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PROLOGO.

Estamos haciendo un libro,

testimonio de lo que no decimos.
Reunimos nuestro tiempo, nuestros dolores,
nuestros 0jos, las manos que tuvimos,

los corazones que ensayamos,
nostraemosal libro,

y quedamos, no obstante,

mas grandes y mas miserables que el libro.
Lamento no es € dolor.

El canto no es el pdjaro.

El libro no soy yo, ni es mi hijo,

Ni esla sombra de mi hijo.

El libro es solo € tiempo,

un tiempo mio entre todos los tiempos,

un grano de mazorca,

un pedazo de hidra.

JAIME SABINES
TARUMBA (1956)
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INTRODUCCION

El Cancer Pulmonar es, en la actuaidad, una de las primeras causas de muerte
por cancer, ha sido un problema creciente y la tendencia es al aumento en laincidencia.
Una relacion causa efecto se ha logrado establecer de manera clara con el tabaguismo,
lo que ha contribuido con €l aumento del niUmero de casos en las mujeres en los Ultimos
20 afos, esperandose para € afo 2020, solo en los Estados Unidos, 8.4 millones de
muertes por afio asociadas a tabagquismo. En México, al igua que en algunos paises de
Latinoamérica, €l sub-registro ha jugado un papel importante en la desinformacion y no
ha permitido tener datos epidemiol 6gicos exactos de este problema de salud, pero aun
asi, e cancer pulmonar corresponde la décimo segunda causa de muerte. La
determinacion de los factores de riesgo y etioldgicos han permitido develar de manera
parcial los eventos relacionados a la carcinogénesis, aunque lamentablemente, no por

completo,

Los retinoides, andlogos estructurales y funcionales de lavitamina A, a parecer,
juegan un papel importante, no solo en la diferenciacion de |os tejidos normales, sino en
los eventos tempranos de dafio mutagénico en las vias de sefializacion relacionadas con
la fata de diferenciacion y de apoptosis, asi como de proliferacion celular

descontrolada.

Con estos antecedentes, y en la busqueda de nuevos tratamientos, 10s retinoides
se han explorado en e tratamiento de otras neoplasias. En modelos animales
experimentales de tumores de cabeza y cuello de histopatologia epidermoide han
demostrado efectividad en la regresién de lesiones premalignas. En las leucemias
promielociticas agudas, € aumento en la actividad de los receptores de retinoides
inducida por € all-trans écido retinoico (ATRA por sus siglas en ingles) ha mostrado
unagran efectividad como tratamiento. En las neoplasias o tumores solidos el
efecto terapéutico del ATRA aun es un punto dgido de investigacion. No solo se cree
que puede potenciar € efecto citotdxico de algunos quimioterapicos, como el cisplatino,
sino que también pueden lograr su efecto anti-tumoral a través de sus receptores

nucleares.



Uno de los receptores de retinoides més estudiados es RAR $2; los primeros
indicios que llevaron a sospechar que RAR [32 pudiera tener un papel en la oncogénesis,
fue la observacién de su pérdida de expresidon en diferentes tgjidos tumorales, tanto en
model os animales como en canceres humanos, |o que ha motivado esta investigacion.



RESUMEN

El Cancer de pulmon de células no pequefias (CPCNP) es |la primera causa de
muerte por cancer en hombres y mujeres a nivel mundia. En México, a pesar del sub-
registro, es una de las primeras causas de muerte por cancer, y a momento del
diagnéstico, més del 90% de los pacientes se encuentran con etapas localmente
avanzadas o metastésicas de la enfermedad. La quimioterapia (QT) y la radioterapia son
el tratamiento estandar para estas etapas, con supervivencias de sélo 7-10 meses, motivo
por e cua se estan investigando nuevas estrategias de tratamiento para mejorar €l
pronostico de estos pacientes. Los retinoides, andl ogos funcionales y estructurales de la
vitamina A (como el all-trans &cido retinoico (ATRA), han mostrado un efecto

antitumoral combinado con terapia citotoxica en otros tumores solidos.

La meta del estudio es determinar la tasa de respuesta de los pacientes con
CPCNP tratados con Cisplatino/Paclitaxel y ATRA vs. aquellos solo tratados con QT,
asi como establecer si el Receptor de Acido Retinoico B2 (RAR B2) puede ser un
biomarcador (molecular o clinico) Util de respuesta a ATRA, lo que nos permitira
determinar qué pacientes pudiesen beneficiarse de dicho tratamiento. Por lo tanto €
objetivo del trabajo fue conocer la frecuencia de expresion de RAR 2 en pacientes con
CPCNP asociada con las caracteristicas clinico patol6gicas de |os tumores pulmonares y
con las tasas de respuestas a QT, lo que permitira definir a futuro nuevas lineas de
tratamiento en pacientes con cancer de pulmén con enfermedad avanzada o

metastasi ca.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Si RAR B2 tiene un papel en la oncogénesis pulmonar, la expresion de este
receptor podria ser utilizado como biomarcador molecular de respuesta a tratamiento
con ATRA, entonces los pacientes con cancer de pulmon avanzado que expresen RAR
B2 pudieran beneficiarse a recibir tratamiento con QT de primera lineay ATRA de
manera combinada debido al potencial efecto sinérgico con citotoxicos o a efecto

antioncogeénico del ATRA en e cancer pulmonar.



ANTECEDENTES

Cancer pulmonar

La carcinogénesis pulmonar es un proceso crénico gque involucra multiples
alteraciones genéticas, celulares y tisulares, resultado del dafio mutagénico a genes que
regulan e crecimiento, la diferenciacion y la apoptosis, o que finamente lleva
desarrollo de cancer invasivo y metastasico. Existen varios tipos de cancer pulmonar, €
mas frecuente de ellos (>80% del total) se llama cancer de pulmén de células no
pequefias (CPCNP)!. Esta neoplasia es la primera causa de muerte por céncer en
hombres y mujeres a nivel mundial, y es también es una de las neoplasias malignas con
mayor incidencia®. A pesar del sub-registro nacional, en México ocupa e lugar nlimero
12 en frecuenciay al momento del diagndstico, mas del 90% de los pacientes en México
y Latinoamérica se encuentran en etapas locamente avanzadas o con presencia de
metéstasis. La QT (QT), sola o en combinacién con radioterapia, es e tratamiento
estandar para el CPCNP en etapas avanzadas. Con tratamientos de primera linea que
incluyen platino, como la combinacion cisplatino/paclitaxel, la sobrevida media es de
s6lo 7-10 meses®>. Los regimenes de docetaxel 0 pemetrexed son la actual segunda
linea de QT estdndar en CPCNP, con una tasa de respuesta de 6-9%%2. Debido a este
pobre prondstico, hay gran interés en el desarrollo de nuevas estrategias de tratamiento
para los pacientes. Los avances en e entendimiento de la biologia del cancer han
[levado a descubrimiento de varios blancos moleculares potenciales, de manera tal que
una de las nuevas estrategias es la combinacion de QT estandar con otros farmacos,
como los relacionados con la induccién de apoptosis, la diferenciacion o e arresto del
ciclo celular. Larazon de esto ultimo es basado en € concepto de gque los principales
mecanismos de oncogénesis son € dafio en las vias de sefidizacion relacionadas con
proliferaciéon y muerte celular. EI mejor modelo de terapia de induccion de
diferenciacion, apoptosis 0 arresto celular, es el tratamiento con &cido retinoico all-trans
(ATRA por sus siglas en inglés). A continuacién se mencionaran algunos datos sobre €l

ATRA y su relacion con el cancer.
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Existen algunos estudios clinicos fase Il que aunque incluyen muy pocos
pacientes, apoyan lo observado ex vivo: un estudio con 39 pacientes mostré que e
pretratamiento con 20 mg/dia de &cido retinoico 13-cis en pacientes con cancer
escamoso de cabeza y cuello avanzado es capaz de potenciar el efecto del cisplatino™.
Otro estudio mostré que aunque €l bexaroteno (retinoide sintético con selectividad por
RXRs) tuvo €ficacia limitada en 145 pacientes con cancer de mama metastasico,
produjo beneficio clinico en el 20% de las pacientes'®. Hay sdlo tres ensayos clinicos
con pacientes con CPCNP avanzado reportados en la literatura, nuevamente realizados
sobre grupos peguerios de pacientes. En ellos se combinala administracion de uno o dos
retinoides con los tratamientos actuales de primera linea. Los tres reportaron aumento
en las tasas de respuesta a la QT y en sobrevida libre de enfermedad a un afo: el
primero incluyo 28 pacientes tratados con la combinacion

e”, e segundo incluyd 48 pacientes tratados con

bexarotenol/cisplatino/vinorelbin
bexaroteno/carboplatino/gemcitabina®™ y en e tercero se utiliz6 la combinacion
bexaroteno/ATRA/cisplatino/docetaxel en 7 pacientes®. El aumento en la tasa de
respuesta a un ano en los 2 primeros estudios fue de 25% y € de sobrevida de 61 y
53%, respectivamente. El tercer estudio fue un reporte de casos, y se acanzo una
respuesta objetiva en 6 de 7 pacientes (85%), y en 3 pacientes (42%) alcanzaron una

sobrevida media (SVM) mayor de 17 meses.

El mecanismo de accion por € cual los retinoides logran efectos anti-
oncogeénicos aln es tema de investigacion. Se cree que |os mecanismos potenciales para
el sinergismo entre citotdxicos y retinoides son multifactoriales. En lineas celulares de
carcinoma de ovario, se encontrd que la potenciacion de la citotoxicidad del cisplatino
por el ATRA no involucraba un incremento en la concentracion celular del platino sino
la inhibicién de la enzima glutation-S-transferasa y el aumento en la formacion de
aductos de ADN?, Sin embargo, conforme se avanza en la investigacion del tema, ha
surgido la hipotesis de que € afecto anti-oncogénico de los retinoides es mediado por
sus multiples receptores nucleares, ya que gracias a ellos los retinoides regulan la gran

gama de procesos cel ulares mencionados previamente.



Receptores de retinoides

Existen dos familias principales de receptores de retinoides, los RARs y los
RXRs, miembros de la superfamilia de receptores nucleares®®. Los RARS unen tanto
ATRA como &cido retinoico 9-cis, los dos principales metabolitos naturaes de la
vitamina A, mientras que los RXRs son activados solamente por &cido retinoico 9-cis®.
Cada una de estas familias consiste en tres isotipos (o, B y y) codificados por genes
diferentes, a su vez, cada isotipo tiene varias isoformas debido a uso de diferentes
promotores en e mismo gen o bien, al procesamiento (splicing) aternativo del ARN
mensgero (ARNmM)®. Los receptores de retinoides actlan como factores de
transcripcion dependientes de ligando y requieren asociarse en dimeros constituidos por
dos moléculas idénticas (homodimerizacion) o por dos diferentes isoformas
(heterodimerizacion) antes de poder unirse a los elementos de respuesta a &cido
retinoico (RARE por sus siglas en inglés) presentes en los promotores de sus genes
blanco®. Esto significa que cuando un retinoide se une a su receptor dimérico, se
promueve la transcripcion de genes blanco, involucrados en €l desarrollo, diferenciacion
celular, anti-proliferacion y homeostasis. Debido a las multiples isoformas, al menos 48
diferentes combinaciones de heterodimeros (RXR/RAR) son tedricamente posibles,
pero debido a los patrones espacio-temporales especificos, un tipo celular puede tener
solo un determinado subgrupo de estas combinaciones. Por gjemplo, mientras que €
ARNmM de RAR o es expresado en la mayoria de los tejidos humanos, e de RAR y sélo
se expresa en piel y el de RAR [ en tejido epitelial y neural. Tanto los RARs como los
RXRs estén constituidos por 450-500 aa y exhiben una estructura modular que incluye
un dominio de union a ADN (llamado DBD o region C) y un dominio de unién a
ligando (Ilamado LBD o regién E), formado por 10-12 a-hélices (Fig. 2y 3)".

El nived de complgidad en la sefiadizacion de los retinoides aumenta a
considerar que las isoformas de cada subtipo de receptores pueden tener funciones
diferentes e incluso antagdnicas, por gemplo, algunos estudios han encontrado que la
isoforma RAR B2 puede tener un efecto supresor de tumores al inhibir proliferacion,
mientras que a la isoforma RAR (34 recientemente se e ha relacionado con promocion

delaproliferacion celular.
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Receptor RAR 3

En el humano, existen 3 principales isoformas de este receptor: 1, f2 y 4. La
isoforma RAR 1 es transcrita a partir del promotor P1 del gen RAR B, mientras que la
isoforma RAR B2 es transcrita a partir del promotor P2; posteriormente a través de
splicing alternativo, se obtiene la isoforma RAR [34 a partir del ARNm de RAR 32 (Fig.
3)%.

RAR B1 es una isoforma fetal y se sabe que tiene papeles muy importantes
durante el desarrollo embrionario. RAR 2 es la isoforma mas abundante y debido a que
el promotor P2 del gen RAR B contiene secuencias RARE, RAR 32 es también la
isoforma cuya expresién es mas inducida por retinoides. Como se apreciaen lafigura 3,
la traduccion de RAR 4 inicia dentro de la region proteica C, donde reside € sitio de
union a ADN, por lo que se cree gque puede actuar como dominante negativa de RAR
B2 debido a que aun puede dimerizar y unir retinoides, pero es incapaz de iniciar la

transcripcion®. Sin embargo, se desconocen las sefiales celulares que llevan a la

Unién a ligando
Unién Dimerizacion
AF-1 DNA Bisagra AF-2

BN BT C TD IS RARS, (50 kDa)

iuﬁn 6] EXON 7 [ EXON 8 | EXON 9 [EXON 10[EXON 11] EXON 12 ]
\% RARJ, mRNA (3.1 kb)

I 0N 6] EXON 7 [ EXON 8 [ EXON 9 [EXON 10]EXON 11] EXON 12 ]
RARP, mRNA (2.8 kb)

RARSB,

expresion de estaisoforma.

Figura 3. Comparaciéon delosARNm y las estructur as proteicasde RAR 2 y RAR [34. Los
dominios proteicos (A-F) delasisofor mas se muestran en escala. L a secuencia nucleotidica 269-625
de RAR B2 es eliminada en RAR 4. El sitio de inicio de traduccién y €l codén de paro de cada

transcrito esta indicado con flechas *.



Los primeros indicios que llevaron a sospechar que RAR 2 pudiera tener un

papel en oncogénesis, fue la observacion de su pérdida de expresion en diferentes

tgjidos tumorales, tanto en modelos animales como en canceres humanos. Los

mecanismos propuestos para explicar la pérdida de expresion de RAR B2 son®:

a)

b)

Disminucion de los niveles intracelulares de retinoides que ocasionaria la
ausencia de activacion transcripciona del gen. Esta disminucion podria deberse
a que las céulas transformadas tuvieran una reducida captacion de vitamina A

sérica, 0 bien, e evado catabolismo de retinoides.

Pérdida de heterocigozidad del locus (LOH 3p). Sin embargo, esta hip6tesis no

ha podido ser comprobada pues tal mutacion alin no se ha demostrado.

Silenciamiento epigenético, por desacetilacion de histonas 0 metilacion de islas
CpG de su promotor. La metilacién del promotor de RAR B2 se ha comprobado
en varias lineas celulares y tipos de cancer de modelos animales, principal mente
de mama y de pulmoén. En ellos se ha observado que e ATRA es capaz de
remodelar la cromatina silente de RAR [32, regresando a su promotor a un estado

transcripcional mente activo.

Otros estudios que apoyan €l papel prominente de RAR 2 en carcinogénesis son:

1) Las células de carcinoma de pulmon que sobreexpresan RAR 32 son menos

tumorigénicas en ratones desnudos que |as células que no lo sobreexpresan®®.

2) La transfeccion con un vector de expresion de RAR 32 puede suprimir el

crecimiento de varias lineas celulares de cancer®’.

3) RAR B2 puede suprimir metéstasis de células de cancer de mama en un modelo

de xenoinjerto en ratén®, y

4) la pérdida de expresion de RAR (32 en pacientes con neuroblastoma correlaciono

con un prondstico pobre®,



Las vias de sefidizacion que permiten la actividad antitumoral de RAR 2 son
précticamente desconocidas, hasta el momento se sabe que disminuye la activacion de
las MAP cinasas y la actividad del factor de transcripcion AP-1 'y suprime la expresion
del receptor del factor de crecimiento epidérmico y de COX-2, proteinas alas que se les
ha encontrado un papel relevante en la oncogénesis pulmonar**. Sin embargo, a pesar
de todos estos antecedentes, alin no es clara la efectividad del ATRA para aumentar la
sobrevida y la respuesta a tratamiento en pacientes con CPCNP y mucho menos si

dicho efecto esta relacionado con una mayor expresion intratumoral del receptor RAR

B2.



OBJETIVO GENERAL

Determinar si la expresion de RAR (2 es un biomarcador molecular de respuesta
al tratamiento combinado de ATRA y QT de primera linea (paclitaxel y
cisplatino) que permita seleccionar alos pacientes que pudieran beneficiarse con

este tratamiento combinado.

OBJETIVOSPARTICULARES

. Comparar |as tasas de respuestas entre | os pacientes con CPCNP avanzado
tratados con QT y ATRA vs. aquellos tratados sélo con QT

. Comparar la sobrevidalibre de enfermedad y la sobrevida global en pacientes
con CPCNP avanzado tratados con QT y ATRA vs. aquellos tratados solo con

QT
. Comparar las toxicidades presentadas en ambos grupos de pacientes.

. Conocer la frecuencia de expresion intratumora de RAR [2 en pacientes

mexicanos con CPCNP.

. Asociar los niveles de expresion intratumorales de RAR 2 con caracteristicas
clinicas y patol 6gicas de pacientes con CPCNP.

. Comparar las tasas de respuesta a cisplatino/paclitaxel entre 2 subgrupos de
pacientes con CPCNP: aquéllos cuyos tumores pulmonares no tengan expresion
de RAR [2 y aquéllos cuyos tumores pulmonares expresen RAR [2, para
determinar € beneficio de la expresion de RAR 2 como biomarcador de

respuesta a tratamiento.



HIPOTESIS

HIPOTESIS

Los pacientes con Cancer de Puimén de Células No Pequefias avanzado (EC
I11B y 1V) que expresan RAR [32 presentan una mejor respuesta al tratamiento con QT
de primera linea y ATRA, lo que permitirA agrupar a pacientes que pudiesen
beneficiarse de tratamiento combinado en primeralinea.

HIPOTESISNULA

No existe una correlacion entre la expresion de RAR (2 y la respuesta al
tratamiento con QT vy acido retinoico en los pacientes con Cancer de Pulmoén de
Células No Pequefias avanzado (EC I11B y IV) en primeralinea de tratamiento.



JUSTIFICACION

La administracion de ATRA junto a paclitaxel/cisplatino podria impactar
significativamente en el mejoramiento de la calidad de vida de |os pacientes al aumentar
la sobrevida libre de enfermedad. Por |0 que |a determinacion de un marcador molecular
de respuesta a tratamiento con ATRA como es la expresion de RAR B2 intratumoral
puede mejorar la evaluacién pronostica del paciente con CPCNP, neoplasia que a pesar
del intenso estudio al que ha sido sometida, continla siendo una de las de peor
prondstico. Ademas, de maneraindirectay alargo plazo, el uso de un biomarcador para
la seleccion de un grupo de pacientes que se beneficien de la administracion de ATRA
podria disminuir los costos de atencion, ya que una estrategia que mejore larespuesta a
tratamiento de QT de primera linea (que también es e mas econdmico), representa la

disminucion en e requerimiento de terapias mas costosas.



DISENO METODOLOGICO

Disefio experimental.

Estudio clinico controlado, prospectivo, aeatorizado y doble ciego.

Definicién de la poblacion de estudio.

Las instituciones que reclutaron a los pacientes fueron € Instituto Naciona de
Cancerologia (INCAN) vy € Instituto Naciona de Enfermedades Respiratorias (INER),
previa autorizacion de los comités cientificos y de bioética de las respectivas
instituciones, de acuerdo con los criterios de inclusion que a continuacion se
mencionan: mayores de 18 afios de edad con capacidad de decision propia, con estadio
11 o IV segin TNM de cancer pulmonar de células no pequefias por diagnostico
histopatol 6gico, que recibieran QT paliativa a base de paclitaxel 175 mg/m? y cisplatino
80 mg/m? cada 3 semanas durante 2 ciclos, estado general con un Karnofski igual o
mayor de 70%, pruebas de funcion hepdtica y citometria hematica dentro de rangos
normales y depuracion de creatinina mayor de 75 ml por minuto, que aceptaron
participar en e estudio y firmaron la carta de consentimiento informado. Los criterios
de exclusién fueron: co-morbilidad con otro tipo de cancer, o con enfermedades
autoinmunes, que hubieran recibido tratamientos con QT adyuvante 0 neoadyuvante
antes de latomade biopsia, que requirieran reduccion de ladosis de QT por ateraciones
en sus examenes de laboratorio; pacientes con mal estado genera; ausencia de
diagnostico histolégico. La atencidn inicial de los pacientes, asi como los estudios de
gabinete para establecer su estadio, se realizaron de la forma rutinaria, con historia
clinica completa, perfil bioquimico, conteo sanguineo diferencial, examen general de
orina, electrocardiograma y tomografia computada de abdomen y térax. Los pacientes
continuaron con el seguimiento en la consulta externa de Oncologia Médica, donde se
realizaron examenes clinicos y se evaluaron con examenes de laboratorio cada mes
durante los primeros 6 meses y cada 2 meses durante los siguientes 2 afios. La
tomografia de torax se realizd cada 2 meses en los primeros 6 meses y cada 4 meses
durante los siguientes 2 afios, o0 antes en caso de existir indicacion médica. Se considerd



progresion si durante e examen médico presentd nuevas lesiones. La respuesta al
tratamiento fue evaluada de acuerdo a criterios RECIST y la sobrevida libre de
progresion se midio desde el dia de inicio de tratamiento. Se confirmo la presencia de
metastasis a SNC mediante RM de craneo en pacientes sintomaticos durante el

seguimiento.

Procedimiento y disefio del estudio clinico: posterior a revisar criterios de
inclusion y exclusion, asi como firmar carta de consentimiento, se aleatorizé a los
pacientes a recibir placebo o &cido retinoico al-trans. Un brazo recibi6 1 tableta/dia de
placebo y € otro ATRA (20 mg/dia, dosis utilizada previamente en estudios fase |1 en
donde se combina con QT sin efectos tdxicos), iniciado un dia previo a inicio de QT y
durante todo € tratamiento. Antes de cada ciclo de QT, & paciente fue evaluado

clinicamente y con exdmenes de |aboratorio rutinarios.



METODOSY TECNICAS

Muestras tumorales

Las muestras tumorales utilizadas corresponden a las biopsias redlizadas a los
pacientes reclutados en el estudio como parte de su protocolo de diagnostico. Dichas
biopsias fijadas con 4% de formalina y embebidos en parafina fueron evaluadas y
caracterizadas por médicos onco-patélogos para su diagnostico histopatol 6gico.
Posterior a dicho andlisis, los bloques de tejido en parafina fueron proporcionados por
los departamentos de Patologia de los Institutos involucrados. Se hizo una evaluacion
visua de la cantidad de tejido disponible, privilegidndose la realizacién de los cortes
para inmunohistoquimica. S6lo en aquellas muestras donde €l tegjido no estuviera
agotado de forma evidente, se realizaron |os cortes respectivos para obtener ARN total.
Una muestra de pulmon sano, utilizada como control de la expresion basal de RARP2,
se obtuvo de una necropsia redlizada en e Instituto Naciona de Enfermedades
Respiratorias (INER).

Amplificacion del ARNm de RAR [32 por Transcripcion Reversa-Reaccion en Cadena
dela Polimerasa (RT-PCR)

Se obtuvo € ARN total de las muestras tumorales usando e kit Absolutely
RNA® FFPE (Stratagene) y siguiendo el protocolo sugerido por e proveedor,
obteniéndose 20 ul de ARN total a partir de 2 cortes de 10 um de labiopsiaen € bloque
de parafina. Se tomaron 6 ul del ARN obtenido para hacer cada reaccion de
Transcripcion Reversa-Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR), utilizando €l
kit GeneAmp® (Applied Biosystem). Todas las reacciones se realizaron por triplicado
para cada muestra de ARN. La mezcla para transcripcién reversa en un volumen de 40
ul consta de 5mM de MgCl,, ImM de cada dNTP, 1 U/ul de Inhibidor de RNasa, 2.5
U/ul de Transcriptasa Reversa MuLV, 25 uM de Hexameros Aleatorios como
cebadores y < 1ug del ARN total, todo ello en buffer de reaccion 1X. Las reacciones se
incubaron 10 min atemperatura ambiente, 20 min a42° C,5mina99° Cy 5mina5° C
en un termociclador BioRad. Para amplificar por PCR un fragmento del RNA
mensgjero que codifica para RAR B2, se utilizaron oligonucledtidos especificos para
RAR B2 (sentido 5 -ATGTTTGACTGTATGGATGTTC-3’; antisentido 5’-



ATTTGTCCTGGCAGACGAAGCA-3’, amplicon de 256 pb). Como control de la
calidad del ADN complementario obtenido, se amplificd simultaneamente en la misma
reaccion un fragmento del ARN mensgero de p-actina (sentido 5’-
ATCGTGATGGACTCCGGTGA-3’; antisentido 5’- CCATCTCTTGCTCGAAGTCC-
3’, amplicon de 232 pb). El oligonucledtido sentido de RAR 2 es complementario a
una secuencia eliminada en el ARN mensajero de RAR [34. La mezcla de PCR en un
volumen de reaccion de 100 ul consta de 2 mM de MgCl,, ImM de cada dNTP, 2.5 U
de AmpliTag ADN polimerasa, 0.15 uM de cada uno de los 4 oligonuclettidos
especificos de RAR B2y B-actinay el ADN complementario obtenido en la reaccion de
Transcripcion Reversa descrita previamente, todo ello en buffer de reaccion 1X. Las
temperaturas de aineamiento se calcularon de acuerdo a la férmula [(A+T)(2)] +
[(C+G)(4)] - 5. Posterior a la desnaturalizacion del ADN complementario molde, las
muestras se incubaron por 45 ciclos de 95° C por 45 s, 55° C por 45 sy 72° C por 1
min. A continuacién se incubaron unavez a 72° C por 7 min. Laamplificacién por PCR
se reaiz6 en un termociclador BioRad. La décima parte del volumen de reaccién se
utilizd para e andlisis por electroforesis en un gel de agarosa al 2.5%. Luego de la
digitalizacion de la imagen, se redizd densitometria tomando como referencia la

intensidad de la banda amplificada de 3-actinay se analizo con el programa SigmaPlot.
I nmunohistoquimica

Para determinar la presencia de la proteina RAR 2 en las biopsias de los
pacientes, se hicieron cortes de 4 um de las muestras proporcionadas por los
departamentos de Patologia del INCan y & INER. Los cortes histologicos fueron
adheridos a portaobjetos con poli-L-lisina. Las muestras fueron deparafinadas
inicialmente con temperatura (65° C a bafio maria en un bafio de agua AquaaBath®) y
después por inmersion en xileno (J.T. Baker®) durante 12 min. Posteriormente las
muestras fueron hidratadas en una solucién 1:1 de xileno-etanol por 2 min, seguida de
etanol a 90%, 80% y 70% por 2 min en cada incubacion, hasta llegar a agua bidestilada
por 5 min. Las muestras se incubaron en citrato de sodio 10 mM pH 6.0 a 95°C durante
10 min y posteriormente en la misma solucién a temperatura ambiente durante 20 min.
En seguida, las muestras se lavaron 3 veces con agua destilada durante 10 min y se
incubaron por 10 minutos con la solucién de Bloqueo de Peroxidasa (kit EnVision+
System-HRP, DAKOCytomation®). Las muestras se lavaron 3 veces con PBS



(NaeHPO, 8 MM, KH,PO,4 2 mM, NaCl 137 mM, pH 7.5) y se incubaron toda la noche
en una camara himeda a 4° C con una dilucién 1:10 del anticuerpo policlonal de conegjo
anti-RARB (H-55, Santa Cruz Biotechnology, Inc) con BSA a 1% en PBS.
Transcurrido ese tiempo, las muestras se lavaron en PBS-Tween-20 al 0.1% por 10 min
y en PBS por 5 min. En seguida se incubaron por 1 hora a temperatura ambiente en una
cadmara humeda con un Polimero marcado con peroxidasay acoplado a anticuerpos anti-
congo (EnVision+ System-HRP, DAKOCytomation®). El complgo antigeno-
anticuerpo se reveld con la soluciéon de diaminobenzidina (EnVision+ System-HRP,
DAKOCytomation®) hasta un méaximo de 5 min o antes a observar sefid a
microscopio de luz. Las muestras se lavaron 10 min con agua bidestilada, los niicleos se
contratifieron con hematoxilinay se lavaron 10 min con PBS. Finamente los tejidos se
deshidrataron incubando por 2 min en soluciones con concentraciones crecientes de
alcohol (del 70%, 80%, 90% y acohol absoluto) por 2 min en cada bafio, nuevamente, y
finalmente en xileno, para cubrirlas con histomount (Zymed®) y cubreobjetos. Los

resultados se analizaron en un microscopio de luz y se tomaron fotografias.
Andlisis Estadistico

Con propositos descriptivos, las variables continuas fueron resumidas en medias
aritméticas, medianas y desviaciones estandar (error) y las variables categoricas como
proporciones con 95% de intervalo de confianza. Para la comparacion inferencial se
utilizé la prueba t de Student o la U de Mann-Whitney, de acuerdo a la distribucién de
los datos (normal y anormal), determinada por la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Se
usaron la Chi cuadrada o la prueba exacta de Fisher para calcular la significancia entre
las variables categoricas. La significancia estadistica y las variables significantes
limitrofes (p <0.1) fueron incluidas en andlisis de regresién logistica multivariado. La
sobrevida global fue medida desde € dia del diagndstico histologico hasta la fecha de
muerte 0 su Ultima visita, analizado con la técnica de Kaplan-Meier y comparando los
subgrupos mediante la prueba log-rank. Para el andlisis de la curva de sobrevida, todas
las variables fueron dicotémicas. Se realizd gjuste para los confusores probables
mediante e andlisis de regresion multivariado. La significancia estadistica se determiné
con p <0.05 con prueba de 2 colas. Se empled la version 16 del paguete SPSS (SPSS
Inc., Chicago, IL, E.U.A.) paraandlizar los datos.



INFRAESTRUCTURA

Se tuvo acceso a equipo basico para biologia molecular en € Laboratorio de
Oncologia Experimental en el Area de Investigacion del INCan, a cargo del Dr. Oscar
Gerardo Arrieta Rodriguez del Departamento de Oncologia Médica, Subdirecciéon de
Medicina Interna y la Dra. Elena Aréchaga Ocampo, de la Subdireccion de
Investigacion Basica del INCan, con la colaboracion de la Dra. Claudia Haydée
Gonzéez de la Rosa, investigadoda de la UAM Cugjimalpa, para € andlisis estadistico
de los expedientes médicos y la obtencion de acidos nucleicos a partir de las biopsias de

cada paciente, asi como paralarealizacion de las inmunohistoquimicas.



RESULTADOSY ANALISIS

Se analizaron a 112 pacientes de manera prospectiva, entre Marzo del 2005 hasta
Marzo del 2008, las caracteristicas generales de |a poblacion estudiada se resumen en la
Tabla 1. Se revisaron de manera individualizada las caracteristicas de los hombres y
mujeres, la poblacion masculina representd € 54.46% (61 casos) del total, la edad
media fue de 59.41 + 1.12, la mayor parte de los tumores fue de histologia
Adenocarcinoma 68.8% (77 casos), seguido de los Epidermoides, 20.5% (23 casos). El
antecedente de tabaguismo, un factor importante en la carcinogénesis de esta patol ogia,
fue més prevalente en & género masculino, 85.2%, comparado con solo 1/3 de la
mujeres que fumaban; de manera global, el tabagquismo se encontraba como antecedente
en 62.5% de todos los pacientes del estudio. El estado general @ momento del
diagnostico y entrada a estudio era adecuado en la mayoria de los pacientes para
considerar su tratamiento, los pacientes con K<70 era el 58.9% del total (66 casos). Las
etapas clinicas consideradas eran laEC I1IB y IV dela AJCC, en e 77.7% (87 casos)
de los pacientes se presentaron con enfermedad metastasica y €l resto de los pacientes

con etapaclinicalllB (25 casos).

Dentro de los estudios inicides, se determin6 e ACE (Antigeno
Carcinoembrionario), un marcador tumoral que se encuentra importantemente
relacionado con el riesgo de metastasis a SNC, encontrandose elevado en la mayoria de
los pacientes en los que se determind con una media de 80.40 £ 2.74 (con rangos de 0.4
a 2464 ng/ml), sin diferencias entre géneros, siendo su valor normal < 8 ng/ml.

Con respecto al tratamiento, las caracteristicas se describen en la Tabla 2. Los
pacientes se encontraban aleatorizados a recibir quimioterapia + acido retinoico, los
pacientes que recibieron acido retinoico fueron 54 casos (48.2%), la mayor parte de los
paciente completé 5 a 6 ciclos de tratamiento (56.3%, 63 casos) y solo una quinta parte
de los pacientes recibié entre uno y dos ciclos de tratamiento. Dentro del brazo de
tratamiento con ATRA no hubo diferencias entre géneros (42.6% vs. 57.4%, p = 0.546).



La edad en ambos grupos, a igual que el estado general, tabaquismo se encontraba sin
diferencia significativa (p > 0.05). En cuanto a la histologia, los Adenocarcinomas
fueron los més comunes en ambos brazos, 68.4% en brazo de placebo y 70.4% en
ATRA (p = 0.813). En cuanto ala expresién de RAR [32 detectada por RT-PCR, no se
encontré diferencias entre ambos grupos (p = 0.490). Es importante destacar que a pesar
de la progresion, las condiciones de los pacientes permitieron que se recibiera una
segunda linea de tratamiento en el 42% de | os casos.

En total, se evalud la presencia de RAR B2 en las biopsias de 68 pacientes
mediante Inmunohistoquimica o RT-PCR o0 ambas, en 44 pacientes se logré la
extraccion de ARNm y se les realizd RT-PCR y en75 laminillas de 60 pacientes se les
realizo la técnica de IHQ ademés de 1 control. De estos pacientes a 46 se les realizd

ambas técnicas para evaluar la expresion de RAR 2.

Posterior a la estandarizacion de la técnica de la Inmunohistoquimica se realizo
latincion de 75 laminillas de pacientes en los cuales se pudieron redlizar los cortes, ya
gue hay gue aclarar que muchos de los pacientes llegan al INCan con diagnéstico y solo
se contaba con laminillas en el Departamento de Patologia, tomandose como positivo
aquellas que tuvieran ++ de positividad en la tincion para RAR 2. Se analizaron 48
muestras de Adenocarcinoma (64% de las muestras), 19 casos de Carcinoma
Epidermoide (25.3%), 8 casos de Carcinomas no diferenciados (10%) y se consigui6 a
través del Departamento de Patologia del INER una muestra de tejido pulmonar de una
necropsia, sin diagnostico oncol égico, que fue e control de las tinciones, se tifieron 10
laminillas de la muestra control. Los resultados de |as tinciones de describen en la Tabla
3. Los Adenocarcinomas mostraron positividad (++ y +++) en e 21% de los casos (11
laminillas); en los de histologia epidermoide solo una cuarta parte mostré positividad (5
casos), a igua los no diferenciados (2 casos). Destacando que 3/4 partes de las

laminillas se consideraron negativas, sin diferencia entre las histologias.

Los resultados de la RT-PCR se encuentran en la Tabla 4. Se procesaron 48

muestras, correspondientes a 44 pacientes, parala obtencion del ARN total, sin embargo



en 3 de elas no se pudo obtener por lo escaso de la muestra (indicadas como no
valorables, 6.2% de las muestras y 6.8% de los pacientes), sdlo una muestra fue
negativa (2.08% de las muestras y 2.2% de los pacientes), en el resto de las muestras
(44) se pudo detectar e ARNmM de RAR 2 (91.6% de las muestras y 90.9% de los
pacientes). Cuatro pacientes tenian muestrade ARNm y cDNA duplicado, por lo que se
realizaron 2 RT-PCR para control mismo del estudio. Uno de estos pacientes, con las
muestras 25 y 49, tenia biopsia de la lesién pulmonar primaria que reporto
Adenocarcinoma y se obtuvo tgjido de metastasis de SNC con mismo reporte de

patol ogia, que también fue positivala expresion de RAR (32 por RT-PCR.

En la Tabla 4 se muestran los resultados globales de las RT-PCR, las que se
encontraban positivas en la mayoria de los casos, solo tres casos no fueron evaluables,
destacando que no fue posible la extraccion de una cantidad suficiente de ARNm de los
bloques de parafina, y una sola muestra mostré negatividad de RAR (2, con adecuada

expresion del control de B-actina.

Se tratd de hacer una correlacion entre la positividad por IHQ y RT-PCR,
mostrada en la Tabla 5, sin embargo, no existe una correlacion ya que la RT-PCR fue
positiva independiente de la positividad o negatividad de la inmunohistoquimica y del
tipo histol égico.

En laTabla 6 se describen los resultados del tratamiento. La respuesta global fue
significativamente mejor en los pacientes del grupo de ATRA, 53.7% vs. 16.1% en
placebo (p < 0.0001), con mejor respuesta global después de 2 ciclos de tratamiento (p <
0.0001), no hubo diferencias en € retraso de tratamiento en ninguno de los dos grupos
(p = 0.632), asi como tampoco en la reduccion de dosis (p = 0.886). Se mantuvo una
intensidad de 96.21 + 12.30 mg/m? en el grupo de ATRA y de 85.35 mg/m? en placebo,
sin diferencias estadisticas, al igual que laintensidad de paclitaxel en que tampoco hubo

diferencias.

La tolerancia a tratamiento fue adecuada en ambos grupos, la toxicidad
hematol 6gica grado 3-4 no mostré diferencias (p = 0.98) en ningln grupo; de manera
similar se comport6 la toxicidad gastrointestinal. Si se presenté menor neurotoxicidad
grado 3 en e grupo de ATRA vs. placebo (3.8% vs. 12.7%, p = 0.029).



Un punto destacado de mencionar es que los pacientes en € grupo de ATRA
tuvieron una segunda linea de tratamiento con mayor frecuencia que los de grupo
placebo, 54.7% vs. 31% (p = 0.029), sin diferencias entre |os grupos en cuanto a una

terceralinea de tratamiento (p = 0.165).

En € andlisis univariado (Tabla 7) se encontré que los factores asociados a
respuesta global fueron la etapa clinica, con respuestas en EC 111B de 56% vs. 28.2% en
EC IV (p = 0.011) y d tratamiento con ATRA con respuestas de 53.7% vs. 16.1% en
grupo de placebo (p < 0.0001), sin encontrarse diferencias con respecto a género, edad,
antecedente de tabaguismo, histologia y expresion de RAR (2 determinada por RT-
PCR. Evidenciandose que € factor de més peso para larespuesta es € tratamiento en un

andlisis multivariado, como se muestraen laTabla 8.



DISCUSION

En este estudio pionero se documenta la relacion entre la respuesta a
tratamiento con quimioterapia en los pacientes con Cancer de pulmén de células no
pequeias avanzado (etapas clinicas 1B y IV) y la administracion de ATRA. Ademés,
se intentd relacionar esta respuesta a la expresion del RAR [32, como un efector directo
del ATRA, con los antecedentes de que se habia asociado un incremento de la respuesta
ala quimioterapia cuando se adicionaban retinoides; sin embargo, no se habia intentado
realizar la correlacion con los niveles de expresion RAR [32.

Se encontrd una fuerte asociacion con significancia estadistica en cuanto a la
respuesta y e tratamiento con ATRA (p < 0.0001), sin que esto se viese influenciado
por otros factores como € género, edad, histologia o tabaquismo. Sin embargo, su
asociacion con la expresion con RAR B2 no fue clara por IHQ y/o RT-PCR (p > 0.05),
yaque lamayor parte de las IHQ fueron negativas (3/4 partes de las muestras), contrario
alas RT-PCR, donde la inmensa mayoria fue positiva (>90%) sin ninguna correlacion
entre |os resultados de | as pruebas.

La positividad de las RT-PCR es un marcado factor de confusién, ya que no
estamos observando la verdadera relacion entre la expresion de RAR 2 tumoral y
respuesta al tratamiento, porque dicha expresion deberia de estar acorde con la
expresion determinada mediante la IHQ, que en otros estudios se ha hecho mediante
hibridizacién in situ, con positividad del 26% * , lo que concuerda con lo que se
obtuvo con la IHQ, ya que esta expresion tedricamente se debe de encontrar perdida o
disminuida, comparada con los tejidos no tumorales, por los efectos relacionados
directamente a la carcinogénesis, como son la pérdida de expresion, pérdida genética
y/o cambios epigenéticos como la hipermetilacién del promotor de RAR [ y/o
desacetilacion de histonas®™, incluso se ha encontrado mutacion hasta del 100% de los
CPCNP, con delecion 3q*. Hay que tomar en cuenta los factores que pudiesen haber
influido en los resultados de la RT-PCR, principamente la alta positividad que tienen
otros tgjidos no neoplasicos en las muestras analizadas y de las que se obtuvo el ARNm
y cDNA, y esta determinacion se ha logrado determinar gracias a la validacion externa
de las laminillas a las que se les redlizo la IHQ, por la Dra. Maria Eugenia Véazquez
Manriquez del Departamento de Patologia del INER, que a la fecha de hoy, en las
laminillas analizadas y validadas, ha determinado una alta positividad del tegjido
estromal, macréfagos alveolares, eritrocitos y otras estructuras peritumorales, y que la
positividad en los tumores es realmente baja, por |0 que se deberia de valorar afuturo la
realizacion de microdiseccion en las muestras tumorales a andizar, y después de ésta,
realmente se valoraria la verdadera positividad del RAR (32 evitando analizar tejido
naturalmente positivo. Aln estan pendientes los resultados finales de esta validacion,
por lo que se debe de tomar con reserva estos datos preliminares.



Es importante destacar las respuestas obtenidas en e grupo de ATRA, lo que
permitié impactar en la SVLP y SVG. Por otro lado, en e grupo de tratamiento con
ATRA, se mantuvo laintensidad de dosis del Cisplatino y del Paclitaxel sin incrementar
esto la toxicidad, ya que no hubo diferencias en la toxicidad hematolégica (p = 0.95) y
gastrointestina (p =0.0810), lo que si tuvo un peso estadistico fue la diferencia en
neuropatia grado 3, con disminucién marcada en € grupo de ATRA 3.8% vs. 12.7% ( p
= 0.029). Las segundas lineas de tratamiento en cancer pulmonar suelen estar
destinadas a pacientes con buen estado general después de la progresién de la
enfermedad, esto en alusién a que los pacientes con tratamiento con ATRA recibieron
una segunda linea de tratamiento en 54.7% vs. 31% (p = 0.029) en € grupo placebo,
indicando de manera directa que e tratamiento con ATRA incrementa el beneficio
clinico del tratamiento en estos pacientes, manteniéndolos en mejor estado general,
aungue ya no hubo diferencias en los pacientes cuando recibieron una tercera linea de
tratamiento (p = 0.165).

Una de las interrogantes que deja este andlisis es la pregunta inicial, es decir,
¢reamente se relaciona la expresion de RAR 32 con la respuesta al tratamiento con
guimioterapia y retinoides? O s este efecto, demostrado en la supervivencia esta
mediado por otros mecanismos.

¢Cudles son los otros mecanismos 0 cudles las hipotesis aternativas que se
deberan de explorar para poder determinar €l efector de la respuesta?, un punto
importante es indagar el papel que tiene el RAR 32 como “switch” en el encendido de
otras vias através de moléculas como AP-1 (Activator Protein-1) y PPARYy (Peroxisome
Proliferator-Activated Receptor-y) que permiten a través de la regulacion y unién con
otras moléculas como Cox2 lainhibicién de la apoptosis; hay reportes en laliteratura en
donde se halogrado correlacionar la expresion de RAR 32 y Cox2, lo que evidencia un
curso més agresivo de la enfermedad ***’. Ademés, los retinoides juegan un papel
importante en la dindmica del estroma, se ha demostrado que tiene la capacidad de
regular proteinas como las metaloproteinasas de matriz, TGF-f y proteinas del ciclo
células como las ciclinas y las cinasas dependientes de ciclinal, como p21 o p16 .

Otros investigadores han logrado demostrar que € tratamiento con &cido
retinoico a nivel de cultivos celulares de cancer de mama incrementa la expresion de
proteinas como CTAG1 y CTAG2, moduladoras de la respuesta inmune innata contra
los tumores, y suprime a gunas proteinas tumorales .



CONCLUSIONES

En conclusion, logramos demostrar € efecto benéfico de la combinacion ATRA-
quimioterapia de primera linea en pacientes con cancer pulmonar avanzado, pero la otra
parte de la pregunta de investigacion, la que corresponde a la relacion entre la expresion
de RAR [32 y las respuestas tan importantes obtenidas con ATRA, no nos fue posible
responder. Sin embargo, la evidencia de su beneficio clinico abre una puerta importante
en lainvestigacion, 1o que permitiria a futuro determinar que pacientes se benefician de
un tratamiento més selectivo y con mayor beneficio en primeralinea de tratamiento, sin
gue esto incremente la toxicidad, ademas permitiendo que mas pacientes mantengan su
status funcional Optimo, lo que permitiria en caso de progresion tener mayor
probabilidad de recibir una segunda linea, que en la actualidad su uso queda adn
limitado por e costo, por lo que se plantea la posibilidad de redizacion de
microdiseccion en muestras tumorales para determinar la expresion de RAR (2, ademas
establecer la expresion en nuestra poblacién en tejidos sanos, haciendo determinaciones
en fumadores y no fumadores, ya que a parecer la nicotina es un importante regul ador
negativo de la expresion de los receptores de retinoides en genera y tratar de investigar
el papel gue tienen otros reguladores negativos en la respuesta a tratamiento como la
isoforma de RAR [34, proteinas de lafamilia de apoptosis como BCL2 y BAX.



TABLAS

TABLA 1.
CARACTERISTICAS GENERALESDE LA POBLACION
MUJERES HOMBRES TOTAL
N 51 61 112
EDAD MEDIA 57.31+1.20 61.18 +1.02 50.41+ 1.12
ACE BASAL 80.66 + 2.12 80.20+ 3.21 80.40+2.74
INDICE TABAQUICO 4.81+11.37 2158+ 21.8 13.97 + 19.62
n % n % n %
TABAQUISMO S| 18 | 353% | 52 85.2 70 | 62.5%
NO 33 64.7 9 148 | 42 | 37.5%
KARNOSFKY <70 32 62.7 34 55.7 66 58.9
>70 19 37.3 27 443 | 46 41.1
HISTOLOGIA ADENOCARCINOMA | 40 78.4 37 60.7 77 68.8
EPIDERMOIDE 10 19.6 13 21.3 23 205
INDIFERENCIADIO 1 2.0 10 16.4 11 9.8
NO DETERMINADO 0 0 1 16 1 0.9
ESTADIO 1B 13 255 12 19.7 25 22.3
CLINICO \Y; 38 745 49 80.3 87 77.7
TRATAMIENTO | ACIDO RETINOICO 23 451 31 50.8 54 48.2
PLACEBO 30 49.2 28 54.9 58 51.8
TRATAMIENTO DE SEGUNDA LINEA 21 41.2 26 426 | 47 42
EXPRESION DE | RT-PCR 20 | 9047 20 86.9 | 40 90.9
RAR 2 IHQ 8 | 133 | 5 | 833 | 13 | 216




TABLA 2

CARACTERISTICASDE LA POBLACION EN LOSBRAZOSDE

TRATAMIENTO
VARIABLE GRUPO PLACEBO ACIDO P
RETINOICO
% %
GENERO MUJERES 48.3 42.6 0.546
HOMBRES 51.7 57.4
EDAD <60 ANOS 483 55.6 0.441
>60 ANOS 51.7 44.4
KARNOFSKY <70 65.5 51.9 0.142
>70 355 48.1
TABAQUISMO S| 37 63 0.922
NO 379 62.1
HISTOLOGIA ADENOCARCINOMA 68.4 70.4 0.813
OTROS 31.6 29.6
ESTADIO CLINICO | IlIB 155 29.0 0.632
\Y; 84.5 70.4
EXPRESION DE RT-PCR 85.7 88.9 0.490
RAR-B2




TABLA 3

DETERMINACION DE LA EXPRESION DE RAR 32 POR

INMUNOHISTOQUIMICA

EXPRESION DE RARp2 IHC
GRADO DE POSITIVIDAD n (%)
TEJIDO PULMONAR NORMAL (contral)
Positivo(++) 1 (10 repeticiones)
ADENOCARCINOMAS (n = 48)
Negativo (-) 29 (60.4%)
Positivo (+) 8 (16.6%)
Positivo (++) 4(8.3%)
Positivo (+++) 7 (14.5%)
Positivos (++y +++) 11 (21.8%)
EPIDERMOIDES (n = 19)
Negativo (-) 14 (73.6%)
Positivo (+) 0(0)
Positivo (++) 0(0)
Positivo (+++) 5 (26.3%)
Positivos (++y +++) 5(26.3%)
OTROS (carcinomas no diferenciados) (n = 8)

Negativo (-) 5 (62.5%)
Positivo (+) 1(12.5%)
Positivo (++) 0(0)
Positivo (+++) 2 (25%)
Positivos (++y +++) 2 (25%)




TABLA 4.
RESUL TADOS DE LA EXPRESION DE RAR B2 POR RT-PCR

NUMERO | NUMERO DE RESULTADO | HISTOLOGIA
PROTOCOLO

1 1 Positivo Adenocarcinoma
2 2 Positivo Epidermoide
3 3 Negativo Adenocarcinoma
4 4 Positivo Adenocarcinoma
5 5 No valorable Adenocarcinoma
6 6 Positivo Adenocarcinoma
7 7 Positivo Epidermoide
8 9 Positivo Adenocarcinoma
9 10 Positivo Adenocarcinoma
10 12 Positivo Epidermoide
11 13 No valorable No diferenciado
12 14 No valorable Epidermoide
13 16 Positivo Epidermoide
14 17 Positivo Adenocarcinoma
15 19 Positivo Adenocarcinoma
16 21 Positivo Adenocarcinoma
17 22 Positivo Adenocarcinoma
18 23 Positivo Adenocarcinoma
19 27 Positivo No diferenciado
20 28 Positivo Adenocarcinoma
21 29 Positivo Adenocarcinoma
22 30 Positivo Epidermoide
23 31 Positivo Adenocarcinoma
24 32 Positivo No diferenciado
25 33 Positivo Epidermoide
26 34 Positivo Adenocarcinoma
27 38 Positivo Adenocarcinoma
28 39 Positivo Adenocarcinoma
29 40 Positivo Adenocarcinoma
30 41 Positivo Adenocarcinoma
31 42 Positivo No diferenciado
32 43 Positivo Adenocarcinoma
33 44 Positivo Adenocarcinoma
34 45 Positivo Epidermoide
35 46 Positivo No diferenciado
36 47 Positivo Adenocarcinoma
37 49 Positivo Adenocarcinoma
38 50 Positivo Adenocarcinoma
39 51 Positivo No diferenciado
40 52 Positivo Epidermoide
41 11y 20 Positivo Adenocarcinoma
42 15y 18 Positivo Adenocarcinoma
43 25 /49 Positivo Adenocarcinoma
44 35y 36 Positivo No diferenciado




TABLA 5.
CORRELACION ENTRE INMUNOHISTOQUIMICA Y RT-PCR DE

PACIENTES ANALIZADOS

NUMERO NUMERO IHQ RT-PCR HISTOLOGIA
DE SECUENCIAL (O,+, ++,+++,
PACIENTE DE NV)
PROTOCOLO

1 1 Positivo +++ Adenocarcinoma

2 2 Positivo RIS Epidermoide

3 3 Negativo NV Adenocarcinoma
4 4 Positivo 0 Adenocarcinoma

5 5 No valorable +++ Adenocarcinoma

6 6 Positivo +++ Adenocarcinoma

7 7 Positivo 0 Epidermoide

8 9 Positivo 0/0 No diferenciado

9 10 Positivo 0 Adenocarcinoma
10 12 Positivo 0 Adenocarcinoma
11 13 Positivas 0 Adenocarcinoma
12 14 Positivo ++ Epidermoide
13 16 No valorable 0 No diferenciado
14 17 No valorable 0 Epidermoide
15 19 Positivo + Adenocarcinoma
16 21 positivo + Epidermoide
17 22 Positivo Sin muestra Adenocarcinoma
18 23 Positivo 0 Adenocarcinoma
19 27 Positivo + Adenocarcinoma
20 28 Positivo 0 Adenocarcinoma
21 29 Positivo Sin muestra Adenocarcinoma
22 30 Positivo 0 Adenocarcinoma
23 31 Positivo +++ No diferenciado
24 32 Positivo +++ Adenocarcinoma
25 33 Positivo + Adenocarcinoma
26 34 Positivo 0/+++ Epidermoide
27 38 Positivo 0 Adenocarcinoma
28 39 Positivo 0 Adenocarcinoma
29 40 Positivo 0 No diferenciado
30 41 Positivo +++ Epidermoide
31 42 Positivo 0 Adenocarcinoma
32 43 positivo 0 Adenocarcinoma
33 44 Positivo +/+++ No diferenciado
34 45 Positivo 0 Adenocarcinoma
35 46 Positivo Sin muestra Adenocarcinoma
36 47 Positivo 0 Adenocarcinoma
37 49 Positivo 0 Adenocarcinoma
38 50 Positivo Sin muestra Adenocarcinoma
39 51 Positivo 0 No diferenciado
40 52 Positivo Sin Muestra Adenocarcinoma
41 54 Positivo + Epidermoide
42 55 Positivo 0 Adenocarcinoma
43 56 Positivo Adenocarcinoma




44 57 Positivo Sin Muestra No diferenciado
45 58 Positivo + Epidermoide

46 59 Sin ARNm 0 Epidermoide

47 60 Sin ARNm 0 Adenocarcinoma
48 61 Sin ARNm 0 No diferenciado
49 62 Sin ARNm 0 Epidermoide

59 63 Sin ARNm 0 Adenocarcinoma
51 64 Sin ARNm + Adenocarcinoma
52 65 Sin ARNm ++ Adenocarcinoma
53 66 Sin ARNm 0 Epidermoide

54 67 Sin ARNm 0 Epidermoide

55 68 Sin ARNm 0 Adenocarcinoma
56 69 Sin ARNm 0 Adenocarcinoma
57 70 Sin ARNm +++ Epidermoide

58 71 Sin ARNm 0 Adenocarcinoma
59 72 Sin ARNm + Adenocarcinoma
60 73 Sin ARNm +++ Adenocarcinoma
61 75 Sin ARNm 0 Adenocarcinoma
62 76 Sin ARNm Of/+++ Adenocarcinoma
63 77 Sin ARNm 0 Adenocarcinoma
64 11y 20 Positivo 0 No diferenciado
65 15y 18 Positivo 0 Adenocarcinoma
66 25 /49 Positivo 0 Adenocarcinoma
67 35y 36 Positivo +++ No diferenciado
63 8y 37 Positivo ++ Adenocarcinoma

NV: No Vaorable




TABLA 6.
RESULTADOSDE TRATAMIENTO EN LOSBRAZOSDE TRATAMIENTO Y

TOXICIDAD
PLACEBO ACIDO P
RETINOICO
% %
RESPUESTA GLOBAL 16.1 53.7 <0.0001
RESPUESTA DESPUES DE 2 CICLOS 16.1 57.4 <0.0001
DE QT
RETRASO DE TRATAMIENTO 24.1 20.4 0.632
REDUCCION DE DOSIS 12.1 13.0 0.886
INTENSIDAD DE CISPLATINO 85.35+22.71  96.21+12.30
INTENSIDAD DE PACLITAXEL 142.8+4.18  145.05+5.79
LEUCOPENIA GRADOS 1-2 42.1 334 0.95
GRADOS 3-4 5.3 1.9
NEUTROPENIA GRADOS 1-2 105 11.2 0.98
GRADOS 3-4 12.3 11.2
NAUSEA/VOMITO GRADOS1-2 38.6 25.2 0.837
GRADOS 3-4 12.3 13
DIARREA GRADOS 1-2 123 16.2 0.810
GRADOS 3-4 3.8 1.9
NEUROPATIA GRADOS 1-2 34.5 54.8 0.029
GRADOS 3-4 12.7 3.8
SEGUNDA LiNEA DE 31.0 54.7 0.029
TRATAMIENTO
TERCERA LINEA DE 6.9 15.1 0.165
TRATAMIENTO




TABLA 7.
FACTORESASOCIADOSA RESPUESTA (ANALISISUNIVARIADO

FACTOR GRUPO AU IC 95% P

GENERO MUJERES 35% 0.913
HOMBRES 34%

EDAD <60 ANOS
>60 ANOS

TABAQUISMO Sl 34.8 0.946
NO 34.1

HISTOLOGIA ADENOCARCINO 316 0.309
MA
EPIDERMOIDE 47.8
OTROS 27.3

ESTADIOCLINICO  I1IB 56.0 0.011
IV 28.2

TRATAMIENTO ACIDO 53.7 <0.0001
RETINOICO
PLACEBO 16.1

RETRASO DE QT S| 32.0 0.761
NO 35.3

REDUCCIONDE QT Sl 50.0 0.193
NO 32.3

EXPRESION DE IHQ POSITIVA 54.54 0.163

RAR B2 NEGATIVA 44.4
RT-PCR 89.9 0.799

TABLA 8.
FACTORESASOCIADOS A RESPUESTA (ANALISISMULTIVARIADO)

HR IC P
KARNOFSKY <70 0.71 0.296-1.704 0.444
EDAD < 60 ANOS 1.94 0.808-4.695 0.138

TRATAMIENTO 5.84 2.36-14.46 < 0.0001




IMAGENES

Imagen 1.

Imagen 2.
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Imagen 6

Imagenes 3-6. Geles de agarosa a 2.5%, tefidos con Bromuro de Etidio,
representativos de las PCR de RAR B2 realizadas con los cDNA obtenidos de las
muestras tumorales de |os pacientes. En todas las imagenes, € carril 1 corresponde al
marcador de pares de bases (100 bp DNA ladder, Invitrogen) y €l carril 8 a control
positivo realizado en cDNA de linea celular de adenocarcinoma pulmonar que expresa
abundantemente el RNAmM de RAR B2 (A549). Los carriles del 2 a 7 son muestras
experimentales de diferentes pacientes. En todos los carriles se cargaron 10 pul de la
reaccion de PCR. Con flechas se indicala posicion de los amplicones esperados en cada
reaccion.

I magen 7 En e;ta |magen e muestra una microscopia de luz de 2 [ami nlllas dlferentes
del paciente control, con tincion de ++ parala IHQ y contratincion de los nicleos con
hematoxilina, ambas (panel A y B) se observan a40x.



Imagen 8. En el panel A se encuentra unatincion de IHQ sin positividad, las zonas de
infiltracién tumoral solo tifieron los vasos, a 20x. En panel B se encuentra laminilla de
paciente con positividad de + para IHQ a 20 X, las zonas de mayor tincion son aéreas de
necrosis y estroma, las células tumorales solo tifieron levemente.

g
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Imagen 9. En ambos panel es se muestran imagenes de laminillas de pacientes, en panel
A se marca positividad de ++ y en panel B se encuentra positividad de +++ parala IHQ
contra RAR 32
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