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RESUMEN

Introduccion: El diagnéstico de la afectacién metastdsica ganglionar en el cancer de pulmén constituye
un problema, a pesar de los avances en la estadificacion. La determinacién del estado de metilacién en
ganglios podria mejorar la capacidad de las técnicas citohistolégicas para detectar afectacién metastasica.
Nuestro objetivo fue demostrar la viabilidad de realizar estudios de metilacién en muestras ganglionares
citoldgicas.
Métodos: Estudio prospectivo que incluy6 88 pacientes con diagnéstico o alta sospecha de cancer de
pulmén no microcitico, en los que se realizé una puncién citolégica por ecobroncoscopia de adenopatias
mediastinicas y/o hiliares. Se extrajo ADN a partir de muestras citolégicas ganglionares y se realiz6 el tra-
tamiento con bisulfito de sodio. Los estudios de metilacion se realizaron por qPCR-MSy pirosecuenciacién
en los genes p16/INK4a y SHOX2.
Resultados: La metodologia empleada permiti6 obtener ADN de caracteristicas 6ptimas/buenas en el 90%
de los casos. No se observaron diferencias en la concentracién de ADN respecto a la estacién ganglionar
ni al diagnéstico final. Los andlisis por qPCR-MS y pirosecuenciacién no fueron posibles en un reducido
nimero de muestras debido a baja concentracién de ADN, ademads de lainadecuada pureza, fragmentacién
y/o degradacién debido al tratamiento con bisulfito de sodio.
Conclusion: La cuantificacion de la metilacién por técnicas como qPCR-MS o pirosecuenciacién en mues-
tras ganglionares obtenidas por ecobroncoscopia resulta viable siempre y cuando se logre obtener una
concentraciéon adecuada de ADN, contribuyendo a la bisqueda de biomarcadores epigenéticos que mejo-
ren la toma de decisiones en el cancer de pulmén potencialmente curable en beneficio del paciente.

© 2013 SEPAR. Publicado por Elsevier Espafia, S.L. Todos los derechos reservados.

Viability of Lymph Node Samples Obtained by Echobronchoscopy in the Study
of Epigenetic Alterations in Patients With Lung Cancer

ABSTRACT

Introduction: The diagnosis of microscopic lymph node metastasis in lung cancer is challenging despite
the constant advances in tumor staging. The analysis of the methylation status of certain genes in lymph
node samples could improve the diagnostic capability of conventional cyto-histological methods. The
aim of this study was to demonstrate the feasibility of methylation studies using cytological lymph node
samples.

Methods: Prospective study including 88 patients with a diagnosis or strong suspicion of non-small cell
lung cancer, in which an echobronchoscopy was performed on mediastinal or hilar lymph nodes for
diagnostic and/or staging. DNA was extracted from cytological lymph node samples and sodium bisulfite
modification was performed. Methylation studies for p16/INK4a and SHOX2 were accomplished by MS-
qPCR and pyrosequencing.
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Results: The methodology used in our study yielded optimal/good DNA quality in 90% of the cases. No
differences in DNA concentration were observed with respect to the lymph node biopsied and final dia-
gnosis. Methylation analyses using MS-qPCR and pyrosequencing were not possible in a small number of
samples mainly due to low DNA concentration, inadequate purity, fragmentation and/or degradation as
a consequence of bisulfite conversion.

Conclusion: Methylation quantification using MS-qPCR and pyrosequencing of cytological lymph node
samples obtained using echobronchoscopy is feasible if an appropriate DNA concentration is obtained,
notably contributing to the identification of epigenetic biomarkers capable of improving decision-making
for the benefit of potentially curable lung cancer patients.

© 2013 SEPAR. Published by Elsevier Espaiia, S.L. All rights reserved.

Introduccion

El cancer de pulmén (CP) es actualmente uno de los princi-
pales problemas de salud piblica y la causa mas frecuente de
muerte por cancer!. Ello se debe a que la mayoria de los pacien-
tes comienzan en estadios avanzados de la enfermedad, donde las
opciones de tratamientos curativos, fundamentalmente quirtrgi-
cos, no existen. En estos Giltimos afios se han producido importantes
avances en el desarrollo de nuevas técnicas de imagen, como la
tomografia por emisién de positrones-tomografia computarizada,
de obtencién de muestras a través de la ecoendoscopia endobron-
quial (USEB) o esofagica, y de exploracién quirdrgica del mediastino
con los nuevos sistemas con camara de video incorporada al
mediastinoscopio (mediastinica y transcervical), asi como la video-
toracoscopia, resultando mas rentables y mejorando la precisién
de la estadificacién®3. Sin embargo, el 30-40% de los pacientes sin
afectacién ganglionar aparente en la cirugia sufrirdn una recidiva
tumoral®. El diagnéstico de la afectacién ganglionar por el tumor
plantea muchas dificultades y resulta el factor mas importante en
el prondstico y tratamiento de pacientes con CP potencialmente
resecable. Mas ain, la afectaciéon microscépica del ganglio linfatico
(N oculto) puede no ser evidenciada mediante las técnicas citohis-
tolégicas rutinarias de anatomia patoldgica, siendo necesaria una
estadificacién ganglionar mas precisa°.Labiisqueda de estrategias
que permitan mejorar estos aspectos se hace esencial.

Los avances en el estudio de la epigenética, referidos espe-
cialmente a la metilacién del ADN, han demostrado su potencial
aplicabilidad en el CP57 para diagnéstico, pronéstico y respuesta
al tratamiento; sin embargo, hasta el momento existen cono-
cimientos limitados acerca de su potencial aplicabilidad en la
estadificacién mediastinica e hiliar. El objetivo de este trabajo fue
demostrar la viabilidad para realizar estudios de metilacién valo-
rando la cantidad y calidad del ADN extraido a partir de muestras
ganglionares citolégicas procedentes de puncién transbronquial
(PTB) mediante USEB en pacientes con carcinoma pulmonar no
microcitico.

Métodos
Sujetos de estudio

Estudio prospectivo en el que se incluyeron pacientes conse-
cutivos con diagndstico o alta sospecha de carcinoma pulmonar
no microcitio, en los que se realizé6 una puncién citolégica diri-
gida por USEB de adenopatias mediastinicas o hiliares con fin
diagnéstico y/o de estadificacion. La inclusién de los casos se
realiz6 en nuestro comité multidisciplinar de CP siguiendo el
protocolo de diagnéstico, estadificaciéon y tratamiento del CP de
nuestro centro (www.chuvi.es), que sigue las normativas y reco-
mendaciones nacionales e internacionales actuales. Se incluyeron
pacientes con adenopatias hiliares y/o mediastinicas de eje menor
mayor de 1cm en la tomografia computarizada o de 5mm en
caso de hipercaptacién patolégica en la tomografia por emisién

de positrones-tomografia computarizada. Se excluyeron aquellos
pacientes con muestra no valorable segtin el citélogo o con muestra
insuficiente para estudios posteriores de metilacién. Todos los pro-
cedimientos se realizaron en la Unidad de Técnicas Broncopleurales
del Servicio de Neumologia del CHUVI.

El estudio se llevé a cabo de acuerdo con los principios clinico-
éticos del Gobierno de Espafia y la Declaracién de Helsinki, y fue
aprobado por el Comité Etico de Investigacién Clinica de Galicia.
Se obtuvo el consentimiento informado de todos los pacientes y se
garantizé el anonimato.

Procedimiento de ecoendoscopia endobronquial-punciéon
transbronquial

Los procedimientos se realizaron de forma consecutiva entre
septiembre de 2009 y diciembre de 2012, siendo la mayoria
ambulatorios, en la sala de broncoscopias convencional, con moni-
torizaciéon ecocardiografica, tensional y pulsioximétrica, y bajo
sedacién consciente con midazolam y fentanilo. Se utilizé un bron-
coscopio BF-UC180F-0OL8 (Olympus, Tokio, Japén) y un ecégrafo
Aloka ProSound Alpha 5 (Hitachi-Aloka, Tokio, Japén). Tras la explo-
racién endoscépica se procedié a la medicién de la lesién y a su
puncién utilizando agujas NA2015X-4022 (Olympus, Tokio, Jap6n),
avanzando por el canal del ecobroncoscopio hasta la via aérea,
donde la aguja era extraida e insertada en el interior del ganglio
a través de la pared traqueal y bronquial con control ultrasono-
grafico, y movilizada al interior del ganglio realizandose aspiracién
a jeringa de vacio. Se realizaron de uno a 3 pases por adenopa-
tia en funcién de los resultados inmediatos obtenidos. Se recuper6
el material obtenido, la muestra se fij6 en alcohol y fue exami-
nada inmediatamente por un citélogo, quien la identificé como:
procedente de un ganglio normal (celularidad predominantemente
linfoide sin atipia y/o material antracético); ganglio con infiltra-
cién neoplasica (presencia de células neoplasicas y celularidad de
ganglio); muestra no valorable (presencia tinicamente de células
sanguineas o bronquiales). Una parte de las muestras verificada
insitu como representativa se resuspendié en solucién salina estéril
e inmediatamente se congelé a —20 °C para los posteriores estudios
moleculares.

En aquellos casos en los que el resultado anatomopatoldgico
no evidenci6 afectacién neoplasica se hizo una comprobacién del
resultado negativo mediante cirugia toracica. En el caso de los
pacientes en los que se decidié no realizar una confirmacién qui-
rargica, se realizé un seguimiento mediante revisién de la historia
clinica durante un afio. Si la adenopatia no experimenté creci-
miento durante ese afio se consideré como verdadero negativo®.
Todos los casos dudosos se excluyeron del estudio.

Extraccion de ADN a partir de muestras ganglionares

El ADN se extrajo utilizando el kit QIAamp DNA Mini Kit (Qia-
gen, Valencia, CA, EE. UU.), adaptando el protocolo al volumen de
cada muestra. El ADN se eluy6 con 50 pL de agua y se hicieron
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2 alicuotas para posteriores tratamientos con bisulfito de sodio. La
concentraciéon de ADN se midié en un NanoDrop 2000c (Thermo
Scientific). Las ratios de absorbancia 260/280 nm permitieron esti-
mar su pureza como: 6ptima (ratio 1,7-2,0), buena (ratio > 2,0), o
presencia de proteinas u otros contaminantes (ratio<1,7). El ADN
se almacené a —20°C hasta su uso.

Tratamiento con bisulfito de sodio

Para llevar a cabo el andlisis de metilaciéon fue necesario tra-
tar el ADN con bisulfito de sodio. Para ello empleamos el EZ
DNA Methylation-Direct Kit (Zymo Research, Irvine, CA, EE. UU.)
siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante, eluyendo
con 20 pL. El ADN modificado pasa a ser de cadena simple y rico
en uracilo, resultando quimicamente similar al ARN, por lo que
su concentraciéon se determiné como si se tratase de este acido
nucleico empleando el NanoDrop (Thermo Scientific). Las ratios
260/280 nm permitieron estimar su pureza como: 6ptima (ratio
1,8-2,2), buena (ratio > 2,2), o presencia de proteinas u otros conta-
minantes (ratio<1,8). El ADN tratado se almacené a —80°C hasta
el momento de su uso.

Andlisis de metilacién por reaccién en cadena de la polimerasa
en tiempo real especifica para metilacion

El andlisis de metilacion de los genes p16/INK4a y SHOX2 se rea-
liz6 mediante PCR en tiempo real (qQPCR) anidada especifica para
(MS) partiendo de 3 pL de ADN tratado con bisulfito. En la primera
ronda de amplificacién se emplearon primers externos que ampli-
ficaron laisla CpG independientemente de su estado de metilacién.
Seguidamente se realiz6 una qPCR-MS diluyendo el producto de
PCR y empleando sondas y cebadores especificos de metilacién
en un equipo StepOne (Applied Biosystems). La informacién mas
detallada de las secuencias utilizadas esta disponible a peticién del
lector.

Andlisis de metilacién por pirosecuenciacion

La pirosecuenciacién se efectué para los genes p16/INK4a y
SHOX2. Se realiz6é una PCR con 3 L de ADN modificado utilizando
cebadores disefiados con el software PyroMark Assay Design v2.0
(Qiagen). Seguidamente se realiz6 la secuenciacién y cuantificacién
de la metilacién empleando el cebador de pirosecuenciacién en un
PyroMark Q24 (Qiagen). Las islas CpG estudiadasfueron las mismas
que se estudiaron por qPCR-MS. La informacién mas detallada de
las secuencias utilizadas esta disponible a peticién del lector.

Andlisis estadisticos

Para los andlisis estadisticos se utilizé el paquete SPSS (v19.0).
Se emplearon pruebas bilaterales, y valores de p<0,05 se consi-
deraron significativos. La concentracién de ADN se expres6 como
mediana y rango intercuartil (RIC). La distribucién normal y la
homogeneidad de varianza se comprobaron con las pruebas de
Kolmogorov-Smirnov y Levene, respectivamente. Los analisis no
paramétricos para 2 muestras independientes se realizaron con la
U de Mann-Whitney, mientras que para mas de 2 muestras inde-
pendientes se empled la prueba de Kruskal-Wallis. Para analizar
diferencias en datos pareados se utiliz6 la prueba de Wilcoxon. Las
variables que se estudiaron fueron sexo, tipo de tumor, localiza-
cion de las adenopatias, diagnéstico de la adenopatia, aspecto de la
muestra ganglionar y concentracién y pureza del ADN sin modificar
y modificado con bisulfito de sodio.

La estimacion del tamafio muestral necesario se harealizado uti-
lizando el programa Granmo 5.2 (Institut Municipal d’Investigaci6é
Médica, 1999), para muestras pareadas, aceptando un riesgo alfa

de 0,05 y un riesgo beta de 0,20, asumiendo una prevalencia esti-
mada de adenopatias malignas de un 70% y una diferencia minima
entre la sensibilidad y el valor predictivo negativo de las técnicas
citohistolégicas y las determinaciones moleculares del 15 y 10%,
respectivamente. Se estim6 que se precisan un minimo de 79 casos
para llevar a cabo el estudio.

Resultados

Caracteristicas de los pacientes y de las muestras citologicas
ganglionares

Se incluyeron 88 pacientes, obteniéndose 170 muestras de esta-
ciones ganglionares distintas por USEB-PTB, distribuidos de la
siguiente manera: 38 pacientes con una muestra, 29 con 2 muestras,
13 con 3 muestras, 5 con 4 muestras, y 3 con 5 muestras. Setenta
y cuatro pacientes (84%) eran varones, con una mediana de edad
de 62,2 afios (RIC: 51-73 afios). En base a una escala colorimétrica
propia, un 44,7% (n=76) de las muestras citolégicas ganglionares
mostré apariencia turbio-claro, un 38,2% (n=65) result6 poco san-
guinolenta, y un 17,1% (n=29) fue muy sanguinolenta.

En un 86,5% de los casos (n=147) las punciones se realizaron en
ganglios mediastinicos, mientras que el 13,5% (n=23) restante se
realiz6 en ganglios hiliares. Las adenopatias mas frecuentemente
puncionadas fueron la 4R (39,4%; n=67) y la 7 (33,5%; n=57),
seguidadela4L(9,4%; n=16),11L(7,1%; n=12),11R(4,7%; n=8), 8
(2,4%;n=4),2R(1,8%; n=3), 10R (1,2%; n=2)y 12R(0,6%; n=1). De
acuerdo con el diagnéstico definitivo del ganglio, un 48,2% (n=82)
fue benigno (no metastasico), mientras que el 51,8% (n=388) res-
tante fue maligno (metastasico). Entre estos dltimos, un 61,4%
(n=54) fueron adenocarcinoma, un 31,8% (n=28) epidermoide y
un 6,8% (n=6) de célula grande.

Caracteristicas del dcido desoxirribonucleico extraido a partir
de las muestras citolégicas ganglionares

Se obtuvo un amplio rango de concentracién de ADN de 4,10-
1.103,00 ng/L (mediana: 42,75 ng/pL; RIC: 22,48-100,13 ng/p.L).
Para estudiar las caracteristicas del ADN relacionamos su con-
centraciéon con parametros epidemiolégicos y clinicos(tabla 1).
Observamos que los varones muestran una mediana mayor, con
diferencias significativas respecto a las mujeres (p=0,037). La con-
centraciéon de ADN mostr6 diferencias en funcién del aspecto de las
muestras citolégicas, con valores mayores para muestras sangui-
nolentas, seguidas de las poco sanguinolentas, y por dltimo, las de
apariencia turbio-claro (p<0,001), conforme al contenido celular.

El protocolo empleado permiti6 extraer ADN de pureza 6ptima o
buena (ratio 260/280 nm) en un 61,18 y 8,24% de los casos, respec-
tivamente. Las mayores concentraciones de ADN correspondieron
a muestras de pureza 6ptima, seguidas de aquellas con contami-
nantes,y por Gltimo, las de pureza buena (p <0,001; tabla 1).

En relacién con la estacién ganglionar puncionada, no observa-
mos diferencias en la concentracién de ADN al comparar ganglios
mediastinicos con hiliares (p = 0,483), ni entre los ganglios mayori-
tarios 4R y 7 en relacién con el resto (p=0,851). No se observaron
diferencias en la concentracién de ADN entre todas las adenopatias
desglosadas en funcién de su localizacién. Sin embargo, las adeno-
patias 8 presentaron una mayor concentraciéon de ADN en relacién
con las estaciones 4R, 11Ry 11L (tabla 1). Para los grupos diagnés-
ticos la concentracién de ADN no siguié una distribucién normal
ni presentdé homogeneidad de varianza, observandose medianas
alrededor de 40 ng/pL para las categorias benigno, adenocarci-
noma y epidermoide, y de 138,4ng/uL para los 6 casos de célula
grande (tabla 1). Consecuentemente, no se detectaron diferencias
en la concentraciéon de ADN en funcién del diagnéstico ganglionar
(p=0,163)o entre adenopatias benignas y malignas (p = 0,390).
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ADN (ng/wL), mediana y RIC

ADN tratado (ng/wL), mediana y RIC

Tabla 1

Caracteristicas de las muestras ganglionares en funcién de la concentracién de ADN extraido y tras el tratamiento con bisulfito de sodio
Variable Categoria
Sexo Varén (n=147)

Mujer (n=23)
Aspecto de la muestra puncionada Turbio-claro (n=76)
Poco sanguinolento (n=65)
Sanguinolento (n=29)

Pureza del ADN (ratio 260 nm/280 nm) 1,7-2,0 (n=104)

>2,0(n=14)
<1,7(n=52)
Pureza del ADN tratado con bisulfito (ratio 1,8-2,2 (n=108)
260 nm/280 nm)
>2,2 (n=45)
<1,8(n=17)

Estacion ganglionar puncionada Mediastinicos (n=147)

Hiliares (n=23)

Estacion ganglionar puncionada 4R+7 (n=124)

4L, 11L, 11R, 8, 2R, 10Ry 12R (n=46)

Estacion ganglionar puncionada 4R (n=67)
7 (n=57)
4L (n=16)
11L (n=12)
11R (n=8)
8(n=4)
2R (n=3)
10R (n=2)
12R(n=1)

Diagnéstico ganglionar Benigno (n=82)

Adenocarcinoma (n=>54)

Epidermoide (n=28)

Célula grande (n=6)

Presencia de metastasis Si(n=88)
No (n=82)

43,50 (25,70-102,20)
22,50 (7,90-74,20)
p=0,037°

27,35 (14,98-64,10)
42,80 (30,20-84,70)
157,40 (50,65-356,05)
p<0,001°

61,50 (32,23-174,88)
7,10 (5,00-9,65)
36,85 (23,80-50,78)
p <0,001¢

64,20 (36,85-164,95)

25,60 (12,25-41,80)
22,20 (9,10-37,95)
p<0,001¢

42,70 (22,80-102,20)
42,80 (16,80-64,20)
p=0,483°

41,50 (22,58-98,50)
45,65 (19,48-101,93)
p=0,8512

41,10 (24,50-74,20)
43,50 (22,45-109,30)
30,00 (17,03-104,20)
36,60 (13,65-64,20)
45,65 (19,15-50,08)
103,55 (74,03-282,03)
50,30 (40,10-101,40)
104,90 (42,80-167,00)
11,30

p=0,439¢

41,00 (16,40-84,15)
40,90 (16,80-78,40)
46,55 (30,10-221,45)
138,45 (33,30-363,33)
p=0,163

42,95 (24,78-137,35)
41,95 (19,18-88,38)
p=0,390°

19,90 (8,70-60,70)
9,90 (3,70-59,00)
p=0,196°

10,90 (6,05-30,70)
18,60 (5,15-54,15)
82,60 (33,85-142,95)
p<0,001¢

36,95 (17,30-100,48)
3,85 (1,48-5,68)

9,65 (4,15-18,46)
p<0,001¢

35,30 (16,01-96,85)

9,2 (3,6-14,20)
4,50 (1,90-14,80)
p<0,001f

19,90 (7,70-60,90)
10,80 (7,00-37,60)
p=0,5122

18,60 (8,55-60,85)
20,10 (6,98-50,45)
p=0,8332

17,90 (7,70-45,60)
19,60 (8,60-74,60)
19,10 (3,78-66,68)
9,10 (6,93-29,73)
25,83 (4,88-36,93)
47,35 (40,20-141,50)
36,90 (11,50-37,00)
79,85 (42,20-110,50)
10,80

p=0,369"

17,90 (4,75-41,98)
17,90 (4,80-40,50)
24,25 (12,33-93,93)
65,85 (12,33-198,68)
p=0,164!

22,00 (7,00-58,55)
17,41 (7,68-60,75)
p=0,0932

RIC: rango intercuartil.

En la tabla se muestran los valores p obtenidos con el test de Kruskal-Wallis. Como prueba post-hoc del Kruskal-Wallis se utiliz6 la prueba de U de Mann-Whitney comparando

por parejas las categorias de cada variable.

2 El valor p se obtuvo aplicando la prueba U de Mann-Whitney.
b

Turbio-claro vs. poco sanguinolento, p =0,009; turbio-claro vs. sanguinolento, p <0,001; poco sanguinolento vs. sanguinolento, p<0,001.

¢ Turbio-claro vs. poco sanguinolento, p=0,114; turbio-claro vs. sanguinolento, p <0,001; poco sanguinolento vs. sanguinolento, p<0,001.

d Todas las pruebas 2 a 2 resultaron con una p <0,05.

¢ 1,8-2,2vs.>2,0,p<0,001; 1,8-2,2vs.<1,8,p<0,001; >2,2 vs.<1,8, p=0,377.
f1,8-2,2vs.>2,0,p<0,001; 1,8-2,2 vs. <1,8, p<0,001; >2,2 vs. < 1,8, p=0,352.
& 4Rvs. 8,p=0,049; 11R vs. 8, p=0,027; 11L vs. 8, p=0,039.

h 2Rvs. 8, p=0,034; 4R vs. 8, p=0,043; 11R vs. 8, p=0,027; 11L vs. 8, p=0,029.
I Ninguna de las pruebas 2 a 2 resultaron con una p <0,05.

Caracteristicas del dcido desoxirribonucleico tras el tratamiento
con bisulfito de sodio

Similarmente, se estudi6 la concentracién de ADN modificado
en relacién con algunas variables(tabla 1). Se registraron concen-
traciones menores a las previas al tratamiento, con un rango de
0,20-392,30 ng/p.L (mediana: 19,13 ng/wL; RIC: 7,60-60,18 ng/pL).
Al contrastar las concentraciones antes y después del tratamiento
observamos diferencias significativas (p <0,001), con concentracio-
nes disminuidas en el 93,53% de las muestras.

Aunque los varones siguieron mostrando mayores concentra-
ciones de ADN que las mujeres, las diferencias no resultaron
significativas (p=0,196). En relaciéon con el aspecto de las muestras,
las diferencias en la concentracién de ADN modificado resultaron
significativas (p <0,001). Por otra parte, la estimacion de la pureza

del ADN modificado indicé que el 63,53 y 26,47% son de calidad
6ptima o buena, respectivamente, totalizando un 90% los potencial-
mente adecuados para realizar el andlisis de metilacién. La mayor
mediana correspondié a muestras de pureza 6ptima, al menos
3 veces superior a las muestras de purezas inferiores (p <0,001).

En relacién con la estacién ganglionar puncionada, como se
observa en la tabla 1 no se detectaron diferencias entre las ade-
nopatias mediastinicas e hiliares (p=0,512) ni entre las estaciones
4Ry 7 respecto alresto (p = 0,833). De manera similar alo observado
con la concentraciéon de ADN antes del tratamiento, las diferencias
observadas en el ADN modificado se presentaron entre las adeno-
patias 2R, 4R, 11R y 11L respecto a las 8 (tabla 1). Por Gltimo, no
se encontraron diferencias al comparar las categorias de diagnés-
tico ganglionar (p=0,164) ni las adenopatias benignas y malignas
(p=0,093) (tabla 1).
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Tabla 2
Caracteristicas de las muestras ganglionares para los andlisis de metilacién de p16/INK4a y SHOX2
Genes Caracteristicas de las muestras qPCR-MS Pirosecuenciaciéon
Muestras con dato Muestras sin dato D Muestras con dato Muestras sin dato p
de metilacién de metilacién de metilacién de metilacién

pl6/INK4a  Namero de muestras (%) 154/170 (90,59) 16/170 (9,41) = 157/159 (98,74) 2/159 (1,26) =
Mediana y RIC de ADN sin 43,35; 24,32-103,53 16,25; 8,60-51,18 0,016¢ 43,20; 23,80-97,30 9,40; 7,70-11,10 0,034¢
tratar con bisulfito (ng/pL)

Porcentaje de muestras con 30,50 31,20 1,00¢ 32,50 50,0 0,549¢
pureza inadecuada de ADN sin

tratar con bisulfito?

Mediana y RIC de ADN tratado 20,10; 8,30-66,43 9,15; 4,05-22,88 0,059¢ 19,60; 8,6-59,50 1,70; 1,30-2,10 0,023¢
con bisulfito (ng/uL)

Porcentaje de muestras con 9,70 12,5 0,664 10,20 50,0 0,2034
pureza inadecuada de ADN

tratado con bisulfito”

SHOX2 Nimero de muestras (%) 167/170 (98,24) 3/170(1,76) = 37/38(97,37) 1/38 (2,63) =
Mediana y RIC de ADN sin 43,20; 23,70-101,40 12,60; 5,20-17,60 0,024¢ 35,00; 7,70; - 0,132°¢
tratar con bisulfito (ng/uL) 19,65-147,30
Porcentaje de muestras con 29,90 66,70 0,2224 24,30 100,00 0,2634
pureza inadecuada de ADN sin
tratar con bisulfito®
Mediana y RIC de ADN tratado 19,90; 8,50-60,70 1,5; 1,40-7,60 0,019¢ 22,30; 6,00-89,60 2,10 0,132¢
con bisulfito (ng/uL)

Porcentaje de muestras con 9,60 33,40 0,272¢ 10,80 100,0 0,1324

pureza inadecuada de ADN
tratado con bisulfito”

RIC: rango intercuartil.

En negrita, el valor de la p significativo.
3 La pureza inadecuada se refiere a una ratio 260 nm/280 nm inferior de 1,7.
b La pureza inadecuada se refiere a una ratio 260 nm/280 nm inferior de 1,8.
¢ Valores de p obtenidos aplicando la U de Mann-Whitney.

4 Valores de p (estadistico de Fischer) obtenidos mediante tablas de contingencia.

Estudios de metilacién a partir de muestras citolégicas
ganglionares

Aunque la mayoria de las muestras parecen adecuadas para
estudios posteriores, para corroborar su validez se realizaron
analisis de metilacién para 2 genes supresores de tumor empleando
2 metodologias distintas. Enla tabla 2 se resumen las caracteristicas
de las muestras en funcién de la obtencion del dato de metila-
cién (muestras con/sin dato de metilacién), para ambos genes y los
2 abordajes.

Mediante la técnica de qPCR-MS no fueron posibles los analisis
enel 9,41 (16/170; p16/INK4a) y 1,76% (3/170; SHOX2) de las mues-
tras, mientras que por pirosecuenciacion no se obtuvo informacién
en un 1,26 (2/159; p16/INK4a) y 2,63% (1/38; SHOX2) de los casos.
Las medianas y los RIC de la concentracién de ADN antes y des-
pués del tratamiento resultaron considerablemente inferiores en
las muestras sin dato de metilacién en comparacién con aquellas
en las que si fue posible el anélisis. Esta diferencia resulté estadis-
ticamente significativa (tabla 2), relacionandose con la dificultad
en los andlisis para ciertas muestras. Sin embargo, el porcentaje
de muestras con pureza inadecuada se mostré muy variable tanto
para las muestras sin dato de metilacién como para aquellas con
dato, aunque en las primeras resulté en todos los casos mayor, rela-
ciondndose también con la ausencia de resultados con las técnicas
empleadas. Enlafigura 1 se muestran las curvas de amplificacién de
p16/INK4a mediante qPCR para una muestra valida y una no valida,
mientras que los pirogramas de p16/INK4a para una muestra valida
y una no valida se presentan en la figura 2.

Discusion

Existe amplia evidencia de la presencia de micrometasta-
sis oculta en ganglios, indetectable por métodos citohistolégicos
estandares®°-12, La reciente introduccién de técnicas moleculares
ha demostrado una mejora en la deteccién de células metastasicas

tanto en tejidos, incluyendo el material citolégico, como en
diferentes fluidos biol6gicos®. Recientemente, Nakajima et al.!!
describieron que el aislamiento simultidneo de ADN, ARN y pro-
teina puede realizarse a partir de muestras obtenidas por USEB. Sin
embargo, hasta la fecha son pocos los datos publicados sobre anali-
sis moleculares empleando estas muestras®'%!1 incluidos estudios
de expresiéon por qPCR de citoqueratinas, MUC1, p53, K-ras, CEA,
CK19, KS1/4, lunx, PDEF y ALK'3-1>, deteccién de mutaciones en
EGFR, KRAS, BRAF y PIK3CA'S, y deteccién de citoqueratinas y ALK
por inmunohistoquimica'>!>17, Asimismo, dada la importancia de
la metilacién aberrante de islas CpG como principal mecanismo
epigenético para la regulacién del silenciamiento de los genes y
su implicacién en los procesos neoplasicos, los estudios molecula-
res también se han centrado en esta drea, estudiandose el estado de
metilacién en los genes MGMT, p16/INK4a, p14/ARF, FANCF, Reprimo,
TMS1/ASC y AP-20°18,

En este trabajo hemos demostrado que las muestras ganglio-
nares obtenidas por USEB son adecuadas para realizar estudios
de metilacién empleando técnicas de qPCR-MS y pirosecuencia-
cién, con mayor sensibilidad que la PCR-MS comtGnmente empleada
en los analisis de metilacién, incluidos los estudios referenciados
previamente® '8,

A diferencia de otros estudios moleculares con muestras de san-
gre, el inconveniente inicial de emplear muestras obtenidas por
USEB es el volumen limitante recuperado en cada puncién, ademas
de la variacién en la celularidad, por lo que es prioritario extraer la
mayor cantidad de ADN de buena calidad. El protocolo empleado
en nuestro estudio permitié obtener ADN de pureza 6ptima/buena
en un 69% de las muestras. Ademas, no se observaron variaciones
seglin la estacién ganglionar puncionada ni el diagnéstico histolé-
gico final de la neoplasia.

La metilacion del ADN, a diferencia de las mutaciones
acompaiadas de cambios en la secuencia de ADN, consiste en
la transferencia de grupos metilos (-CH3) a bases citosina del
ADN situadas previa y contiguamente a una guanina. Por ello,
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Figura 1. Curva de amplificacién de p16/INK4a por qPCR-MS para una muestra valida (linea verde) y una muestra no valida (linea amarilla).

un paso previo para el estudio de metilacién constituye el trata-
miento con bisulfito de sodio, que convierte todas las citosinas
no metiladas en uracilos, mientras que las citocinas metiladas
permanecen inalteradas'®2%, Esta modificacion resulta indispen-
sable para poder distinguir las citosinas metiladas de las no
metiladas.

Durante el tratamiento con bisulfito el ADN es sometido a
condiciones agresivas (largas incubaciones a altas temperaturas y
pH acido, altas molaridades de bisulfito y urea) para asegurar la
completa conversién?%, siendo un punto critico para realizar un
correcto andlisis de metilacién evitando la sobrestimacion?'. El
kit que empleamos para el tratamiento de bisulfito esta disefiado
para minimizar la degradacién y pérdida del ADN. La cantidad
6ptima de ADN de partida es de 200-500 ng (10-25 ng/p.L), y solo
el 8,82% de las muestras del estudio presentaron concentraciones

600 -

500~

300 -

200

75

e
50

inferiores, encontrandose ain asi dentro del amplio rango (50 pg-
2 wg) recomendado.

Aunque se estima que el kit que empleamos permite una recu-
peracién del ADN inicial mayor del 80%, un 93,53% de las muestras
tratadas mostraron menor concentracion, con una media de dismi-
nucioén del 52,92 4+ 38,77%. A pesar de esta disminucidn, la calidad
del ADN modificado resulté 6ptima/buena en el 90% de las mues-
tras. Ehrich et al. (2007)2°, empleando el mismo kit de bisulfito que
utilizamos en este estudio, diseflaron un ensayo para determinar
la calidad del ADN modificado y observaron que se consigue buena
calidad de amplificacién de fragmentos de hasta 477 pb, disminu-
yendo su calidad en los de 617 pb.

Si bien la cantidad y calidad del ADN modificado a priori
parece adecuada para estudios posteriores, la validez de las
muestras se determiné empleando las técnicas de qPCR-MS y

[T TRC S o

L

Lt L s L
ESAGCTATGTCAGTC TG TCGGAGTAGTATGATGT CAGT CTG TCGGAGTAGTATGATG T TCGTGATGTGTGA TCAGTCTGTCAGTCG
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80

ESAGTCGTATCAGTCGTAGTCTGTCAGTCGTAGTCGAG
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ESAC CTATE TCAGTC TG TCGGAG TAGT ATGATGT GAGT CTG TCGGAGTAGT ATGA TG TTCGTGA TG TG TGATCAGT CTGT GAGT GG
0 15 20 25 30 3 40 45 50 55 60 65 70 75 80

Figura 2. Pirogramas de p16/INK4a para una muestra valida (graficas superiores) y una muestra no valida (graficas inferiores). Como la pirosecuenciacién se realiz6 en
2 reacciones distintas para abarcar los 18 sitios CpG de la isla, los pirogramas de la izquierda muestran los primeros 7 sitios CpG, mientras que los pirogramas de la derecha
muestran los Gltimos 11 sitios CpG. Las barras grises de los pirogramas indican cada sitio CpG.
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pirosecuenciacién. La qPCR-MS es un método cuantitativo, obte-
niéndose un porcentaje de metilacion relativo de toda la isla CpG,
mientras que la pirosecuenciacién se emplea como gold estandar en
los analisis de metilacién, obteniéndose el porcentaje de metilacién
para cada sitio CpG de la isla estudiada.

Los genes seleccionados fueron p16/INK4a y SHOX2, descritos
ampliamente en la literatura como potenciales biomarcadores de
metilacién para el prondstico y diagnéstico del CP?2-2°, El gen
p16/INK4a esta implicado en la regulacién del ciclo celular indu-
ciendo su interrupcién, mientras que el gen SHOX2 pertenece a la
familia de genes con dominio homeobox y esta relacionado con el
empaquetamiento del ADN. La metilacién de estos genes ha sido
estudiada por PCR-MS, qPCR-MS, pirosecuenciacién y enzimas de
restriccion sensibles a sitios de metilacién, entre otros, empleando
muestras de tumor primario, suero, plasma, esputo, aspirado o
lavado bronquial?223-23,

La isla CpG que estudiamos en p16/INK4a es de 150 pb e incluye
18 sitios CpG, mientras que para SHOX2 esta corresponde a 124 pb
con 11 sitios CpG, cercanos al rango 150-300 pb recomendado para
obtener buena calidad de amplificacién2?2!. La cuantificacién de
la metilacién no fue posible en algunas muestras debido a la baja
cantidad de ADN, ademas de la inadecuada pureza, fragmentacién
y degradacién como consecuencia del tratamiento, justificando la
dificultad de los analisis.

La concentracién de ADN entre 2,6-4,6 veces mayor en las mues-
tras con dato de metilacién en relacién con aquellas sin dato pone
en evidencia la importancia de la cantidad de ADN de partida. En
cuanto ala concentracién de ADN luego del tratamiento de bisulfito,
las diferencias resultaron ain mayores, entre 2,2-13 veces superio-
res. De acuerdo con nuestro estudio, es conveniente que a partir de
muestras obtenidas por USEB se logre conseguir una concentraciéon
de ADN de al menos 20 ng/L para ser tratado con bisulfito de sodio.
Asimismo, para lograr cuantificar la metilacién mediante gPCR-MS
anidada o pirosecuenciacién es recomendable una concentracién
de ADN tratado no inferior a 8 ng/j.L.

Resulta razonable comentar que en los andlisis por qPCR-MS
la ausencia de metilacién de p16/INK4a probablemente explique
la mayor cantidad de muestras sin datos, ya que por pirosecuen-
ciacién los andlisis fueron posibles en practicamente todas las
muestras. Para el gen SHOX2, aunque el 2,63% de las muestras no
fueron posibles de pirosecuenciar, cabe comentar que tan solo se
pirosecuenciaron 38 muestras, resultando sin dato una tinica mues-
tra que tampoco pudo ser pirosecuenciada para p16/INK4a.

Los avances en las técnicas menos invasivas para la obtencién
de muestras como la USEB, junto con el mejor entendimiento de
las bases moleculares del desarrollo y progresién del tumor como
la metilacién aberrante del ADN, constituyen herramientas que
en conjunto representan una estrategia muy prometedora para la
mejora en el diagnostico y estadificacion del CP. Para trasladar esta
estrategia a la practica clinica resulta imprescindible un adecuado
material de partida en términos de cantidad y calidad del ADN. De
acuerdo con el estudio que realizamos, el abordaje multidiscipli-
nar es posible, resultando, ademas, de gran rendimiento, ya que
permitiria el analisis por qPCR-MS (PCR anidada) de hasta 12 mar-
cadores de metilacién. Mas atn, la posibilidad de tener suficiente
muestra en condiciones nos permitira la combinacién de un panel
de marcadores que mejoraria sin duda la sensibilidad requerida
para la deteccién de la afectacion microscépica del ganglio linfatico
(N oculto), no conseguida con las actuales técnicas citohistologi-
cas.

Conclusion

La cuantificacién de la metilacién por técnicas como qPCR-MS
0 pirosecuenciacién a partir de muestras ganglionares obtenidas

por USEB-PTB resulta viable siempre y cuando se logre obtener una
concentracién minimamente adecuada de ADN. La posibilidad de
realizar estudios de epigenética en muetras ganglionares obtenidas
por USEB podria contribuir notablemente a la blisqueda de biomar-
cadores epigenéticos que mejoren la toma de decisiones en el CP
potencialmente curable en beneficio del paciente.
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