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CAPITULOII

INTRODUCCION

El mesotelioma pleural maligno (MPM), se origina en las células mesoteliales de la
pleura pulmonar, es una neoplasia muy agresiva de dificil diagndstico y
tratamiento, con un pronostico extremadamente pobre. La mayoria de los
pacientes son diagnosticados en estados avanzados de la enfermedad, lo que
reduce significativamente el tiempo de sobrevida global. Uno de los principales
problemas con el diagnéstico del MPM es que sus signos y sintomas, son
similares a otras enfermedades respiratorias. La quimioterapia combinada de cis-
o carbo-platino, con un antimetabolito o un antifolato, suelen ser la de mejor
respuesta. La gemcitabina es un antimetabolito analogo de nucleosidos, cuya
principal funcién es inhibir la sintesis de ADN. En estudios fase Il se ha comparado
el uso de gemcitabina o vinorelbine, combinado con cisplatino, en pacientes con
MPM vy concluyen que ambos ofrecen tasas de respuesta similares. La FDA
aprobé en 2003 el uso de pemetrexed/cisplatino en el tratamiento de MPM.
Actualmente no se ha establecido un tratamiento estandar en pacientes con MPM
en estadios avanzados. Con los avances en la biologia molecular del MPM se ha
permitido la identificacion de moléculas, que puedan ser utilizadas como
biomarcadores, principalmente de prondstico y de respuesta a la terapia. En este
trabajo se analiz6 la expresion de RRM1, RRM2, ERCC1 y hENT1 a nivel génico,
en muestras tumorales de pacientes con diagnostico de MPM en estado

avanzado.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

Il. 1. Generalidades del Mesotelioma Pleural Maligno

El mesotelioma es una neoplasia muy agresiva generada a partir de las células
mesoteliales, tanto en la cavidad pleural del pulmén como en peritoneo, epididimo,
pericardio y tunica vaginalis; el sitio mas comun para el origen de esta enfermedad
es la cavidad pleural pulmonar'?. El mesotelioma pleural maligno (MPM) es la
neoplasia originada en las células que recubren la pleura pulmonar, ésta se
caracteriza por su pronostico extremadamente pobre; debido a su diagndstico
tardio y a la resistencia al tratamiento®. EIl MPM es una de las neoplasias
clinicamente mas agresivas, donde la mayoria de los pacientes mueren dentro de
los 2 afios posteriores al diagnéstico?, la mayoria de los pacientes son
diagnosticados en estadios avanzados, lo cual conduce a un tiempo de
supervivencia menor a 12 meses’. En afios recientes se han implementado
estrategias de tratamiento combinando cirugia y quimioterapia. Con la
optimizacién de los regimenes quimioterapéuticos se ha conducido a mejorar la
calidad de vida y la sobrevida global de pacientes con MPM?. La edad de
presentacion de la enfermedad, se ha relacionado a la existencia de un tiempo de
latencia de entre 20 y 50 afios, posterior a la exposicion a las fibras de asbesto;
las cuales se presumen son la principal causa de esta neoplasia®. Tanto el
Mesotelioma maligno como el MPM poseen tiempos de latencia largos, se ha
sugerido que debido a esta caracteristica su incidencia aumentara entre el 5 - 10%

cada ano, principalmente en ciudades industrializadas en las siguientes 2 - 3



décadas; a pesar de los esfuerzos para reducir el uso y consumo de asbesto’. La
incidencia de mesotelioma y otras enfermedades relacionadas a asbesto, han
comenzado a disminuir en paises como Suecia, Australia, Estados Unidos vy, se
estima disminuya en la mayor parte de Europa en la siguiente década®. Lo
anterior, debido a una disminucion del consumo de asbesto y la implementacion
de politicas reguladoras o prohibitivas, que han ocurrido en los ultimos 40 afios.
En contraste, la tasa de incidencia de mesotelioma maligno en Japon ha ido en
aumento, se espera que alcance un maximo entre 2030-2039, debido al uso de
grandes cantidades de asbesto después de la segunda guerra mundial y hasta el
2003, fecha en que fue prohibido®. En México, el MPM ocupa el lugar nimero 34
entre las neoplasias malignas, presentando una mayor predominancia en varones,
con edades aproximadas de 50 - 70 afios'*. Ademas, se ha sugerido existe un
sub-registro de aproximadamente el 71% de los casos, por lo que se estima que
en promedio se presentan 500 casos por afo, de los cuales s6lo 170 son
reportados como MPM’.

El MPM es clasificado principalmente en tres subtipos histologicos: epitelial,
sarcomatoide y mixto o bifasico. El subtipo epitelial se asocia con buen prondstico,
mientras que el sarcomatoide se asocia a mal prondstico®. De acuerdo con la
OMS desde 2015 se incluy6é un subgrupo de variables histolégicas para el MPM
epitelial: papilar, micropapilar, trabecular, solido y pleomorfico; sin embargo, a la
fecha se desconoce su relacion con el prondstico de la enfermedad®. Estudios
recientes han reportado un comportamiento mas agresivo en pacientes con
diagnostico histolégico epitelial-pleomorfo; por lo que los autores han propuesto

que sea integrado en la clasificacion del tipo sarcomatoide®.



Il. 2. Etiologia del Mesotelioma Pleural Maligno

Alrededor del 50 al 70% de los casos de MPM se asocian con exposicion a
asbestos, ya sea ocupacional o ambiental. Un estudio realizado en ltalia, mostro
que en el desarrollo de MPM, existe una relacién entre el tiempo de exposicion y la
cantidad acumulada de asbesto en el organismo'’. Sin embargo, se han sugerido
otras causas que podrian facilitar el desarrollo de la enfermedad, como la

radiacion ionizante y el virus SV-40"°1°,

11.2.1 Asbestos

Existen seis tipos de asbestos que se dividen en dos grupos: las serpentinas y los
anfiboles''. En el grupo de las serpentinas se encuentra Gnicamente el crisotilo;
mientras que en el grupo de los anfiboles se encuentran: la actinolita, la amosita,
la crocidolita, la tremolita y la antofilita’". El crisotilo representa aproximadamente
el 95% del asbesto utilizado a nivel mundial. La oncogenicidad de las fibras de
asbesto es relativa y controversial, diversos estudios muestran una razén de
riesgo diferente para las mismas fibras, por ello la OMS determind que todas las
fibras de asbesto pueden causar cancer en los humanos, principalmente de
pulmén y mesotelioma''. La exposicién a asbesto, tanto en forma de serpentina
como de anfiboles, es comun para los obreros en industrias, por lo que se
considera exposicién ocupacional®. El contacto con las fibras de asbesto también
se da por vivir en el mismo lugar que los trabajadores expuestos o por habitar en
un area donde hay emisiones de asbesto®. La acumulacion de este mineral causa

dafio directo al ADN, posiblemente con interferencia mecanica durante la mitosis;



e indirectamente, por induccion de liberacion de especies reactivas de oxigeno y

nitrégeno (ROS e iINOS)°.

Il. 2. 2. Radiacion lonizante

La radiacion ionizante (terapéutica o no terapéutica) en la parte superior del
cuerpo puede ser un factor de riesgo para el posterior desarrollo de MPMS. En el
afno 2011 se public6 un meta analisis, utilizando casos de trabajadores en
instalaciones que producen energia nuclear o que se especializan en actividades
tales como investigacion, gestion de desechos o produccién de combustible
nuclear, isétopos y armas, a quienes se les diagnostico MPM entre 1980 a 2009,
donde la informacién no fue suficiente para establecer dicha asociacién; debido a
que en el sito se encontrd presencia de otros carcinogenos como el asbesto'. Un
estudio retrospectivo en pacientes con Linfoma No-Hodgkin, demostré que hay un
mayor riesgo de presentar mesotelioma después del tratamiento con radiacion'.
Se ha encontrado evidencia que sugiere que tanto las radiaciones a y f
ocasionadas por tratamiento, asi como la y en radioterapia y ocupacional, estan
asociadas al aumento de riesgo de desarrollo del mesotelioma'. En grupos de
pacientes que reciben radioterapia, el numero de personas que desarrollan
mesotelioma suele ser pequefo, lo cual reduce el poder estadistico. Ademas,
pacientes jovenes con un tumor primario, tienen mas posibilidades de desarrollar
un segundo primario, por lo que la magnitud de asociacion entre tratamientos con

radiacién y mesotelioma podria ser mayor a lo informado™,



Il. 2. 3. SV-40 (Simian Virus 40)

El virus SV-40 es un poliomavirus con ADN circular bicatenario'®. Mediante la
deteccion de secuencias de ADN del virus SV-40 en muestras de pacientes con
MPM, es que se ha considerado como un co-factor para el desarrollo tanto de MM
como de MPM>'®. Se cree que millones de personas entre los afios 1954 - 1978,
estuvieron expuestas a este virus a través de vacunas contra la poliomelitis de
salk y de sabin contaminadas'>'®. Debido a que el SV-40 se ha encontrado en
pacientes con MPM expuestos a asbesto, se cree que el virus podria actuar como
un co-activador de este carcinégeno'®. En un estudio realizado en lineas celulares
de mesotelioma pleural maligno, observaron que altos niveles de p53 inhiben la
replicacion del virus SV-40. Adicionalmente, células infectadas con SV-40 y
expuestas a crocidolita, fueron mas susceptibles de sufrir una transformacion
celular’.

En las biopsias de MM, se ha demostrado que SV-40 se une y activa oncogenes,
como c-met, IGF-I ; ademas de inactivar p53 y a pRb°. SV40tag inhibe a PP2A, lo
que puede conducir a la activacion de las vias Wnt y ERK, mismas que pueden
llevar a la generacion de mutaciones y crecimiento descontrolado de las células'.
La infeccion con SV40 en MPM también puede aumentar la transcripcion y
activacion de Notch-1, lo cual puede tener un papel importante en la
transformacion y proliferacion de las células mesoteliales’'®. Ademas se ha
observado el silenciamiento de RASSF1; la pérdida de expresion de éste gen se

ha asociado con la patogénesis de varias neoplasias'®.



Il. 3. Presentacion clinica del MPM
Los sintomas asociados al MPM son disnea, dolor de pecho, fatiga, anorexia,

sudores y malestar general'?;

a medida que la enfermedad se extiende alrededor
de la superficie de la pleura pulmonar, la disnea se produce por el movimiento
respiratorio restringido y la compresién del pulmon por el tumor'®. En contraste con
tumores solidos en el tejido pulmonar, cuadros de tos, hemoptisis, y linfadenopatia
son menos comunes en el MPM. A su vez la invasién tumoral local puede causar
obstruccién de la vena cava superior, paralisis del nervio laringeo o disfagia'®.

Algunos pacientes son asintomaticos, por lo que el diagnostico se presenta
cuando se detectan anomalias en estudios de imagen, realizados por razones
diferentes a la sospecha de la presencia de tumor'®. En pacientes con historial de

exposicion a asbestos; los sintomas pulmonares sumados a la presencia de

derrame pleural unilateral de gran volumen, aumenta la sospecha de MPM?.

Il. 3. 1. Etapificacion

El sistema American Joint Committee on Cancer (AJCC ed. 2010), se utilizan para
la etapificacion del MPM, empleando la clasifiacion de acuerdo al TNM (Tumor,
node, Metastasis.). En la tabla 1, se presenta la definicion de tumor y metastasis
de acuerdo al sistema AJCC; mientras que las etapas clinicas son definidas en la
tabla 2. Basado en dicha clasificacién, se establece que los estadios | y Il son
potencialmente resecables; sin diseminacion a ganglios linfaticos ni metastasis.
Mientras que en el estadio lll se presenta, diseminacidon ganglionar; y finalmente el
estadio IV presenta metastasis a distancia y localmente avanzado e irresecable,

incluyendo afectacion ganglionar™.



Tx Tumor primario no evaluable
T0 No hay evidencia de tumor primario
T1 Tumor primario limitado al a pleura parietal ipsilateral con o sin invasién de la

pleura mediastinica y/o diafragmatica

T1a Sin invasion de pleura visceral
T1b El tumor involucra pleura visceral
T2 El tumor invade cada una de las superficies pleurales ipsilaterales, con al menos

uno de los siguientes: a) Afectacion del musculo diafragmatico; b) Extension hacia
el parénquima pulmonar subyacente.

T3 Tumor localmente avanzado, resecable; el tumor invade cada una de las
superficies pleurales ipsilaterales con alguna de las siguientes: a) afectacion de la
fascia endotoracica; b) extension de la grasa mediastinica; c) afectaciéon no
transmural del pericardio; d) foco solitario; ) completamente resecable que se
extiende a los tejidos blandos de la pared toracica.

T4 Tumor localmente avanzado, técnicamente irresecable, afecta superficies
ipsilaterales con al menos una de las siguientes: a) extensién difusa o masas
multifocales de tumor en la pared toracica, con o sin destruccion costal asociada;
b) extensién directa del tumor hasta el peritoneo; c) extension directa del tumor en
la pleura contralateral; d) extension directa del tumor en érganos mediastinos o
extension directa hasta la columna; e) tumor que se extiende hasta la superficie

interna del pericardio con o sin derrame pericardico; f) tumor que involucra el

miocardio.
Mx Metastasis a distancia no valorables
MO Sin evidencia de metastasis a distancia
M1 Presencia de metastasis a distancia

T, Tumor primario; M, metastasis. Modificada de Arrieta O, Dominguez LM (2013)’



Tabla 2. Etapas clinicas basadas en el sistema TNM, de acuerdo con la AJCC 2010.

Etapas | 1A IB ] i v

T 1 1A 1B |2 1-2 |1-2 |3 4 [ [
N 0 0 0 0 1 2 0-2 |i 3 [
M 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1

i, cualquier criterio. Modificada de Arrieta O, Dominguez LM (2013)’

Il. 4. Tratamiento

Hasta un 80% de los pacientes con MPM son diagnosticados en etapas
avanzadas, cuando la eficacia de las modalidades terapéuticas es muy limitada®.
Las opciones de tratamiento incluyen quimioterapia, terapia dirigida y radioterapia,
administradas por separado o como parte de un tratamiento multimodal’®;
desafortunadamente, no existe un tratamiento curativo. En su mayoria, los
pacientes son tratados con quimioterapia debido a que presentan enfermedad
localmente avanzada o metastasica con pobre prondstico®.

En pacientes en etapa lll y IV se ha estudiado la quimioterapia paliativa como
monodroga o combinada; de los diferentes grupos de farmacos, los anti
metabolitos, metrotexato y gemcitabina parecen ser los mas activos, mientras que

del grupo de antifolatos, el pemetrexed produce respuestas del 15%".

Il. 4. 1. Cisplatino

El cisplatino posee una gran actividad contra un amplio espectro de neoplasias
sdlidas, incluidos cancer ovarico, testicular, de vejiga, colorrectal, de cabeza y
cuello, y de pulmén. Este farmaco conduce a una respuesta terapéutica inicial

asociada con remision completa de la enfermedad, respuesta parcial o




enfermedad estable. El tratamiento con cisplatino requiere medicacion adicional y
puede producir efectos secundarios severos, como lo son nefrotoxicidad
neuropatia y ototoxicidad, ademas de, nauseas y vémito®'. En la figura 1, se

presenta la estructura del cisplatino.

cly,, Lo NH,
CI”  NH,

Figura 1. Estructura del Cisplatino

Por mucho tiempo se plante6 que el cisplatino entra a la célula mediante difusién
pasiva, debido a que su captacion es no saturable y dependiente de la
concentracion. Sin embargo, se ha encontrado que tanto el transportador de cobre
(CTR1) como las ATPasas tipo P de extraccion de cobre (ATP7A y ATP7B)
también tiene un papel importante en la captacion de cisplatino®. En células que
muestran resistencia a cisplatino se ha observado que CTR esta subregulado; asi
como en estudios realizados con fibroblastos murinos embrionarios deficientes de
CTR1, se ha encontrado una menor acumulacion de cisplatino®. Niveles altos de
CTR1 asociados a niveles bajos de ATP7A se consideraron como, factores de
pronostico favorables subsecuentes a la quimioterapia en pacientes con CPCNP
resecados®. En dicho estudio se encontrd, que pacientes con niveles de
expresion elevados tuvieron tiempos de sobrevida global mayores comparado con

pacientes con niveles de expresion bajos (<66 meses vs 15 meses, p<0.001)%.
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Dentro de la célula, el cisplatino es hidrolizado formando complejos mono-
[Pt(NH3).CI(H.0)]* y di-acuosos [Pt(NHs)(H.O)]**. Las especies activadas de
cisplatino reaccionan con centros nucleofilicos sobre las bases de purina del ADN,
particularmente, en la posicion N7 de los residuos de guanosina y adenosina, los
dos centros reactivos en la estructura del platino permite el entrecruzamiento de
dos guaninas adyacentes; su union genera un entrecruzamiento en las hebras de
ADN, induciendo una distorsién en la doble hélice. Existen distintas familias de
proteinas involucradas en el reconocimiento de aductos de ADN-Pt; entre ellas las
proteinas de la via de reparacién por escision de nucleotidos (NER)ZZ. La via NER
es empleada por las células cancerosas para la eliminacion de los aductos de
ADN-Pt y la reparacion del ADN; ademas, se ha asociado una actividad
aumentada de NER con la resistencia al cisplatino®.

Un meta-analisis mostr6 que la mayoria de los agentes quimioterapéuticos
empleados como monodroga presentan una baja actividad, a excepcion de
cisplatino®. Se ha observado que se obtienen tasas de respuesta superiores
cuando se emplean terapias combinadas en comparacién con terapias basadas en
agentes solos y que esas tasas de respuesta son superiores al utilizar cisplatino

en las terapias combinadas®.

Il. 4. 2. Pemetrexed

El Pemetrexed es un anti-folato que inhibe varias enzimas involucradas en la
sintesis de purinas y pirimidinas, como la timidilato sintasa (TS), la dihidrofolato
reductasa (DHFR) y la glicinamida ribonucledtido formiltransferasa®. La figura 2,

presenta la estructura del pemetrexed. En dos estudios independientes, realizados
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con pacientes con CPCNP en estadios avanzados, se observd que una baja
expresion de TS correlaciona con una mayor SLP??®. En MPM se ha relacionado
la alta expresién de TS con resistencia intrinseca y adquirida, al tratamiento con

pemetrexed/platino®.

Figura 2. Estrctura del Pemetrexed

En 2003, un estudio comparé la administracion de cisplatino como monodroga y
en combinacion con pemetrexed en pacientes con MPM, la media de sobrevida
global en el grupo de pacientes tratados con pemetrexed/cisplatino fue mayor que

en el grupo de cisplatino (12.1 vs 9.3 meses, p= 002)?’

. Ese mismo aio, 2003, el
pemetrexed fue aprobado por la FDA para ser utilizado en combinacién con
cisplatino, en el tratamiento del MPM'®.

En 2014, en un reporte de caso de un paciente de 69 afos, con exposicion a
asbesto, histologia epitelial; a quien, por rechazo de cirugia y radioterapia, ademas
de toxicidad renal inducida por cisplatino, se dejo en terapia de mantenimiento con
pemetrexed como monodroga. Este paciente alcanz6 una respuesta completa al
dia 25 del sexto ciclo, sugiriendo una actividad antitumoral del pemetrexed como

agente unico, con niveles de toxicidad tolerables. Este régimen gener6 un tiempo

libre de progresion de 22 meses, después de la quimioterapia de induccion?.
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Adicionalmente, los autores sugieren que los resultados favorables pudieran estar

relacionados con una baja expresion de TS en el tejido tumoral®.

Il. 4. 3. Gemcitabina

La Gemcitabina (2°,2 -difluoro- 2"-deoxicitidina dFdC) es un analogo de la citosina
arabinosa, que difiere estructuralmente debido a la presencia de fluor en el anillo
de furanosa. En la figura 3, se presenta la estructura de la gemcitabina.
Originalmente este agente fue pensado para ser utilizado como antiviral, pero se le
encontré una impresionante actividad antitumoral tanto in vitro como in vivo?',
Actualmente se utiliza como agente unico en el tratamiento de pacientes con
cancer de pancreas metastasico, y en quimioterapia combinada en pacientes con
cancer de pulmon de células no pequefas (CPCNP), de vejiga y de mama.
También se ha utilizado en neoplasias como mesotelioma, tumores de ovario y de
cabeza y cuello?”.

El transporte de la gemcitabina hacia el interior celular, se realiza mediante
multiples transportadores de nucledsidos activos (NTs) ubicados en la membrana
celular’'. Los transportadores de nucleosidos humanos se clasifican en los
dependientes de sodio CNT (concentrativos) y los independientes de sodio ENT
(equilibrados). En particular la gemcitabina utiliza dos transportadores del sistema
equilibrado (hENT1 y hENT2) y tres del sistema concentrativo (hCNT1, hCNT2,
hCNT3). En su mayoria la captacion de la gemcitabina por las células blanco, es
mediado por hENT1; en condiciones de ausencia de dicho transportador se
genera una elevada resistencia a este analogo de nucledsidos?'. La gemcitabina

es fosforilada intracelularmente por la desoxicitidina cinasa (dCK) para producir
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gemcitabina monofosfato (dFACMP), la cual sera convertida en sus metabolitos

activos gemcitabina di- y tri-fosfato (dFdCDP y dFdCTP)?",

NH,
~N
ho. Ao
(@)
F

OH F

Figura 3. Estructura de la gemcitabina.

El principal mecanismo de accién de la gemcitabina es una potente inhibicion de la
sintesis de ADN. La actividad citotdxica es el resultado de acciones adicionales
sobre la sintesis del ADN: dFdCTP compite con la desoxicitidina trifosfato (dCTP),
como un inhibidor débil de la ADN polimerasa. El dFdCTP se incorpora en el ADN,
después la incorporaciéon de un nucleétido mas, conduce a la terminaciéon de la
polimerizacién del ADN y a ruptura de una hebra de la cadena. Este nucleotido
‘extra” puede ser importante ocultando a la dFdCTP de las enzimas de reparacion
del ADN, debido a que la incorporacién de la gemcitabina en el ADN parece ser
resistente a los mecanismos normales de reparacion del ADN?'. Evidencia
reciente ha demostrado que la incorporacion de la dFdCTP en el ADN es crucial
en la apoptosis inducida por gemcitabina?".

Los metabolitos de la gemcitabina pueden inhibir diversas enzimas, conduciendo a
la auto potenciacion de la accion de la gemcitabina. La inhibicion de la enzima
Ribonucledtido Reductasa (RR), que se encarga de la sintesis de novo de

nucleotidos, por dFdCDP es uno de los mas importantes de esos mecanismos de
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autopotenciacion. La inhibicion de la RR conduce a un agotamiento de dCTP, un
potente inhibidor de dCK, llevando a una fosforilacibn mas eficiente de la
gemcitabina?®’.

Ensayos realizados en lineas celulares de CPCNP y cancer pancreatico, la
gemcitabina induce la apoptosis celular a través de la activacion de las caspasas 3
y 8; lo que sugiere que la activacion de las caspasas posee un papel importante
en la resistencia/sensibilidad a la gemcitabina?'.

Bajo un esquema de administracion en infusién continua, una mayor cantidad del
metabolito de la gemcitabina (gemcitabina trifosfato) es producido por la enzima
desoxicitidina cinasa, lo cual eleva la concentracion sérica e intracelular de este
metabolito activo; consecuentemente, una menor cantidad de gemcitabina es
utilizada en cada ciclo de tratamiento?.

En un estudio fase Il, realizado en pacientes con MPM avanzado se utilizé6 un
régimen de cisplatino mas gemcitabina en infusion continua, y se obtuvo una tasa
de respuesta del 54% y una supervivencia general >20 meses. Adicionalmente, se
observd un perfil de toxicidad seguro y manejable; asi como, una mejora en la

calidad de vida, tanto estadisticamente como clinicamente?®.

Il. 5. Biomarcadores

Diferentes esfuerzos se estan realizando con el objetivo de mejorar las tasas de
respuesta a los tratamientos oncoldgicos y en el desarrollo de estrategias que
permitan atender de forma individualizada a los pacientes. En afos recientes

gracias a los avances en el estudio y comprension de la biologia molecular del
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MPM, se han podido identificar algunas moléculas que pudieran servir de

biomarcadores, sin que a la fecha se haya logrado una completa utilidad clinica.

Il. 5.1. Ribonucleétido reductasa

Los desoxirribonucledtidos trifosfatos (ANTPs), proceden de los correspondientes
ribonucledtidos por reduccion en el atomo de carbono 2°de la D-ribosa para formar
el derivado 2’desoxi-D-ribosa; la reduccion esta catalizada por la enzima
ribonucleotido reductasa (RR)?. La importancia de la RR en el mantenimiento del
genoma nuclear y mitocondrial, reside en la regulacion que lleva sobre los niveles
de dNTPs®. Errores o fallas de esta enzima para mantener las concentraciones
adecuadas de dNTPs en las células, puede conducir a rupturas de la cadena de
ADN, mutagénesis y muerte celular®®. En la mayoria de las células eucariotas esta
enzima se compone de dos subunidades, una larga 6 M1 y una corta 6 M2%.

La subunidad M1 contiene un sitio catalitico y dos sitios alostericos diferentes;
mientras que la subunidad M2 presenta un cofactor di-ferroso y un radical tirosilo
esencial para la actividad de la RR; la forma activa de la enzima se produce por la
unién de 2 subunidades M1 y dos subunidades M2?°. La enzima RRM1 es
codificada por el gen Rrm1, mientras dos diferentes genes codifican las isoformas
de RRM2, el Rrm2 y el p53R2. La holoenzima RRM1-RRM2 provee los dNTPs
para la replicacion del ADN nuclear en la fase S y la reparacion en células en
proliferacion. Mientras que RRM1-P53R2 contribuye con dNTPs tanto para la
reparacion del ADN nuclear en células quiescentes; como para la reparacion y la

replicacion del ADN mitocondrial®®.
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Un mecanismo importante en la regulacién de la RR ocurre a través del control
estado-especifico del ciclo celular; en los mamiferos la actividad de la RR es
inducida durante la fase S. La expresion del gen RRM1 se regula principalmente
por transcripcion, los niveles de expresion son insignificantes en Go/G1 y alcanzan
un maximo en la fase S. Sin embargo, la proteina RRM1 permanece constante
durante todo el ciclo celular, debido a su vida media larga. RRM2 esta regulada
tanto por transcripcion como por degradacion de la proteina. Similar a RRM1, la
transripcion del gen Rrm2 alcanza su maximo en la fase S; mientras que los
niveles de proteina correlacionan con la cantidad del RNA mensajero. Al termino
de la fase S, RRM2 es degradada por diversos mecanismos, en contraste, P53R2
se mantiene constante a lo largo del ciclo celular®®.

En el cancer una caracteristica principal es la proliferacion descontrolada, misma
que debe ser respaldada por dNTPs. La expresion elevada de RR en distintos
canceres puede ser debido a una alteracion en el ciclo celular, ya que varias
neoplasias muestran una fraccion de fase S aumentada; también puede ser el
resultado directo de amplificaciones génicas y alteraciones genéticas o

epigenéticas®.

Il. 5. 1. 1. Asociacién de RRM1 con la respuesta a quimioterapia.

En diversos estudios clinicos se ha mostrado que niveles de expresion elevados
en RRM1, se asocian a pobres respuestas a farmacos de platino, los cuales
inducen dafo al ADN, contra los cuales altos niveles de RRM1 ofrecen proteccion;

129

y a la gemcitabina, cuyo blanco es RRM1“". Aunque no en todos los estudios se

ha reportado que la expresion de RRM1 afecte la supervivencia del paciente
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después del tratamiento con gemcitabina, existe un consenso de que niveles bajos
de RRM1 mejoran dicha respuesta; ademas, en células de cancer resistentes a la
gemcitabina, se ha reportado su sobreexpresion®.

El analisis de expresion de RRM1 en tejido tumoral de pacientes con MPM, indico
que altos niveles de expresion nuclear pueden asociarse a largos periodos libres
de recurrencia y mayor sobrevida global en pacientes bajo tratamiento
gemcitabina/cisplatino®. Importantemente el nivel de expresion citoplasmico de
RRM1, no mostré asociacion con el periodo libre de progresion y la sobrevida
global (SG)*. En otro estudio similar, se analizo la expresién de RRM1 como
posible factor predictivo en pacientes con MPM, bajo terapia de
vinorelbine/cisplatino o pemetrexed/carboplatino. Los autores encontraron que
pacientes en el brazo de vinorelbine/cisplatino mostraron mayor sobrevida global
asociada a bajos niveles de expresion de RRM13'. En el grupo de pacientes que
recibieron pemetrexed/carboplatino no se encontré asociacion.

Otros estudios realizados con pacientes con CPCNP en estadios avanzados, se
buscé la relacion entre la expresion de RRM1 y la respuesta al tratamiento. Los

3233 5 carboplatino

estudios incluyeron terapia combinada de gemcitabina/cisplatino
mas gemcitabina/ 6 vinorelbine/ 6 docetaxel; encontraron que la baja de expresion
de la proteina favorece la respuesta a gemcitabina de forma contraria, en el ultimo
estudio encontraron que una elevada expresion de RRM1 favorece la respuesta a
carboplatino/vinorelbine y carboplatino/docetaxel®*. Bajo el régimen de
vinorelbine/cisplatino ¢ paclitaxel/cisplatino, pacientes con CPCNP en estado

avanzado, se determiné la participacion de las subunidades M1 y M2 de la RR.
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Pacientes con una baja expresidon en ambas subunidades mostraron mayor
sobrevida libre de progresién (SLP) y mayor sobrevida global (SG)*.

El papel de RRM1 como biomarcador de respuesta a la terapia permanece
controversial, es necesario realizar un mayor numero de estudios con el fin de
caracterizar mejor su participacion en dicha respuesta. El uso de dos o mas
moléculas, y la caracterizacion genética de la poblaciéon de estudio, ofrecerian

probablemente un mayor soporte.

Il. 5. 1. 2. Relacién entre la expresion de RRM2 y la respuesta al tratamiento
La subunidad M2 de la Ribonucleétido reductasa, ha sido preferentemente
estudiada en neoplasias sélidas. Recientemente, a partir de un analisis in silico de
genes con alguna alteracion en muestras de pacientes diagnosticados con cancer
adrenocortical (ACC) y adenoma adrenocortical, se busco la interaccion entre
genes basados en comparaciones de expresion de transcritos en lineas celulares
de ambos tipos de neoplasias®®. En dicho estudio, los autores demostraron una
correlacion entre RRM2 y Ki67, el cual es un marcador de proliferacion celular®.
La exposicion a gemcitabina de la linea celular de ACC (H295R) indujo inhibicion
de la proliferacién y aumento de la apoptosis celular®; debido a estos resultados,
los autores sugieren que RRM2 puede servir como un marcador de proliferacion
en ACC. Ademas, la sobreregulacion de RRM2 después del tratamiento con
gemcitabina puede contribuir a la quimioresistencia (generada por la gemcitabina),
lo cual limita su eficacia terapéutica en ACC*®.

Un estudio realizado con pacientes de CPCNP en estadios tempranos, demostré

una asociacion entre la baja expresion de RRM2 en tejido tumoral y la sobrevida
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global en pacientes con reseccién quirtirgica®’. Pacientes con sobreexpresion de
RRM2 mostraron una SG mas cortas vs pacientes con RRM2 subexpresado (61.9
vs 45.9 %, IC 95% p= 0.069)*".

Otro estudio realizado en pacientes con CPCNP en estadios avanzados, bajo
tratamiento combinado de cisplatino mas gemcitabina, vinorelbine o paclitaxel se
analizé la expresion de RRM1, RRM2, ERCC1 y BRCA1. En dicho estudio se
encontré que una sobreexpresion de ERCC1 Y RRM2 disminuye las tasas de
respuesta. Adicionalmente, cuando los niveles de ERRC1, RRM1 y RRM2 son
elevados el riesgo de progresion de la enfermedad y muerte aumenta
significativamente®. Entre los primeros estudios basados en el analisis de blancos
moleculares de la gemcitabina, se encentra uno realizado en pacientes con cancer
de ovario. En este estudio, se analizé la probable relacién entre la expresion de
siete genes (hENT1, hCNT1, dCK, CDA, 5NT, RRM1 Y RRM2) y la SG. Con
respecto a RRM2 se encontrd una relacion entre los niveles de expresion y el
riesgo relativo de muerte; pacientes que expresaron bajos niveles de RRM2
mostraron mayor SG comparado con los pacientes con altos niveles (36 meses vs
19 meses, p=0.050). Los autores también sugieren que genes relacionados al
metabolismo de la gemcitabina pueden estar asociados a una histologia mas
agresiva®.

La sobreexpresion de RRM2 se ha relacionado con invasion celular, angiogénesis
tumoral y metastasis; sugiriendo que pacientes con una alta expresion de este
marcador pudieran progresar mas rapidamente®’. De manera similar a otras

moléculas, se sugiere que el nivel de expresion de RRM2 pudiera servir de
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marcador de prondstico; sin embargo, nada se ha investigado del papel de esta

molécula en pacientes con MPM.

Il. 5. 2. hRENT-1, transportador de nucleésidos equilibrados

Practicamente todas las células cuentan con sistemas de transporte de
nucleosidos y de bases, lo que permite a los tejidos incorporarlos desde el plasma
sanguineo y utilizarlos para la sintesis de nucledtidos a través de las vias de
recuperacion®’. Este tipo de transportadores, permiten el acceso de analogos de
nucledsidos utilizados como farmacos oncoldgicos y antivirales**4'.

Los transportadores de nucledsidos pertenecen a dos familias generales: los
concentradores (CNT) y los equilibradores (ENT). Los transportadores
equilibradores, actuan en funcién del gradiente y permiten el flujo de nucledsidos
entre las células y el medio extracelular y/6 entre compartimentos celulares®. En
los seres humanos se han identificado cuatro sistemas del transporte equilibrador
(hENT1-4) y tres sistemas del tipo concentrador (hCNT1-3), los cuales estan
codificados por la familia de genes SLC29 y SLC28, respectivamente*®*'42,

Los trasportadores hENT-1 y hENT-2 se distribuyen de forma ubicua, pero difieren
en el nivel de expresién entre los tejidos y los tipos celulares*?. El transportador
hENT-1 se encuentra preferentemente en los eritrocitos, la placenta, el cerebro, el
corazon, el higado, el bazo y el colon; y aunque el hENT-2 se encuentra en
numerosos tejidos, se localiza preferentemente en musculo esquelético*.

hENT-1 es capaz de transportar con mayor afinidad los nucledsidos y en menor

medida a las nucleobases®’. Los nucledsidos anticancerosos incluyen analogos de

purina y pirimidina, la mayoria de ellos poseen mecanismos de accion similares.
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Brevemente, dentro de las células son convertidos en analogos de nucleotidos
celulares, por enzimas de las vias metabdlicas de las purinas y /6 pirimidinas;
éstos pueden ser incorporados dentro de los acidos nucleicos, y en la mayoria de
los casos, inhibir las enzimas implicadas en la sintesis de ADN, causando dafo al
ADN e induciendo apoptosis*.

Las diferencias inter-individuales en la expresion y la funcion del transportador;
ademas y de manera muy importante, en la alteracion en la expresion debido al
proceso oncogénico, puede modular el perfil del transportador de las células
blanco, determinando asi la biodisponibilidad y accién del farmaco*?. Estudios de
tumores solidos, principalmente cancer de pancreas, se centran en el analisis de
la asociaciéon entre los niveles de expresion de hENT1 y su respuesta clinica a la
gemcitabina. Una sobreexpresion de hENT1 favorece la respuesta al farmaco; por
el contrario, las células que carecen de expresion de hENT1 son altamente
resistentes a la gemcitabina®*. Esa asociacién se ha visto también en pacientes
con CPCNP*%; de manera similar, ese resultado se ha observado en lineas
celulares de carcinoma ovarico, células resistentes a gemcitabina expresan bajas
cantidades del gen de hENT1°°.

El nivel de expresiéon de ENT, podria ser un biomarcador predictivo de la eficacia
del farmaco en el tratamiento del cancer; principalmente y debido a los resultados
de estudios previos, puede ser considerada como un biomarcador de respuesta a

la terapia en pacientes con adenocarcinoma pancreatico y/6 cancer de mama*'.
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Il. 5. 3. Via de reparacion de ADN por escision de nucleétidos

La capacidad de una célula para detectar y reparar dafios del ADN es esencial
para el mantenimiento de la integridad del genoma®. Existen diversos sistemas
enzimaticos encargados de la reparacién del ADN. Una de las vias de reparacion
del ADN, es mediante escision de nucledtidos 6 NER (por sus siglas en inglés), la
cual se encarga de la reparacion cuando hay alguna distorsion en la doble
hélice**. En esta via, el proceso inicia con el reconocimiento de la lesién por unién
de proteinas componentes del complejo de reparacion (XPA, XPC-HHR23B,
RPA). En la fase de escision un complejo proteico que incluye endonucleasas
(escinucleasa) hidroliza los enlaces fosfodiéster a ambos lados de la lesion en la
hebra de ADN a una distancia de -22 y +6 nucleottidos (5°,3"), para generar un
fragmento de 27 a 29 fragmentos. La endonucleasa XPG corta el extremo 3'de la
region escindida y la endonucleasa XPF+ERCC1 corta el extremo 5" de la region

escindida®®4°.

Después una helicasa (XPB, XPD) favorece la separacion del
oligonucledtido liberado, dando lugar a la fase de “sintesis reparadora” donde una
ADN polimerasa llena el espacio dejado por la escinucleasa, mediante la
elongacion del extremo 3'—OH, formado en el corte anterior; el uso de la otra
hebra de ADN asegura que se introduce la secuencia correcta. En las células
eucariotas las polimerasas delta y épsilon son las encargadas de realizar esta
sintesis, junto con factores accesorios (PCNA y RFC)?**®. Finalmente, una vez
que la ADN polimerasa ha sellado el hueco y solo queda una mella, la ADN ligasa-
| une el extremo 3°-OH recién sintetizado con el extremo 5P formado en el corte

de la hebra original, cerrando la mella®*°.
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Il. 5.3.1. Relacion de ERCC1 con la respuesta a la quimioterapia

La enzima ERCC1 (Excision repair cross complementation group 1) tiene un papel
importante en las vias de reparacion del ADN, especialmente en la reparacion por
escision de nucledtidos (NER) de dimeros de timina inducidos por luz UV o
aductos de platino®.

Un estudio realizado con pacientes diagnosticados con CPCNP tanto en estadios
tempranos (I —Ill) como en estadios avanzados (IV), se encontré que niveles bajos
0 negativos de ERCC1 se asociaron a mejor prondstico®, y tiempos de progresion
mas largos (7.2 meses vs 2.6 meses p= 0.002)*, comparados con niveles de
expresion elevados. Ademas, se asoci6é a una SG mas larga (14.9 meses vs 7.3
meses, p=0.008)%. Las respuestas fueron asociadas al tratamiento basado en
cisplatino, en combinacion con paclitaxel, vinorelbine o gemcitabina. Dos estudios
independientes, realizados con pacientes diagnosticados con MPM reportaron,
que aquellos que mostraron una baja expresion de ERCC1 en el tejido tumoral
exhibieron mayor tiempo de sobrevida libre de recurrencia; por lo que los autores
sugirieron que ERCC1 podria ser un factor de pobre prondstico®>*%; resultados
similares fueron encontrados en pacientes con CPCNP>®. Recientemente, en un
estudio que analizé el papel de diferentes moléculas relacionadas a la via de
reparacion del ADN a nivel genético, y encontré que la baja expresion de ERCC1
estd asociada a una mayor SG*. De manera contradictoria a los estudios
anteriores, en un estudio realizado con pacientes con MPM en 2013, encontré que
altos niveles de expresion de ERCC1 mostraron mayor tiempo de SG (27.6 meses
)48.

vs 10.3 meses, p=0.06 Debido a que los resultados de los estudios
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mencionados en las lineas anteriores y otros mas, continlan siendo

contradictorios, no se ha podido otorgar un papel pronostico a ERCC1.
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CAPITULO 1l

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El MPM es una neoplasia muy agresiva, la cual, a pesar de los avances en los
esquemas terapeéuticos, continla teniendo una pobre sobrevida. La poblaciéon que
con mayor frecuencia desarrolla este tipo de neoplasia pertenece a la clase media
baja, tomando en cuenta que cualquier régimen terapéutico excede los ingresos
de dichos pacientes, la busqueda de marcadores biologicos de respuesta a la
terapia que permitan generar subgrupos que realmente se beneficien con
esquemas terapéuticos especificos, se vuelve imprescindible. Diversos estudios
realizados en neoplasias solidas (diferentes a MPM) han mostrado que moléculas
como hENT1, ERCC1, RRM1 y RRM2, las cuales participan en el transporte y
absorcion de farmacos como el cisplatino y la gemcitabina, podrian funcionar
como marcadores de respuesta al tratamiento. Por lo que determinar su expresion
y establecer su relaciéon con la respuesta a la terapia en pacientes con MPM,
podria servir como una herramienta la seleccion de pacientes que realmente
muestren un beneficio tanto en calidad de vida asi como en la respuesta al

tratamiento y la sobrevida global.

26



CAPITULO IV

OBJETIVOS

IV. 1. Objetivo general

Analizar la expresion de hENT1, ERCC1, RRM1 y RRM2 a nivel genético, en

tejido tumoral de pacientes con MPM en estadios avanzados.

IV. 2. Objetivos particulares

1. Seleccionar las muestras embebidas en parafina (biopsias) de pacientes con

diagnostico confirmado de MPM.
2. Obtener y analizar la calidad del material genético de las biopsias.

3. Analizar la expresion de los genes de hENT1, RRM1, RRM2 y ERCC1 en las

muestras obtenidas de parafina.
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CAPITULO V

MATERIALES Y METODOS

V. 1. Seleccién de muestras

Los bloques de tejido tumoral embebido en parafina fueron obtenidos del
Departamento de Patologia del Instituto Nacional de Cancerologia. Las biopsias
correspondieron a los bloques utilizados para el diagndstico de los pacientes, en el
periodo comprendido de enero 2011 a diciembre 2017; por lo que no se solicitd
carta de consentimiento informado de los mismos.

Se obtuvieron 77 bloques de pacientes con diagnostico confirmado de MPM,
después de una primera revisién por el patologo, s6lo 69 contaron con material

suficiente para realizar la extraccion de DNA/RNA.

V. 2. Obtencioén y purificacion de material genético de las biopsias de MPM
Después de seleccionar las muestras, éstas se cortaron con un micrétomo, y se
obtuvieron 3 cortes de 4 ym de cada una. Los cortes se clocaron en microtubos de
1.5 mL, en donde fueron sometidos a desparafinado. Brevemente, a los cortes se
les adiciono de forma subsecuente xilol y etanol al 100%, se centrifugaron y el
botén obtenido se utilizé para la extraccion de ADN/ARN.

Para la extraccion de material genético se utilizé el kit All prep DNA/RNA FFPE
(cat. 80234 Qiagen), la extraccion se realizé de acuerdo a las instrucciones del

fabricante, en el anexo 4 se adjunta el inserto con las indicaciones del kit.
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Tanto el DNA como el ARN fueron eluidos en columnas con buffer ATE 6 en agua
libre de RNAsas, respectivamente. El material purificado se almacend de forma

separada a -70°C, hasta su uso.

V. 3. Cultivo celular

Las lineas celulares A549 (adenocarcinoma de pulmén, ATCC) y MSTO-211
(MPM, ATCC) fueron obtenidas de la American Type Culture Colection (ATCC),
mantenidas en medio F12-K y RPMI-1640, respectivamente, suplementados con
suero fetal bovino al 10% y penicilina-streptomicina al 1%. Los cultivos celulares

se mantuvieron en una atmosfera al 5% de CO2y a 37°C.

V. 3. 1. Extraccion de ARN de lineas celulares

Para la extraccion de ARN se utilizo el RNA/DNA/Protein Purification Plus Kit (cat.
47700 Norgen Biotek Corp.), y la extraccion se realizd de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Los cultivos celulares a 80-90% de confluencia, se
lavaron 3 veces con PBS 1X, previo a iniciar el protocolo de extraccioén del kit. El

ARN obtenido, se guardo a -70°C hasta su uso.

V. 4. Cuantificacion de ARN

El ARN proveniente tanto de las muestras de los pacientes, asi como de los
cultivos celulares, se cuantific6 mediante espectrofotometria, con un NanoDrop
2000 (Thermo Scientific™). ElI programa del NanoDrop, ademas calcula las

relaciones de integridad y pureza de los acidos nucleicos, la relacion 260/280
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(proteinas) y la relacion 260/230 (residuos de eluyentes), las cuales fueron

utilizadas para la seleccion de las muestras.

V. 5. Analisis de la expresion genética de los biomarcadores

V. 5. 1. Diseio de Primers

La sintesis de primers se realizé de forma comercial en IDT 6 Invitrogen (ver tabla
3). En el disefo de los primers, se utilizaron regiones conservadas para cada gen,
de acuerdo a las secuencias publicadas en la base de datos de la US National

Library of Medicine and National Institutes of Health (www.ncbi.nlm.nih.gov).

Tabla 3. Secuencias genéticas utilizadas en los primers

_ Producto
Gen Secuencia

(pb)
FW-ERCC1 | 5:GGC AAA ATC CAA CAG CAT CA3’ 150
RV-ERCC1 | 5 TAG CGG AGG CTG AGG AAC AG 3’ L=
Fw-hENT1 | 5 TCT CCA ACT CTC AGC CCACCAA 3 151
Rv-hENT1 | 5°CCT GCG ATG CTG GAC TTG ACC T 3 151
FW-RRM1 | 5'TCT GCT GGA ATT GGT GTT 3 149
RV-RRM1 | 5'ACC TTG TTC CCA CCTTGA T 3 I
FW-RRM2 | 5-TTA CAT AAA AGA TCC CAA AGA AAG G 3 112
Rv-RRM2 | 5:'AGC CTC TTT GTC CCC AAT C 3 iz

Fw, forward; Rv, reverse; pb, pares de bases
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V. 5. 2. Obtencion de cDNAs

Para realizar la retrotranscripcion se empled el kit GeneAmp® RNA PCR (MuLV
Reverse Transcriptase, cat. N8080018, Applied Biosystems), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se utilizo6 1ug de ARN y 10mM dNTP Mix (cat. 18427-
088 Invitrogen™) a una concentracién final de 1mM. La reaccién se llevd a cabo
en un termociclador MaxyGen™ Gradient (AXYGEN®), con un programa de un
solo ciclo: retrotranscripcion 42°C por 15 min, desnaturalizacion 99°C por 5 min,
enfriamiento 5°C por 5 min. El cADN obtenido de esta manera, se empleo en el

PCR de punto final.

5. 2. 1. Reaccidén en cadena de la polimerasa en punto final

En la PCR se utilizé el kit GeneAmp® RNA PCR (DNA polymerase AmpliTaq, cat.
N8080160, Applied Biosystems), siguiendo las instrucciones del fabricante, las
temperaturas de desnaturalizacion y alineacion, asi como las condiciones de
corrida para cada gen se presentan en la tabla 4. La reaccion se realizé en un

termociclador MaxyGen Gradient (AXYGEN).

Tabla 4. Condiciones generales para PCR de los genes
Gen Precalentamiento | Desnaturalizaciéon | Alineamiento Extension

ERCCA1 94°C 94°C 60°C
5min 40seg 1min
RRM1 55°C

94°C 94°C 72°C
1min

RRM2 5min 40 seg 30seg
hENT1 94°C 94°C 58°C
5min 40seg 30seg




5. 2. 2. Analisis de amplificacién de productos de PCR

Los productos de cada una de las reacciones de amplificacién, se verificaron
mediante el corrimiento en electroforesis horizontal en geles de agarosa al 1.5%
en buffer TAE 1X. Se utilizaron 1 6 2 pL de producto de amplificacién y 1uL de
SYBR™ Gold Nucleic Acid Gel Stain (S11494 Invitrogen) como intercalante, para

revelar las bandas en un transiluminador modelo Bio Doc-it (marca UVP).

V. 6. Secuenciacion tipo Sanger

Para verificar la identidad de los productos obtenidos después de la amplificacidn
por PCR punto final, en promedio el 10% de las muestras de MPM por cada uno
de los genes, se sometieron a secuenciacion tipo Sanger. El analisis de los datos
se realiz6 con el programa Finch TV version 1.5.0 (2004 — 2012, Geospiza Inc.).

La similitud entre las secuencias se analizé en la base de datos BLAST.
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CAPITULO VI

RESULTADOS

VI. 1. Caracteristicas generales de la poblacién de estudio

Las muestras de tejido utilizadas en el presente estudio, se obtuvieron en el
Departamento de Patologia del propio instituto. Después de la obtencién y
purificacion del DNA, de las 69 muestras procesadas sélo 47 cumplieron con los
requisitos del analisis de calidad. Por lo que el analisis de expresidon de genes y de
la poblacion en general, estara basado en un total de 47 muestras. La mayoria de
la poblacion de estudio fueron hombres 68.1 %, sin exposicion a tabaco 57.4% 6
asbesto 66% (tabla 5). La histologia mas frecuente fue epitelial con 87.2%, el
76.6% de los pacientes presenaron un estadio IV de la enfermedad al diagndstico

y mas de la mitad recibieron gemcitabina en primera linea (53.2%) (taba 5).

VL. 2. Cuantificacidon y analisis de pureza del ARN

VL. 2. 1. Analisis de pureza del ARN proveniente de lineas célulares

Se utilizaron dos lineas celulares una derivada de adenocarcinoma de pulmén
(A549) y la segunda derivada de mesotelioma pleural maligno (MSTO-211) para
estandarizar el analisis de expresion de los genes seleccionados (hENT1, ERCC1,

RRM1, RRM2).
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Tabla 5. Caracteristicas generales de los pacientes con MPM

N=47

% (n/N)
Género
Femenino 31.9 (15)
Masculino 68.1 (32)
Edad
Media (£ DS) 61 (£10.7)
< 60 anos 40.4 (19)
2 60 afnos 59.6 (28)
Historial Tabaquico
Si 42.6 (20)
No 57.4 (27)
Exposicion a asbestos
Si 34.0 (16)
No 66.0 (31)
Exposicion a humo de lena
Si 29.8 (14)
No 70.2 (33)
ECOG
0-1 44.7 (21)
2-3 55.3 (26)
Estadio de la Enfermedad
| 23.4 (11)
v 76.6 (36)
Histologia
Epitelial 87.2 (41)
Sarcomatoide 8.5 (4)
Mixto 4.3 (2)
Tratamiento gemcitabina 1ra. linea
Si 53.2 (25)
No 46.8 (22)

ECOG, European Cooperative Eastern Group Classification; DS, desviacion
estandar
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La extraccion del material genético se realizé con el kit RNA/DNA/Protein
Purification Plus, después el ARN purificado se cuantificé por espectrofotometria,
en un nanodrop 2000. En la tabla 6, se presentan las concentraciones obtenidas,
asi como los valores de pureza (260/280) e integridad (260/230). La concentracion
de la muestra se calcula a partir del valor de absorbancia obtenido a una longitud
de onda (A) de 260 nm. Una relacion 260/280 de = 2.0 se acepta para denominar
un ARN puro; mientras que para la relaciéon 260/230 el valor esperado esta en el
rango de 2.0 — 2.2 para ARN. Las muestras de ARN obtenidas de las lineas
celulares, se corrieron en un gel de agarosa al 1.5%. En la figura 4 se muestra la
integridad del material btenido, es posible distinguir las subunidades ribosomales,

18s y 28s, asi como el ARN de transferencia.

Tabla 6. Concentracion de ARN de cultivos celulares

Linea celular Concentracion 260/280 260/230
(ng/ L)
MSTO-211
Muestra 1 780.5 2.08 2.2
Muestra 2 255.1 2.03 1.81
A549
Muestra 1 1155.23 2.09 1.61
Muestra 2 1144.30 2.08 1.61
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Figura 4. Integridad del ARN obtenido de células.
Imagen representativa de la integridad del ARN obtenido de tres muestras diferentes

de la linea celular MSTO-211. En los recuadros se sefalan las unidades ribosomales.

VI. 2. 2. Analisis de pureza del ARN proveniente de tejido tumoral de

pacientes con Mesotelioma Pleural Maligno

EL ARN obtenido de biopsias de pacientes con diagnéstico de MPM, se cuantifico
de manera similar que el de lineas celulares. Los datos de la cuantificacion se
presentan en la tabla 7. Las muestras sefialadas mediante las casillas rellenas,
corresponden a las muestras empleadas en el analisis de los genes; mientras que
las muestras sefialadas con el numero correspondiente seguido de un punto uno,
denotan aquellas muestras con un segundo vial, al que se realiz6 la extraccion y

cuantificacion de ARN de manera individual (tabla 7).
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Tabla 7. Concentracion y pureza de ARN obtenido de biopsias de pacientes

No. muestra 1 2 3 4 5 5.1 6 6.1 7 8 9

Concentraciéon | 17 | 1575. | 876.9 | 201.8 | 23.3 | 39.5 |175. | 171.9 | 42.8 | 30.6 | 40.1

(ng/ pL) 1. |7 5 5 2 0 0 0

260/280 ? 201 |2 195 | 1.78 | 1.71 168 | 1.78 |1.72 | 1.83 | 1.73

260/230 39 1.98 | 2.11 063 | 058 |-086 021 |1.12 | 045 |0.68 | 0.36
86

No. muestra 10 | 101 11 111 12 12.1 13 14 15 16 16.1

Concentracién | 20 | 16.05 | 9.25 16.80 | 130.5 | 169.4 | 475 | 1000. | 482. | 182. | 366.

(ng/ pL) .8 0 5 7 9 8 9
5

260/280 1. 1 1.86 | 9.11 1.8 1.94 | 1.91 201 {197 |1.91 | 199 | 1.96
68

260/230 0. 1022 | 002 |046 |053 |0.38 |[121 |147 |1.16 |0.98 | 1.56

1

No. muestra 17 | 171 18 18.1 19 19.1 20 21 22 23 231

Concentracion | 28 | 805.8 | 64 10.8 8.8 8.95 390. | 472.7 | 938. | 102. | 87.9

(ng/ pL) 0. 2 9 6
3

260/280 1. 1194 | 175 | 186 |1.78 |[205 |196 |196 |1.94 |1.97 | 1.89
94

260/230 0. |1.75 |039 |0.05 |0.06 |0.004 114 |1.14 |14 0.14 | 0.62
79

No. muestra 24 | 25 26 26.1 27 271 28 29 29.1 | 30 31

Concentracion | 86 | 373.4 | 1214 | 88.5 67.2 38.73 | 335. | 27.65 | 41.1 | 351 659.

(ng/ pL) 6. 5 1 9
3

260/280 1. 1198 |1.88 | 1.91 2.1 199 |1.96 | 202 |1.92 |1.94 | 19.9
96 7

260/230 1. | 145 |0.36 | 0.21 0.09 |0.27 |043 |0.08 |057 (138 |14
91

No. muestra 32 | 33 34 35 36 37 371 | 38 38.1 | 39 39.1

Concentraciéon | 44 | 12.6 108.5 | 153 108.8 | 35.25 | 17.6 | 213.6 | 61.5 | 10.8 | 6.55

(ng/ pL) 3.
2

260/280 1. |2 189 | 179 |185 |1.98 |2.09 |2.01 1.97 | 1.54 | 1.91
91

260/230 1. 1003 |0.14 |1.37 |0.6 0.13 | 0.31 | 0.31 0.17 | 0.35 | 0.13
26

No. muestra 40 4 411 42 421 43 431 | 44 441 | 45 45.1

Concentracion | 82 | 540.6 | 3106 | 113.1 | 104.7 | 1146 | 31.5 | 10 9.5 368. | 291

(ng/ pL) 0. 7
4

260/280 2. | 2.01 1.97 1.97 1.9 192 | 208 |1.75 |3.06 | 2.02 | 1.99
01

260/230 1. | 0.26 1.34 1.15 1.06 | 0.91 0.29 | 0.11 0.02 | 145 | 1.64
89

No. muestra 46 | 46.1 47 471 48 481 49 491 50 50.1 | 51

Concentracion | 21 | 232.6 | 114.2 | 134. 128.2 | 1021 | 114 | 134 15.7 | 13 12.1
(ng/ pL) 9. 9 5 5
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260/280 1. |195 | 189 |18 |195 |196 |17 194 168 | 1.9 1.64

260/230 1. 1145 | 1.21 1.45 117 (029 |0.07 |0.17 |05 0.85 | 0.31

No. muestra 51 | 52 52.1 53 53.1 54 54.1 | 55 55.1 | 56 56.1

Concentracién | 9. | 132.1 | 128.9 | 23.2 16.5 | 1725 | 197. | 111 108. | 175. | 173.

(ng/ pL) 6 6 8 8 6

260/280 1. |2.02 | 198 |158 |146 |[192 |187 |193 |195 (199 | 1.98
62

260/230 0. 1022 | 044 |05 094 | 125 |143 |12 0.43 | 0.76 | 0.69
13

No. muestra | 57 | 571 58 58.1 59 59.1 60 60.1 61 62 63

Concentraciéon | 92 | 54.7 | 18.2 | 46.6 167.6 | 114.1 | 137. | 135.4 | 339. | 190. | 201.

(ng/ plL) 4 2 5 1 5

260/280 1. |1.93 [262 | 193 |1.88 |1.92 |21 |1.92 |202 |1.93 | 1.93
95

260/230 0. |[1.11 | 097 |094 |047 |014 |1.43 | 074 |062 |1.24 | 0.51
55

No. muestra 64 | 64.1 65 66 67 67.1 68 69

Concentracion | 62 | 140.2 | 5.05 556.5 | 57.65 | 504.1 | 311. | 470.1

(ng/ pL) 5 5 7

260/280 2 192 | 201 2.01 202 |202 |202 |20

260/230 0. | 0.27 | 0.03 1.86 | 0.21 0.71 0.96 | 1.11
14

La figura 5, es una imagen representativa de un gel de agarosa, donde se muestra
la integridad del ARN obtenido a partir de las muestras indicadas en la tabla 7.
Debido a que el tejido es procesado para su inclusién en parafina, el material
genético que se obtiene, pierde sus caracteristicas, en el gel se busca que genere

al menos una banda bien definida.

——

600 i .
300 .
100 WS ' ' .
2 6 14 17 25
Figura 5. Integridad de ARN proveniente de tejido tumoral.

Los carriles estan indicados con el numero de muestra correspondiente.
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VL. 3. Analisis de expresion en lineas celulares

El analisis de expresion de los genes en las lineas celulares, se realizé de acuerdo
al protocolo para PCR descrito en la seccion de materiales y métodos. El analisis
de la expresion de ERCC1, RRM-1 y -2, se estandarizé con la linea celular A549;
mientras que la estandarizacion de la expresion de hENT1 se analiz6 en la linea
MSTO-211. En la figura 6, se presenta una imagen representativa con los
productos obtenidos del PCR, la PCR se realizé a concentraciones crecientes de
ARN total; para el corrimiento electroforético se corrié la misma concentracion por
carril. En el panel superior se muestran los resultados de amplificacién para RRM1
Y RRM2 (Fig. 6A); mientras que en el panel inferior se muestra el producto
obtenido para ERCC1; ademas del producto de amplificacion de GADPH, el cual
utilizamos como gen constitutivo en nuestras reacciones [secuencia de GADPH,
FW- 5°CCC CTT CAT TGA CCT CAA CT 3’; RV- 5" TTG TCA TGG ATG ACC
TTG GC 3" ] (Fig. 6B).

En la figura 6 A-B, se sefala con elipses en color amarillo las bandas
correspondientes a la amplificacion de cada gen. Las bandas correspondes a los
tamafnos esperados, para cada unos de los genes 150 pb para ERCC1, 396 pb
para GADPH, 149 pb y 112pb para RRM1 y para RRM2, respectivamente. Como
puede observarse en la figura, las bandas obtenidas corresponden a los pesos

supuestos, de acuerdo al disefio de primers, para cada gen analizado.
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Figura 6. Expresion de los cuatro genes en ARN de la linea celular A549.
En el panel superior A) se muestra la expresion de RRM1 y RRM2; mienras que en el
inferior B) se muestra la expresion de ERCC1 y GADPH (sefialados con la elipse),
obtenido a partir de muestras de ARN proveniente de la linea celular A549. Al calce de

los carriles se muestra la cantidad total de ARN que se colocé para hacer la PCR.

Particularmente, la secuencia del gen de hENT-1 mostr6 una mayor region
conservada, por lo que se disefiaron tres juegos de primers. Todos los pares de
primers se utilizaron durante la estandarizacion de la expresion del gen con la
linea celular MSTO-211. En la tabla 8, se presenta la secuencia y el tamafo

esperado de los productos, para cada uno de los tres pares de primers.
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Tabla 8. Secuencias genéticas utilizadas en los primers de hENT1

. Producto
Gen Secuencia

(pb)
Fw-hENT1 (h1) | 5 ATG CTG CCC CTG CTG TTATT 3’ 563
Rv- hENT1 (h1) | 5 GTG GGC TGA GAG TTG GAG AC 3° 563
Fw-hENT1 (hA) | 5 AAA GGA GAG GAG CCA AGA GC 3’ 271
Rv-hENT1 (hA) | 5:GGC CCA ACC AGT CAA AGA TA 3 271
Fw-hENT1 (hB) | 5 TCT CCA ACT CTC AGC CCACCAA 3’ 151
Rv-hENT1 (hB) | 5 CCT GCG ATG CTG GAC TTG ACC T 3° 151

Fw, forward; Rv, reverse; pb, pares de bases

En la Figura 7, se muestran los productos obtenidos de tres pares de primers, se
observan tres bandas que corresponden con el tamafio esperado (ver tabla 8), el
ARN total en cada una de las reacciones fue de 1 ug. Los resultados revelados
con el gen muestran que independientemente del par de primers seleccionados,
éstos amplifican; sin embargo, consideramos que el tercer par, el cual amplifica un
producto de aproximadamente 151 pb y genera una banda mas abundante,
apoyaria mayormente el analisis de expresion de hENT-1 en muestras de

pacientes, realizado en el presente trabajo.
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Figura 7. Expresion de hENT1 a partir de ARN de células MSTO-211.
Se disefiaron tres pares de primers para la identificacion de hENT-1. Los productos

obtenidos se indican como: h1, hA, hB

VI. 4. Analisis de expresion en tejido tumoral de pacientes con MPM

El analisis de expresion de los genes, se realizd6 de acuerdo a la presencia o
ausencia de bandas caracteristicas, en los tamafnos esperados para cada gen y de
acuerdo al protocolo descrito en la seccion de materiales y métodos. Debido a que
no logramos observar una diferencia significativa, en la expresion de los genes
blanco (ERCC1, RRM1, RRM2, hENT-1) y el gen constitutivo, etiquetamos las
muestras indicando presencia 0 ausencia, como se muestra en la tabla 9.

Imagenes representativas de los geles mostrando las bandas obtenidas, de los
productos amplificados se presentan en las figuras 8 — 11. Los productos que
amplificaron para cada par de primers estan sefaladas con una elipse, los carriles
que estan marcados con un asterisco denotan aquellas muestras, en donde no
amplificaron (Fig. 8 — 11). Al calce de cada carril, se indica el numero

correspondiente a las muestras de tejido tumoral indicado en la tabla 7. La
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expresion de ERCC1 se muestra en la figura 8, y la expresiéon de RRM1 y RRM2

en las figuras 9 y 10, respectivamente.

Gen n/47 Porcentaje (%)
ERCC1
Presente 30 63.8
Ausente 11 23.4
No Valorable 6 12.8
hENT-1
Presente 47 100
Ausente 0 0
No Valorable 0 0
RRM1
Presente 39 83.0
Ausente 0 0
No Valorable 8 17.0
RRM2
Presente 39 83.0
Ausente 0 0
No Valorable 8 17.0

Particularmente, en el analisis de expresion de hENT-1, todas las muestras dieron
una expresion positiva. En la figura 11, se pueden observar los resultados de
expresion de este gen, los numeros de las muestras estan sefaladas al calce de
los carriles, y aunque existen bandas con un “aparente” mayor nivel de expresion,
comparadas con las bandas adyacentes; debido a las condiciones metodoldgicas

no pudimos cuantificar las diferencias de expresion por muestra.

43



112 pb
@ G O

2 3 12 13 14 15 16 17 20

600
112 pb

300

100 @OOOO
56 60 61 66 68 69

Figura 8. Expresion de ERCC1 en muestras de tejido tumoral.
Imagenes representativas de los productos de PCR para ERCC1, en muestras de

pacientes.
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Figura 9. Expresion de RMM1 en muestras de tejido tumoral.
Imagenes representativas de los productos de PCR de 15 muestras de pacientes, en
todos los carriles se observan bandas obscuras en el tamafio esperado. Los numeros al

calce de los carriles, indican el numero de muestra.
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Figura 10. Expresion de RMM2 en muestras de tejido tumoral.
Imagenes representativas de los productos de PCR de 15 muestras de pacientes, en todos
los carriles se observan bandas en el tamano esperado. Los numeros al calce de los

carriles, indican el nUmero de muestra.
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Figura 11. Expresion de hENT1 en muestras de tejido tumoral.
Imagenes representativas de los productos de PCR de 15 muestras de pacientes, en todos
los carriles se observan bandas en el tamano esperado. Los numeros al calce de los

carriles, indican el nUmero de muestra.

VI. 5. Validacion de la expresion de genes en las muestras de MPM por el

método de secuenciacion tipo Sanger

Con el fin de validar los productos obtenidos mediante la técnica de PCR punto
final, un total de 5 muestras que dieron bandas del tamafo esperado para cada
gen, se secuenciaron. Las muestras secuenciadas, fueron enviadas pareando el
producto de PCR obtenido y el producto purificado a partir del gel. Brevemente,
después de analizar en el transiluminador la presencia de los productos

esperados, la banda correspondiente a una muestra positiva se cortd, se purifico
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mediante el kit de extracciéon minelute gel (Qiagen, cat. 28606) y se cuantificd en
nanodrop 2000. Las secuencias obtenidas se analizaron utilizando el software
Finch TV Version 1.5.0 (2004 — 2012, Geopiza Inc.), éstas se compararon con la
secuencia reportada en la base de datos del NCBI, mediante un BLAST. De
acuerdo al analisis en el BLAST, los productos obtenidos concordaron con el gen
blanco (ERCC1, RRM1, RRM2, hENT-1), es decir, se encontré una correlacion del
100% de muestras positivas. En la Figura 12, se ejemplifica el proceso de
validacién, mediante un conjunto de eventos representativos de los genes. En la
figura 12-A, panel superior izquierdo se presenta una imagen de una banda, la
cual corresponde a una de las muestras extridas del gen y enviadas a secuenciar,
en el panel superior derecho (Fig. 12B) se presenta la secuencia obtenida
mediante el método tipo Sanger; y en el panel inferior (Fig. 12C) una impresion de
pantalla del “blasteo” realizado, la figura corresponde a la muestra 56 (tomada de

manera aleatoria) en el analisis de expresion del gen ERCC1.

VL. 6. Asociacidén entre la expresion de genes y la respuesta a tratamiento.

El analisis de asociacion entre la expresién de genes y la respuesta a tratamiento
se realizo, exclusivamente para el gen de ERCC1. El analisis de asociacion no fue
posible realizarlo para los genes de RRM1, RRM2 y hENT-1, debido a que la
expresion fue en el 100% de las muestras. ERCC1 se asocid a una mayor
sobrevida libre de progresion en los pacientes que recibieron
gemcitabina/cisplatino como primera linea de tratamiento 13.12 meses vs 9.9

meses, p=0.039, IC 95%.
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La media de la SLP fue de 14.1 meses (9.89 — 18.42 meses) y la media de la
Sobrevida Global fue de 34.3 meses (29.60 - 39.17 meses).

A B

FEEEIECIREEEI =Y
GotoBaseNo. [ FidSequence [ AL S

I 1
|oGG GSMAW CCCG3 TWC T G AAGT TC GT GC GCAACG TGCCC TG G G AATT TG GY GACG TAAT TCYS GACTAT GTGCT GGGC CAGAGCACC TGTGCCCTGT TCCTCAGCC TCCRCE TA AR
20 2 o B &0 ™ £ £ 100 10 120

Vettcal
Scale

56

i J Adidn
Reset Scales Horzortal Scale

PREDICTED: Homo sapiens ERCC excision repair 1, endonuclease non-catalytic subunit (ERCCY), transcript variant X15, misc. 99%  99% XR_001753632.1

C PREDICTED: Homo sapiens ERCC excision repair 1, endonuclease non-catalytic subunit (ERCCH), transcript variant X14, misc. 99%  99% XR_001753631.1

PREDICTED: Homo sapiens ERCC excision repair 1, endonuclease non-catalytic subunit (ERCC1), franscript variant X13, mRN: 99%  99%  XM_017026466.1

PREDICTED: Homo sapiens ERCC excision repair 1, endonuclease non-catalytic subunit (ERCC1), franscript variant X12, mRN: 99%  99%  XM_017026465.1

PREDICTED: Homo sapiens ERCC excision repair 1, endonuclease non-catalytic subunit (ERCC1), transcript variant X11, mRN: 99%  99%  XM_017026464.1

PREDICTED: Homo sapiens ERCC excision repair 1, endonuclease non-catalytic subunit (ERCC1), franscript variant X10, mRN 99%  99%  XM_017026463.1

PREDICTED: Homo sapiens ERCC excision repair 1, endonuclease non-catalytic subunit (ERCC1), franscript variant X9 mRNA 99%  99%  XM_017026462.1

PREDICTED: Homo sapiens ERCC excision repair 1, endonuclease non-catalytic subunit (ERCC1), transcript variant X8, mRNA 99%  99%  XM_017026461.1

PREDICTED: Homo sapiens ERCC excision repair 1, endonuclease non-catalytic subunit (ERCC1), franscript variant X7 mRNA 99%  99%  XM_017026460.1

PREDICTED: Homo sapiens ERCC excision repair 1, endonuclease non-catalytic subunit (ERCC1), franscript variant X5 mRNA 99%  99%  XM_005258636.4

PREDICTED: Homo sapiens ERCC excision repair 1, endonuclease non-catalytic subunit (ERCC1), franscript variant X4 mRNA 99%  99%  XM_017026459.1

PREDICTED: Homo sapiens ERCC excision repair 1, endonuclease non-catalytic subunit (ERCC1), transcript variant X3 mRNA 99%  99%  XM_011526610.2

PREDICTED: Homo sapiens ERCC excision repair 1, endonuclease non-catalytic subunit (ERCC1), franscript variant X2, mRNA 99%  99%  XM_005263635.2

PREDICTED: Homo sapiens ERCC excision repair 1, endonuclease non-catalytic subunit (ERCC1), franscript variant X6, mRNA 99%  99%  XM_005268637.1

PREDICTED: Homo sapiens ERCC excision repair 1, endonuclease non-catalytic subunit (ERCC1), transcript variant X1, mRNA 99%  99%  XM_005258634.1

Homo sapiens ERCC excision repair 1, endonuclease non-catalytic subunit (ERCCY), franscript variant 3, mRNA 99% 99% NM_001166049.1

Figura 11. Analisis de secuenciacion por Sanger de las muestras de pacientes.
Resultados representativos obtenidos por secuenciacion de las muestras de MPM. En
A) se presenta el producto de PCR de la muestra no. 56, correspondiente a la
expresion de ERCC1; en B) el Cromatograma de la secuencia obtenido por

secuenciacion tipo Sanger y en C) el Blasteo de los nucledtidos obtenidos.
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CAPITULO VI
DISCUSION

El MPM es una neoplasia muy agresiva y de muy pobre pronéstico’, debido
principalmente a su diagndstico tardio. Algunos grupos de trabajo han intentado
mostrar la utilidad de diferentes moléculas como biomarcadores de prondstico o
de respuesta a la terapia; sin embargo, hoy en dia no existe un consenso sobre
las moléculas que tendrian aplicacion clinica. En este trabajo se analizo la
expresion de cuatro genes relacionados con la respuesta al tratamiento basado en
gemcitabina/cisplatino, ERCC1, RRM1, RRM2 y hENT1. Mediante el uso de
técnicas como inmunohistoquimica y qRT-PCR, se ha analizado la relacion entre
la expresion de ERCC1 y la SG y la respuesta al tratamiento en pacientes
CPCNP**_ En un estudio utilizando RNA extraido de tejido embebido en
parafina, los autores no encontraron una relacidon entre el nivel de expresion del
mRNA vy los resultados clinicos, ni con la sobrevida global media®’. El grupo de
Zhao et. al. analiz6 la expresion de ERCC1 por gRT-PCR, a partir de muestras de
tejido fresco, y encontraron que los pacientes presentan una menor respuesta al
tratamiento cuando el gen estda sobreexpresado; aumentando el riesgo de
progresion de la enfermedad y muerte®.

Por otro lado, estudios realizados en pacientes con MPM, analizando la expresion
proteica de estos marcadores, mediante la técnica de inmunohistoquimica®,
encontraron que la baja expresion de ERCC1 se asocia a una mayor sobrevida
libre de recurrencia; sin embargo, no se confirmé de forma estadistica®. De

manera similar, Kao et. al., 2013, determinaron que una alta expresién de ERCC1
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esta asociada a una mayor sobrevida*®; dichos resultados estuvieron en oposicién
a lo reportado por Cihan et. al., 2014, donde la expresion negativa de ERCC1 se
asocia a una mayor SLP y SG*. En pacientes con MPM los resultados siguen
siendo contradictorios, haciendo dificil establecer un papel preciso para ERCC1
como biomarcador pronodstico o de respuesta. Con los datos obtenidos en este
estudio, pudimos determinar que ERCC1 estda asociado a mejor tiempo de
sobrevida libre de progresion (SLP) en pacientes con MPM en estadio avanzado
bajo un tratamiento basado en gemcitabina.

Estudios con pacientes con diagnostico de CPCNP donde se ha analizado la
expresion de RRM1 se observdé que una baja expresion se asocia a un mejor
prondstico, en pacientes bajo un régimen de gemcitabina/platino®. En el afio
2014, se publicd en un estudio en pacientes con NSCLC, que una baja expresion
de RRM1 analizado por RT-PCR, correlaciona con un aumento en la SLP y
sobrevida global (SG) media, asi como en la respuesta al tratamiento. Por otra
parte, pacientes con MPM bajo tratamiento con vinorelbine-cisplatino presentaron
una mayor tasa de sobrevida, cuando la expresion de RRM1 era baja®'. De forma
contradictoria, en otro estudio realizado en 2015, se mostré que una alta expresion
de RRM1 se asocia a una mayor sobrevida libre de recurrencia y mayor SG,
principalmente en pacientes tratados con gemcitabina/platino®®. Dicho estudio
resulta interesante debido a que los reportes previos muestran que una elevada
expresion de RRM1 se asocia con resistencia al tratamiento con gemcitabina®.
Los estudios de expresion de RRM2 en pacientes con cancer adrenocortical,
cancer ovarico y CPCNP, han mostrado que el tratamiento con gemcitabina induce

un aumento en la expresion de RRM2; y esto se relaciona con la resistencia al
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tratamiento®®. Ademas, se ha observado que una sobreexpresién se asocia con
una menor SG media y un mayor riesgo de muerte®. Otros estudios han
relacionado la expresion de RRM2 con la capacidad de las células de invadir,
angiogénesis tumoral y metastasis, lo que sugiere que una sobreexpresion de
RRM2 induce una rapida progresién de la enfermedad®’. De acuerdo a nuestros
resultados, ambas subunidades de la ribonucleétido reductasa, RRM1 y RRM2,
estuvieron presentes en todas las muestras de pacientes analizadas, por lo que no
se logré observar una asociacion con la respuesta a tratamiento. Sin embargo, en
estudios realizados por nuestro grupo se ha podido describir que la
sobreexpresion de la subunidad M1, analizada por inmunohistoquimica, esta
asociada un mayor tiempo de SLP (datos no mostrados), en pacientes con MPM
en estadios avanzados y bajo un régimen de cisplatino/gemcitabina en infusion
continua.

En estudios realizados con pacientes con cancer ovarico, asi como, en los
estudios con pacientes de CPCNP y cancer pancreatico, se reporté que hay una
mayor respuesta al tratamiento con gemcitabina cuando hENT1 se expresa®®*?.
Esto se asocia principalmente a que la presencia de hENT1 facilita el transporte y
absorcion de la gemcitabina que es un analogo de nucleésido. En este estudio,
similar a lo observado con RRM1 y RRM2, el transportador de nucleosidos. hENT1
se encontro expresado en el total de las muestras analizadas, por lo que no fue
posible analizar su relacion con la respuesta a tratamiento. Sin embargo, es muy
probable que los tiempos de sobrevida y las respuestas observadas en nuestra
poblacién de estudio, se relacionen a la presencia de estos genes y su traduccion

a proteina. Lo que sugiere que los pacientes de MPM poseen un sistema de
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transporte eficaz, favoreciendo el metabolismo de la gemcitabina y generando una

mejor respuesta.

CAPITULO VIl
CONCLUSION

En el presente trabajo se determind la expresiéon de ERCC1, RRM1, RRM2 y
hENT1 en muestras de tejido tumoral de pacientes con MPM en estadios
avanzados. Se encontré asociacion entre la presencia de ERCC1 y la sobrevida
libre de progresion (SLP) en pacientes que recibieron gemcitabina/cisplatino como
terapia de primera linea, lo que confirmaria el papel prondstico de este gen en la

respuesta al tratamiento.
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CAPITULO IX

PERSPECTIVAS

1. Determinar mediante PCR en tiempo real la expresion de los marcadores para
establecer diferencias entre las muestras y una probable relacién, entre la
expresion y la respuesta al tratamiento con gemcitabina/cisplatino.

2. Analizar la expresion proteica de los mismos marcadores, y la respuesta al
tratamiento con gemcitabina/cisplatino en pacientes con MPM.

3. Establecer un panel de expresion de genes y proteinas como biomarcadores de
respuesta al tratamiento.

4. Llevar a la practica clinica el analisis de estos 4 biomarcadores, en pacientes

con MPM avanzado, como apoyo en el prondstico de respuesta a la terapia
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CAPITULO XI

ANEXOS

Anexo 1. Lista de abreviaturas

MPM
CPCNP
dFdCMP
dFdCDP
dFdCTP
dCK
dCTP
TS
DHFR
CTR
RR
NER
RRM1
RRM2
ERCC1
hENT
hCNT
SG
SLP
FDA

Mesotelioma Pleural Maligno

Cancer de Puimén de Células No Pequenfas
Gemcitabina Monofosfato

Gemcitabina Difosfato

Gemcitabina Trifosfato

desoxicitidina quinasa

desoxicitidina Trifosfato

Timidilato sintasa

Dihidrofolato Reductasa

Transpoprtador de Cobre

Ribonucleodtido Reductasa

Nucleotide Excision Repair

Ribonucledtido Reductasa subunidad M1
Ribonucledtido Reductasa subunidad M2
Excision Repair Cross-Complementation group 1 (en Ingles)
Transportador de Nucledsidos Equilibrado
Transportador de Nucledsidos Concentrado
Sobrevida Global

Sobrevida Libre de Progresion

Food and Drug Administration (en Ingles)
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Anexo 2.
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Descripciéon

Marco teérico
Estructura del Cisplatino
Estructura del Pemetrexed

Estructura de la Gemcitabina

Resultados
Integridad del ARN obtenido de células
Integridad de ARN proveniente de tejido tumoral
Expresion de los cuatro genes en ARN de la linea
celular A549
Expresion de hENT1 a partir de ARN de células
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Expresion de ERCC1 en muestras de tejido tumoral
Expresion de RRM1 en muestras tejido tumoral
Expresion de RRM2 en muestras tejido tumoral
Expresion de hENT1 en muestras tejido tumoral
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Anexo 3. Lista de tablas

Tabla o
Descripcion
No.
Marco teérico
1 Definicidn del tumor y de las metastasis en MPM,
AJCC 2010.
2 Etapas clinicas basadas en el sistema TNM, de

acuerdo con la AJCC 2010.

Metodologia
3 Secuencias genéticas utilizadas en los primers
4 Condiciones generales para PCR de los genes
Resultados
5 Caracteristicas generales de los pacientes con
MPM

Concentracion de ARN de cultivos celulares
7 Concentracion y pureza de ARN obtenido de
biopsias de pacientes
8 Secuencias geneéticas utilizadas en los primers de
hENT1
Resultados de analisis de expresion de los genes
9 en muestras de pacientes con MPM

Pag.

8

29
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40

42



Anexo 4. Protocolo de extraccion DNA/RNA

AllPrep® DNA/RNA FFPE Kit, Part 1

The AllFrep DMA/RMNA FFPE Kit [cat. no. 80234) can be stored for at least
2 months: buffers at room temperature [15-25°C); other components at 2-8°C.

Further information

AllPrep DMNA/REMA FFPE Hondbook: www.aiagen.com/handbooks

Safety Data Sheets: www.giagen.com/safety

Technical assistance: toll-free 00800-22-44-6000, or www.quagen.comfcontact

MNotes before starting

Unless othervwase stated, perform all steps quickly at room temperature (15-25°C).
Unless otherwize stated, centnfugation 1z performed at =8000 x g (= 10,000 rpm).

Reconsttute Buffer FEM, Buffer RPE, Buffer AW1, Buffer AW?2, and EMaze-Free
Dhase | as described in the handbook. Mix by shaking before use.

Set a thermal mixer, heated orbital incubator, or heating block to 36°C.

Flow-through from steps 8, ?, and 12 contains Buffer RLT and Buffer FEM and 1s

therefore not compatible wath bleach.

Symbols: B puriication of total RMNA that does not include small RNAs;
@ purnification of total RNA that does include small RNAs.

Frepare sechons and remove paraffin as descnbed in the handbook.

Resuspend the pellet obtained after deparaffinization by adding 150 ul
Butfer PKD and flicking the tube to loozen the pellet. Add 10 ul

proteinase K and mix by vortexing.

Incubate at 58°C for 15 min. Incubate on ice for 3 min.
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Centnfuge for 13 min at 20,000 x g (14,000 rpm). Carefully transfer the
supernatant, without disturbing the pellet, to a new B 1.5 ml or & 2 mil
Safe-Lock microcentnfuge tube (see handbook for ardenng information) for
EMA purthcaotion (below).

Keep the pellst for DMA punfication; see “Genormic DMNA purnhication” in
the Quick-5tart Protocol AllPrep DNA/RMNA FFPE Kit, Part 2.

RNA purification

.
7.

10.

11.

12.

13.
14.

15.

Incubate the supernatant at 80°C for 15 min.

Add 320 ul Buffer ELT, and mix by vortexing or pipething. Add B 720 ul or
A 1120 yl ethanel (?6-100%), and mix well by vartexing or pipetting.

Transfer 700 yl sample, including any precipitate, to an RNeasy®™ MinElute®
spin column placed in a 2 ml collection tube (supplied). Ceninfuge for 13 =.

Repeat step untl complete lysate is used.
Add 350 pl Buffer FEM to the spin column. Centrifuge for 15 =,

Add 10 ul DMase | stock solution to 70 ul Buffer RDD. Mix by gently
inverting the tube. Add the DMase | incubation mix (80 ul) directly to the
spin column membrane, and place on the bendhtop (20-30°C) for 15 min.

Add 500 ul Buffer FEN to the spin column. Centrifuge for 13 =, Save the
flow-through for use in step 12.

Flace the spin column in a new 2 ml collechion tube (supplied). Apply the
flow-through from step 11 to the spin celumn. Centrifuge for 15 =.

Add 500 ul Buffer RPE to the spin column., Centrifuge for 15 5. Repeat step.

Flace the spin column in o new 2 ml collechon tube (supplied). Open the
lid, and centrifuge at full speed for 5 min to dry spin column membrane.

Flace the spin column in a new 1.5 ml collechon tube (supplied). Add
14-30 pl EMase-free water direcily to the spin column membrane. Cloze
lid, and incubate for 1 min ot room temperature [15-25°C). Centnfuge ot
full speed for 1 min to elute the RMNAL

For up-to-date licensing information and  product-
specific disclaimers, see the respective QIAGEN® kit

handbook or user manual. ..‘...

Trodemarks: QIAGEN®, AllPrep®, MinElute®, RMeasy™ [QIAGEM Group).
1071287 04/2012 @ 2012 QIAGEM, all rights reserved. MEN
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AllPrep® DNA/RNA FFPE Kit, Part 2

The AllFrep DMNA/RMNA FFPE Kit (cot. no. 80234) con be stored for at leost
2 months: buffers at room temperature (15-25°C); other components at 2-8°C.

Further information

AllPrep DMA/RMA FFPE Handbook: www.giagen.com/handbooks

Safety Data Sheets: www.giogen.com/safety

Technical assistance: toll-free 00800-22-44-6000, or www.giagen.com/contact

MNotes before starting

Unless otherwize stated, perform all steps quickly at room temperoture

(15-25°C).

Unless otherwize stated, centnfugation 1z performed at =8000 x g

(= 10,000 rpm).

Reconshtute Buffer FEN, Buffer RPE, Buffer AW, Buffer AW?2, and EMNase-Free
DiMase | oz described in the handbook. Mix by shaking before use.

Set a thermal mixer, heated orbital incubator, or heating block to 546°C.

Flow-through from steps 22 and 23 contains Buffer AL and Buffer AW1 and is

therefore not compatible wath bleach.

Genomic DNA purification

17.

18.
19.

Resuspend the pellet from step 5 of “EMA purthcation” in Quick-Start
Protocol AllPrep DMNA/RMA FFPE Kit, Part T in 180 ul Buffer ATL, add 40 ul

proteinase K and mix by vortexing.
Incubate at 36°C for 1 h.

Incubate at 90°C for 2 h without agitation.
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20. Brefly centnfuge. f RMA-free genomic DMNA is required, cool to room
temperature (13-25°C) and add 4 ul RMaze A (100 mg/ml). Incubate for

2 mun.
21. Add 200 ul Buffer AL, and mix. Add 200 ul ethanol (76-100%) and mix.

22. Transfer the entire sample to a QlAamp® MinElute® spin column placed in o
2 ml collechion tube [supplied). Close the lid and centrifugs for 1 mun.

23. Place the spin column in o new 2 ml collechion tube (supplied). Add 700 Ll
Buffer AW to the spin column. Close the lid and centrifuge for 15 sec.

24, Add 700 ul Buffer AW2 to the spin column. Close the lid and centnfuge for
15 s.

25. Add 700 ul ethanaol (96-100%) to the spin column. Close the id and

centnfuge for 15 s,

26. Place the spin column in o new 2 ml collection tube (supplied). Cpen the hid
of the spin column, and centrifuge at full speed for 5 min to dry the spin
column membrane.

27. Place the spin column in a new 1.3 ml collection tube [suppled). Add
30-100 pl Bufter ATE directly to the spin column membrane. Close the hd
and incubate for 1 min at room temperature. Centnifuge at full speed for
1 min to elute the DMA.

For up-to-date licensing information and product-
specific disclaimers, see the respective QIAGEN® kit

handbock or user manual. =====

Trodemarks: QIAGEM®, GllAamp®, AllPrep®, MinElute® (QIAGEN Group).
1072885 06/2012 @ 2012 QIAGEN, all rights reserved. QIAGEN
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