UNIVERSIDAD NACIONALAUTONOIMA  Secsedse Hedono
DE MEXICO - 7

Cl/;[¢1559 a95l/lb!
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

CURSO DE POSGRADO

ESPECIALISTA EN MEDICINA

FUNDACION CLINICA MEDICA SUR

mMeadica
DU

“EXPRESION DEL RECEPTOR DE ESTROGENOS BETA (ERB) Y SU VALOR
PRONOSTICO EN EL MESOTELIOMA PLEURAL”

TESIS
QUE PARA OPTAR POREL GRADO DE
ESPECIALISTA EN ONCOLOGIA MEDICA

PRESENTA:
DR. GABRIEL ORLANDO GARCIA ACEVEDO

TUTOR DE TESIS:
DR.JERONIMO RAFAEL RODRIGUEZ CID
MEDICO ADSCRITO AL SERVICIO DE ONCOLOGIA MEDICA

CIUDAD DE MEXICO. NOVIEMBRE DE 2016




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Este trabajo fue realizado en el Hospital Médica Sur y en el Insituto de
Enfermedades Respiratorias “Ismael Cosio Villegas”, bajo la Direccion del Dr.

Jeronimo Rafael Rodriguez Cid.



Marco Teorico

Introduccion

El mesotelioma maligno es un tumor muy agresivo es originado en el tejido mesotelial en
las cavidades pleural, abdominal, la tunica vaginal o el pericardio. Este tumor se caracteriza
por una latencia prolongada desde la exposicion al asbesto, su principal factor de riesgo. El
diagndstico es mas frecuente en etapas avanzadas y el prondstico es malo para la mayoria

de los pacientes a pesar del tratamiento.

Epidemiologiadel mesotelioma pleural

El mesotelioma pleural maligno (MPM) es tumor raro, el cual no se encuentra siquiera
dentro de los 20 tumores malignos mas frecuentes a nivel mundial. Las estadisticas de su
incidencia y mortalidad a nivel mundial son escasas pero se estima que en 2013 se
reportaron aproximadamente 50 400 casos nuevos de MPM Yy fallecieron 33 700 personas
por esta enfermedad [1,2]. De los casos diagnosticados a nivel mundial, alrededor del 60 %
corresponden al sexo masculino. La incidencia es altamente variable entre las diversas
regiones del mundo, siendo mayor en Europa (Reino Unido, Paises Bajos, Bélgica y Malta)
y en Oceania (Australia y Nueva Zelanda). Por otro lado, la incidencia mas baja se
encuentra en paises de Europa Central (Polonia, Lituania, Albania), Irlanda, Espafa y Asia
[3]. En Estados Unidos de América la incidencia es intermedia con cerca de 3 300 casos

nuevos y 2 700 muertes anuales [4].

En México, las estadisticas son mucho mas inciertas, sin tener una cifra general y
reportandose principalmente de series de casos de diversos hospitales en el pais. Durante
el periodo comprendido entre 1979 y 2000, un estudio registro en el pais 793 muertes por
MPM, de las cuales 62% correspondieron a hombres y 38 % mujeres. Es de resaltar que la
cantidad de muertes fue de 487 entre 1979 y 1997 (25.6 muertes por ano) mientras que
entre 1998 a 2000 murieron 306 pacientes (102 muertes por afo). Esto representa un
aumento por cuadruplicado. En cuanto a la distribucién de género, comparando los periodos

mencionados, se observa un cambio de la relacion hombre:mujer de 1.5:1 a 2:1,



respectivamente. Un tercio de la mortalidad del pais se registré en la Ciudad de México y

Area Metropolitana [5].

En el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias “Ismael Cosio Villegas” (INER),
instituto que representa bien la epidemiologia del centro del pais, las estadisticas son
coincidentes. Se reportaron 247 casos diagnosticados entre 1991 y 2007 (74.7 % hombres)
[6] seguido de un aumento importante en la incidencia hasta 149 casos entre 2006 y 2009
(71.1 % hombres) [7]. En ambos estudios la edad de presentacién oscilé entre los 51y 70
anos y se documentd cualquier tipo de exposicion a asbesto en hasta 91 % de los casos
[6,7].

Factores de riesgo

A dia de hoy no existe una neoplasia que tenga una relacion causal mas directa a un
carcinégeno definido que el mesotelioma pleural con el asbesto (hasta un 90 %) [8]. El
asbesto comprende un grupo de minerales compuestos de silicatos de magnesio
hidratados, los cuales se pueden clasificar en dos grandes grupos de acuerdo a su

estructuray tamarno de las fibras [9]:

1. Serpentinas: Principalmente el crisotilo, una fibra con menor riesgo carcinogénicoy
que comprende el 95 % de la produccion y uso a nivel mundial mundial [10,11].
2. Anfiboles: Comprenden a los minerales amosita, crocidolita, antofilita, actinolita, y

tremolita. Estos son fibras menos solubles y mas delgadas [10,11].

La exposicidbn es generalmente ocupacional, principalmente en la industria de la
construccion, por su uso en cemento y recubrimientos, en la manufactura de pastillas para
frenos, y en industria textil, entre otras. Es caracteristico que existe una latencia prolongada
entre la exposicién a este mineral y la presentacion del mesotelioma. Diversos estudios
demuestran una latencia entre 15 y 30 afios [8,12] y un estudio britanico con un seguimiento
de 1978 a 2005 en trabajadores expuestos a asbesto con un seguimiento de 9280

personas-afo, demostré un promedio de latencia de 22.5 anos.

Los pacientes expuestos al asbesto de manera ocupacional tienen un 50 % de riesgo de

por vida de fallecer de una neoplasia maligna y 10 % de desarrollar mesotelioma pleural



[9,12]. Por otro lado, parece ser que la dosis de exposicion aumenta el riesgo de manera
directamente proporcional, sin embargo no reduce la latencia de la presentacién de la
enfermedad [12].

La exposicion ambiental también es un factor importante como ha sido documentado en
diversas areas del mundo donde este mineral se presenta en abundancia de manera
natural. Areas rurales de Turquia, Greciay Bulgaria, presentan altas cantidades de tremolita
en el suelo y reportan una incidencia aumentada de mesotelioma pleural [13]. Incluso la
exposicion ambiental a minerales sin asbesto pero de caracteristicas fisicas similares han
demostrado aumentar el riesgo de mesotelioma pleural, tal es el caso de la exposicion a

erionita en Capadoccia, Turquia y a fluoroedenita en Sicilia, ltalia [9].

Otro factor de riesgo reconocido para el desarrollo de mesotelioma pleural es la exposiciéon
a radiaciéon terapéutica previa, como lo demuestran algunos estudios realizados en
pacientes con linfoma que fueron tratados con radioterapia a mediastino, en quienes se
encontré un aumento en la incidencia de 6.6 veces comparado con los pacientes no
radiados [14,15]. Por otro lado no se ha logrado establecer una relacion con la radioterapia
recibida para el tratamiento del cancer de mama [16,17]. En los casos asociados a
radioterapia previa, se ha descrito un curso menos agresivo y una supervivencia global
mayor (mediana de 32.5 vs 22.9 meses) [18].

La presencia de fragmentos de genoma del virus SV-40 en algunos casos de mesotelioma
sugiere la participacion de éste en la tumorigénesis. Estos datos han sido apoyados con
estudios en animales donde se ha descrito que la unién del antigeno mayor T con las
proteinas p53 y pRB, produce la inhibicién de estas y favorece la supervivencia y
proliferacion de células mesoteliales [19,20]. Desafortunadamente, no se ha podido
comprobar esta teoria en estudios epidemiolégicos y, mas aun, no se ha encontrado una

relaciéon independiente de la exposicion a asbesto [21].

Finalmente, en afios recientes, se ha descrito la asociacion de la mutacion en el gen BAP1
con la génesis de un sindrome de cancer hereditario que incluye la aparicion temprana de
melanomas cutaneos y uveales, asi como mesotelioma y otros tumores mixtos. Esta
mutacién se ha encontrado en escasas familias a nivel mundial y se describe su herencia

como autosémica dominante [22].



Fisiopatologiay carcinogénesis

De los factores de riesgo y etiologia mencionados, por mucho, el mas estudiado es la
carcinogénesis secundaria a la exposicion a asbesto. En este proceso se han descrito

cuatro eventos fundamentales [8,23]:

¢ Irritacién de la pleura. Se ha visto que las fibras mas delgadas y largas son las que
pueden penetrar mejor el epitelio del pulmén y alcanzar el espacio pleural, donde
irritan y desgarran de manera repetida el espacio pleural causando ciclos
prolongados de dafio, reparacion e inflamacion local, lo cual culmina con la
formacion de placas (cicatrices) y cancer.

e Disrrupcion de la mitosis. Las fibras mas delgadas pueden seccionar o destruir el
huso mitdtico con lo cual producirian las alteraciones cromosdmicas y aneuploidia
caracteristicas del mesotelioma.

e Generacion de radicales libres de oxigeno. Estos radicales se generan dentro de la
célula por mecanismos dependientes de hierro, y producen dafio directo al DNA,
contribuyendo aun mas a la carcinogénesis.

e Activacion de cinasas en vias de sefializacion. El asbesto induce la fosforilacion de
las cinasas asociadas a proteinas activadas por mitogenos (MAPK) y a la las cinasas
reguladas por actividad extracelular (ERK). Estas cinasas a su vez activan
protooncogenes tempranos de la familia de FOS, JUN o de la familia de proteinas

activadoras tipo 1.

Estos eventos culminan con alteraciones cromosdmicas notables, siendo la principal la
pérdida del cromosoma 22 pero siendo frecuentes también los rearreglos en 1p, 3p, 9p y
6q. Esto se traduce en la pérdida de genes supresores de tumores como pl4, p16 y NF2
[8]. Finalmente, ciertas interacciones con los tejidos circundantes y la matriz extracelular
aumentan el crecimiento y supervivencia de las células transformadas. Entre estos
procesos destacan la induccion de procesos antiapoptéticos, la produccion del factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF), factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor

de crecimiento transformador beta (TGFp) y factor de crecimiento derivado de plaquetas

(PDGF) [23].



Presentacionclinicay diagnostico

Clasicamente la presentacion clinica del mesotelioma maligno se caracteriza por la
aparicion de derrame pleural asociado a dolor en la pared toracica [8]. Normalmente el
tiempo entre el inicio de sintomas y el diagndstico es de 2-3 meses aunque un 25 % de los
pacientes tienen sintomas de 6 o mas meses de evolucion. Hasta un 60 % de los
mesoteliomas se presentan en el hemitérax derecho, aparentemente por el mayor volumen
de esta cavidad en comparacion con el lado izquierdo. Entre un 5y 25 % de los pacientes

tienen enfermedad metastasica al diagnoéstico [11].

Cerca del 60% de los pacientes presentan un dolor toracico no pleuritico, clasicamente
descrito en la region posterolateral del térax. La disnea se presenta en hasta 70 % de los
casos y un 80 % de los pacientes presentan la combinacién de disnea y derrame pleural.
Los sintomas constitucionales como pérdida de peso y fatiga aparecen en el contexto de la

enfermedad avanzada [8,11].

El diagnéstico por imagen generalmente comienza con una tomografia computada (CT) de
torax donde se observa derrame pleural y una tumoracion o engrosamiento pleural difuso.
En el 74 % de los casos se observa Unicamente derrame pleural [8]. Actualmente el uso de
la tomografia por emisién de positrones combinada con tomografia (PET/CT), con 18-
fluorodesoxiglucosa (18-FDG) como radiofarmaco, ha tenido un uso mas extendido y se ha
asociado con una mejor caracterizacion del tumor primario, ganglios involucrados y
descartar enfermedad metastasica [8,11]. Ademas, el PET/CT ha demostrado ser util en
diferenciar el mesotelioma maligno de enfermedades benignas de la pleura, como lo
destacan estudios en los que 37 de 41 pacientes con mesotelioma presentan
hipermetabolismo pleural mientras que ninguno de 18 pacientes con enfermedades

benignas presentaron este hallazgo [24].

El diagnostico definitivo mediante biopsia es de suma importancia para el inicio del
tratamiento de forma expedita. Las diferentes formas de obtener el tejido para el diagndstico
ofrecen diversos rendimientos que van desde 26-84 % en citologias de liquido obtenido de

derrame pleural hasta 98 % en biopsias obtenidas por videotoracoscopia [8,25].



Existe un dilema diagnéstico comun al tratar de diferenciar un mesotelioma maligno de un
probable adenocarcinoma pulmonar que invade la pleura. Para ello, el estudio histolégico

e inmunohistoquimico son fundamentales, como se vera adelante.

Patologia

El mesotelioma maligno se clasifica en tres variedades histoldgicas [26]:

e Epitelioide: Es la variedad mas comun, representando cerca del 60 % de los
mesoteliomas pleurales. Este incluye las variedades papilar, tubulopapilar, acinar,
adenomatoso y salido.

e Sarcomatoide: Estos se componen de células ahusadas que pueden confundirse
con tumores de origen mesenquimatoso, principalmente leiomiosarcomas o
sarcomas sinoviales.

e Mixtos o bifasicos: Tienen caracteristicas de los dos componentes anteriores y debe
realizarse un examen extenso del tejido para demostrar la presencia de ambos

subtipos.

La inmunohistoquimica tiene un papel esencial para determinar que el tejido es de origen
mesotelial. La calretinina es el marcador mas comunmente usado para este efecto. Las
citoqueratinas son usadas para diferenciar el mesotelioma de sarcomas o melanomas y
para confirmar la invasion. Mas del 85 % de los mesoteliomas epitelioides tifien
positivamente para el antigeno epitelial de membrana, calretinina, tumor de Wilms 1 (WTH1),
citoqueratina 5/6 y mesotelina. Por otro lado, es importante tomar en cuenta para la
diferenciacién con el adenocarcinoma que el antigeno carcinoembrionario (CEA), el cluster
de diferenciacion 15 (CD15), el factor de transcripcion tiroideo (TTF-1) y la positividad para
el anticuerpo B72.3 casinunca se expresan en el mesotelioma [8,27].

Estadificacion

El sistemade estadificacion usado con mas frecuencia es el de la Union Internacional contra
el Cancer (International Union Against Cancer, UICC) y el de la Junta del Comité Americano

en Cancer (American Joint Comittee on Cancer, AJCC) en su séptima edicion, el cual



consisteen el sistema TNM (tumor, ganglios, metastasis). Enesta clasificacion, los estadios
I y Il tienen involucro pleural pero sininvolucro de ganglios linfaticos, metastasis a distancia
o enfermedad irresecable. El estadio lll incluye a los casos con involucro ganglionar
regional. El estadio IV incluye a aquellos con enfermedad irresecable, involucro ganglionar
contralateral, supraclavicular o metastasis a distancia. A continuacion se expone

detalladamente el sistema de estadificacion TNM [28]:

Tumor primario (T)

TX: No se puede evaluar el tumor primario
TO: Sin evidencia de tumor primario
T1: Tumor limitado a la pleura parietal ipsilateral con o sin involucro de la pleura
mediastinal y sin involucro de la pleura diafragmatica

T1a: Sin involucro de la pleura visceral

T1b: El tumor involucra la pleura visceral
T2: El tumor invade cada una de las superficies pleurales ipsilaterales (parietal,
mediastinal, diafragmatica y visceral, con al menos una de las siguientes
caracteristicas: involucro del diafragma o extension a través de la pleura visceral al
parénquima pulmonar subyacente.
T3: El tumor invade cada una de las superficies pleurales ipsilaterales (parietal,
mediastinal, diafragmatica y visceral, con al menos una de las siguientes
caracteristicas: involucro de la fascia endotoracica, extension a la grasa
mediastinal, extension resecable solitaria a los tejidos blandos de la pared toracica,
o involucro no transmural del pericardio.
T4: El tumor invade cada una de las superficies pleurales ipsilaterales (parietal,
mediastinal, diafragmatica y visceral, con al menos una de las siguientes
caracteristicas: extension difusa o multifocal en la pared toracica con o sin
destruccién de la costilla, extensién directa transdiafragmatica al peritoneo,
extension directa a la pleura contralateral, 6rganos del mediastino, columna

vertebral, o a la superficie interna del pericardio con o sin involucro del miocardio.
Ganglios linfaticos regionales (N)

NX: No se pueden evaluar los ganglios regionales

NO: Sin metastasis en ganglios regionales



N1: Metastasis en ganglios broncopulmonares o hiliares ipsilaterales

N2: Metastasis en ganglios mediastinales ipsilaterales o subcarinales incluyendo la
cadena mamariainterna ipsilateral y ganglios peridiafragmaticos

N3: Metastasis en ganglios mediastinales contralaterales, cadena mamariainterna

contralateral o ganglios supraclaviculares ipsilaterales
Metastasis distantes (M)

MO: Sin metastasis a distancia

M1: Metastasis a distancia

Esto nos lleva a la siguiente estadificacion anatdmica, que se traduce en grupos

prondsticos, como se menciona adelante.

Tabla l. Estadio anatémico / grupo prondstico
Estadio 1A T1a NO MO
Estadio IB T1b NO MO
Estadio I T2 NO MO
Estadio Il T1-2 N1 MO
T1-2 N2 MO
T3 NO-2 MO
Estadio IV T4 Cualquier N MO
Cualquier T N3 MO
Cualquier T Cualquier N M1

Prondstico

Receptores estrogénicos alfay beta




Papel del receptorestrogénico betaen el cancer

Expresionde receptorestrogénico betaen mesotelioma



Planteamiento del problema vy justificacion

El prondstico de los pacientes con mesoteliomapleural es pobre aun en estadios tempranos
y la unica posibilidad de curacion yace en el tratamiento quirdrgico con reseccion completa.
Desafortunadamente la mayoria de pacientes no son candidatos a un tratamiento curativo

debido al diagnéstico en etapas tardias e irresecables.

Actualmente tratamiento multimodal parece ser el que ofrece una mejor supervivencia, sin
embargo ha habido pocos avances significativos en el tratamiento durante los ultimos afios,
siendo éstos concretamente la demostracion de superioridad de un esquema de

quimioterapia y la inclusién de un anticuerpo monoclonal al tratamiento.

Es por ello que surge la necesidad de encontrar nuevas formas de predecir la respuesta a
quimioterapia o valorar la probabilidad de éxito al recibir un tratamiento multimodal y que
ello nos permita seleccionar los pacientes adecuados para un tratamiento mas

personalizado.

Existen marcadores moleculares cuya expresion en células tumorales se ha relacionado a
supervivencia y respuesta al tratamiento en pacientes seleccionados con mesotelioma
pleural. Especificamente se ha estudiado la expresion de receptores estrogénicos beta
como marcadores tisulares de prondstico en el tumor. En México no existe un estudio que
combine la expresion de este receptor y su asociacion con respuesta a tratamiento,

prondstico o supervivencia.



Hipotesis

Hipétesis alterna:

- La expresion de receptores de estrogenos beta (ERB) medidos por
inmunohistoquimica aumenta la posibilidad de respuesta al tratamiento con
quimioterapia, resecabilidad y los valores prondsticos medidos como supervivencia
libre de progresion y supervivencia global en pacientes con mesotelioma pleural.

Hipdtesis nula:
- La expresidbn de receptores de estrogenos beta (ERB) medidos por
inmunohistoquimica no modifican la respuesta al tratamiento, resecabilidad, ni los
valores pronésticos medidos como supervivencia libre de progresion y supervivencia

global, en pacientes con mesotelioma pleural.

Objetivos

Obijetivo primario:

- Tasa de respuesta a quimioterapia de primera linea en los primeros seis meses
Objetivos secundarios:

- Porcentaje de resecabilidad

- Supervivencia libre de progresion

- Supervivencia global

Métodos

Se realizé un estudio retrospectivo en los departamentos de Oncologia Toracicay Anatomia
Patolégica del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias “Ismael Cosio Villegas”.
Se incluyeron los casos de pacientes mayores de 18 afios con diagnéstico histopatoldgico
de mesotelioma pleural maligno, diagnosticados de diciembre de 2013 a junio de 2016 que
tuvieran al menos un estudio de imagen de térax posterior al inicio de tratamiento con

quimioterapia. Se excluyeron a aquellos pacientes menores de 18 afios, pacientes que



tuvieran reseccion o radioterapia con intento curativo previo a la administracion de
quimioterapia y a aquellos que no contaran con informacion completa en el expediente

médico o con bloques de parafina suficientes para realizar estudios de inmunohistoquimica.

Se determinaron las siguientes variables clinicas y patolégicas:

e Género
o0 Masculino
o Femenino
e Edad al diagnéstico
¢ Antecedentes exposicionales:
o Tabaquismo medido en indice tabaquico (paquetes/afio)
0 Exposicién a asbesto
o Patrén de mesotelioma pleural

o Epitelioide
o0 Sarcomatoide
o Mixto

e Estadio clinico de acuerdo al sistema TNM (AJCC séptima edicion)
e Esquemade quimioterapia utilizada en primera linea

e Duracién de la quimioterapia de primera linea (ciclos administrados)
¢ Respuestaevaluada por RECIST version 1.1

e Supervivencia libre de progresion

e Supervivencia global

¢ Administracion de radioterapia definitiva

e Reseccion de tumor residual

Asimismo, se realizd6 inmunohistoquimica en tejido de las biopsias recabadas para
determinar la expresion de receptores estrogénicos beta (ERp) en los tejidos obtenidos.

Técnica de inmunohistoquimica

Se utilizé un ensayo de inmunohistoquimica con un anticuerpo monoclonal de origen
murino dirigido contra la region C-terminal de la isoforma 1 del receptor de estrogenos
beta humano (ERp) (GTX47720, PPG5/10, GeneTex Inc., Indio, CA, EUA). Se utilizé un
sistema automatizado de inmunohistoquimica estandarizado VENTANA Benchmark XT
(Ventana Medical Systems, Roche Inc., Tucson, AZ, EUA).



Para determinar el resultado se us6 un sistema cualitativo de positividad de la tincién
determinado por la observacion directa. Se utilizé una escala de 1+ para una tincion débil
hasta 3+ para una tincion muy intensa, junto con el porcentaje de células que se tifieron

con el anticuerpo.

Analisis estadistico

Las variables se expresan como media y desviacidén estandar, asi como valores totales y
porcentajes. Las variables continuas se compararon con T de Student y las variables
categoricas con prueba de Chi cuadrada. Se utilizé el software SPSS version 21,
determinando significancia estadistica con una p < 0.05.



Resultados

Caracteristicas generales

Se detectaron 55 pacientes con diagnéstico de mesotelioma pleural maligno diagnosticados
a partir de diciembre de 2013. De éstos, 37 pacientes fueron hombres (67.27 %)y 18 fueron
mujeres (32.72 %). La edad promedio en afios fue de 64.1 (DE 9.94) con un rango de 41

hasta 84 arios.

De estos pacientes detectados, unicamente 44 pacientes (80 %) tuvieron informacion

suficiente en los expedientes electrénico y fisico del INER para poder ser evaluados en el

analisis estadistico.

En cuanto a las caracteristicas histopatologicas del tumor, 42 de los 44 casos tuvieron una

histologia epitelioide (95.5 %), siendo el resto de histologia mixta (4.5 %).

De estos 44 casos, solo se pudo obtener material para realizar la inmunohistoquimica para
determinar la expresion de receptores estrogénicos beta (ERB) en 22 pacientes (50 %), de

los cuales 19 fueron positivos (86.4 %)y, a su vez, 15 de ellos lo fueron en el 100 % de las

células con diferentes grados de intensidad (68.2 %).
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