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I. RESUMEN. El céncer pulmonar de células no pequefias (CPCNP) es la
neoplasia mas frecuente en el mundo y principal causa de muerte por cancer. La
quimioterapia (QT) es el tratamiento de eleccién en pacientes con enfermedad
avanzada (EC llIB y EC IV), para esta neoplasia la tasa de respuesta es baja,
con una sobrevida no muy éptima y con una toxicidad considerable. Debido a
que los factores prondsticos clinicos hasta ahora conocidos (etapa clinica, estado
funcional y pérdida de peso entre otros) no son utiles como predictores de
respuesta a los regimenes estandares basados en platino (quimio-resistencia y/o
sensibilidad) surge la necesidad de identificar blancos moleculares predictores de
respuesta a la QT y asi ofrecer una terapia mas efectiva. Por lo anterior se
deben considerar predictores moleculares como es el caso de la enzima
telomerasa. La funcidon de esta enzima esta implicada en la inestabilidad
gendmica, en la inhibicion de la apoptosis e inmortalizacion de la célula
neoplasica por la desregulacion de los genes que la controlan, todos estos
potenciales blancos de los farmacos anti-neoplasicos.

OBJETIVO PRIMARIO: conocer el valor predictivo de la expresion de la enzima
telomerasa en pacientes con CPCNP en EC IlIB y IV tratados con gemcitabine 1
gr/ m? de superficie corporal, dias 1y 8 mas carboplatino (CBP) con un AUC de
5 en el dia 1, cada 28 dias, como quimioterapia de primera linea. Su tasa de

respuesta clinica asi como su toxicidad.



Tesis de Especialidad en Oncologia Médica Dr. Miguel Angel Pluma Jiménez

MATERIAL Y METODOS: este estudio se realizé en el Hospital de Oncologia
Centro Médico Nacional Siglo XXI del 1 de abril al 30 de noviembre del 2004.
Criterios de inclusion. Etapas IlIB y IV de CPCNP, de género masculino o
femenino, con espécimen tumoral para la confirmacién histolégica por patélogos
del Hospital, edad mayor a 18 afios y menor o igual a 80 afios, ECOG < 2, con
enfermedad medible segun los criterios del RECIST (Response Evaluation Criteria
in Solid Tumors), virgenes a tratamiento citotoxico, biometria hematica con
neutrofilos totales >1500, Hemoglobina 210 mg / dl, plaquetas >1000,000,
depuracion de creatinina = 40 ml / minuto, y / o calculada por la formula de
Cockroft y Gault. Transaminasas Yy bilirrubinas no mayores al valor doble de lo
normal.

Criterios de no inclusién. ECOG de 3 o 4, tratados previamente con radioterapia,
con enfermedades co-mérbidas descontroladas o complicadas (p/e, diabetes
mellitus, hipertension arterial sistémica, insuficiencia renal, hepatica, cardiaca, o
deterioro neurolégico).

RESULTADOS: se incluyeron un total del 17 pacientes con edad media de 61
afios (rango 45 a 77 anos), 9 (53%) del sexo masculino y 8 (47%) del femenino,
4 con EC IV (23%) y 13 con EC IlIB (77%) de los cuales 8 con derrame pleural
(C/D). un paciente con ECOG de 0 (6%), 14 con ECOG de 1 (82%) y dos con
ECOG de 2 (12%). La histologia de adenocarcinoma en 12 pacientes (70%) y 5

con carcinoma epidermoide (30%).
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Después de un numero medio de 4.5 ciclos (rango 3 a 6) por paciente, 6
(35%) mantuvieron enfermedad estable (5 con EC IlIB de los cuales 4 C/D y 1 con
EC IV), 5 (30%) lograron respuesta parcial del 30 al 50% (todos EC IlIB pero 1
C/D) yen6(35% ) progreso la enfermedad, uno a nivel de parénquima contra
lateral ( EC IlIB C/ D), otro a nivel local y a SNC (EC 1V), y los otros 4 solo a nivel
local (2 con EC IV y 2 con EC IlIB con derrame pleural). No hubo casos de
respuesta completa por lo que la tasa de respuesta fue del 30%.

La toxicidad fue dada por astenia y nausea en el 30% (5 pacientes),
trombocitopenia grado 2 en 1 paciente (6%) y como ademas presenté nausea
grado 2 se decidio ajuste de dosis de CBP y gemcitabine (reduccion del 10% de
su dosis). Anemia grado 2 (12%) en otros 2 pacientes, neutropenia grado 2 (6%)
en 1 paciente y en otro mucositis grado 1. No hubo diferimiento de ciclos.

La enzima telomerasa se determind mediante el método AWS (average
weighted score) para evaluar la expresién de manera semi-cuantitativa, utilizando
la técnica de inmunohistoquimica, y como controles de expresion a tejidos
conocidos por su expresion basal. Se utilizo un anticuerpo policlonal contra la
fraccion catalitica de la enzima en los especimenes tumorales. El analisis de
expresion-respuesta se realizd en Unicamente 11 pacientes, la suma del
porcentaje de expresién (29.76) en los 4 pacientes con progresion de la
enfermedad a nivel local comparado con los pacientes con respuesta parcial (8.85)
se correlaciono en forma directa con la falta de respuesta.

CONCLUSIONES: La expresion elevada de la enzima telomerasa en los
especimenes tumorales analizados, mostrd una correlacion directa con la falta de

respuesta al régimen de manera estadisticamente significativa (p=0.045), lo que
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sugiere que la expresién de la enzima telomerasa es un potencial candidato para
marcador de quimio-resistencia y de progresion de la enfermedad, si bien son
pocos los casos en este estudio, este analisis justifica un estudio con un mayor
numero de casos.

La tasa de respuesta de dicho régimen de QT fue menor que el reportado
con el mismo régimen en los dias 1, 8 y 15 cada 28 dias (30 vs 50%), y baja
toxicidad hematologica. El seguimiento a largo plazo de estos pacientes para
valorar el mantenimiento de la respuesta y la SVG en relacion con el régimen, la
expresion de la enzima y el comportamiento biol6gico de la enfermedad, podrian
ofrecer una mayor informacién en este marco predictivo y asi generar nuevas

hipotesis sobre la expresién de la enzima telomerasa y su utilidad clinica.
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Il. ANTECEDENTES

El cancer pulmonar es la neoplasia mas frecuente en el mundo y la principal
causa de muerte por cancer 2 En el 2004 se estimé un diagnostico de 173,700
casos nuevos y 164,440 muertes en Estados Unidos de América 3. En Meéxico
también ocupa la primera causa de mortalidad por cancer desde 1980 E
constituyendo un verdadero problema de salud publica.

Aunque la etiologia es multifactorial, el tabaquismo es el principal factor de
riesgo para su desarrollo ® pues 87% de los casos al diagnéstico cursa con
tabaquismo activo ? y 1 de 9 fumadores puede desarrollar la enfermedad durante
su vida. La carcinogénesis ambiental incluye al asbesto, al arsénico, el platino y el

berilio”.

DIAGNOSTICO OPORTUNO

Si bien, la tomografia axial computarizada para la detecciéon temprana de
esta neoplasia en personas con tabaquismo parece incrementar el porcentaje de
casos diagnosticados en etapa clinica (EC) |, los resultados de estudios
aleatorizados aun no estadn disponibles para determinar su beneficio en la
reduccion de la mortalidad como prueba de tamiz ®. Al menos la combinacién de
radiografia de térax y el analisis citolégico del esputo no ha mostrado una
reduccion significante de la mortalidad en estudios aleatorizados durante los

ultimos 20 afios %'°. Ante este panorama solo las politicas efectivas de salud

9
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publica para prevenir el tabaquismo, el control de la adiccién a la nicotina y la
regulacion adecuada de la industria tabaquera podrian tener resultados favorables

en la prevencion del cancer pulmonar y en la subsecuente morbi-mortalidad.
TIPOS HISTOLOGICOS

La OMS ha dividido el cancer pulmonar en 2 grandes grupos histoldgicos
principales: carcinoma pulmonar de células pequefias que comprende
aproximadamente el 20% del total de la incidencia y el cancer pulmonar de células
no pequeias (CPCNP) que ocupa el 75 a 80% restante, el cual incluye al
adenocarcinoma, al carcinoma de células escamosas y al carcinoma de células

grandes 2

SOBREVIDA Y RESULTADOS DEL TRATAMIENTO

La sobrevida (SV) a 5 afios esta inversamente relacionado con la EC al
momento del diagnéstico y al mismo tiempo determina la eleccién del tratamiento,
pacientes en etapa temprana (EC | y Il) son candidatos a cirugia o en caso
contrario radioterapia (RT) radical sola, desafortunadamente solo el 20 a 30% de
los casos se diagnostica en esta etapa (Tabla 1) 123 La enfermedad localmente
avanzada resecable (ECIIIA) tiene una SV muy pobre pese a la mejoria con la
quimioterapia (QT) pre-operatoria, semejante a la EC IlIB (tumores con
diseminacion intra-toracica no resecables o marginalmente resecables) '* la cual
se trata de manera concomitante con QT y RT si el estado funcional del paciente

lo permite *°.

10
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ENFERMEDAD LOCALMENTE AVANZADA NO RESECABLE (EC llIB) y

METASTASICA (IV)

El tratamiento de estos pacientes es con QT, sin esta la SV media (SVM) es
de 4 a 5 meses y la SV a 1 afio de tan solo el 10%, mientras con QT a base de
cisplatino (CDDP) la SVM se prolonga a 8 meses y la tasa de SV a 1 afo se

aumenta a un 33% .

FACTORES PRONOSTICOS

Hasta ahora, los factores clinicos predictores de SV de mayor interés y
como factores de buen pronéstico son la etapa clinica (por TNM), el estado
funcional (ECOG de 0,1 o 2), la pérdida de peso no mayor al 5% del peso
corporal total al diagnéstico y el género femenino'’. En contraste, con el avance
de la biologia molecular en los Ultimos afios se han identificado varias
alteraciones genéticas implicadas en la patogénesis del CPCNP ', como Ia
sobre-expresién de ciertos oncogenes o la inactivacion de genes supresores '°, a
los que se les ha tratando de dar un valor pronéstico y predictivo, sin embargo su
papel en el tratamiento de la enfermedad avanzada dentro de la practica clinica

estan aun por definirse®® ?'.
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QUIMIOTERAPIA ESTANDAR

Los regimenes de QT basados en CDDP son el tratamiento estandar,
sustentado por los resultados de un meta-andlisis realizado por el Grupo
Cooperativo del CPCNP en 1995 %, el cual demostré que los regimenes de QT
basados en CDDP aumentaron un 10% la SV absoluta a 1 afio, redujeron el riesgo
de muerte en un 27%, y prolongaron a 1.5 meses la SVM comparado con los
mejores cuidados de soporte, diferencia que parece pequefa pero
estadisticamente significativa. Con los nuevos citotéxicos: paclitaxel, docetaxel,
gemcitabine, vinorelbine e irinotecan, incorporados a regimenes con CDDP o CBP
en estudios aleatorizados fase lll, se aumentd la tasa de respuesta y se ampli6 la
SVM de 8 a 10 meses . Pese a estos avances en el tratamiento de la
enfermedad avanzada ninguna combinaciéon en particular basada en CDPP ha
demostrado superioridad en términos de eficacia en la mayoria de los grandes

estudios aleatorizados, %%

y la combinacion de 3 citotoxicos no ofrece
superioridad, pero si un incremento de la toxicidad 2>%.

En resumen, la tasa de SV a 5 anos del 8% al inicio de los 60°s se aumento
a un 15% al principio de los 90’s, con un tiempo medio para la progresiéon (TMP)

de 4 a 6 meses y una tasa de SV a 1 afio del 30 al 40% %%,

12
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CDDP o CARBOPLATINO?

La eficacia terapéutica del CDDP comparada con el carboplatino (CBP) en
CPCNP es aun punto de controversia, varios autores sugieren que CBP puede
reemplazar al CDDP cuando el objetivo es la paliacion 2 CBP comparte un
mecanismo comun de acciéon con el CDDP como agente alquilante, pero con
diferente farmacocinética y toxicidad limitante de dosis (menor toxicidad no
hematolégica y hematolégica) *°. Debido a su aceptable toxicidad y facil
administracion el CBP se recomienda en pacientes con edad avanzada en
sustitucién del CDDP.

Sin embargo, la controversia aun no esta resuelta pues recientemente un
meta-analisis con 1,191 reportes y 8 estudios (2,948 pacientes), de los cuales 5
investigaron regimenes que contenian CDDP mas un nuevo agente, mostré que la
QT basada en CDDP ofrece una tasa alta de respuesta pero sin ventaja
significante en la SV (hazard ratio = 1.050; 95% ClI, 0.907 a 1.216; P = .515), con
toxicidad por ndusea y vémito mientras la trombocitopenia fue mas frecuente en el
grupo de CBP, pero sin diferencias significantes en la mortalidad relacionada al
tratamiento. La conclusién es limitada debido a que varios resultados se tomaron

de resumenes de congreso *'.
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GEMCITABINE MAS CARBOPLATINO COMO TERAPIA DE PRIMERA LINEA EN

ENFERMEDAD AVANZADA

Gemcitabine un analogo de la pirimidina, antimetabolito de la citarabina que
una vez activado por la deoxicitidina cinasa, se incorpora dentro del DNA,
inhibiendo a la exonucleasa y con ello la reparacién del DNA. En estudios fase |I,
como agente Unico de primera linea se obtuvo una tasa de respuesta del 20% 3233
logrando una buena paliacion.

La combinacion de CBP mas gemcitabine ha sido explorada en esta
neoplasia, los estudios iniciales que administraron gemcitabine en los dias 1, 8 y
15, cada 28 dias encontrando tasas altas de trombocitopenia (40 a 60%) 3. La
dosis maxima tolerada del CBP segun el estudio Fase | de Carmichel's * se
establecié con un AUC de 5.2 (mg/ml/min) al combinarlo con Gemcitabine.

Carrato et al. > administré CBP con una AUC de 5 en el dia 1 y gemcitabine
1000 mg/m 2 de superficie corporal (SC) entre los dias 1 y 8 (cada 21 dias)
obteniendo una tasa de respuesta del 37% y una toxicidad hematologica
significantemente baja. Masotti et al. % Uso gemcitabine 1000 mg)'m2 SC en dias
1,8 y 15 mas CBP con AUC de 5 en el dia 2 cada 28 dias, reportando una tasa de
respuesta del 50% [(95% CI) 36-64.1%] con una duracion media de 7 meses,
SVM de 13 meses y una toxicidad aceptable.

Un estudio fase Il * con 88 pacientes ancianos de edad media 74 afios
(rango 65-83) usando la dosis propuesta por Shibata et al. *° para CBP (AUC de 4

en el dia 1) y la de Castellano et al.*' para gemcitabine (1000 a 1250 mg/m2 SC
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en los dias 1y 8, cada 21 dias). Después de una media de 4 ciclos por paciente,
se obtuvo una tasa de respuesta del 37.5%(IC 95%: 27.4 a 47.6) 3 pacientes con
respuesta completa y 30 con respuesta parcial, 37.5% con enfermedad estable y
25% (22 pacientes) con progresiéon de la enfermedad, logrando una SVM de 9
meses con una tasa de SV a 1 afio del 34% y un TMP de 8 meses. La toxicidad
grados 3 y 4 segun la OMS se presento por: neutropenia en 13% de los ciclos,
trombocitopenia y anemia in 4.5 y 14.7% de los pacientes en cualquier ciclo. No
hubo muertes relacionadas al tratamiento. Por lo que la combinacién de CBP y
gemcitabine a estas dosis es dptima en pacientes con edad avanzada, pues
ofrece una tasa de respuesta y SV dentro del rango de los regimenes mas activos,

con buena calidad de vida y toxicidad aceptable.

BUSQUEDA DE FACTORES PREDICTIVOS

Pese a estos avances en el tratamiento con QT para esta enfermedad el
beneficio es limitado. En parte al poco conocimiento del comportamiento biolégico
tumoral y de su patogénesis molecular para identificar blancos terapéuticos
dirigidos que ofrezcan mayor eficacia y por otra parte a la falta de factores
predictivos de respuesta a la QT para seleccionar la terapéutica mas efectiva. Los
marcadores moleculares entonces son objeto de investigacion en este marco,
como el gen del retinoblastoma, Ki-67, p53, bcl-2 y K-ras, sin embargo su
importancia clinica en relacién a la progresiéon de esta enfermedad y a la

respuesta del tratamiento citotéxico permanece incierto*°,
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ENZIMA TELOMERASA COMO FACTOR PREDICTIVO

Se ha demostrado la expresion de la enzima telomerasa en la mayoria de

los especimenes tumorales a diferencia de los tejidos adultos normales 64

y
aunque en varias células somaticas humanas normales esta suprimida, se reactiva
durante la carcinogénesis, corroborado por la presencia de su actividad en el 80 a
90% de las neoplasias humanas “®. Por lo anterior ha sido objeto de amplias
investigaciones, tratando de mostrar su utilidad potencial como marcador
diagnostico (ambito clinico) 4 y como blanco de intervenciones terapéuticas en el

CPCNP debido a su presencia en el 78 a 96% de los casos %52

FUNCION Y ESTRUCTURA DE LA ENZIMA TELOMERASA

Varias células humanas se dividen en un nimero limitado de veces antes
de entrar a la senectud (incapaces de divisiones futuras), en contraste,
cominmente las células neoplasicas tienen Ila habilidad de dividirse
indefinidamente. Estas diferencias implican a los mecanismos por los cuales las
células mantienen los 2 extremos de sus cromosomas conocidos como telémeros,
del griego, telo para “extremo” y mere para “estructura” (Fig. 1 y 2) los cuales
estan constituidos por DNA especializado y por proteinas unidas al DNA,

formando repeticiones longitudinales de un hexanucleotido (TTAGGG) de una sola
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Cadena %54,

La presencia de telémeros distingue el extremo natural de los
cromosomas lineales, de la ruptura aleatoria del DNA, que evita la fusion extremo-
a-extremo no deseada o la degradacion nucleolitica.

En cultivos celulares e in vivo, los telémeros se acortan cada vez que los

cromosomas lineales se replican en cada ciclo celular, *>°%%

y las células
humanas normales se hacen seniles cuando tienen acortamientos teloméricos a
una longitud critica (<4 kilobases), esta senescencia ocurre para prevenir crisis
(estado de inestabilidad cromosémica) o muerte celular que esta asociada al
acortamiento excesivo de los telémeros (0 a 2 kb), dicho acortamiento durante la
proliferacion celular es el resultado de un desquilibrio entre este y la sintesis
telomérica **. Las células troncales o de linea germinal y las células neoplasicas
pueden mantener la longitud del telémero para prevenir senilidad e inestabilidad
gendmica por medio de 2 mecanismo hasta ahora identificados:

%8 via principal,

1. Por medio de la expresion de la enzima telomerasa,
compuesta de 2 partes, de RNA que contiene una regiéon que permite su unién al
telomero y una proteina especializada transcriptasa reversa que usa la RNA
telomererasa para polimerizar nuevo RNA telomérico y asi mantener la extension
del telémero (Fig.3).

2. Via alterna de alargamiento de los telémeros, al parecer usa intercambio
de secuencias entre telémeros (recombinacion) para mantener el alargamiento de
los mismos %57,

La enzima telomerasa es por lo tanto, un complejo de ribonucleoproteina

celular que es sobre-regulada o activada en la mayoria de las neoplasias, *¢*®
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cataliza la sintesis y la extensién de repeticiones TTAGGG teloméricas
estabilizando la longitud del telémero, ® fenémeno que detiene la pérdida normal
del DNA telomérico y paso importante para la adquisicion de la inmortalizacion
celular (evidente durante la progresiéon tumoral), evitando ademas inestabilidad

gendmica 20

IMPLICACIONES CLINICAS DE LA ENZIMA TELOMERASA EN CPCNP

En lavado bronquial la expresion elevada de esta enzima se ha asociado
con un pronéstico pobre en etapas tempranas ®. Rosa Gonzalez-Quevedo ©°
reportdé una actividad telomerasa elevada positiva en el 82% de casos con
CPCNP, marcador determinante de mal prondstico debido a su asociaciéon a
tumores pobremente diferenciados o por la recurrencia temprana de estos.

5166 encontraron actividad elevada de esta enzima en

Resultados semejantes
CPCNP principalmente en los que tenian una tasa alta de proliferaciéon celular y
etapa patoldgica avanzada. En otro estudio, la expresiéon elevada de esta enzima

se asocid con una pobre SV comparado con los de expresion baja de esta enzima

(p=0.02) .
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lll. JUSTIFICACION

Debido a que los factores prondsticos clinicos hasta ahora conocidos en
CPCNP no son dutiles como predictores de respuesta a las terapias estandar
basadas en platino (quimio-resistencia y/o sensibilidad), esta claro que para tratar
de ofrecer al paciente una terapia optima (individualizada) sin llegar al sobre-
tratamiento y a la toxicidad de un régimen no optimo, se debe intentar identificar
blancos moleculares basados en su biologia tumoral como predictores de
respuesta. Como la enzima telomerasa, cuya funcién esta implicada en la
inestabilidad gendmica, inmortalizacién de la célula neoplasica e inhibicién de la
apoptosis, por lo que su actividad podria ser evaluada como un marcador

predictivo de respuesta a la QT.

IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢ Que valor predictivo de respuesta tiene la expresion de la enzima telomerasa en

CPCNP avanzado (EC llIB y IV) tratado con el régimen gemcitabine mas CBP

como quimioterapia de primera linea?
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V. HIPOTESIS

La expresion elevada de la enzima telomerasa en CPCNP en EC IIIB y IV
es un factor predictivo de repuesta a la quimioterapia de primera linea con

gemcitabine mas CBP.

VI. OBJETIVOS

PRIMARIOS

1. Conocer el valor predictivo de respuesta de la expresion de la enzima

telomerasa en pacientes con CPCNP en EC llIB y IV tratados con

gemcitabine mas CBP como quimioterapia de primera linea.

SECUNDARIOS

1. Determinar la tasa de respuesta del régimen gemcitabine mas CBP

2. Conocer su toxicidad.

DISENO DEL ESTUDIO

Fue un estudio prospectivo, descriptivo, observacional y transversal.
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VIl. MATERIAL Y METODOS

El universo de pacientes se obtuvo de todos los que acudieron al Hospital de
Oncologia Centro Médico Nacional Siglo XXI con diagnostico de CPCNP del 1 de

abril al 30 de noviembre del 2004.

CRITERIOS DE INCLUSION. Pacientes del género masculino o femenino, en
etapas IlIB y IV de CPCNP, edad mayor a 18 afios y menor o igual a 80 afos,
disponibilidad y firma del consentimiento informado para recibir QT y autorizar la
manipulacién de sus muestras patologicas, contar con espécimen tumoral (por
biopsia, lavado bronquial por broncoscopia y/o liquido pleural) y confirmacion
histolégica por patélogos del Hospital, ECOG < 2, con enfermedad medible segtn
los criterios del RECIST (Response Evaluation Criteria in Solid Tumors), virgenes
a ftratamiento citotoxico, biometria hematica con neutréfilos totales =>1500,
Hemoglobina =10 mg/dl, plaquetas >1000,000, depuracién de creatinina > 40
ml/minuto, y/o calculada por la formula de Cockroft y Gault. Transaminasas y

bilirrubinas no mayores al valor doble de lo normal.

CRITERIOS DE NO INCLUSION. ECOG de 3 o 4, tratados previamente con
radioterapia, con enfermedades co-morbidas descontroladas o complicadas (p/e,
diabetes mellitus, hipertension arterial sistémica, insuficiencia renal, hepatica,

cardiaca, o deterioro neurolégico).
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CRITERIOS DE ELIMINACION. Cuando se interrumpiera la dosis de
gemcitabine y CBP por mas de 7 dias (pérdida de la dosis-intensidad). Que por
cuestiones técnicas no se lograra determinar la expresion de la enzima telomerasa

en el espécimen tumoral (para el andlisis de expresion-respuesta).

VISITA INICIAL. Se realizé historia clinica, valoracion clinica del estado
funcional y la actividad tumoral (signos y sintomas), revisién de estudios de

laboratorio y gabinete.

VISITAS SUBSECUENTES. Cada 21-24 dias, valorando la mejoria clinica
(signos y sintomas de la enfermedad), exploracion fisica, revision de los de

estudios de laboratorio y gabinete segun el caso.

TRATAMIENTO DE LOS PACIENTES. Primero se administré gemcitabine a
una dosis de 1 gr/m? SC, dias 1 y 8 en 250 ml de solucién salina al 0.9% en
infusion IV durante 30 minutos, mas CBP con un AUC de 5 en el dia 1 en 250 ml
de solucién salina al 0.9% en infusién IV durante 30 minutos, con ciclos cada 28
dias. Llegando a un maximo de 6 ciclos, pre-medicados para ndusea y vémito con

8 mg de dexametasona y 8 mg de ondansetron.

MEDICACION CONCOMITANTE. Los pacientes continuaron con sus

medicamentos antihipertensivos e hipoglucemiantes orales, analgésicos de
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acuerdo a la OMS, la medicacién necesaria para el manejo de eventos adversos

incluyendo transfusién de derivados sanguineos u ofras terapias de apoyo.

TOXICIDAD. La toxicidad se valoré segun los criterios de la OMS en cada

ciclo.

DEFINICION Y MEDICION DE LA RESPUESTA. Se realizo mediante los
criterios del RECIST después del tercer ciclo o ante la sospecha clinica de
progresion, en caso contrario después de un maximo de 6 ciclos. Considerando
respuesta completa (RC) a la desapariciéon de todas las lesiones tumorales.
Respuesta parcial (RP), disminucion del tamano tumoral igual o mayor del 30% en
relacién a las lesiones basales. Progresion de la enfermedad (PE) al incremento
de las lesiones igual o0 mayor al 20% o aparicion de nuevas lesiones. Enfermedad
estable (EE), sin respuesta parcial pero tampoco progresién de la enfermedad.

Tasa de respuesta (TR): suma de la RP y RC.

METODO PARA LA DETERMINACION DE LA ENZIMA TELOMERSA

Técnica de Inmunohistoquimica: se utilizo el sistema peroxidasa anti-peroxidasa,
previa desparafinizacion de las laminillas en xileno, seguida por hidratacién en
etanoles (100-30%), bloqueo con suero de cerdo (1:100) e incubacion del
anticuerpo primario (anti-Telomerasa) por 2 hr a T° ambiente en camara humeda.

Posteriormente se adicioné el Ab linker y finalmente el complejo PAP,
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usando como cromégeno diaminobenzidina, para producir un precipitado café
insoluble.

Andlisis de Resultados: Se realizé con un sistema de andlisis de imagen (sistema
de video-captura microscopio Olympus AX-70) para determinar la
inmunolocalizacién y expresion, utilizando un sistema de clasificacion de la
intensidad de la reaccion del cromégeno por el siguiente sistema: nula (0),
disminuida (1), media (2) e incrementada (3) multiplicando el niumero asignado a

cada una por el % de células tumorales positivas .

VIIl. ANALISIS ESTADISTICO

Utilizamos estadistica descriptiva evaluando en porcentajes a las variables
cualitativas y en medidas de tendencia central y dispersién a las variables
cuantitativas (representadas en graficas y cuadros). Debido al tamano pequefo de
la muestra se utilizé estadistica no paramétrica. Para el andlisis univariado de las
variables cuantitativas y comparar dos muestras independientes se uso la prueba
U de Mann-Whitney. Para las variables cualitativas la prueba exacta de Fisher's.
Para al analisis multivariado se aplicé una regresion logistica binaria con la
variable dependiente (tipo de respuesta) y las covariables edad y porcentaje de

expresion.
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IX. RESULTADOS

Se incluyeron un total de los 17 pacientes con mediana de edad de 61 afios
(rango 45 a 77 anos), 9 (53%) del sexo masculino y 8 (47%) del femenino (Grafica
1). 4 con EC IV (24%) y 13 con EC IlIB (76%) de los cuales 8 presentaron derrame
pleural [C / D]. (Gréfica 2). En cuanto al estado funcional un paciente con ECOG
de 0 (6%), 14 con ECOG de 1 (82%) y dos con ECOG de 2 (12%). La histologia
de adenocarcinoma se encontré en 12 especimenes tumorales (70%),
moderadamente diferenciados en 8 y poco diferenciados en 3, otro se reporto
como de células grandes poco diferenciado, 5 con carcinoma epidermoide (30%),
de los cuales 2 poco diferenciado y 2 moderadamente diferenciado (Grafica 3) y
uno bien diferenciado. El numero medio de ciclos administrados por paciente al
momento de la evaluacion fue de 4.5 (rango 3 a 6) sumando un total de 66 ciclos
administrados. Solo a 11 casos se les pudo determinar expresion de la enzima
telomerasa en los cuales se hizo el analisis de expresion-respuesta (Fig. 4). En los
otros casos no se determind debido a problemas técnicos durante el
procesamiento de la muestra. 2 especimenes se obtuvieron por citologia (derrame
pleural y el otro por cepillado bronquial), 3 por biopsia endobronquial y los 6

restantes por biopsia pulmonar.

RESPUESTA. La evaluaciéon de la respuesta se realizé por tomografia axial
computarizada (TAC) en 16 pacientes (94%), y en 1 caso telerradiografia del

térax. En 6 pacientes (35%) se encontré EE (5 con EC IlIB de los cuales 4 C/D y 1
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con EC IV), 5 (30%) con RP del 30 al 50% (todos EC IlIB pero 1 C/D) y 6 (35%)
con PE, uno a nivel de parénquima contra lateral (EC IlIB C/D), otro a nivel local y
a SNC (EC IV), y los ofros 4 solo a nivel local (2 con EC IV y 2 con EC llIB C/D).
No hubo casos de RC (Grafica 4), por lo que la TR fue del 30%. En la Tabla 2 se

enumeran las caracteristicas generales de los pacientes.

TOXICIDAD Y AJUSTE DE DOSIS. La principal toxicidad fue no hematoldgica, por
astenia en 5 pacientes (30%) durante los primeros 4 ciclos de QT, nausea en 5
(30%) pacientes (3 grado 1 y 2 grado 2) en los primeros 3 ciclos, seguido de
mucositis (6%) grado 1. Mientras la hematolégica se dio por trombocitopenia grado
2 en 1 paciente (6%) después del primer ciclo (este paciente ademas presentd
nausea grado 2) por lo que se decidié ajuste de dosis de CBP y gemcitabine
(reduccién del 10% de su dosis). Anemia grado 2 en otros 2 pacientes (12%)
ameritando transfusion de una unidad de concentrado eritrocitario, 1 paciente (6%)

con neutropenia grado 2 (Grafica 5). No hubo diferimiento de ciclos.

EXPRESION DE LA ENZIMA TELOMERASA Y RESPUESTA. La suma del
porcentaje de expresién en los 4 pacientes con RP fue de 4.57, en los 3 pacientes
con EE de 8.85 y en los de PE de 29.76. La EC IV se encontrd en 3 pacientes
(27.3%) y en 8 EC llIB (72.7%). En la Tabla 3 se muestran las caracteristicas de
estos pacientes y en la grafica 6, 7 y 8 su porcentaje de expresion y correlaciéon
con la respuesta.

Al realizar la tabla de frecuencias se determiné la mediana del porcentaje de

expresion de la enzima telomerasa (1.90) y se identificé también su valor minimo
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(0.57) y maximo (14.99). Se establecieron dos grupos de pacientes, los que
respondieron (36%) donde se incluyé a los 4 pacientes con RP, y los que no
respondieron (64%) de los cuales 3 presentaron EE y 4 PE (64%). Usando la
prueba exacta de Fisher's para el andlisis univariado de las variables cualitativas
comparando la EC y el tipo de respuesta, la EC IV respondié menos que la EC IIIB
(p= 0.212). Al formar un grupo con un valor > 2 del porcentaje de expresién de la
enzima (45.5% de los casos) y otro con un valor < 2 (54.4%), los 5 pacientes que
integraron el primer grupo no respondieron y en el segundo, 4 pacientes si
respondieron y 2 no. Asi, el grupo >2 tuvo menor probabilidad de respuesta al
régimen, comparado con el grupo <2 de manera estadisticamente significativa (p=
0.045). La inferencia clinica es que, a mayor expresion de la enzima telomerasa,
menor probabilidad de respuesta y PE.

En el andlisis sexo-respuesta no se encontraron diferencias estadisticamente
significantes (p= 0.652). Para compara las variables edad y el porcentaje de
expresion se uso la prueba U de Mann-Whitney, y no se encontré diferencia
estadisticamente significativa para la edad (p= 0.412), pero si para el porcentaje
de expresion (p= 0.042). Al incluir edad, sexo, EC y porcentaje de expresion de la
enzima al modelo de regresién logistica binaria para compara solo EC (con un
valor B de 58.46) y el porcentaje de expresion de la enzima (-22.50), se encontré
una diferencia estadisticamente significante para la EC (p= 0.005) y para el
porcentaje (p= 0.001), es decir, se corrobora que a menor porcentaje de expresion
se tiene mas probabilidad de respuesta y con una EC mas avanzada menor

probabilidad de respuesta
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Por otra parte y de manera aislada, cabe mencionar que un paciente tuvo
expresion elevada de la enzima (4.89) en relacién a los de PE y presentd EE,
mientras ofro paciente no presento expresion elevada (1.90) y progreso su

enfermedad.
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TABLAS, FIGURAS Y GRAFICAS

Tabla l.

ETAPA CLINICA

TASA DE SV A 5 ANOS

CON CIRUGIA POTENCIALMENTE CURATIVA

1A

A
B
A

67%
57%
55%
39%
23%
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Fig. 1. Cromosomas humanos en
metafase, donde en sus extremos se
observan los telomeros

Fig. 2. (Proteccion de los Telémeros).
Proteina de S. pombe unida al DNA
telomérico de cadena-sencilla (GGTTAC).
Dos vistas de su estructura por cristalografia
de rayos X (Lei et al., 2003). Las seis bases
estan unidas como 3 pares ancladas; las
flechas indican la unién principal de los
pares (GG) en 5'.
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Figura 3

chromosome  telomere (end of chromosoma)

TTAGGGTTAGGGTTAG
AATCCCAA

Telomerase binds 10

the islomere
— TTAGGGTTAGOG — ein
A Telomerase

AATCCCAA
RN

Telomorase synthosizos
new welomenic DNA

Fig. 3. Simplificacién de como la enzima telomerasa mantiene el
telomero. La proteina que contiene RNA se complementa con
repeticiones teloméricas TTAGGG, permitiendo a la telomerasa
unirse al telémero. La proteina transcriptasa reversa usa la RNA
telomerasa como sustrato para polimerizar nuevas repeticiones
TTAGGG teloméricas.
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Grafica 1

GENERO DE LOS PACIENTES

8 P?f;%ﬁs @ MASCULINO
9 PACIBNTES (53%) B FEMENINO

Grafica 2

PACIENTES SEGUN ETAPA CLINICA

4 PACIENTES
(24%)

BECNV
mECIB
OECIE CD

8 PACIENTES
(47%)

5 PACIENTES
(29%)
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Grafica 3
GRUPOS HISTOLOGICOS
8
7
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Fig. 4
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Figura 4.- Inmunohistoquimica de las lesiones tumorales para la proteina Telomerasa.

Se observa producto de reaccion positiva nuclear (A) en células aisladas para la enzima
telomerasa en corte histologico de adenocarcinoma broncogénico (a). Se aprecia producto
de reaccion en grupos celulares aislados de predominio citoplasmico (B). Micrografia que
muestra (C) grupos celulares que presentan producto de reaccién intensa tanto en niicleo
como en citoplasma (b). Imagen que muestra (D) tejido negativo a la deteccién de enzima
telomerasa (c). Biopsia con diagnéstico de adenocarcinoma broncogénico que muestra
reaccion positiva para telomerasa en nucleolo, nucleolema y citoplasma (E). Micrografia de
biopsia de adenocarcinoma broncogénico (F) con poblaciones heterogéneas positivas y
negativas a telomerasa con producto reacciéon de predominio nuclear (d). Biopsia de
adenocarcinoma broncogénico negativa a telomerasa (G). Biopsia con leve reaccion a
telomerasa en algunas células de la muestra (H).
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Grafica 4

RESPUESTA CON EL REGIMEN GEMCITABINE-
CARBOPLATINO

QOEC B
HEC B C/D
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NUMERO DE CASOS

EE RP PE
RESPUESTA
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(n=) | ESTUDIO EXPRESION DE
Edad/ Sexo | EC | ECOG HISTOLOGIA cicLo DE TIPO DE LA ENZIMA
(afios) . s IMAGEN RESPUESTA TELOMERASA
56 M B | Adenocarcinoma Poco diferenciado 4 TAC Estatismo No se realizo
c/D
47 M B 1 Ad i Mod. Diferenciad 6 TAC Estatismo
C/D (Biopsia pul por T ia)
n M v 1 Epidermoide (Biopsia de parenq 4 TAC Estatismo
pulmonar)
51 M B 1 Carci Epidermoide poco 4 TAC Parcial 30% No se realizo
S/D diferenciado
49 F wv 1 Ad i Mod. Dife iad 4 TAC Progresién local
(Biopsia pulmonar)
62 F me 1 Ad i Poco dife 1ad 6 TAC Estatismo No se realizo
C/iD
62 F B 1 Adenoc Mod. Dife iad 3 TAC Parcial
c/D (Biopsia pul n
45 M mB 1 Ade i Poco dif iad 3 TAC Progresién local
c/D (Biopsia pulmonar por fluoroscopia)
57 F me 1 Epidermoide Mod. Diferenciado 3 TAC Estatismo
(Biopsia bronguialpor broncoscopia)
69 M B 0 Células grandes Poco diferenciado 3 TAC Estatismo No se realizo
c/D
67 F B | Ad i Mod. Dife iad ] TAC Parcial del 50%
(Biopsia pulmonar por Toracotomia)
67 F v 1 Adenocarcinoma 5 TAC Progresidn a SNC y | No se realizo
Mod. diferenciado local
o4 M B I Epid le poco dif il 3 TAC Parcial del 50%
(Biopsia bronquial por ¢ pio)
73 M i 2 Ad i Mod. Difi iad 3 Tele de Progresién Local
/D (Citologia de liquido Pleural) Térax
67 F 1B 1 Adenocarcinoma Mod. Diferenciado 4 TAC Progresion Pulmdn | No se realizo
C/iD contralateral
72 F v I Adenocarcinoma Mod. Diferenciado 4 TAC Progresidn Local
(Cepillado bronquial)
77 M B 2 Carcinoma Epidermoide Mod 4 TAC Parcial del 30%
ieoncio il rommgi 37
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Grafica 5

TOXICIDAD DEL REGIMEN GEMCITABINE-
CARBOPLATINO

1(7%)

2(13%)

O Astenia

B Nausea
OAnemia

O Trombocitopenia
W Neutropenia
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TABLAS, FIGURAS Y GRAFICAS
Tabla 3
EDAD, SEXO, EC, No. DE CICLOS DE QT, HISTOLOGIA, PORCENTAJE DE

EXPRESION DE LA ENZIMA TELOMERASA' Y TIPO DE RESPUESTA.

EXPRESION
(n=) (%) DE LA TIPO DE
n. PACIENTE | EDAD (afios) | SEXO EC HISTOLOGIA cicLos ENZIMA RESPUESTA
TELOMERASA
I 49 F v Ad i Mod. Diferenciad 4 1.905 Progresién local
(Biopsia pulmonar)
2 45 M 1B | Adenocarcinoma Poco diferenciado 3 14.987 Progresién local
C/D | (Biopsia pulmonar por fluoroscopia)
3 73 M HIB | Adenocarcinoma Mod. Diferenciado 3 8.072 Progresién Local
C/D | (Citologia de liquido Pleural)
4 62 F B Adenocarcinoma Mod. Diferenciado 3 0.572 Parcial
C/D | (Biopsia pulmonar incisional)
5 72 F v Ad cinoma Mod. Dif iad 4 4.794 Progresion Local
(Cepillado bronguial)
6 67 F B Adenocarcinoma Mod. Diferenciado 3 1.501 Parcial del 50%
(Biopsia pul por T ia)
7 77 M v Epidermoide (Biopsia de 4 0.736 Estatismo
parenqeuima pulmonar)
8 57 F 1B Epidermoide Mod. Diferenciado 3 4.899 Estatismo
(Biopsia bronguial por broncoscopia)
9 64 M 1B Epidermoide poco diferenciado 3 1.703 Parcial del 50%
(Biopsia bronguial por broncoscopio)
10 77 M HIB | Carcinoma Epidermoide Mod 4 0.798 Parcial del 30%
diferenciado (Biopsia bronquial)
11 47 M 1B Ade i Mod. Dife 1ad 6 3215 Estatismo
C/D | (Biopsia pulmonar por Toracotomia)
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X. DISCUSION

En este estudio el régimen de gemcitabine a 1 gr/m? SC, dias 1y 8 y CBP con
un AUC de 5 en el dia 1 con ciclos cada 28 dias, empleado en el Hospital de
Oncologia CMN SXXI logré una EE del 35% y una RP del 30%, pero la PE se
presento en el 35% de los casos. TR menor a la PE (30% vs. 35%). Mientras otros
estudios con el esquema mayormente utilizado de gemcitabine a 1 gr/m? SC, dias
1, 8 y 15 mas CBP a un AUC de 5.2 en el dia 1 con ciclos cada 28 dias ***® han
obtenido una TR del 50%, pero la trombocitopenia grado 3 6 4 fue frecuentemente
elevada. Sin embargo Jovtis et al. e reporté una TR de 51% y menor toxicidad
hematolégica grado 3 6 4. Por su parte Carrato et al. > con la misma dosis de
gemcitabine 1000 mg/m? SC pero CBP a un AUC de 5 cada 28 dias, reporté una
TR del 45% y trombocitopenia 3 6 4 en el 97%. Cuando emplearon la misma dosis
de gemcitabine pero en dias 1 y 8 cada 21 dias reportaron similar respuesta
(48%). Por ofra parte, estudios fase Il y lll evaluaron la combinacién de
gemcitabine 1000 a 1250 mg!n'l2 SC dias 1y 8 y CBP con AUC de 5 a 6 cada 21

dias 35, 71-75

y reportaron una TR del 26 al 55%, la tasa de trombocitopenia grado 3
6 4 fue de 9.4 a 62%, mientras la neutropenia grado 3 o 4 del 11 al 80%.

Partiendo de estos resultados, se encontréo que el regimen empleado en este
estudio tiene una TR (30%) inferior a la reportada con el régimen en los dias 1, 8 y
15 (TR de hasta del 50%) que tiene como inconveniente su elevada tasa de

toxicidad hematoldogica predominantemente trombocitopenia, contrastando con la

trombocitopenia grado 2 en el 6% (1 paciente), y 12% de anemia grado 2 del
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régimen en cuestion. La mayor toxicidad fue por astenia (30%) y nausea (30%),
pero en ningun caso hubo diferimiento de ciclos.

También llama la atencién el nimero de pacientes (6) con PE (36%), pues la
PE en otros estudios ha sido del 25% *° por lo que el seguimiento para valorar la
duracion de la respuesta y la SVG a largo plazo ofrecera mas datos sobre la
efectividad. Aunque cabe mencionar que algunos estudios no demostraron
diferencias significativas en la SVG con el régimen de gemcitabine en los dias 1,
8 y 15 cada 28 dias.

En cuanto a la respuesta y su relacion con la expresion de la enzima
telomerasa, se encontrd6 que a mayor porcentaje de expresion se obtiene una
menor respuesta de manera estadisticamente significativa (p=0.045).
Ejemplificado en los pacientes con PE a nivel local (sumando un porcentaje de
expresion de 29.76) comparado con los pacientes con RP (porcentaje de 8.85).

De este fenomeno se deduce lo siguiente, debido a que esta enzima estabiliza
la longitud del telémero 62 al detener la perdida normal del DNA telomeérico, se
promueve la inmortalizaciéon celular cuya traduccion clinica es la progresion
tumoral. *"® La reactivacion de la enzima telomerasa durante la carcinogénesis
es un paso crucial para la proliferacién tumoral, permitiendo a las células escapar
de la senescencia de manera indefinida. Estos hallazgos, siguieren que el
telomero y la enzima telomerasa podrian ser blancos terapéuticos en el cancer
PCNP, en particular con este régimen terapéutico. Por otra parte, también se ha
demostrado que los pacientes con tumores telomerasa positivos tienen un periodo

de SV significantemente corto comparado con los tumores telomerasa negativo *°.
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En cuanto al paciente que tuvo expresion elevada de la enzima en relacién a
los de PE y presento EE, mientras que otro no presento expresién elevada y
progreso su enfermedad. Quizas el saber que esta enzima esta presente en el 78
a 96% de los casos con CPCNP °*%2 y que hasta un 82% ®° puede tener actividad
telomerasa positiva elevada y que en una minoria no se relaciona con un mal
pronostico, puede explicar en parte estos hallazgos. Sin embargo, por otra parte
también se sabe que la inestabilidad genémica de la célula tumoral esta presente
durante la progresion neoplasica temprana, fenébmeno que coincide con actividad
baja de la enzima telomerasa, y a medida que continua la progresién de la
enfermedad se reactiva esta enzima para mantener los telémeros ¢ a través de la
via alterna, pero la inestabilidad gendémica continua a una tasa moderada, y las
mutaciones posteriores presumiblemente son resultado de mecanismos no
basados en la enzima telomerasa '’ pues la activacion espontanea de esta enzima
durante la inestabilidad genomica dificilmente estabiliza y permite el
mantenimiento de la reestructuracion del genoma para conferir capacidad
regenerativa indefinida 7 Estas aseveraciones podrian explicar la disparidad
aislada entre la actividad elevada de esta enzima y la no PE, y viceversa. Ademas
es probable que los canceres con buen pronéstico no posean gran nimero de
cambios genéticos como resultado de la disfunciéon del telémero, hecho que se
observa con el mejor pronostico y respuesta a la terapia en las neoplasias
hematopoyéticas en comparacion con las epiteliales, debido a que los tumores
solidos experimentan una fase de dafio al DNA como parte de su historia natural.

Esta fase obligadamente da como resultado la desactivacién de los puntos de

control por dafio al DNA, permitiendo la supervivencia de las células cancerosas y
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su resistencia a una gran variedad de terapias cuyo mecanismo es inducir dafio al
DNA 7. De esta manera si bien, la actividad de la enzima telomerasa esta
involucrada en el proceso de envejecimiento celular, carcinogénesis, progresion
tumoral y apoptosis, los mecanismos que la regulan y su implicaciéon en estos
procesos asi como dentro de la quimio-resistencia o quimio-sensibilidad, atn son

inciertos.

XI. CONCLUSIONES

La actividad elevada de la enzima telomerasa en los especimenes
tumorales mostré correlacion directa con la falta de respuesta al régimen de
gemcitabien mas CBP de manera estadisticamente significativa (p= 0.045), siendo
marcador de quimio-resistencia y de progresion de la enfermedad, aunque
sabemos que son pocos los casos en este estudio.

La tasa de respuesta de dicho régimen de QT fue menor que el reportado
con el mismo régimen en los dias 1, 8 y 15 cada 28 dias (30 Vs 50%), y baja
toxicidad no hematolégica. El seguimiento a largo plazo de estos pacientes para
valorar el mantenimiento de la respuesta y la SVG en relacién con el régimen, la
expresion de la enzima y el comportamiento biolégico de la enfermedad, podria
dar mas informacién en este marco y generar nuevas hipotesis sobre la enzima
telomerasa. Se requieren mas estudios para determinar el valor predictivo de esta

enzima, asi como sus mecanismos de accion.
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