-
da, se realizd una segunda amplificacion utili-
zando un par de partidores internos () metilacion
especificos (M). Para detectar el DNA modifi-
cado no metilado se utilizé un segundo par de
partidores (U), tal como seindicaen la Tabla 1.
Las condiciones de amplificacion son las mis-
mas indicadas anteriormente. Controles sin DNA
fueron incluidos en cada reaccion de PCR. Los
productos de PCR parael gen pl6y el gendela
-globina fueron analizados en geles de polia
crilamida a 8%, tefiido con platay en geles de
agarosa a 2% con Br-Et, respectivamente.

Andlisis estadistico. Se utiliz6 el programa
Stata version 6.0, empleando €l método de Tau
(b) de Kendall °y €l test exacto de Fisher en €l
andlisis de los datos.
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Resultados

En este estudio determinamos la frecuencia
de metilacion del gen p16 en un grupo de mues-
tras de tejido incluido en parafina proveniente de
secciones tumorales y biopsias de pacientes con
CEP confirmados por histologia, utilizando un
protocolo de MS-PCR. Dicho protocolo permite
identificar y discriminar regiones metiladas en el
DNA. De un total de 35 muestras de DNA pro-
venientes de los casos clinicos en estudio, 29
contenian suficiente DNA para ser analizadas.
De los resultados del MS PCR, observamos que
la region promotora del gen pl6 se encontraba
metilada en un 86,2 % (25/29) de los casos
(Tabla 2). Los resultados del MS-PCR se mues-
tran en la Figura 1. De este andlisis, se observo
gue todas las muestras fueron positivas para €
alelo no metilado (Figura 1). La presencia de no
metilacién en todas la muestras se debe proba-
blemente a la presencia de células estromales
normalesy células inflamatorias presentes en el
tejido tumoral. Nuestro grupo control no pre-
sent6 hipermetilacion del gen pl6 y todos los
casos fueron positivos para e aelo no metilado
(Tabla 2, Figura1). Utilizando la prueba Tau (b)
de Kendall®®, se encontré una estrecha correla-
cion entre la inactivacion del gen pl6 por
metilacion y la presencia de CEP, con un 77%
de concordanciay un p = 0,00005 (Tabla 2).

Observamos una fuerte asociacion entre el
tabaguismo y la presencia de CEP. Veintisiete
pacientes con CEP confirmaron ser fumadores cré-
nicos, con un consumo promedio de 22,6 + 10,3
cigarrillos diarios, durante 35,89 + 18,9 afios.
Para estimar si el consumo de cigarrillos se aso-
cia con un aumento en la probabilidad de desa-
rrollar CEP, se calculd el Odds ratio de indivi-
duos expuestos y no expuestos a cigarro. A
partir de dicho andlisis se determind que los
individuos fumadores tienen 202,7 veces mas
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Tabla 2. Correlacién entre la metilacion del gen pl6 y parametros clinicos de casos
con cancer escamoso de pulmon

Casos? Metilacion (%) P°
Total 29 25 (86,2) 0,00005
Genero
- Masculino 25 21 (84,0)
- Femenino 4 4 (100)
Edad
<65 9 8 (88,9)
65-75 16 13 (81,3)
>75 4 4 (100)
Diferenciacion CE*
- Bgjo 4 4 (100)
- Moderado 15 14 (93,3)
- Alto 8 6 (75
CECG* 1 1 (100)
PBIC* 1 0 (0
Controles 5 0 (0

a8 Numero total de pacientesy controles analizados para gen pl16.
b P fue determinado utilizando el test exacto de Fisher en unatablade 2 x 2

* CE, carcinoma escamoso o epidermoide; CECG: carcinoma epidermoide de células grandes, PBCI

. Pared bronquial
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Figura 1. Andlisis de metilacion del gen p16 en CEP por MS-PCR: DNA modificado con bisulfito fue amplifica-
do utilizando partidores especificos para alelos metilados (M) y no metilados (UM). Carril M, indica positivo para
metilacion, carril UM, positivo para no metilado. En A, B, C, D, E, se indican los pacientes con sus respectivos n°
(Pcte #), los carriles CN #1 y CN# 2, corresponde a controles normales; CP, control positivo; H,O control sin DNA.
F, amplificacion de 3-globina de muestras con CEP; L, indica el marcador de peso molecular.
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Tabla 3. Correlaciones entre el habito tabaquico, metilacion del gen pl6y € desarrollo
de cancer escamoso de pulmon

CEP?2 M etilacionb:c
+ + -
Fumadores 27 (100%) 0 (0%) 19 (86,4%) 3 (13,6%)
No Fumador 1(16,7%) 5 (83,3%) 1 (16,7%) 5 (83,3%)

a El riesgo de desarrollar CEP fue mayor para el grupo de fumadores con un OR de 201 con un 95% de IC (7,18-

5.593).

b El riesgo de inactivacion de p16 por metilacion fue mayor parael grupo de fumadores con un OR de 2,6 con un 95%

delC (1-373) .

¢ Seobtuvo un p = 0,003 con un coeficiente de correlacion de un 63,3%.

riesgo de desarrollar CEP, que los no fumado-
res (OR, 201,7; 95% IC, 7,18-5.593), como se
indica en la Tabla 3. Del grupo de individuos
que confirmaron su habito tabaquico, solamente
en 22 muestras de DNA fueron suficientes para
redizar el PCR-MSP de pl6, determinandose
gue un 86,4% fueron positivas parala metilacion
del gen pl16 (Tabla 3).

Discusion

Varios estudios han demostrado que existen
una serie de alteraciones genéticas presentes en
CP, como mutacion de p53, pérdida de hetero-
cigocidad y metilacion aberrante del gen pl16%.
Nuestros datos demuestran que la metilacion abe-
rrante del gen pl6 es frecuente en CEP, con un
86,2% de metilacion en el grupo estudiado. Se
han descritos porcentajes menores de metilacion
en € gen pl6, sin embargo, las muestras utiliza-
das han correspondido a distintos tipos de
CPCNP (adenocarcinomas, carcinomas adeno-
escamoso o carcinoma de células grandes) y las
etapas del CP en estos pacientes han sido dife-
rentes®. En nuestro estudio, todas las muestras
utilizadas correspondieron a CEP, tipo histol6gico
asociado a hipermetilacion.

Encontramos una fuerte asociacion entre el
habito tabaquico y el desarrollo de CEP, 27 pa
cientes fumadores cronicos desarrollaron CEP.
Un paciente de 39 afios indicd no ser fumador y
desarroll6 CEP, sin embargo, desconocemos si
este individuo estuvo expuesto durante su vida
al humo dédl cigarrillo u carcinégenos ambienta-
les. Unalimitante del estudio fue no disponer de
un grupo control pareado por edad y sexo con
el grupo en estudio. La edad promedio de los
controles fue de 33 afios y eran no fumadores.
A pesar de esta limitante, los datos indican que
los individuos fumadores tienen un mayor ries-
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go de padecer CEP. Junto a estos datos, la
presencia de inactivacion del gen pl6 por
metilacién también parece estar estrechamente
relacionada con el habito tabaquico o exposicion
a una fuente cancerigena. El silenciamiento
génico por metilacion de los genes pl6y RAR-
3 inducido por el humo de tabaco, ha sido de-
mostrado en ratas expuestas al compuesto 4-
metilnitrosamino-1-(3 piridil)-butanona (NNK),
presente en el tabaco®. En células exfoliadas de
esputo de individuos fumadores portadores de
CP, también fue posible observar un ato por-
centaje de metilacion del gen p16'423. En nues-
tro grupo de estudio, un alto porcentgje de los
pacientes eran fumadores crénicos con un con-
sumo promedio diario de 22 cigarrillos por so-
bre 20 afos. Esta observacion es muy impor-
tante, puesto que eventos tempranos en la trans-
formacion pre-neoplésica pudiesen ser reflgja
dos en el estado de metilacion de células pre-
sentes en el tracto respiratorio de los fumadores
cronicos. En los Ultimos afios e consumo de
tabaco en la poblacién juvenil chilena ha aumen-
tado a cifras alarmantes. Estudios en la pobla-
cion escolar entre 1995 y 1999 mostraron una
situacion de consumo-afio de un 56% aproxi-
madamente y la mayor prevalencia de consumo
en ambos sexos se produjo entre los 20 y 44
afios de edad®.

En conclusiéon, nosotros hemos demostrado
gue la metilacion aberrante del gen pl6 seriaun
evento frecuente en CEP. Ademas, determina-
mos que individuos fumadores tienen mayor ries-
go de desarrollar este tipo de cancer. Por otra
parte, se determind que la metilacién de genes
del tipo GST, como el gen pl6, pueden ser
utilizados como biomarcadores para la detec-
cion temprana de CEP en muestras de biopsias
bronquiales de pacientes con sospecha clinica
de CEP. Ademas, proponemos €l uso de esta
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metodologia atamente sensible para la detec-
cion temprana de CEP en muestras como sue-
ro, plasma o esputo.
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