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1. Resumen

Introduccion

El cancer de pulmoén es la causa mas comun de muerte por cancer en la poblacién
mundial, afecta predominantemente a hombres mayores de 65 afios con historia de
tabaquismo. El cancer de pulmédn se clasifica en dos variantes histolégicas: cancer
pulmonar de células pequefias (CPCP) y cancer pulmonar de células no pequefas
(CPCNP). EI CPCNP es el mas frecuente (80%) y se conforma de tres subtipos:
adenocarcinoma (50-60%), carcinoma epidermoide (20-25%) y el de células
grandes. El prondstico en los pacientes depende del estadio clinico al momento del
diagnodstico. El tratamiento farmacologico dirigido a moléculas especificas ha
mostrado resultados benéficos. Un ejemplo, son los inhibidores del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR) como Erlotinib y Gefitinib, aprobados como terapia
de primera linea en pacientes con CPCNP (adenocarcinoma pulmonar) y mutacion
en receptores de tirosin-kinasa.

Objetivo
Cuantificar la expresion de proteina EGFR (receptor del factor de crecimiento
epidérmico) en muestras de lavado broncoalveolar (LBA) en sujetos con cancer

pulmonar y sujetos sin cancer pulmonar.

Material y métodos

Se realiz6 un estudio exploratorio que incluyé a sujetos con diagndstico
histopatolégico de cancer pulmonar y controles sin cancer. Se realizd
fibrobroncoscopia a todos los sujetos del estudio, para obtener una muestra de LBA.
Estas muestras fueron procesadas por el método de ELISA sandwich (Enzyme-
linked Immunosorbent Assay, de sus siglas en inglés) para identificar la cantidad de
proteina EGFR en LBA en ambos grupos. Para el analisis estadistico se usé
estadistica descriptiva, prueba de Ji cuadrada y comparacion de medianas por U de
Mann-Whitney.



Resultados

En este estudio se incluyeron 28 sujetos. Del total de la muestra estudiada, 12
fueron sujetos con cancer de pulmon y 16 controles sin cancer de pulmon. La media
de edad para el grupo de casos fue de 59.7 + (DE: 7.38) y para el de controles de
58.6 + (DE: 10.39). La media de EGFR en los sujetos con cancer fue de 1331.80 +
(DE: 955.62) y para los sujetos sin cancer pulmonar de 216.94 + (DE: 165.45), con
una p= 0.004 por U de Mann-Whitney y un tamafio del efecto por comparacion de
medias segun d de Cohen= 1.62 y tamafio del efecto de 0.63, que corresponde a la
diferencia de medias de ELISA cuantitativo entre los casos y los controles.

Conclusiones

La expresion de proteina EGFR en muestras de lavado broncoalveolar, se
encuentra sobre-expresada en sujetos con cancer pulmonar a comparacion de los
sujetos sin cancer pulmonar, con un tamafio del efecto mayor a 0.6 segun la d de

Cohen.



2. Introduccion

El cancer pulmonar es la causa mas comun de muerte por cancer en el mundo. Se
estima una incidencia mayor a 1.8 millones de casos anuales y es causa de mas de
1.59 millones de muertes. Es el cancer mas frecuente en hombres en todo el mundo
con mas de 1.2 millones de casos nuevos por afio. En Estados Unidos, el cancer
pulmonar ocupa el tercer lugar de todos los tipos de cancer y es el primero en
mortalidad en poblacidén general, con una sobrevida de 5.6% a 5 afos. (1) A finales
del siglo pasado se registré una disminucién considerable de los casos de cancer
en nuestro pais, sin embargo, actualmente se mantiene como el segundo tipo de
cancer con mayor letalidad en hombres, unicamente por debajo del cancer de
prostata. (1) (2)

El factor de crecimiento epidérmico (EGF, por sus siglas en inglés), fue aislado por
primera vez en el aio de 1962 por Stanley Cohen. En 1975, se describio la
presencia de una molécula a la cual se fijaba el EGF, esta era el receptor de EGF
(EGFR, por sus siglas en inglés). Fue hasta 1978, cuando se demostro que el EGFR
presentaba fosforilacibn aumentada cuando se acoplaba al EGF. Otro
descubrimiento importante acerca de este receptor, fue en 1980, cuando se
confirmé que la proteina transformante del virus de sarcoma de Rous, v-src, se
fosforilaba en tirosina lo que establecié que el EGFR tenia actividad de tirosina

cinasa al unirse al EGF. (3)



3. Marco teodrico

3.1.Cancer pulmonar

células grandes. (4)

Estimated incidence, mortality and 5-year prevalence: both sexes

El cancer de pulmoén se clasifica de acuerdo a sus caracteristicas histolégicas en
dos tipos: cancer pulmonar de células pequenas (CPCP) y cancer pulmonar de
células no pequenas (CPCNP). El porcentaje de presentacion para cada tipo
histolégico se ha modificado en las ultimas décadas, esto a causa de los cambios
en el habito tabaquico, asi como a la exposicion a otros neumotdxicos. EI CPCNP
(80%) es el tipo histolégico mas frecuente, que a su vez se divide en tres subtipos

histologicos: adenocarcinoma (50-60%), carcinoma epidermoide (20-25%) y de

Incidence
. Number (%) ASR (W) Number
Lip, oral cavity 2m 19 25 787
Nasopharynx 144 04 0.1 &7
Omer pharynx 508 03 05 328
Qesophagus 143 08 10 1055
Stomach 7680 52 68 6281
Colorectum 8851 658 7B 4634
Liver 6387 43 87 €058
Galibladcer 1581 13 18 1851
Pancreas 4214 29 g 4133
Lanynx 2419 17 23 &1
Lung 8439 57 75 7608
Melanoma of skin 2031 14 18 612
Kaposi sarcoma 88 01 01 3
Breast 20444 138 L.
Cervix uteri 13%60 G4 233 4769
Corpus uterl 213 18 48 550
Ovary T 22 56 2105
Prostate 14016 95 273 6367
Testis 1742 12 28 443
Kidney 3851 26 35 215
Sadder 38 22 29 1166
Brain, nervous system 4446 30 as 2237
Thyroid 3038 21 26 702
Hodgidn lymphoma 1543 1.0 13 58
Non-Hodgkn lymphoma 4632 31 41 2558
Multiple myeloma 1380 09 13 1029
Leukaemia 6325 43 56 4264
Al cancers exd. non-melanoma skin cancer 147985 100.0 1316 78719

Incidence and mortalty dals or o sges. S-year provelence for adult populedion onfy

ASR (W) and propertons pev 100,000,

Mortality 5 year prevaience
(%) ASR(W) Number (%) Prop.
10 Q7 GBS6 19 83
01 01 3718 01 04
04 03 137 03 14
13 08 1187 03 14
8.0 55 12791 36 154
6.0 41 21634 61 260
.7 53 4978 14 6.0
24 1.7 2512 0.7 30
53 a7 3M8 09 a7
14 08 6990 20 84
9.7 67 8089 23 97
08 05 5755 16 69
0.0 00 221 01 03
12 9.7 78629 211 1767
6.1 81 47000 131 1100
07 10 a847 27 230
27 36 948 25 212
8.1 1.3 41083 11.5 1013
06 07 5060 14 125
27 19 10047 28 121
15 10 630 26 M2
28 20 68527 18 18
08 06 1150 33 143
08 05 4250 12 51
32 23 8700 24 104
13 08 2418 07 29
54 37 6100 17 7.3

1000 689 358353 1000 4302

Tabla 1. Incidencia, mortalidad y prevalencia en México a 5 afos de cancer pulmonar en

hombres y mujeres.




Figura 1. Incidencia y prevalencia de cancer pulmonar en hombres

en México, estimada por edad. Tomado de referencia 1.

Figura 2. Incidencia y prevalencia de cancer pulmonar en hombres

en México, estimada por edad. Tomado de referencia 1.



3.1.1. Etiopatogenia

El tabaquismo es el principal factor de riesgo de cancer pulmonar hasta en el 90%
de los casos. (5) Otros factores de riesgo son: exposicion a radon, asbesto, niquel,
contaminacion ambiental, entre otros. Un estudio reciente en México demostro la
asociacion de exposicion al humo de lefia como factor de riesgo para cancer
pulmonar en mujeres no fumadoras. (6) La incidencia de cancer de pulmén presenta
disminucién con el cese del habito tabaquico, pero, el riesgo se mantiene latente

por varios anos. (4)

El humo de tabaco produce mas de 4000 sustancias quimicas bioactivas que
interaccionan de forma negativa en el organismo (tabla 2). Las complicaciones a la
salud causadas por el tabaquismo lo catalogan como la segunda causa de muerte
global. El cancer pulmonar es una de ellas y se proyecta que para el aino 2030, sera
la causa de mas de 9 millones de muertes anuales. Uno de los mecanismos
carcinogeénicos del tabaco es por union directa al ADN, hecho que incrementa el
riesgo de 20 a 40 veces para desarrollar cancer pulmonar en fumadores. (7) Sin
embargo, hasta el 10% de los hombres y el 20% de las mujeres llegan a desarrollar

cancer pulmonar sin antecedente de tabaquismo. (8)

Tabla 2. Componentes del humo de tabaco. Tomada de referencia (9)



El principal mecanismo carcinogénico descrito asociado al tabaco es la formacion
de aductos de ADN, que son metabolitos carcinogénicos unidos de forma covalente
a las bases adenina y guanosina del ADN. Cuando estos aductos de ADN logran
escapar a los diferentes mecanismos de reparacion celular y apoptosis, progresan
a la formacion de mutaciones. Si alguna de estas mutaciones criticas se establece
en un oncogen O en un gen supresor, se produce una célula con estructura de
reproduccion aberrante y desarrolla como consecuencia cancer pulmonar. (10)

Otras formas de tabaquismo como los puros y las pipas también se asocian a la
presencia de cancer pulmonar, aunque en menor frecuencia que el uso de
cigarrillos. Se estima que el uso de 5 puros al dia equivale a fumar una cajetilla de
cigarros en ese mismo periodo de tiempo. Por otra parte, el uso de marihuana y
cocaina también se ha asociado a lesiones endobronquiales premalignas en

personas con adiccion a estas drogas. (11)

Materiales como el polvo de los metales pesados y el asbesto, tiene particular
importancia, ya que la exposicidon cronica genera cambios inmunolégicos con
potencial carcinogénico. Estos cambios son secundarios a la exposicion cronica,
que induce a la formacion de radicales libres de oxigeno y apoptosis dependiente
de la via mitocondrial en células las epiteliales alveolares y las mesoteliales con

mayor frecuencia. (12)

3.1.2. Diagnostico

Es muy importante realizar el diagnostico oportuno en pacientes con sospecha de
cancer pulmonar, debido a que la mayoria de las veces este se realiza en etapas
tardias, el prondstico resulta ser malo a corto plazo. La posibilidad de deteccion en
etapa clinica temprana, permitiria el tratamiento con cirugia y curacion. (13) Para
ello se emplean estudios de imagen, biomarcadores y otros procedimientos
invasivos como la broncoscopia y la cirugia toracica para estudio histopatolégico de
las muestras de tejido obtenidas. (14)



El panorama de los pacientes con cancer pulmonar en etapa clinica avanzada es
poco prometedor. (15) Un esfuerzo por encontrar un método diagndstico de tamizaje
en pacientes fumadores y riesgo de cancer, ha sido el objetivo de multiples estudios.
Algunos compararon a la radiografia de térax (RXT) y citologia de esputo para
diagnostico temprano y no demostraron disminucion de mortalidad, a pesar de ser
pacientes de mas de 45 anos y con factores de riesgo asociados a cancer pulmonar.
(16) (17) Algunos otros, carecen de sustento metodologico, que no permite realizar
conclusiones a cerca de algun método de tamizaje para disminuir la mortalidad en

pacientes con cancer pulmonar. (18)

Datos clinicos como tos, pérdida de peso, fiebre, disnea y hemoptisis
definitivamente nos orientan a sospechar en el diagndstico. Desafortunadamente,
estos signos y sintomas son mas evidentes en etapas clinicas avanzadas. La RXT
en proyeccion anteroposterior y lateral, es el primer estudio que se solicita en
pacientes con factores de riesgo para cancer pulmonar. Este estudio, ha
demostrado una sensibilidad de menos del 40% para la deteccidon de ndédulos

pulmonares que la mayor parte del tiempo resultan ser nddulos benignos. (19)

La tomografia axial computada (TAC) es una de las herramientas mas utilizadas en
el abordaje de la patologia respiratoria. Tiene una sensibilidad de hasta 22% para
la deteccion incidental de nddulos pulmonares. (20) En los ultimos afios se ha
propuesto a la TAC de baja dosis como método de tamizaje para cancer pulmonar
con mejores resultados que la RXT, (21) su uso con este objetivo, logro disminuir la
mortalidad en un 20% en los pacientes con riesgo alto. (22) Este mismo método se
utilizé para normar conducta de tratamiento en pacientes con presencia de nédulos
pulmonares en base al tiempo de crecimiento y las caracteristicas de imagen. Sin
embargo, a pesar de la evidencia firme alcanzada por la TC de baja dosis como
meétodo de tamizaje, otros estudios con menor numero de pacientes discrepan de

su utilidad para disminuir mortalidad. (23) (24)



La tomografia contrastada con emision de positrones (PET-CT, por sus siglas en
inglés) de cuerpo completo, a diferencia de la TAC y la RM, no solamente permite
la diferenciacion de las estructuras anatomicas, sino también es una buena
herramienta que establece el sitio exacto de las metastasis, permitiendo con esto
estadificar de mejora manera a los pacientes. (25)

La FBO es un procedimiento de minima invasion, utilizado para diagnostico o
tratamiento, que consiste en introducir un dispositivo de video a la via aérea. Con
los afos las indicaciones se han modificado, siendo en la actualidad el estudio de
rutina en pacientes con sospecha de cancer pulmonar por su bajo porcentaje de
complicaciones. (26) A pesar de la variedad de procedimientos endoscoépicos que
se pueden realizar, su rendimiento diagnostico apenas supera el 60% cuando las
lesiones son accesibles por este método de abordaje. (27)

3.1.3. Estadificacion

Estadio clinico, es un término importante al momento de hablar de cancer, y el
cancer de pulmon no es la excepcion. La ultima clasificacion realizada por la Union
Internacional para el Control del Cancer (UICC, por sus siglas en inglés) y el Comité
Americano Mixto contra el Cancer (AJCC), fue posterior a la revisién estadistica de
la base de datos mundial de cancer pulmonar (figura 2a, 2b y 2c). Este esfuerzo
por comprender mejor el comportamiento de los pacientes con cancer, es para

brindar mayor sobrevida y mejorar el pronostico de los enfermos. (13)
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Figura 2b. Representacién grafica del estadio clinico Il del cancer pulmonar. Tomado de referencia
(13).
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Figura 2c. Representacion grafica del estadio clinico IV del

cancer pulmonar. Tomado de referencia (13).
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3.1.4. Tratamiento

El cancer pulmonar es una enfermedad catastrofica que requiere tratamiento
inmediato al momento del diagnostico. La calidad de vida es un factor importante
que valorar antes del inicio del tratamiento. (28) La sobrevida de los pacientes con
cancer pulmonar a cinco afos y depende del estadio clinico al momento del
diagnostico. Los estadios clinicos I-ll (tabla 3) son los que mas se benefician del
tratamiento quirurgico con fines curativos, con una sobrevida a cinco afios de 54-
80% y 38-65%, respectivamente. Pero, en estadios IlI-1V (tabla 4 y 5) la sobrevida
a 5 afnos es menor al 10% y muy pocos casos en etapa clinica Il pueden ser
sometidos a tratamiento quirurgico con fines de curacion. (29) La etapa clinica IV el
tratamiento es paliativo con radioterapia y quimioterapia, con mortalidad temprana
a pocos meses del diagnostico. (30) Cabe mencionar que, a pesar del buen
prondstico en pacientes con estadios tempranos, muy pocos son diagnosticados en
esta etapa.

Tratamiento del CPCNP en etapa clinica I/ll

Tratamiento local

Lobectomia con toma de muestras de ganglios mediastinales
(neumonectomia en caso necesario para alcanzar margenes
quirurgicos negativos)

Opciones de terapia local en pacientes con alto riesgo
Reseccion sublobar (en cuiia, segmentectomia)

Radioterapia convencional con haz externo

Terapia con radiacién corporal estereotactica

Ablacién con radiofrecuencia

Quimioterapia adyuvante

Estadio IB (considerar si tumor > 4 cm)

Estadio IIA/B (recomendado)

Platino, régimen de 2 farmacos por 4 ciclos

Tabla 3. Tratamiento del CPCNP en pacientes con etapa clinica l/Il.

Modificado de de referencia (31)

13



Tratamiento del CPCNP en etapa clinica lll

Terapia estandar

Quimioterapia actual mas radioterapia definitiva

Quimioterapia de induccion seguida de reseccion quirurgica
Opciones en pacientes con riesgo bajo

Quimioterapia secuenciada seguida de radioterapia

Radioterapia sola

Estadio Ill posterior a reseccion quirurgica

Quimioterapia adyuvante: base platino, régimen de 2 drogas por
4 ciclos

Considerar quimioterapia adyuvante posterior a completar la

quimioterapia

Tabla 4. Tratamiento del CPCNP en etapa clinica lll. Modificado

de referencia (31)

Tratamiento del CPCNP en etapa clinica avanzada

Primera linea (quimioterapia combinada)
Carboplatino/cisplatino + paclitaxel
Carboplatino/cisplatino + docetaxel
Carboplatino/cisplatino + pemetrexed (no escamoso)
Carboplatino/cisplatino + gemcitabina
Bevacizumab (no escamoso)

Erlotinib (tumor con EGFR mutado)
Crizotinib (ALK mutado)

Segunda linea (monoterapia)

Docetaxel

Pemetrexed (no escamoso)

Erlotinib

Crizotinib (ALK mutado)

Tercera linea (monoterapia)

Erlotinib

Terapia de mantenimiento (monoterapia)
Pemetrexed (no escamoso)

Erlotinib

Bevacizumab (no escamoso)

Tabla 5. Tratamiento paliativo del CPCNP. Modificado de referencia (31)
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Nuevos farmacos, dirigidos a moléculas especificas en pacientes con CPCNP, han
resultado efectivos para detener el proceso neoplasico. Destacan los inhibidores del
factor de crecimiento epidérmico (EGFR) como Erlotinib y Gefitinib, aprobados como
terapia de primera linea en los pacientes con CPCNP que presentan mutacion en
los receptores de tirosin-kinasa. Siendo actualmente obligada la busqueda de estas
mutaciones en todos los pacientes con adenocarcinoma antes de iniciar el

tratamiento quimioterapico. (32)

3.2.Receptor del factor de crecimiento epidérmico

Existe un especial interés en encontrar el método ideal de tamizaje, también es
indispensable contar con nuevas herramientas para estatificacién, pronostico y
blanco terapéutico. En 1994, Wilkins acufié por primera vez el término proteoma y
lo definid como el conjunto de proteinas que pueden ser producidas a traves del
genoma. (33) La protedmica se proyecté como un cuello de botella para comprender
la conformacion de muchas especies (34) y principal interés en encontrar la relaciéon
entre los genes y la funcion de acuerdo a cambios producidos por enfermedades y
farmacos. (35) Estudios recientes, han demostrado que la expresion de anexina se
asocian a resistencia al tratamiento de quimioterapia por agentes de primera linea

en cancer pulmonar. (36)

La caracterizacion de proteinas en las distintas patologias pulmonares ha aportado
una gran cantidad de informacion acerca de la evolucién y el pronéstico de este tipo
de enfermedades. Esto nos ha llevado a conocer los perfiles de expresion de
proteinas en patologias como la fibrosis pulmonar, sarcoidosis, proteinosis alveolar,
etc. (37)

En cancer pulmonar se han reportado alteraciones en los perfiles de expresién de

micro RNA (miRNAs) en el tejido tumoral comparado con tejido sano adyacente; asi

como evidencias de que dichos miRNAs tisulares alterados podrian utilizarse en el
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diagnéstico, clasificacion histologica y estimacion de la prognosis de este tipo de
cancer (figura 3). (38)

Figura 3. Expresion a nivel del tejido de biopsia de miRNA en cada tipo de cancer pulmonar. Tomado

de referencia. (38)

El EGFR es una proteina transmembrana de 170 kDa de la familia de los receptores
de factor de crecimiento epidérmico humano (HER, por sus siglas en inglés). (39)
Los receptores de la familia ErbB/Her, pertenecen a la subclase | de la super familia
receptores tirosina cinasa (RTKs). La actividad de estos receptores se centra en la
mediacidn y regulacion de las sefiales del medio externo hacia el interior de las
células, su relevancia es evidente ya que participa en procesos que van desde el
desarrollo embrionario hasta el 6rgano adulto en funcién, 6 en procesos de

proliferacion celular, diferenciacién, migracion y reorganizacion estructural. (40)

La familia de receptores tirosina cinasa ErbB/HER (RTK), comprende a cuatro
miembros: ErbB-1/Her1, ErbB-2/Her2 (neu), ErbB-3/Her3 y ErbB4/Her4 (figura 4).
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Todos los miembros de la familia comparten un dominio extracelular de unién a
ligando (ectodominio), un dominio hidrofobo transmembranal y un dominio
citoplasmatico, conteniendo un subdominio con actividad intrinseca de tirosina
cinasa. Aun cuando los cuatro miembros de la familia comparten en general la
misma estructura, cada uno de ellos posee en su estructura algunas
particularidades muy especificas que son de suma importancia en la
complementariedad de los dimeros asi como la selectividad en la activacion

especifica de las vias de sefalizacion. (41)

Figura 4. Familia de receptores ErbB/HER. Los miembros de la familia ErbB comparten un dominio
extracelular de union a ligando, un dominio transmembranal y un dominio intracelular que comprende

la actividad catalitica de cinasa de tirosina. (tomado de ref. (40))

La complejidad de la via de sefializacion de EGFR y su importancia en crecimiento
celular y la sobrevivencia resaltan el papel de las alteraciones de EGFR en el
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desarrollo y mantenimiento de condiciones patoldégicas como el cancer. Las
anormalidades en las funciones de EGFR estan asociadas con todas las
caracteristicas del desarrollo y crecimiento del cancer incluyendo la proliferacién
celular autébnoma, la invasion, la angiogénesis y el potencial metastasico.
Aberraciones en la sefializacion de EGFR pueden iniciarse por varios eventos como
una produccion alterada de ligandos, mutaciones y deleciones en los receptores, o
por activaciéon persistente. Niveles altos en la expresion de EGFR son

caracteristicas comunes de un fenotipo maligno en algunos tumores solidos. (42)

La determinacion de sobre expresion y mutaciones de EGFR en el CPCNP, es el
objetivo principal antes del tratamiento con quimioterapia, ya que una proporcion de
mas de 32.8% de los pacientes resulta positivo a la deteccion de mutaciones de
EGFR. Un resultado positivo de mutaciones de EGFR (figura 5), ademas de ser
factor prondstico permite dirigir la terapia especifica con farmacos inhibidores de los
RTKs como erlotinib, gefitinib y nintedanib. (43)

Figura 5. Mutaciones presentes en EGFR. (tomado de ref. (40))
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Se han descrito varias técnicas para la cuantificacion de proteina EGFR vy la
determinacidn de mutaciones en el gen. (43) Recientemente un estudio publicado
por Almatroodi et al (44), que caracterizo por medio de geles de dos dimensiones el
patrén de proteinas en muestras de lavado broncoalveolar de sujetos con y sin
adenocarcinoma pulmonar, demostro la presencia de una expresion diferencial de

proteinas en sujetos con adenocarcinoma comparado con sujetos sanos.

Varios estudios han demostrado que la expresion de EGFR correlaciona con menor
sobrevivencia libre de enfermedad y, mal pronostico ademas de mayor riesgo de
recurrencia de la enfermedad, en un estadio tumoral avanzado existe un mayor
riesgo de metastasis. (45) La amplificacion del gen que conduce a la sobreexpresion
de EGFR es una caracteristica frecuente en muchos canceres humanos, a menudo
acompanados de otras reorganizaciones estructurales que causan deleciones en el
dominio extracelular del receptor, la mas frecuente es la variante de tipo Il del EGFR
humano (EGFRuVIII). (46)

3.3.Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas (ELISA)

El ELISA es un ensayo inmunoabsorbente que al igual que otros, utiliza anticuerpos
como reactivos enlazantes especificos a las moléculas que se desean estudiar. Una
de sus mayores aplicaciones bioldgicas es la cuantificacion de farmacos, sustancias
bioldgicas, infecciosas o anticuerpos en fluidos corporales. Los ensayos
inmunoenzimaticos fueron descritos en 1971 por Engvall y Perlmann, y Van Wemen
y Schuurs, sin embargo, el uso de material radioactivo ha limitado el uso del
radioinmunoensayo, y a la vez ha popularizado el empleo del inmunoensayo
enzimatico (EIA), del que hay dos técnicas principales: el ensayo inmunoabsorbente
ligado a enzimas y el ensayo inmunologico multiplicado por enzimas (EMIT). (47)
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En todos los tipos de ELISA, una enzima se une covalentemente a un antigeno o a
un anticuerpo. El ELISA permite la deteccion de anticuerpos cuando la enzima esta
unida a un anticuerpo antiinmunoglobulina humana, y de antigenos cuando la
enzima esta unida a un anticuerpo contra un antigeno especifico. Todos los ELISA

estan compuestos de lo siguiente (figura 6): (48)

1. Un antigeno o un anticuerpo especifico marcado con una enzima
(conjugado). Las enzimas mas utilizadas son la peroxidasa de rabano
picante, fosfatasa alcalina y B-galactosidasa.

2. Un soporte para dicho antigeno o anticuerpo. Generalmente se utiliza una
placa de poliestireno con 96 pocillos.

3. Un sustrato que sera transformado por la enzima en un producto detectable.
Los productos pueden detectarse por métodos colorimétricos, fluorescentes
y luminiscentes.

Un sistema para detectar dicho producto
Existen diversos tipos de ELISA, pero los mas importantes son el directo, el

indirecto y el de captura o sandwich.

Figura 6. Producto coloreado posterior a la reaccion enzimatica en una placa de 96

pocillos. Figura tomada de referencia (48).
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A continuacion, se detallan los diferentes tipos de ELISA:

3.3.1. ELISA directo

Detecta anticuerpos especificos en una muestra. Consiste en administrar la muestra
del paciente directamente al pocillo, para que el anticuerpo de interés se adhiera a
dicho pocillo. Posteriormente se realiza un lavado para eliminar lo que no se haya
unido al soporte (pocillo). Luego se agrega un anticuerpo especifico conjugado con
la enzima, el cual se unira al antigeno si este se absorbié en el paso anterior. Por
ultimo, viene una nueva fase de lavado para eliminar todo el conjugado no unido y

la lectura tras agregar un agente colorimétrico (figura 7a). (48)

3.3.2. ELISA indirecto

En esta prueba, el kit viene con el soporte unido a un antigeno especifico contra el
que se unira el anticuerpo que se desea encontrar. Como primer paso, se agrega la
muestra del paciente sobre el soporte. Posteriormente, se realiza un lavado con la
finalidad de eliminar todo lo que se haya unido al antigeno, luego, se agrega un
anticuerpo el cual se unira al anticuerpo de interés solo si esta presente en la
muestra. Después viene una segunda fase de lavado en la que se elimina todo el
conjugado que no se unié para posteriormente agregar un agente colorimétrico

detectable y realizar la lectura. (figura 7b) (48)

3.3.3. ELISA sandwich

Se basa en una reaccion de enlace competitivo entre el hapteno de la muestra y el
hapteno conjugado con la enzima en un numero limitado de sitios de enlace con el
anticuerpo. El enlace del anticuerpo al hapteno conjugado con la enzima produce
inhibicion de la actividad enzimatica. Esta inhibicion se debe a que el anticuerpo
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interfiere estéricamente con el enlace del sustrato al sitio catalitico de la enzima o
el enlace del anticuerpo transforma la configuracién de la enzima. La cantidad de
hapteno en la muestra determina el numero de sitios para anticuerpos disponibles
para enlazar e inactivar el hapteno conjugado con la enzima. A medida que hay mas
hapteno hay menos anticuerpo disponible para inhibir la actividad enzimatica, por lo
que el cambio de color se observa directamente proporcional a la cantidad de

hapteno presente en la muestra. (figura 7c y 7d) (47)

Figura 7. a) ELISA directo, b) ELISA indirecto, ¢) ELISA sandwich directo, d) ELISA sandwich
indirecto. Figura tomada de referencia (48).
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4. Planteamiento del Problema

El cancer de pulmodn es la principal causa de muerte por cancer en la poblacién
mundial. La incidencia es de aproximadamente 1,8 millones de nuevos casos por
afno y la mortalidad es de mas de 1.5 millones de muertes por afio. Los principales
factores de riesgo son el tabaquismo y la exposicion a otros neumotoxicos como el
humo de combustibles organicos. El diagndstico temprano en pacientes con
factores de riesgo, pero, sin sintomas, es un reto para los clinicos. El prondstico en
enfermedad avanzada, resulta ser desalentador al momento del tratamiento.
Multiples consensos alrededor del mundo, unen esfuerzos para mejorar la
proporcion de pacientes diagnosticados en etapas tempranas, con la finalidad de
mejorar la sobrevida con tratamiento oportuno. Afio con afo, se describen nuevas

técnicas de tamizaje y diagnostico en estos pacientes.
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5. Justificacion

La mortalidad se debe principalmente a un diagndstico tardio. La identificacion y
tratamiento temprano tendra como consecuencia una disminucion de la mortalidad.
Sin embargo, las herramientas actuales destinadas a cumplir este propdsito no son
lo suficientemente efectivas. Por lo tanto, es indispensable encontrar nuevas
estrategias que apoyen el diagnostico. La fibrobroncoscopia es un estudio de
minima invasion que se realiza como parte del estudio para diagnodstico y
estatificacion de los pacientes con cancer pulmonar. No obstante, la sensibilidad y
especificidad de este procedimiento depende de muchos factores.

Las muestras de lavado broncoalveolar permitiran el analisis cuantitativo de la
expresion de proteinas en pacientes con cancer pulmonar, siendo una herramienta
mas para el diagnostico, prondstico y probablemente como apoyo en la terapia a
moléculas blanco en pacientes en etapa avanzada de la enfermedad. Ademas,
existen estudios que han encontrado una expresion caracteristica de proteinas en
pacientes resistentes a manejo con farmacos quimioterapicos de primera linea. Por
otra parte, en México no se han realizado estudios de busqueda de proteina EGFR
obtenidas de muestras de lavado broncoalveolar en pacientes con diagnostico de

cancer pulmonar.
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6. Pregunta de investigacion

¢ Cual es la expresion de la proteina EGFR en muestras obtenidas de lavado

broncoalveolar de sujetos con cancer pulmonar?
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7. Hipétesis

Si los procesos de migracion, proliferacion, vascularizacion, y apoptosis celular se
encuentran incrementados en los pacientes con cancer, entonces la proteina
EGFR que participa en estos procesos se encontrara sobre-expresada en muestras
de lavado broncoalveolar obtenidas por fibrobroncoscopia en sujetos con cancer
pulmonar obteniendo en una diferencia de medias un tamafo del efecto mayor 0.6

comparado con controles sin cancer pulmonar.
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8. Objetivos

8.1.General

1. Cuantificar la expresion de proteina EGFR en muestras de lavado

broncoalveolar de sujetos con cancer pulmonar y sujetos sin cancer

pulmonar.

8.2.Secundarios

1. Describir las principales variables sociodemograficas de los sujetos con

cancer pulmonar y los sujetos sin cancer
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9. Metodologia

9.1.Disenfo del estudio

Por disefio de estudio: observacional descriptivo
Por tiempo: transversal

Por visidn: prospectivo

Por toma de la muestra: prolectivo

Por tamano de la muestra: estudio exploratorio

Por uso de control y de procedimiento: comparativo
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10.Método de estudio

Se determinara de manera cuantitativa por medio de ELISA sandwich la expresion
de proteinas en el componente acelular de muestra de lavado broncoalveolar en
pacientes con diagnéstico confirmado de cancer pulmonar. Todos los pacientes
seran sometidos a fibrobroncoscopia para obtencién de muestras de lavado

broncoalveolar (figura 8).

) N = Sintomas clinicos
Estudio exploratorio: Ingreso a hospitalizacion de *  Estudios radiograficos _
Transversal, comparativo, neumologia . Sg realizardn esthdlos preope.rfatonos'(BH, Qs,
" Tiempos, Rx de torax, valoracion cardiovascular y
prospectivo. I anestésica)
Sujetos sin cancer Sospecha de Cancer
pulmonar pulmonar
FBC para muestras
de LBA bi . L Muestra 10 ml. de LBA
€ y/o - [OESIS Congelacion de la muestra (-802C)
bronquial
Biopsia bronquial/pulmonar
(para confirmar diagnéstico)
I |
2 — Cancer pulmonar
Su;etos sin cancer 2
(adenocarcinoma)

Estudio citopatoldgico de LBA . Biopsia de tumor positiva
negativo (adenocarcinoma pulmonar)
Cultivo de muestras de la LBA . IHQ de biopsia de tumor
para hongos y bacterias +  Seguimiento (tratamiento, pronéstico,

etc.)

ELISA de
LBA

Figura 8. Diagrama de flujo para la seleccion de pacientes.
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11.0Obtencion de la muestra

11.1. Recoleccion de la muestra

Se realizaré Fibrobroncoscopia (FBO) por personal entrenado, a todos los sujetos
que cumplieron con los criterios de seleccidén para el estudio. Se emplearon los
broncoscopios marca OLYMPUS Q-180, OLYMPUS T-180 EXERA Il y OLYMPUS
T30. Previo ala FBO, se realizaron estudios preoperatorios que incluyeron biometria
hematica (BH), quimica sanguinea (QS), tiempos de coagulacion, RXT y valoracion
por los servicios de anestesia y cardiologia, a todos los pacientes.

Para la obtencion de la muestra se instilaron no mas de 120 ml de solucion salina
al 0.9% previamente calentada a 37°C en alicuotas de 20 ml. Se aplicé succidn
intermitente por el canal de aspiracion del broncoscopio a una presion entre 50-80
mmHg y se recolectd la muestra en trampa estéril procurando que esta sea del 40-
70% del volumen total instilado para considerarse como una muestra adecuada.
Todas las muestras se almacenaran en refrigerador de ultra baja temperatura a -

80°C para su preservacion (figura 9).

Posterior al procedimiento, todos los sujetos fueron valorados por unn periodo de 2
horas en la unidad de cirugia ambulatoria con monitoreo continuo de la tension
arterial, saturacion de oxigeno, temperatura y frecuencia cardiaca. Todos fueron
egresados a una sala general y en caso de haber presentado alguna coplicacion
mayor, fueron ingresados a la Unidad de Cuidados Intensivos Respiratorios para

continuar con la vigilancia.
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Figura 9. Imagenes de videobroncoscopia de un sujeto incluido en este estudio, a) cuerdas vocales,

b) vision hacia abajo de la traquea desde su tercio superior, ¢) carina principal y bronquio principal
derecho e izquierdo, respectivamente, d) enclavamiento del broncoscopio a bronquios basales
derechos, e) instilacidn de solucién salina 0.9% en bronquios basales derechos, f) bronquios basales

derechos al momento de la aspiracién y toma de muestra de lavado broncoalveolar.
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11.2. Calculo de la muestra.
Para el calculo del tamafio de la muestra se utilizo el programa Gpower (Figura 10),

para diferencia de medias independientes a un poder de 80% y alfa de 0.05,
correspondia a una relacion de 1:1, un total de 36 casos y 36 controles.

Figura 10. Calculo de tamafio de muestra en programa Gpower, para medias

independientes.
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12.Universo de estudio

12.1. Proceso de reclutamiento

Se incluyeron todos los pacientes que fueron hospitalizados, en el Servicio de
Neumologia Unidad 406 “Dr. Alejandro Celis” del Hospital General de México
(HGM), por sospecha clinica de cancer pulmonar y que cumplieron los criterios de
seleccion. Después de explicar los objetivos del estudio y los procedimientos
basicos que se requirio realizar, se explico la carta de consentimiento informado,
aquellos que aceptaron y firmaron esta carta fueron incluidos en el estudio. Las
muestras de lavado broncoalveolar fueron obtenidas de acuerdo al protocolo antes
descrito.

En cuanto a los grupos control, se invitdé a participar a sujetos sin cancer pulmonar
que acudan al servicio de Endoscopia toracica del HGM para estudio de FBO y que
cumplieron con los criterios de inclusion para los controles y que firmaron la carta

de consentimiento informado.
Posterior a la firma del consentimiento informado, se procedi6 al llenado de las hojas

de captura. La informacion obtenida de los pacientes se descarg6 en una base de
datos en una hoja de Excel v. 2016.
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13.Criterios de Seleccion

13.1. Criterios de inclusion

13.1.1. Pacientes con diagnostico de cancer pulmonar

— Género: Masculino/femenino
— Edad: mayor de 18 afios
— Diagnostico de cancer pulmonar por inmunohistoquimica
« Datos clinicos (tos, pérdida de peso, hemoptoicos, etc.)
» Estudios de imagen (tumor, nédulo pulmonar, derrame pleural,
etc.)
— Sin tratamiento previo (El tratamiento puede interferir con la expresion
de proteinas)

— Cualquier estadio clinico

13.1.2. Pacientes sin diagnodstico de cancer pulmonar

— Género: Masculino/femenino
— Edad: mayor de 18 afios
— Sin diagndstico de cancer pulmonar
* No datos clinicos de neoplasia pulmonar (tos, pérdida de peso,
hemoptoicos, etc.)
+ Estudios de imagen negativos
» Citologia de esputo o lavado broncoalveolar negativo a células
neoplasicas

— Indicacion precisa de fibrobroncoscopia diagnostica
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13.2.

13.3.

Criterios de exclusion

Que no acepte el estudio de fibrobroncoscopia
Mujeres embarazadas

Ingesta cronica de esteroides orales

Criterios de eliminacion

Que no se confirme el diagndstico de adenocarcinoma por biopsia

Mala calidad de la muestra al momento de su analisis
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14.Ubicacion del estudio

Los pacientes fueron reclutados en el Hospital General de México “Dr. Eduardo

Liceaga”. Las muestras fueron procesadas en el la Unidad de Posgrado de la

Facultada de Odontologia de la UNAM.

15.Variables del estudio y caracterizacién (tabla 6)

15.1. Variables independientes

1. Diagnéstico de cancer pulmonar

15.2. Variables dependiente

1. Expresion de proteina EGFR en muestras de lavado broncoalveolar.

15.3. Probables variables modificadores del efecto

1. Enfermedades sistémicas (diabetes, hipertension, EPOC)

2. Ingesta cronica de farmacos
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Tabla 6. Caracterizacion de las variables.

Edad

indice de biomasa

indice tabaquico

Cancer pulmonar

EGFR

Comorbilidades
. Diabetes
mellitus
. Hipertension
arterial
- EPOC

Continua

Continua

(modificadora)

Continua

(modificadora)

Independiente
(dicotémica)

Dependiente

(continua)

Cualitativa
(modificadora)

Tiempo transcurrido
a partir del
nacimiento de un

individuo

Numero de horas
por el namero de

afos de exposicion

Numero de cigarros
por el namero de
anos entre 20

(constante)

Diagnéstico
histopatolégico y/o
inmunohistoquimica
de

adenocarcinoma

pulmonar

Patron de expresion
de proteinas
determinadas  por
ELISA cuantitativo

La presencia de uno
o mas trastornos
ademas de la
enfermedad o

trastorno primario

Numero de
afnos

cumplidos

Numero de
horas de
exposicion
al humo de

leiia al aho

Numero de
paquetes

de cigarros
fumados al

afo

Tener
cancer

pulmonar

Expresion
de
proteinas
en LBA

Estar bajo
un régimen
de
tratamiento
para DM 2,
HAS,
EPOC, etc.

Ainos

Horas/afo

Paquetes/aio

si/no

ng/ml

Si/no

U de
Mann-
Whitney

U de
Mann-
Whitney

U de
Mann-
Whitney

Ji
Cuadrada

U de
Mann-
Whitney

Ji
cuadrada
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16.Descripcion de procedimientos

16.1. Examenes de laboratorio y gabinete.

Se realiz6 ELISA sandwich de cada muestra de lavado broncoalveolar en pacientes
con cancer de pulmon confirmado por inmunohistoquimica y sujetos sin cancer
pulmonar.

Los estudios realizados para el diagnodstico de cancer de pulmon, fueron llevados a
cabo en el Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga” como parte de la

evaluacion habitual de los pacientes.

16.2. ELISA sandwich

16.2.1. Extraccion de proteinas

Previamente se centrifuga la muestra para eliminar el pellet (parte celular) y so6lo
permanecer con el sobrenadante.

Se toma un mililitro de muestra (sobrenadante) y se coloca en hielo. Posteriormente
se coloca un mililitro de solucion precipitante 1 (TCA/DTT/Acetona) y se deja incubar
por un periodo de 30 minutos, posteriormente se centrifuga a 5000 rpm durante 5
min y se elimina el sobrenadante. Se vuelve a colocar agente precipitante 2 (DTT/
acetona) y se deja incubando 5 minutos en hielo, para posteriormente centrifugar y
eliminar sobrenadante. Finalmente se coloca en buffer de fosfatos al mismo
volumen y se guarda la muestra hasta su analisis (ensayo ELISA).

TCA-= acido tricloroacético
DTT= Dititreitol
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16.2.2. Preparacion de la placa.

. Dilucion del anticuerpo de captura con la concentracion recomendada en la
hoja de trabajo del Kit Human Total EGF R/ErbB1 DuoSet IC.
Inmediatamente, colocar 100 uL del Anticuerpo de Captura en cada pozo.
Sellar la placa e incubar por toda una noche a temperatura ambiente.

. Aspirar cada pozo y lavar con el Buffer de lavado, repitiendo este proceso 2
veces hasta un total de 3 lavados. Lavar llenando cada pozo el Buffer de
lavado (400 pL) usando el chorro de la botella, colector dispensador o
autolavador. Remover el liquido completamente en cada paso es esencial
para un resultado adecuado. Después del ultimo lavado, remover cualquier
resto del Buffer de lavado aspirando o invirtiendo la placa y golpeandola
sobre una toalla limpia de papel.

. Bloquear las placas agregando 300 uL de Buffer de bloqueo en cada pozo.
Incubar a temperatura ambiente por 1-2 horas.

. Repetir la aspiracion/lavado como en el paso 2. Las placas estan listas para

la adicidon de la muestra.

16.2.3. Ensayo de ELISA.

. Agregar 100 pL de muestra o normalizador en el area indicada para este fin
como se recomienda en la hoja del KitHuman Total EGF R/ErbB1 DuoSet IC,
o un diluyente apropiado por pozo. Cubrir la placa con nylon adhesivo e
incubar por 2 horas a temperatura ambiente.

. Repetir el proceso de aspirado/lavado como en el paso 2 de la preparacién
de la placa.

. Agregar 100 uL del Anticuerpo de deteccion, diluir con el diluyente, en cada
pozo. Cubrir nuevamente con un nylon e incubar por 2 horas a temperatura
ambiente.

. Repetir el proceso de aspiracion/lavado como en el paso 2 de la preparaciéon

de la placa.
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5. Inmediatamente antes de wusar, diluir la Estreptavidina-HRP a las
concentraciones de trabajo especificadas en la etiqueta del vial usando el
Diluyente # 1. Agregar 100 uL del diluyente Estreptavidina-HRP en cada
pozo. Incubar por 20 minutos a temperatura ambiente. Evitar exponer la placa
alaluz.

6. Repetir el proceso de aspirado/lavado como en el paso 2 de la preparacion
de la placa.

7. Agregar 100 uL de la solucidén sustrato a cada pozo. Incubar por 20 minutos
a temperatura ambiente. Evitar exponer la placa a la luz.

8. Agregar 50 uL de solucién de paro en cada pozo. Tapar la placa gentilmente
para asegurar la incorporacion de la mezcla.

9. Determinar la densidad optica de cada pozo inmediatamente, usando el
equipo lector de microplacas de 450 nm. Si la curva de correccion esta
disponible, evaluar a 540 o 570 nm. Si la curva de correcciéon no esta
disponible, obtener la lectura a 540 nm o 570 nm de las lecturas tomadas a
450 nm. Esta sustraccidn debe ser corregida de las imperfecciones 6pticas
de la placa. Las lecturas hechas directamente a 450 nm sin correccién

pudieran ser elevadas y menos exactas.

16.2.4. Lectura de placas de ELISA
Posteriormente se midio absorbancia a 540 nm en lector de placas de ELISA (Filter

Max F5 Multi-Mode Microplate Reader). Posteriormente se analizaron los resultados

obtenidos mediante el software libre de elisaanalysis.com (figura 11y 12)

40



Dose Response Curve (Linear)

OD (Response)
—

0.5

o
o
wn
—

300

600

900
1200
1800
2100
2400

Concentration (Dose)

(— Fitted Response Curve == Upper Confidence Bound == Lower Confidence Bound a Standardsw

Figura 11. Curva de patrén lineal de EGFR en lavado bronquial.
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Figura 12. Curva de patron logaritmico de EGFR en lavado bronquial.
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17.Plan de trabajo

Meses

Actividad

Julio 2015 — Julio 2016

Recoleccion de muestras

Marzo - agosto 2016

Procesamiento de las muestras

Septiembre 2016 — enero 2016

Analisis de resultados y elaboracién del
articulo para publicacion

Marzo 2016

Presentacion de resultados

18.Consideraciones éticas y de bioseguridad

18.1. Consideraciones éticas

Se elaborara un escrito, el cual debera ser aprobado por las Comisiones de Etica

de la Institucidn participante. En este escrito se incluira: Justificacion y objetivos del

estudio, riesgos, beneficios, alternativas, libertad de decision, confidencialidad,

entrega de informacion, y compensacion. El consentimiento informado sera firmado

por el participante y dos testigos

Los sujetos que cumplan los criterios de inclusion de los dos grupos seran invitados

a participar en el estudio. Se les entregara el consentimiento informado, se

resolveran todas las dudas acerca del estudio, y solo seran incluidos después de

qgue voluntariamente firmen la carta de consentimiento informado.
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19.Resultados

Se incluyeron a 29 sujetos en el estudio, 13 fueron casos con cancer pulmonary 16
controles sin diagndstico de cancer pulmonar. La media de edad para los casos fue
de 59.7 + (DE: 7.38) y para los controles de 58.6 + (DE: 10.39), sin observarse
diferencia estadistica entre grupos con un valor de p=0.75 (IC: -6.13-8.38). Otras
variables estudiadas como peso, comorbilidades asociadas, antecedente de cancer
en la familia, exposicion a biomasa, tabaquismo y exposicion a asbesto no
reportaron diferencia estadistica significativa entre ambos grupos, con valores de p
mayores a 0.05. (tabla 7).

Tabla 7. Principales datos sociodemograficos de la muestra de pacientes estudiada.

Variable Ca. Pulmoén Controles Valor de
(n=13) (n=16) P

Edad, media (DE)* 59.8 (7.08) 58.6 (10.39) 0.72
Peso * 66.3 65.2 0.74
Co-morbilidades™*
-DM_2 2 8 0.11
-HAS 2 2 0.29
-EPOC 1 0 0.25
Ca_familiar*
-Pulmén 1 - 0.33
-Esofago 1 -
-Estomago 1 -
-Melanoma 1 -
-Mama - 1
-Préstata - 1
Tabaquismo (> 10 afios)*™ 3 - 1.0
Exp. Biomasa** 1 - 0.57
Exp_Asbesto** - 1 1.0

*t Student (edad, peso), **Test exacto de Fisher (Co-morbilidades, Ca_familiar, tabaquismo,

exposicién a biomasa y exposicion a asbesto).
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Los signos y sintomas que mas se asociaron a los sujetos con diagnostico de cancer
pulmonar fueron la tos y la pérdida de peso. Y se encontrd una diferencia estadistica
significativa para la variable pérdida de peso entre casos y controles con un valor
de p=0.002. De acuerdo a la escala de valoracién funcional de Karnofsky en ambos
grupos, cuyo nivel de corte fue 70%, no se encontré diferencia estadistica
significativa. Sin embargo, de acuerdo a la valoracion de la escala de ECOG
(Eastern Cooperative Oncology Group, por sus siglas en inglés) se demostrd
diferencia estadistica significativa entre los sujetos con cancer y los controles, con
un puntaje mayor o igual a 2 por un valor de p=0.029 (tabla 8). La Ciudad de México
(CDMX) fue el lugar de origen mas frecuente en la muestra estudiada con un total

de 22 (75.9%) sujetos y el resto procedentes del interior del pais (figura 13).

Tabla 8. Principales signos y sintomas del grupo de sujetos con cancer pulmonar y el grupo

de controles.

Signos/sintomas* Ca. Pulmén Controles Valor de
(n=13) (n=16) P

Tos 13 16 -

Fiebre 6 0.13

Hemoptoicos/Hemoptisis 3 04

Diaforesis 2 0.36

Pérdida de peso T 12 5 0.002

Karnofsky * 9 5 0.66

ECOG® 0.029

0 0 8

1 5 3

2 6 4

3 2 1

* Andlisis por Test exacto de Fisher (todas excepto la variable ECOG cuyo analisis fue mediante Ji cuadrada), tpérdida de mas
de 5 kg, T Escala de Karnosfky menor de 70%, § ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group. Valor de p

significativo si < 0.05.
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Figura 13. Grafica de barras que ilustra el lugar de origen del grupo de cancer

pulmonar y sujetos sin cancer pulmonar.

Posterior a la revision detallada de estudios de imagen de cada sujeto con cancer
pulmonar, se clasifico a los 13 (100%) casos en estadio clinico IV, por la presencia
de metastasis a distancia, dejandolos fuera de cualquier tratamiento curativo.
Después de procesar las biopsias de tumor y realizar el analisis por
inmunohistoquimica, la estirpe histolégica que prevalecié fue adenocarcinoma
pulmonar en 11 (84.6%) casos y solo dos casos reportados de carcinoma

epidermoide pulmonar.

Una vez confirmado el diagnostico en el grupo de casos, se procedio al
procesamiento de las muestras de LBA, del cual se obtuvo una representacion
grafica de las placas de ELISA por medio del software libre (elisaanalysis.com) y
por ultimo la cuantificacion de la proteina EGFR en ambos grupos del estudio
(figura 14y 15).
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Figura 14. Reconstruccion tridimensional la prueba de normalizacion de ELISA en muestras de LBA

(barras verdes) en software libre (elisaanalysis.com) para la proteina EGFR.
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Figura 15. Reconstruccion tridimensional en software libre (elisaanalysis.com) de la lectura de cada
uno de los pocillos de la placa de ELISA, para la proteina EGFR. Se observan algunas barras que a

simple vista superan la media en la lectura de cada uno de los pocillos.
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El resultado cuantitativo de la variable EGFR, se analizé a la par de la base de datos
general en el programa IBM SPSS v. 22°. Con el objetivo de verificar supuestos de
normalidad en la distribucion de la variable EGFR, se realizé un histograma de
frecuencias (figura 16) y una prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov,

agrupada por la variable de diagndstico definitivo (tabla 9).

157 Media = 716.707
Ee_sxigacion estandar = 851.137

10

Frecuencia

000 500.000 1000.000 1500.000 2000.000 2500.000 3000.000

EGFR en LBA (absorbancia)

Figura 16. Histograma de frecuencias que de la distribuciéon de la variable EGFR en la
muestra de sujetos estudiados. La linea curva establece la curva de normalidad hipotética

esperada para esta muestra.
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Estadisticos de prueba®

EGFR_LBA
Maximas diferencias extremas  Absoluta 769
Positivo .769
Negativo -.077
Z de Kolmogorov-Smirnov 2.060
Sig. asintotica (bilateral) 000

a. Variable de agrupaciéon: DIAGNOSTICO

Tabla 9. Prueba de Kolmogorov-Smirnov con significancia bilateral
menor a 0.05, por lo que no se asume normalidad de la distribucion
en la variable EGFR.

A simple vista se observa en el histograma de frecuencias que no se cumplen los
supuestos de normalidad, ademas de que la desviacion estandar es mayor a la
media muestral, porque es una variable con sesgo positivo (a la derecha). Al no
alcanzarse estos supuestos de normalidad, se realizé una prueba de contraste de
hipotesis de Kolmogorov-Smirnov. El resultado obtenido en la prueba de
Kolmogorov-Smirnov fue muy significativo con un valor de p=0.001, lo que indica
gue no se trata de una distribucion normal de la muestra. Por lo tanto, se transformo
a logaritmos la variable EGFR para normalizar la curva de distribucion y nuevamente
se realiz6 el histograma de frecuencias (figura 17) y la prueba de Kolmogorov-
Smirnov para verificar los supuestos de normalidad (tabla 10).

El resultado obtenido en el histograma de frecuencias posterior a la transformacion
logaritmica de la variable EGFR, no logré cumplir con los supuestos de normalidad
y, la distribucion fue bimodal. Asi mismo, el analisis realizado por medio de la prueba
de Kolmogorov-Smirnov arrojé un valor de p=0.0001, que confirma la no normalidad
en la distribucion de la variable cuantitativa EGFR.
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r a la transformacion logaritmica. La linea curva establece la curva de normalidad

hipotética esperada para esta muestra.

Estadisticos de prueba®

EGFR_log
Maximas diferencias extremas  Absoluta 769
Positivo .769
Negativo -.077
Z de Kolmogorov-Smirnov 2.060
Sig. asintética (bilateral) .000

a. Variable de agrupaciéon: DIAGNOSTICO

Tabla 10. Prueba de Kolmogorov-Smirnov con significancia bilateral
menor a 0.05, por lo que no se asume normalidad de la distribucion

en la variable EGFR después de la transformacion a logaritmos.
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La media de expresidon de la proteina EGFR en el grupo de casos fue de 1331 +
(DE: 955.62) y para los controles fue de 216.94 + (DE: 165.45). Previo al analisis
estadistico final, se realiz6 una grafica de cajas y bigotes para establecer la
distribucion de la variable EGFR entre ambos grupos de estudio (figura 18). Se
observa a simple vista, la evidente diferencia de medianas entre el grupo de casos

y los controles, a favor del grupo de casos.
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Figura 18. Grafica de cajas y bigotes que muestra la distribucion de la proteina EGFR en
lavado broncoalveolar entre sujetos con cancer y sujetos sin cancer. * se obtuvo un valor de

p=0.003 con la prueba de U de Mann-Whitney.

Se realizo6 el analisis no paramétrico por medio de la prueba de U de Mann-Whitney
para comparar dos medianas de muestras independientes. La variable categorica
fue el diagnostico definitivo. El resultado obtenido de la comparacion reportd un
valor de p=0.003 corregida a empates. Lo que rechaza la hipotesis nula de que no

51



existia diferencia de expresion de proteina EGFR en sujetos con cancer comparado

con controles sin cancer.

Rangos

DIAGNOSTICO N Rango promedio | Suma de rangos
EGFR_LBA  Ca-pulmonar 13 20.23 263.00

Sin Ca_pulmonar 16 10.75 172.00

Total 29

Estadisticos de prueba®
EGFR_LBA

U de Mann-Whitney 36.000
W de Wilcoxon 172.000
Z -2.983
Sig. asintética (bilateral) .003
Significacion exacta [2*(sig.
ungiJIateraI)] e 002"

a. Variable de agrupacion: DIAGNOSTICO

b. No corregido para empates.

Tabla 11. Prueba de U de Mann-Whitney para la comparacién de medianas de EGFR en

muestras de lavado broncoalveolar entre el grupo de sujetos con cancer pulmonar y

controles sin cancer. Se alcanzd significancia estadistica por un valor de p < 0.05, lo que

rechaza la hipétesis nula.

52



Diagnéstico

M Ca-pulmonar
[ Sin Ca_pulmonar

3000.0007

2500.000

2000.000+

(absorbancia)

1500.0007

1000.000-

EGFR_LBA

500.000+

000

g

< B5 afios > 65 afos
Edad_c

La distribucion de la proteina EGFR entre grupos y por edad, demostré a simple
vista una distribucién positiva en los casos con cancer menores y mayores de 65
afos, no se realizd el analisis de medias ni medianas por el escaso numero de

sujetos que componen la muestra total del estudio (figura 19).

Se realizé el tamafio del efecto por medio de d de Cohen, debido a que no se
completd la muestra calculada para el estudio. El valor de d de Cohen de la
comparacion de medias de EGFR entre los casos y los controles fue de 1.62 lo que
corresponde a un tamano del efecto moderado con un valor final de 0.63.
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20.Discusion

El cancer pulmonar es uno de los mas mortales en todo el mundo, con una sobrevida
menor a 50% a 5 afos. (1, 10) La variante histolégica de adenocarcinoma es la mas
comun. El tratamiento oportuno en etapas tempranas mejora la calidad de vida y la
sobrevida en los pacientes. (9) Nuevas estrategias de diagnostico se emplean con
el objetivo de captar a pacientes en etapas tempranas y mejorar esta sobrevida.
Estudios moleculares y de imagen, resultan ser muy necesarios para llevar a cabo

esta tarea. (7)

El principal factor de riesgo para cancer pulmonar es el tabaquismo (49), sin
embargo, en este estudio el uso de cigarros no se asocio a los sujetos con cancer
pulmonar cuando se compard con los controles reportandose un valor de p < 0.05.

En el presente estudio, es un esfuerzo por continuar con la tendencia mundial hacia
encontrar herramientas para complementar el diagnostico y pronostico de los
pacientes con cancer pulmonar. Al térmico del mismo, se encontré una expresion
diferencial estadisticamente significativa de proteina EGFR en muestras de lavado
broncoalveolar de sujetos con cancer a comparacion de sujetos sin cancer, con un

tamano del efecto mayor al proporcionado por el azar.

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR, por sus siglas en inglés),
se asocia a la carcinogénesis. La mutacion de EFGR es especifica de
adenocarcinoma y su presencia se asocia con enfermedad avanzada, (27) y
actualmente es muy necesaria su deteccion antes del inicio de tratamiento en
pacientes con adenocarcinoma pulmonar. Esto con la finalidad de mejorar el
prondstico y la sobrevida de los pacientes con cancer como lo demostré Jett et
al.(11).

Similar a lo reportado por Saleh et al, (28) existe una expresién diferencial de
proteinas en muestras de lavado broncoalveolar en pacientes con cancer pulmonar.
A diferencia de Saleh et al,(28) en este estudio se incluyeron pacientes con otras
variedades histolégicas de cancer pulmonar, pero en etapa clinica mayor a la
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reportada por Saleh et al, demostrando que la expresion pudiera ser similar en
variantes histologicas diferentes pero con etapa clinica avanzada.

Esta expresion aumentada de proteinas en sujetos del estudio, puede ser
secundaria a la etapa clinica avanzada al momento de la inclusién en el estudio.
Siendo necesario continuar con el mismo con fines de estratificacion por etapa
clinica y comparacion entre grupos. Desafortunadamente, el diagnodstico de cancer
pulmonar solo se sospecha cuando existe presencia de sintomas respiratorios
asociados, lo que limita en gran medida la posibilidad de diagndstico temprano ya

que la presencia de sintomas en cancer se asocia a etapas clinicas avanzadas. (8)

El siguiente resulta ser un estudio piloto en México para incursionar en el analisis
proteico en muestras de lavado broncoalveolar. Sin embargo, es necesario
complementar la muestra con una mayor cantidad de sujetos que permita realizar
una estratificacion para comparaciones por etapa clinica de la enfermedad. De igual
forma, la determinacion de mutaciones propias de proteinas en material obtenido
con este método, con objetivo de minimizar la necesidad de biopsias pulmonares

en pacientes con alta sospecha de cancer pulmonar por datos clinicos y de imagen.

21.Conclusiones

La expresidn de proteinas se encuentra sobre-expresada en sujetos con cancer
pulmonar en etapa clinica avanzada, cuando se realizé la comparacion de medias
de EGFR en sujetos sin cancer pulmonar, encontrandose un tamano del efecto
moderado-alto.
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23.Anexos
23.1. Anexo 1.

HOSPITAL
GENERAL
de MEXICO

DR. EDUARDO LICEAGA

Identificacion de proteina EGFR en muestras de lavado broncoalveolar de

pacientes con diagnéstico de cancer pulmonar.

Investigador Responsable: Dr. Baltazar Pech Alonso

Investigador Titular: Dr. Raul Cicero Sabido y Dra. Gabriela Mercado Celis.

INVITACION A PARTICIPAR Y DESCRIPCION DEL PROYECTO

Estimado Sr. (a)

Se le hace una cordial peticién para participar en el presente estudio sobre cancer
de pulmdn. En este estudio se compararan cuatro grupos de pacientes mayores de

18 anos:

a) No fumadores con cancer de pulmén
b) No fumadores sin cancer de pulmén
c) Fumadores con cancer de pulmén

d) Fumadores sin cancer de pulmén

Se le ha seleccionado para participar en este estudio porque cumple con las
caracteristicas requeridas para alguno de estos grupos. El objetivo del estudio es
analizar el lavado broncoalveolar de personas fumadoras con y sin cancer de

pulmon para conocer si existen proteinas que solo estan presentes en el lavado
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brocoalveolar de aquellas personas que tienen cancer de pulmon. Las proteinas son
como pequefias maquinas que ayudan a las células y al cuerpo a funcionar. Las
células cancerosas contienen proteinas unicas que las ayudan a sobrevivir. Algunas
de estas proteinas de cancer salen de las células y pueden ser detectadas en
sangre o como esperamos en este estudio, en lavado broncoalveolar. En caso de
encontrar algunas de estas proteinas en lavado broncoalevolar, podrian en un futuro

ayudarnos a diagnosticar tempranamente a los pacientes de cancer de pulmon.

Su participacion en el estudio no implica que tenga que cambiar como paciente su

esquema de medicamentos ni ningun otro tipo de tratamiento.

Para decidir si participa 0 no en este estudio, usted debe tener el conocimiento
suficiente acerca de los riesgos y beneficios con el fin tomar una decisién informada.
Este formato de consentimiento informado le dara informacién detallada acerca del
estudio de investigacion y un miembro del equipo de investigadores lo discutira con
usted. Le informaremos de todos los aspectos de esta investigacion incluyendo sus
objetivos, los posibles beneficios y riesgos que tendra si decide participar. Al final
se le pedira que forme parte del proyecto y de ser asi, firmara la carta de

consentimiento informado.
Por favor, tome todo el tiempo que sea necesario para leer este formato, pregunte

y hable de este proyecto a familiares, amigos y también si prefiere a su médico de

confianza.

PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

Este estudio tiene varias partes, se pretende que se realicen todas en una sola

entrevista para que sea mas comodo para usted:
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1) Obtendremos una muestra de lavado broncoalveolar. La cual se toma al
momento de realizar el estudio de videobroncoscopia, antes de la toma se le
explicara el procedimiento y se aplicara anestesia local en nariz y boca, solo
en caso necesario se procedera a administrar algun anestésico por via

intravenosa, siendo el caso sera vigilado por el servicio de anestesiologia.

La recoleccion de lavado broncoalveolar consiste en introducir el
broncoscopio (previa anestesia) por nariz o boca y se instilara no mas de 120
ml de solucidén salina estéril en fracciones de 20 ml. Posteriormente se
aplicara succion gentil a travez del broncoscopio hasta obtener una muestra

minima de 30 ml la cual se conservara en refrigeracion a -80°C.

La muestra se tomara cuando se le practique la broncoscopia que es parte
del protocolo para el estudio de su enfermedad y este procedimiento tarda

alrededor de 20 min.

2) Le solicitaremos informacion acerca de sus antecedentes médicos y estado de

salud a través de un cuestionario.

1. Obtendremos datos sobre sus antecedentes familiares, historia médica. Se
realizara una entrevista y se tomaran datos contenidos en su expediente
clinico.

2. Eltiempo requerido para llenar el cuestionario es de 20 minutos
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RESULTADOS DEL ESTUDIO

Es importante sefalar que estos estudios son realizados como investigacion y que

no ofrecen mejoria en el diagnostico en el corto o mediano plazo.

En este estudio las muestras de lavado broncoalveolar de los participantes de cada
uno de los cuatro grupos se combinaran para encontrar si existen proteinas que
solo estén presentes en el grupo de cancer. Por lo tanto, no podremos saber los
resultados de su muestra en particular. Consecuentemente, no se podra dar ningun

resultado en cuanto al diagnostico de cancer de pulmon de cada participante.

RIESGOS E INCONVENIENTES

Los riesgos mas graves para el procedimiento broncoscoépico son:

Sangrado

Arritmias cardiacas

Convulsiones

Infartos cardiacos/edema pulmonar

Neumotorax

Sobresedacion que requiera de manejo con ventilacion mecanica
Hospitalizacion

Admision a la unidad de cuidados intensivos

Muerte

© © N o a ks~ wDdh =

Es importante hacer de su conocimiento que solamente 1 de cada 100 pacientes en
quienes se realiza este procedimiento presenta alguna de las complicaciones antes

mencionadas.
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BENEFICIOS PARA USTED

Este estudio no esta disefado para beneficiarle directamente en el corto plazo. Sin
embargo, la identificacion de biomarcadores (proteinas) de cancer de pulmoén en
lavado broncoalveolar puede ayudar en un futuro a diagnosticar tempranamente a
personas con riesgo de desarrollar cancer de pulmon, ademas gracias a su
participacion, su comunidad se puede beneficiar significativamente al mejorar el
gasto que se destina a la atencidn de esta enfermedad y sus complicaciones.

CONSIDERACIONES ECONOMICAS

No se cobrara ninguna tarifa por participar en el estudio ni se le hara pago alguno.

CONFIDENCIALIDAD

Su nombre no sera usado en ninguna de las pruebas gendmicas, la muestra de
lavado broncoalveolar no contendra ninguna informacién personal y se codificara
con un numero de serie para evitar cualquier posibilidad de identificacion. En el
curso de la prueba su muestra no podra serle devuelta. Los codigos que identifican
su muestra estaran solo disponibles a los investigadores titulares, quienes estan
obligados por Ley a no divulgar su identidad. Estos cddigos seran guardados en un
archivero con llave en una oficina del Hospital General de México bajo estrictas
medidas de seguridad en donde solo parte de los investigadores tendran acceso.
Todas las hojas de recoleccion de datos seran guardadas con las mismas medidas
de confidencialidad, y solo los investigadores titulares tendran acceso a los datos
que tienen su nombre.

(Si es el caso)

Las Comisiones de Investigacion, Etica y Bioseguridad del Hospital General de
México “Dr. Eduardo Liceaga” (comisiones que revisan, aprueban y monitorean los
estudios de investigacion) podran revisar los datos del estudio, cabe mencionar que
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sus integrantes cuentan con un convenio de confidencialidad por lo que no pueden
revelar sus datos.

En el futuro, si identificamos informacidon que creamos es importante para su salud,
consultaremos con la Comisién de Etica que supervisara este estudio para que

decidamos la mejor forma de dar esta informacion a usted y a su médico.

EN CASO DE LESIONES

La toma de muestras de lavado broncoalveolar tiene los riesgos antes citados, si
sufriera lesiones como resultado de su participacion en este estudio, nosotros le
proporcionaremos el tratamiento inmediato y lo referiremos, en caso de ameritarlo,
al especialista médico que requiera. No contamos con presupuesto para financiar

compensaciones por lesiones.

DERECHO A ABANDONAR EL ESTUDIO

Usted es libre de decidir si participa o no en este estudio de investigacion. Si decide
participar, puede cambiar de opinion y retirarse del estudio en el momento que lo
decida. Si decide no participar, o si se retira, no afectara su relacién con sus meédicos
tratantes en el Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga”. La muestra de
lavado broncoalveolar sera destruida si usted se retira.

PREGUNTAS
Fue necesario utilizar lenguaje técnico en este formato de consentimiento
informado. Por favor, solicite que le expliquen cualquier cosa que no entienda y

contestaremos todas sus preguntas. Si tiene preguntas en el futuro acerca de este
proyecto o si tiene problemas relacionados con el estudio, puede contactar con el
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investigador a cargo, Dr. Baltazar Pech Alonso al telefono 55 27 27 85 46. Si tiene
dudas acerca de sus derechos como participante del estudio, puede contactar a la

Comisién de Etica del Hospital general de México “Dr. Eduardo Liceaga”
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPANTES

México, D.F.,a __ de de 20

Por medio de la presente hago constar que por mi propio
derecho, estoy de acuerdo en participar en el proyecto de investigacion “Identificacion de
proteina (EGFR) en muestras de lavado broncoalveolar de pacientes con diagndstico de
cancer pulmonar.”

Estoy enterado de que mi participacion en el estudio consistira unicamente en donar una
muestra de lavado broncoalveolar obtenido por fibrobroncoscopia.

Se me ha explicado que la toma de muestra de lavado broncoalveolar implica la realizacion
de estudio broncoscopico y que las complicaciones secundarias a este procedimiento son:
falta de aire, tos, expectoracion con sangre, infeccion pulmonar, espasmo bronquial y paro
respiratorio. Asimismo, estoy enterado que la informacién obtenida del estudio es
absolutamente confidencial y que esta informacién sera manejada unicamente por los
investigadores y sélo sera utilizada para conocer los antecedentes. Estoy consciente de
que mi participacion en el estudio es completamente voluntaria, que participar no implica
pago o retribucidn alguna y que, si en medio del proceso decido no continuar, toda la
informacion recopilada sera eliminada.

He leido la informacién descrita y mis preguntas acerca del estudio han sido respondidas
satisfactoriamente.
Atentamente

Nombre y firma

Nombre y firma del testigo Nombre y firma del testigo
Direccion Direccion

He entregado la informacién precisa y necesaria sobre los objetivos del proyecto, riesgos,
beneficios y derechos que tiene cada participante. Declaro que su decision de participar en
el estudio ha sido tomada de manera libre, sin presiones o influencias de ningun tipo y soy
testigo de que esta carta ha sido firmada por el participante arriba mencionado.

Nombre y firma del investigador (No. telefonico)
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23.2. Anexo 2.

Hoja de Recoleccion de Datos
Identificacion de proteina (EGFR) en muestras de lavado broncoalveolar de pacientes con

diagndstico de cancer pulmonar.

Fecha:
Dia / Mes / Ao

Datos de Identificacion del participante:

Nombre:

Paterno Materno Nombres
Expediente:
Edad (afios):
Fecha de nacimiento:

Dia / Mes / Afio

Lugar de origen:

Teléfono:

Sexo:
1 Hombre
2 Mujer

Grado maximo de estudios:

Ninguna
Primaria
Secundaria
Preparatoria

Profesional

o O A WD -

Postgrado

Peso (kg): Peso perdido: Tiempo:
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Antecedentes Heredo-Familiares:

Céncer de pulmon en algin miembro de la familia

Antecedentes Patologicos:

1 Cardiovascular: 1si 2 no

Especificar:

2 Respiratorio: 1si2no

Especificar:

3 Gastrointestinal: 1 si 2 no

Especificar:

4 Neuroldgico: 1 si 2 no

Especificar:

5 Cancer:1si2no

Especificar:

6 Mdasculoesquelético: 1 si 2 no

Especificar:

7 Medicamentos utilizados actualmente:

Nombre Dosis Frecuencia

Ultima dosis (Hora)

Antecedentes Tabaquismo:

Edad de inicio (afios):
Numero de cigarros por dia:
Marca de cigarros:

NUmero de afos:

Numero de intentos para dejar de fumar:
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Hace cuanto tiempo dejo de fumar:

Historia Ocupacional (ATS-DLD-78):
Trabajo por un afio 0 mas en un lugar con polvo:
1 Si
2 No

Especifique trabajo o industria:

Exposicion al polvo: 1 Leve 2 Moderada 3 Severa
Exposicién con gas o vapores quimicos:

3 Si

4 No

Especifique trabajo o industria:

Exposicion ala polvo: 1 Leve 2 Moderada 3 Severa

Ocupacion o trabajo en que duro més tiempo:

Ocupacion o trabajo:

Numero afios que trabajo en este lugar:
Posicion:

Tipo de negocio o industria:

Exposicidon a asbesto:

Tipo de exposicion: 1 Laboral 2 Doméstica

Tiempo de exposicion:

Exposicién a humo de lefia:
Tipo de exposicion: 1 Laboral 2 Doméstica

Tiempo de exposicion: Afios Horas:

Exposicion a alguno de los siguientes quimicos:
Radén
Cadmio
Cromo
Berilio
Aluminio

Silica
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Acido sulfarico

Bis cloro-metil-eter y cloro-metil-eter

Coca

Gas mostaza

Trabajo involucrado con alguno de estos procesos:

Fundicién del arsénico

Gasificacion del carbén

Hundimiento de hierro o acero

Estudios realizados en el dltimo afio:

1 Radiografia de Térax:

i. Fecha:

ii. Resultado:

2 Tomografia computada Térax:

Enfermedad Actual (Solo para pacientes con Diagnostico confirmado de Adenocarcinoma)

i. Fecha

ii. Resultado

Fecha de inicio de la sintomatologia:

Fecha del diagnostico:
ECOG/Karnofsky:

Principales sintomas clinicos de inicio:

Estadio de la enfermedad:

1

0 N o o B~ PN

A
IB
A
1B
A
B
v

No estadificado
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