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RESUMEN

Expresion de ERCC1 e infeccion por VPH: asociacidn con respuesta a la quimioterapia
en pacientes con cancer de esofago y la unién esofagogéstrica localmente avanzado y
metastasico.

OBJETIVO:

Analizar la expresion de ERCC1 y la infeccién por VPH, y su asociacion con
respuesta al tratamiento con quimioterapia a base de platino en pacientes con cancer de
esofago y unién esofagogastrica (UEG) localmente avanzado y metastasico.

MATERIAL Y METODOS:

El estudio se realizO en pacientes tratados en el Instituto Nacional de
Cancerologia, con diagnostico de cancer de esofago o de la UGE que recibieron
quimioterapia con o sin radioterapia, en enfermedad localmente avanzada o metastasica.

Se realizé revision de expedientes para registrar las caracteristicas clinicas de los
pacientes, incluyendo respuesta patoldgica, respuesta por tomografia y por endoscopia.
En muestras de tejido tumoral tomadas previo al tratamiento con quimioterapia se
realiza la prueba de PCR en tiempo real para determinar la expresion de ERCC1, e
infeccion por VPH, asi mismo, se analizo si existe asociacion entre infeccion por VPH,
la expresion de ERCCL1 vy la respuesta patoldgica, respuesta por imagen y respuesta
endoscopica. El andlisis se realizé por SPSS v.21.

RESULTADOS.

Se analizaron un total de 57 pacientes, la mediana de supervivencia libre de
progresion (SLP) fue 6.5 meses, la mediana de supervivencia global (SVG) fue 7.5
meses, no hubo diferencia en la supervivencia en cuanto a la histologia, los pacientes
que presentaron respuesta patoldgica completa (RPC) tuvieron mayor SVG comparados
con los que no tuvieron RPC (12.9 VS 7 meses) (p<0.05). Se reportaron 2 pacientes con
VPH, en este estudio no fue posible establecer si la infeccién por VPH se asocia a
respuesta al tratamiento. Actualmente se estan realizando las pruebas de ERCCL1 para
posteriormente determinar si existe asociacion con respuesta al tratamiento.

CONCLUSION:

No fue posible determinar si existe asociacion entre VPH y respuesta al
tratamiento con quimioterapia. Es necesario realizar mas estudios para identificar
biomarcadores predictivos de respuesta al tratamiento

PALABRAS CLAVE:
ERCC1, VPH, cancer de esofago, cancer de la UGE, respuesta, sobrevida global.



ANTECEDENTES
Epidemiologia

El cancer de esdfago es la octava causa de incidencia mundial con mas de 450
mil casos, y la sexta causa en mortalidad por cancer a nivel mundial con 400 mil
muertes anuales reportadas en el 2008,

Los tipos histologicos mas frecuentes son el adenocarcinoma y el carcinoma de
celulas escamosas (CCE), juntos comprenden el 90% de tumores de eséfago. EI CCE ha
sido el tipo predominante en gran parte del mundo; el llamado Cinturon Asiatico de
cancer de es6fago comprende paises como Turquia, Irdn, Kazakstan y China, en los
cuales existe alta incidencia de CCE, con mas de 100 casos por 100 mil habitantes.
Aunque también se ha observado una alta incidencia en el sur y este de Africa. Sin
embargo, hay que mencionar que en ciertas regiones como Australia, Estados Unidos de
América (EUA) vy algunos paises de Europa occidental, la incidencia de
adenocarcinoma se ha incrementado y ahora excede a la de CCE. Sin embargo no hay
diferencias en términos de resultados a largo plazo entre ambas histologias.

En EUA, en el 2012 se estimaron 17,460 nuevos casos con 15,070 muertes. En
raza blanca predomina la variedad de adenocarcinoma (8 casos por 100,000 personas),
mientras que en afroamericanos, el CCE sigue siendo el tipo predominante(2'3). En
México, segun el estudio de Malvezzi et al, la mortalidad es de 3 casos por 100, 000
habitantes'”; en el 2008 se estimé 912 defunciones por cancer de eséfago®.

Factores de riesgo

Los factores de riesgo que se han asociado a céncer de esdfago de tipo
adenocarcinoma son: enfermedad por reflujo gastroesofagico y esofago de Barret.
Mientras que para CCE son: consumo de tabaco, alcohol, bajo nivel socioecondmico,
pobre higiene oral, ingesta crénica de bebidas calientes y deficiencias nutricionales. Se
ha propuesto también como agente causal infecciones por agentes virales tales como
Virus del Papiloma Humano (VPH), virus de Epstein Barr y citomegalovirus(z).

Una asociacion entre VPH y cancer de células escamosas de esdfago fue
sugerida inicialmente en 1982 cuando se encontraron similitudes morfoldgicas entre
lesiones en tracto genital y carcinoma de células escamosas de eséfago. La frecuencia
de VPH en CCE ha mostrado gran diversidad de frecuencia alrededor del mundo,
indicando alta incidencia en areas como China, aunque en estudios de Norteamérica y
Europa indican una menor frecuencia oscilando entre 0-30%. Castillo et al detect6
infeccion por VPH en 34% y 19% de carcinomas esofagicos de pacientes colombianos y
chilenos, respectivamente, siendo VPH-16 el genotipo mas frecuente®. En México, los
estudios realizados al dia de hoy han mostrado variacion, el estudio de Acevedo et al
encontro positividad de VPH en el 88% de los casos analizados con cancer de esofago
(n=17), siendo la mayoria positivos para genotipos 6 y 117, Sin embargo, Herrera et al
reporta que de 60 pacientes estudiados con CCE, la frecuencia de VPH se observo en el
25% de los casos, siendo la mayorfa positivos para genotipos 16 y 18©.

Hoy en dia se ha descrito una clara asociacion entre VPH y CCE de orofaringe,
incluso, se ha observado un incremento para desarrollar CCE de es6fago en pacientes
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con cancer de cancer de cabeza y cuello infectados con VPH®?, al parecer las
similitudes histologicas que existen entre el epitelio escamoso oral y el es6fago sugieren
que puede haber una asociacién entre VPH y cancer de es6fago, sin embargo, ain faltan
estudios para establecer esta relacion*.

Por otro lado, tampoco se ha podido establecer una asociacion entre infeccion
por VPH ¥ respuesta al tratamiento y/o supervivencia, como ocurre en cancer de
orofaringe( 213 Es necesario realizar més estudios para determinar si la infeccién por
VPH es un factor predictivo de respuesta al tratamiento con quimioterapia en cancer de
esofago™?.

Prondstico

La supervivencia global a 5 afios va de 15 a 25%, el pobre prondstico en estos
pacientes puede ser explicado por: ausencia de herramientas de escrutinio, etapa clinica
avanzada al momento del diagndstico, alto riesgo de recurrencia posterior al tratamiento
y beneficio limitado en el tratamiento paliativo con quimioterapia.

A la presentacion, aproximadamente 50% de los pacientes presentan metastasis,
y la mayoria de los pacientes que inicialmente presenta enfermedad locorregional
posteriormente desarrollard metastasis.

Tratamiento

Los pacientes con cancer de eséfago localmente avanzado tienen un pobre
prondstico con cirugia sola, aun en etapas tempranas, se ha observado una sobrevida a 5
afios entre el 5 al 30%. Por lo anterior, se ha propuesto un tratamiento multimodal con
quimioterapia (QT) y radioterapia (RT). Diferentes combinaciones se han evaluado, asi
como secuencias en el tratamiento, con resultados mixtos.

En relacion a la quimioterapia en enfermedad metastéasica, no existe un esquema
de QT estandar, varios esquemas han sido investigados en un intento por aumentar la
supervivencia y mejorar la calidad de vida, se han empleado combinaciones basadas en
platinos. Se ha combinado con fluorouracilo, taxanos, inhibidores de topoisomerasas
entre otros. Las tasas de respuestas oscilan entre el 30 al 60%, con sobrevida media
menores a un afo.

Cisplatino y resistencia

El mecanismo de accion de los agentes platinados es la union covalente del
farmaco al acido desoxirribonucleico (ADN), lo que resulta en la formacion de aductos
ADN-platino que puede inhibir la replicacion del ADN, el aducto més frecuente es el
enlace intra-hebra formado entre la posicion N7 de dos residuos de (Iguanina adyacentes,

también pueden ocurrir enlaces inter-hebra y enlaces ADN-proteina™ 9.

La combinacion de cisplatino con RT incrementa la citotoxicidad, ya que la
radiacion parece incrementar la captacion celular de platino e incrementar la formacion
de aductos. Sin embargo, algunos pacientes presentan resistencia al cisplatino, y esto
puede deberse a: Aumento en la tolerancia a los aductos de ADN vy platino, disminucion
en la acumulacién del farmaco, o bien, incremento en la reparacién del ADN®"9).
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Sobre este Gltimo mecanismo, la proteina de reparacion por escisién del grupo
de complementacidn cruzada 1 (ERCCL1) actla sobre la via de reparacion de escision de
nucle6tidos (NER) que es uno de los cinco mecanismos de reparacion del ADN que
también incluye reparacion por recombinacion, reparacion de bases por escision,
reparacion de genes y traslesion de sintesis. Por lo anterior, tanto ERCC1 como NER
intervienen en la reparacion del dafio causado al ADN por los agentes platinados.

El gen ERCC1 se localiza en el cromosoma 19g13.2-g13.3, contiene 10 exones,
y codifica para al menos 4 diferentes isoformas las cuales no se han caracterizado. La
proteina asociada XPF (también conocida como ERCC4) conserva la actividad catalitica
con un dominio nucleasa y contiene un dominio doble hélice-horquilla-hélice.

La funcién primaria del ERCC1/XPF es reconocer y cortar estructuras de ADN
simple o doble ramificadas, con la polaridad del lado 5 de la lesion, permitiendo la
escision y eliminacion de la cadena que contiene el dafio. EI complejo ERCC1/XPF
corta la cadena de ADN llevando voluminosas lesiones, aductos de platino, o dimeros
de timidina inducidos por rayos ultravioleta.

En otro proceso de reparacidn Ilamado reparacion de enlaces intercatenarios, el
rol de ERCC1/XPF es permitir la reparacion de estancamiento de las horquillas de
replicacion de ADN durante la fase S. También se ha asociado a la reparacion de la
ruptura de una hebra a través de su habilidad para resolver extremos 3’ bloqueados que
aparecen durante el dafio inducido por especies reactivas de oxigeno.

Finalmente, la endonucleasa ERCC1/XPF juega un rol esencial en 2 importantes
vias de reparacion de ruptura de doble filamento dirigida por homologia, llamadas
recocido de una hebra y union final mediada por microhomologia(lg).

Existen reportes que sugieren que el ERCCL1 tiene otras funciones ademas de la
reparacion del ADN como son: a)mantenimiento del telomero, donde es responsable de
degradar las salientes teloméricas 3’ ricas en guanina, cuando se deja sin proteccion por
el factor de union a repeticiones teloméricas 2%, b) facilitar el inicio de la transcripcion
D), ¢) se ha involucrado en la segregacién cromosomica, lo cual esta apoyado por: 1) el
porcentaje de poliploidia en hepatocitos en ratones deficientes de ERCC1®, 2) retardo
en el ciclo celular, por fallo en la metafase y la citocinesis, y 3) la pérdida de ERCCL1 se
ha asociada a multinucleacion, que sugiere un rol en la progresién mitética®.

Expresion de ERCC1

Lord et al publico la primera evidencia de que bajo nivel de ARNm de ERCC1
se asocia a mejor pronostico en pacientes con cancer pulmonar que reciben cisplatino y
gemcitabina, a partir de esto, se han realizado varias investigaciones acerca de la
expresion de ERCC1%Y. Algunas investigaciones han encontrado que la alta expresion
de ERCCL1 puede asociarse a pobre supervivencia y falta de respuesta a cisplatino(ZS).

En un estudio de 36 pacientes con cancer de es6fago tratados con QT/RT
neoadyuvante, se encontré una asociacion entre los niveles de expresion relativa de
ERCCL1 por reaccion en cadena de polimerasa en tiempo real (QPCR) y la respuesta
patoldgica. La sensibilidad para detectar pobre respuesta histopatoldgica fue 62% con
especificidad de 100%, teniendo mayor sensibilidad (85%) en histologia escamosa‘®®.
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Hay que recordar, que la respuesta patoldgica completa (RPC), definida como ausencia
de células neoplasicas en la biopsia del tumor posterior al tratamiento neoadyuvante, se
ha asociado a mayor supervivencia global (SVG) (a 3 afios del 74%), comparada con los
pacientes que no presentan respuesta patoldgica completa (SVG a 3 afios del 25%)

Kim et al realizaron un estudio en CCE de eso6fago, en el cual los pacientes con
baja expresibn de ERCC1 por gPCR, tratados con QT/RT y cirugia tuvieron
supervivencia libre de enfermedad (SLE) mayor a los que solo recibieron cirugia
(p=0.04), y una tendencia a mayor SVG en los pacientes que recibieron QT/RT y
cirugia comparados con cirugia sola (p=0.057). Mientras que aquellos con
sobreexpresion de ERCC1 no presentaron diferencias en supervivencia entre ambas
modalidades de tratamiento. En el analisis multivariado se encontré que la terapia
trimodal, etapa clinica Il y la reseccion RO fueron predictores de SLE y SVG en
pacientes con baja expresion de ERCC1®",

Estudios en pacientes con cancer de eséfago avanzado que han evaluado ERCC1
mediante inmunohistoquimica también han encontrado asociacion entre la baja
expresion de ERCC1 con mayor respuesta al tratamiento®; por otro lado, pacientes con
enfermedad localmente avanzada con sobreexpresién de ERCC1 aun tratados con QT
neoadzyuvante presentan menores tasas de respuesta histopatolégicas, peor pronostico y
SVG!

La inmunohistoquimica y la gPCR son técnicas usadas en evaluar la expresion
de ERCC1, sin embargo no existe un consenso acerca de la superioridad de una sobre la
otra, debido a que ambas técnicas no se han comparado, hay resultados controversiales
en cuanto a la asociacion entre niveles de &cido ribonucleico mensajero (ARNm) y la
expresion de la proteina observada por mmunohlstoqwmlca El método Optimo para
evaluarla expresion de ERCC1 adn no ha sido definido

Por lo anterior, podemos concluir que los pacientes que reciben quimioterapia y
tienen baja expresion de ERCC1 pueden beneficiarse del tratamiento con quimioterapia,
siendo lo opuesto para pacientes con alta expresion de ERCCL1.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer de esdfago representa una de las principales causas de mortalidad por
cancer a nivel mundial. Aunque el tratamiento es multimodal empleando la
quimioterapia, radioterapia y cirugia, poco se ha impactado en la sobrevida global de
estos pacientes.

Es necesario encontrar biomarcadores que nos ayuden a predecir que pacientes
pueden responder mejor a los tratamientos actuales.

Aungue ya hay estudios que sustentan el uso de ERCC1 para medir resistencia a
platino, se desconoce su valor en nuestra poblacion. Asi mismo si la infeccién por VPH
tiene algun valor pronostico.

Por lo que seria de gran utilidad identificar si existe alguna asociacion de estos
biomarcadores en la toma de decision de tratamiento.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La subeexpresion de ERCC1 y/o la infeccién por VPH se asocian a mejor respuesta a
la quimioterapia en pacientes mexicanos con cancer de esofago o de la UEG localmente
avanzado 0 metastasico?

JUSTIFICACION

Diversos estudios sugieren que los pacientes con cancer de eséfago, la
subexpresién de ERCC1 se asocian a mejor respuesta al tratamiento con quimioterapia.

La infeccién de VPH en neoplasias como en céncer de orofaringe se asocia a
mejor prondstico y respuesta al tratamiento con quimioterapia y radioterapia.

En la actualidad, desconocemos si los pacientes mexicanos con céancer de
esofago o de la UEG localmente avanzado o metastasicos tienen mejor respuesta al
tratamiento de acuerdo al nivel de expresién de ERCC1 y/o a presencia de infeccidn por
VPH. Sera importante poder evaluar a nuestros pacientes de acuerdo a estos
biomarcadores, buscando identificar el subgrupo de pacientes que se beneficien del
tratamiento multimodal.



HIPOTESIS

Hipdtesis nula:

En pacientes con cancer de es6fago o de la UEG, la subexpresion ERCC1 y/o infeccion
por VPH no se asocian a la respuesta a quimioterapia a base de platino.

Hipotesis alterna:

En pacientes con cancer de esdfago o de la UEG, la subexpresion ERCC1 y/o infeccion
por VPH se asocian a la respuesta a quimioterapia a base de platino.

OBJETIVOS
General:

e Determinar el valor de expresién de ERCCL1, e infeccion VPH vy su asociacion
con respuesta a la quimioterapia a base de platino en pacientes con cancer de
esofago y de la UEG.

Especificos:

e Evaluar el valor de expresion de ERCC1 e infeccién por VPH en cancer de
esofago y de la UEG.

e Determinar el porcentaje de pacientes presenta respuesta patologica completa
posterior al tratamiento con quimioterapia y radioterapia.

e Analizar la respuesta por tomografia al tratamiento con a base de platino, con o
sin radioterapia concomitante.

e Determinar la supervivencia libre de progresion y la supervivencia global.

e Analizar las caracteristicas clinicas de los pacientes con subexpresion ERCC1y
compararlas con los pacientes que no presentan subexpresion de ERCCL.

e Analizar las caracteristicas clinicas de los pacientes con infeccion por VPH y
compararlas con los pacientes sin infeccion por VPH.
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METODOLOGIA

Tipo de estudio: retrospectivo

Definicion de las variables y la forma de medicion:

Nombre |Fuente |Definicion Escala de Calificacion
medicion
Edad Expedie |Pacientes entre 18 y 75 afios Cuantitativa | Numérica
nte discontinua
Sexo Expedie | Género cualitativa 1. hombre
nte 2. mujer
Histologia | Expedie | Tipo histologico reportado en el cualitativa 1. adenocarcin
nte laboratorio de patologia oma
Pato6log 2. epidermoide
0
Grado expedie | Grado de diferenciacién histolégica | cualitativa 1. Bien
nte reportado en el laboratorio de diferenciado
Pat6log | patologia 2. Moderadam
0 ente dif.
3. Poco dif.
Localizaci | Expedie |Sitio anatomico en eséfago y union cualitativa 1. Superior
on nte esofagogastrica donde se localiza el 2. Medio
epicentro del tumor 3. Inferior
4. Union
esofagogastr
ica
Numero | Expedie | NUmero de ciclos de quimioterapia de | Cuantitativa | Numérica
de Ciclos |nte primera linea recibidos discontinua
de QT
Quimioter |expedie |Pacientes que hayan recibido otro Cualitativa |1.- Si
apia de nte esquema de quimioterapia posterior a 2.- No
segunda la progresion
linea
Respuesta | Expedie | Modificacion del diametro mayor del | Cualitativa | 1.- Respuesta
por TAC |nte tumor completa
(dependie |RECIST 2.- Respuesta
nte) V1.1 parcial
3.- Enfermedad
estable
4.- progresion
Respuesta | Expedie | Modificacion de las caracteristicas cualitativa | 1.-Respuesta
por nte endoscopicas del tumor completa
endoscopi 2.-Respuesta parcial
a 3.-Enfermedad
(dependie estable
nte) 4.-Progresion
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Respuesta | Expedie | Ausencia de células neoplasicas Cualitativa | 1.- Respuesta
por nte posterior al tratamiento completa
biopsia 2.- No respuesta
(dependie completa
nte)
Etapa Expedie | Clasificacion de la enfermedad de Categorica, |T:1-4
clinica nte acuerdo a la profundidad de invasién | ordinal N:1-3
AJCC, |[tumoral, nimero de ganglios y M:0-1
2010 presencia de metastasis a distancia.
Hemoglo |Expedie | Concentracién de hemoglobina Cuantitativa | Numeérica
bina nte inicial, expresada en gramos por continua
decilitro,
Albumina | Expedie |Concentracion de albumina inicial, Cuantitativa | Numérica
nte expresada en gramos por decilitro continua
Antigeno |Expedie | Concentracion sanguinea de antigeno | Cuantitativa | Numeérica
carcinoem | nte carcinoembrionario inicial continua
brionario
CA 19-9 |Expedie | Concentracion sanguinea de antigeno | Cuantitativa | Numérica
nte CA 19-9 inicial continua
Tabaquis | Expedie | Antecedente de consumo de tabaco Cualitativa | 0-no
mo nte 1-si
Alcoholis | Expedie | Antecedente de consumo de alcohol | Cualitativa | 0-no
mo nte 1-si
Expresion | Laborat |Prueba realizada por PCR Cuantitativa | Numerica
de orio de continua
ERCC1 |medicin
por PCR |a
traslacio
nal
VPH por |Laborat |Prueba realizada por PCR cualitativa | 0-negativo
PCR orio de 1-positivo
medicin
a
traslacio
nal.
Poblacion

La poblacion incluye pacientes con cancer de esdfago y UEG con enfermedad
localmente avanzada y metastasica, valorados por la Unidad Funcional de Gastro-
oncologia del Instituto Nacional de Cancerologia, en el periodo comprendido entre
enero del 2011 y diciembre del 2012.
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Criterios de Inclusion

Pacientes con cancer de es6fago y UEG, que hayan recibido quimioterapia
Pacientes de 18 afios 0 mayores

Pacientes que cuenten con estudio de tomografia al inicio del tratamiento.
Pacientes que cuenten con estudio de tomografia, endoscopia y biopsia para
evaluacion de respuesta al tratamiento neoadyuvante.

e Encaso de no contar con estudio para valorar la respuesta el paciente debe
presentar datos de progresion clinica.

Criterios de Exclusion

e Pacientes con estado funcional bajo, que no hayan sido considerados candidatos
a tratamiento con quimioterapia.

e Pacientes en los que esté contraindicado el uso de quimioterapia a base de
platino.

e Pacientes que hayan sido considerados para cirugia de inicio.
Tipo de muestreo
Por cuota.
Tamario de la muestra.
Formula del tamafio de la muestra para proporciones:

_ Zi'p: G
. 2

=)

n

Para un error a=0.05

(a=0,05; Z =1,96)
p=porcentaje estimado =0.4
g=1-p =0.6
d= precision =0.15
n=40

p: el porcentaje estimado en base a la tasa de respuestas a la quimioterapia (40%)
d: la precision en base a la diferencia esperada entre grupos (15%)

PROCEDIMIENTO

Las pruebas se realizaron en biopsias tomadas por el servicio de endoscopia del Instituto
Nacional de Cancerologia previo al inicio del tratamiento con quimioterapia.
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El tejido fue revisado por un patdlogo del Instituto Nacional de Cancerologia.

La medicion de ERCC1 por reaccion de cadena de polimerasa en tiempo real (analisis
cuantitativo) y la positividad para infeccion de VPH por la misma plataforma (analisis
cualitativo) se realizaron en el Laboratorio de Medicina Traslacional del Instituto
Nacional de Cancerologia.

Mediante la base de datos tomada del expediente se analizaran las caracteristicas
clinicas, respuesta por tomografia, respuesta patoldgica y endoscopica, y se determinara
si existe asociacién entre la respuesta y la expresion del ERCC1 y positividad para
VPH.

ANALISIS ESTADISTICO

Se analizara la expresion de ERCCL1 y la positividad para VPH, asi como su asociacion
con respuesta por tomografia, endoscopia y biopsia mediante la prueba de Ji Cuadrada.
Las variables cuantitativas seran expresadas por medianas, se aplicara la prueba t de
Student, para variables cuantitativas y chi cuadrada para variables cualitativas, para 2
colas, con p<0.05 considerado estadisticamente significativo, el analisis se realizara por
SPSSv.21
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Deteccién de VPH por PCR en tiempo real

Desparafinacion de muestras

Realizar de 5-10 cortes de muestras de tejido embebido en parafina de
aproximadamente 25 mm.

1.
2.

3.

4.

5.

Depositar en microtubos para centrifuga de 1.5 ml previamente etiquetados
Incubar con 1mL de xileno en horno de calor seco a una temperatura de 56°C
durante una hora.

Sacar los tubos del horno y eliminar la mayor cantidad del volumen para volver
a colocar 1 ml de xileno a cada uno de los tubos. Incubaran durante una hora a
56°C.

Eliminar la mayor cantidad de xileno posible y realizar 3 lavados por pipeteo
con etanol absoluto

Elimina la mayor cantidad de etanol remanente y de dejar secar a 56°C.

Extraccién de ADN gendmico (ADNQ)

La extraccion del ADNg se realizard mediante el empleo del kit DNeasy® blood and
tissue de QIAGEN siguiendo las siguientes instrucciones del proveedor:

1.

Colocar en un tubo eppendorf de 1.5 mL previamente etiquetado, 180 ul de
Buffer ATL, y agregar posteriormente 20 pL de proteinasa K, vortexear e
incubar a 56°C hasta que el tejido este completamente lisado.

Vortexear 15 segundos y posteriormente adicionar 200 pl de Buffer AL y
vortexear.  Luego adicionar 200 pL de etanol (96-100%) y vortexear
nuevamente.

Tomar de la mezcla de lisis (incluyendo cualquier precipitado) 550ul y
colocarlos en la columna de DNeasy mini spin previamente etiquetada.
Centrifugar a 6000 x g (8000 rpm) durante 1 min. Desechar el filtrado y el tubo
de coleccion.

Pasar la columna a un nuevo tubo de coleccion de 2 ml, adicionar 500 ul de
Buffer AW1, y centrifugar a 6000 x g (8000 rpm) por 1 minuto. Desechar el
filtrado con el tubo de coleccion.

Pasar la columna a un nuevo tubo de coleccion de 2 ml, adicionar 500 ul de
Buffer AW2 y centrifugar por 3 minutos a 20,000 x g (14,000 rpm) para secar.
Descartar el filtrado con el tubo de coleccion.

Pasar la columna a un tubo de Eppendorf nuevo de 1.5 ml previamente
etiquetado y pipetear 200 uL de Buffer AE directamente sobre la membrana.
Incubar a temperatura ambiente por 1 minuto, y luego centrifugar por 1 minuto a
6000 x g (8000 rpm) para eluir.

Cuantificacion de ADNg

La cuantificacion del ADNg se realizara mediante el empleo del espectrofotdmetro
NanoDrop 2000c (Thermo Scientific).
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1.

Dar doble Click al icono del software NanoDrop™ 2000 y seleccionar
cuantificacion de acidos nucleicos. Seleccionar Add to report antes de la
medicion para guardar los datos de las muestras automaticamente a un
documento de trabajo.

Establecer el Blanco usando el Buffer apropiado. Pipetear 1-2 ul del Buffer,
bajar el brazo y hacer clic en el botén Blank. La solucion Blanco generalmente
es la misma solucion Buffer en que la molécula de interés fue disuelta.

Limpiar el blanco de los pedestales de medicion utilizando un pafio de
laboratorio seco y sin pelusa. Introducir el ID de la muestra en el campo
correspondiente. Vortexear durante 15 segundos el tubo que contiene la muestra
y pipetear 1 pl y hacer clic en Measure.

Limpiar las muestras de los pedestales de medicion y volver a repetir el punto 3
entre cada muestra.

Preparacion de la muestra para PCR en tiempo real

1. Vortexear cada muestra por 15-20 segundos, inmediatamente transferir 400 pl
de cada muestra al tubo de reaccion.

2. Almacenar los reactivos control a 15-30 °C 0 a 2-8 °C,

e Vortexear cada control por 15-20 segundos antes de usar, asegurar que el
contenido de cada vial se encuentre al fondo.

e Los controles deben estar almacenados a 2-8 °C por mas de 24 horas antes
de usar.

3. Los reactivos de amplificacién deben estar a 15-30 °C hasta que sean requeridos
para el procedimiento de amplificacion master mix.

4. Preparar la master mix de amplificacién
e Asegurar que el contenido de los reactivos se encuentre al fondo del tubo,

identificar como:
o Reactivo de activacion (1).
o Reactivo de oligonucleottido (2)
o Enzima ampliTaq Gold (3)

e Se prepara la master mix usando una pipeta agregando 278 pl del reactivo de
activacion, 402 pL del reactivo de oligonucledtidos, junto al reactivo 3,
mezclar gentilmente por pipeteo arriba y abajo por 6 veces,

e Si se realizan de 25 a 48 reacciones, se prepara la master mix para 2 paquetes
de reactivos.

Pre-PCR

5. Pipetear el contenido de la master mix a un tubo libre de DNasa, se mezcla
gentilmente arriba y abajo 6 veces.

6. Previo a la adicion de la master mix y muestra, insertar una placa de reaccion
Optica.

7. Usando una pipeta, repartir alicuotas de 25 pl de la master mix a cada celda de la
placa de reaccion optica dependiendo del nimero de muestras que se correran,
incluyendo controles, verificar que los 25 pl hayan sido agregados.

8. Transferir la placa de reaccion oOptica en la base de soporte al area de
preparacion de la muestra.

9. En el area de preparacion, transferir 25 pl de la muestra que se eluy6 a la placa

de reaccién en la base de soporte, verificar que un total de 50 pl se haya
repartido en cada una.
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10. Sellar la placa de reaccion de acuerdo al manual de operaciones.

Amplificacion

11. Colocar la placa de reaccion en el m2000rt e iniciar el protocolo Real Time HR
HPV como se describe en el manual de operacion. Al terminar el ensayo, los
resultados seran reportados.

12. Después de que el m2000rt ha completado la amplificacion, se remueve la placa
de acuerdo a las instrucciones de precauciones de contaminacion.

La prueba de PCR en tiempo real es una prueba que amplifica y detecta el ADN de
VPH, a través de un cebador dirigido a una region del genoma del VPH de 14 serotipos
considerados de alto riesgo, como son el VPH 16, VPH 18 y otros VPH no 16/18, como
el 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68.
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Deteccidn de la expresién de ERCCL1 por PCR en tiempo real

Desparafinacion de muestras

1.

ok~

Realizar de 5-10 cortes de muestras de tejido embebido en parafina de
aproximadamente 25 um.

Depositar en microtubos para centrifuga de 1.5 ml previamente etiquetados
Afadir 1mL de xileno y vortexear durante 20 segundos, incubar en horno de
calor seco a una temperatura de 55°C durante 3 min.

Eliminar la mayor cantidad de xileno posible.

Afadir 1 ml de etanol absoluto y vortexear durante 20 segundos y retirar el
etanol por pipeteo, repetir el lavado con etanol absoluto.

Elimina la mayor cantidad de etanol remanente y de dejar secar a 37°C.

Extraccion RNA total

NogkrwdE

©

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Agregar 240 ul de PKD y vortexear.

Agregar 10 ul de proteinasa K, mezclar gentilmente por pipeteo arriba y abajo.
Incubar a 56°C por 15 minutos, luego a 80 °C por 15 minutos.

Transferir a un nuevo tubo de 2 ml,

Incubar en hielo por 3 minutos, centrifugar por 15 minutos a méxima velocidad.
Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo

Agregar buffer para DNasa equivalente a la décima del total de la muestra y 10
ul de DNasa I, mezclar invirtiendo el tubo, centrifugar para colectar el liquido
residual de los lados del tubo

Incubar a temperatura ambiente por 15 minutos.

Agregar 320 ul de buffer RBC para ajustar las condiciones de union, y mezclar
el lisado.

Agregar 1120 ul de etanol al 100%, y mezclar por pipeteo,

Transferir 700 ul de la muestra a una columna RNeasy MinElute en un tubo de
2 mL, cerrar gentilmente y centrifugar por 15 segundos a maxima velocidad,
tirar el sobrenadante colocar de nuevo en el mismo tubo colector y afiadir el
restante de la muestra, centrifugar a maxima velocidad durante 15 segundos,
tirar el sobrenadante y colocar de nuevo en el mismo tubo colector.

Agregar 500 ul de Buffer RPE a la columna RNeasy MinElute y centrifugar
durante 2 minutos a maxima velocidad para lavar la membrana de la columna,
tirar el sobrenadante el tubo colector.

Colocar la columna RNeasy MinElute en un nuevo tubo colector de 2 ml, se
abre la tapa de la columna y centrifuga por 5 minutos,

Colocar la columna RNeasy MinElute en un nuevo tubo colector de 1.5 ml, se
agrega 14 ul de agua libre de RNasa directamente en el centro de la membrana
de la columna, se cierra la tapa y se centrifuga por 1 minuto.

Colocar los tubos con la muestra en hielo.
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Cuantificacion de ARN total

La cuantificacion del ARN se realizard mediante el empleo del espectrofotometro
NanoDrop 2000c (Thermo Scientific), las muestras deben permanecer en hielo durante
el proceso.

1. Dar doble Click al icono del software NanoDrop™ 2000 y seleccionar

cuantificacion de acidos nucleicos y seleccionar ARN en la pestafia del lado
derecho. Seleccionar Add to report antes de la medicion para guardar los datos
de las muestras automaticamente a un documento de trabajo.

Establecer el Blanco usando el Buffer apropiado. Pipetear 1 pl del Buffer, bajar
el brazo y hacer clic en el boton Blank. La solucion Blanco generalmente es la
misma solucion Buffer en que la molécula de interés fue disuelta.

Limpiar el blanco de los pedestales de medicion utilizando un pafio de
laboratorio seco y sin pelusa. Introducir el ID de la muestra en el campo
correspondiente. Vortexear durante 15 segundos el tubo que contiene la muestra
y pipetear 1 uL y hacer clic en Measure.

Limpiar las muestras de los pedestales de medicion y volver a repetir el punto 3
entre cada muestra.

Sintesis de ADN complementario (ADNC).

Preparar la mezcla de reaccion de acuerdo a la siguiente tabla:

Componente Volumen/Reaccion (ul)
2X RT buffer 10
20X RT mezcla de enzima 1.0

H20 libre de nucleasas

Lo necesario para ajustar el volumen a 20

ul
ARN 9l
Volumen total 20

Mezclar por pipeteo y volver a colocar los tubos en hielo.

Colocar los tubos en el termociclador punto final y programar las siguientes

condiciones:

Condiciones Paso 1 Paso 2 Paso 3
Temperatura 37 95 4
tiempo 60 min 5 min 0

Iniciar la transcripcion reversa, una vez terminada pasar las muestras a hielo.

Cuantificacion ADNc

La cuantificacion del ADNc se realizara mediante el empleo del espectrofotometro

NanoDrop 2000c (Thermo Scientific).

1. Dar doble Click al icono del software NanoDrop™ 2000 y seleccionar
cuantificacion de acidos nucleicos. Seleccionar Add to report antes de la
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medicion para guardar los datos de las muestras automaticamente a un
documento de trabajo.

2. Establecer el Blanco usando el Buffer apropiado. Pipetear 1-2 pl del Buffer,
bajar el brazo y hacer clic en el boton Blank. La solucion Blanco generalmente
es la misma solucién Buffer en que la molécula de interés fue disuelta.

3. Limpiar el blanco de los pedestales de medicion utilizando un pafio de
laboratorio seco y sin pelusa. Introducir el ID de la muestra en el campo
correspondiente. Vortexear durante 15 segundos el tubo que contiene la muestra
y pipetear 1 pL y hacer clic en Measure.

4. Limpiar las muestras de los pedestales de medicion y volver a repetir el punto 3
entre cada muestra.

Preparacion de la muestra para PCR

Pre-PCR

Para preparar la reaccion de PCR y la placa:

1.
2.

ok ow

o

8.

Para cada muestra, calcular el nmero total de reacciones requeridas
Calcular el volumen total requerido para cada componente de reaccion:
Volumen por reaccion x el nimero total de reacciones + 10%

\olumen para una reaccion
Componente 20mL de reaccion
(Placas de 96 pozos)
TagMan Universal PCR master mix, 10 pl
Muestra de ADNg ol
20X Tagman Gene Expression Assay 1.0 ul
Total de volumen de super mix 20 ul

Etiquetar tubos de 0.6 ml, afiadir todos los componentes y mezclar por pipeteo.
Centrifugar brevemente para eliminar todas las burbujas.

Para cada conjunto de replicados, transferir alicuotas de super mix a un tubo,
después afadir el gen constitutivo, (en este caso B- actina) a cada tubo.

Afadir los 20 uL. mezcla de PCR en cada pozo de reaccién de la placa de PCR.
Verificar que no haya presencia de burbujas en el fondo del pocillo, si fuera asi,
eliminarlas con una punta de micropipeta.

Cubrir la placa con una pelicula adhesiva optica y llevar al equipo de PCR.

Reaccion de cadena de polimerasa en tiempo real (QPCR)

Encender el equipo de PCR vy el ordenador. En el programa 7500 del sistema QPCR
Applied Biosystems 7500 Fast:

1.
2.

3.

Dar click en “7500 Fast Software” para abrir el programa

En la ventana principal, dar click a “Advanced setup” para desplegar en ment de
opciones

Etiquetar el nombre del experimento y seleccionar el tipo de placa a utilizar (No. de
p0Z0s)
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10.

11.

Seleccionar en el tipo de experimento “Quantification-Standard”

Seleccionar el tipo de reactivo (TagMan)

Cambiar a la ventana “Plate setup” y seleccionar el numero de blancos segun el
experimento (2)

Etiquetar cada pocillo iniciando por el gen constitutivo y seguido de las muestras.
Definir muestras seleccionando los pocillos de los blancos para cada muestra
presionando la tecla “Control”. El etiquetado de muestras se debe realizar después.
Cambiar a la ventana “Run Method” en el cual, el método de corrida ya esta
preseleccionado. Definir el volumen de muestra a utilizar (20 o 10 ml)

Cambiar a la ventana “Reaction setup” y definir las concentraciones de la master
mix (2.0X) y del ensayo (10.0X), automaticamente, apareceran los volumenes que
se debieron utilizar en la preparacion de la master.

Dar click en “Start run”

Andlisis de Datos

Los pasos de analisis son:

1.

Analizar los datos en el sistema de PCR en tiempo real, utilizando los siguientes
ajustes de analisis:

1.1. Ct manual (ciclo umbral): 0.2

1.2. Basal automatico: On

El programa del PCR en tiempo real determina los valores Ct para el ensayo de
deteccion de mutacion y las reacciones del Control positivo interno (IPC)

Revisar los graficos de amplificacion y/o valores Ct para todos los pozos de
reaccion:

Tipo de reaccion Parametros

Las muestras analizadas con el gen de | Verificar que las curvas de amplificacion
referencia (FAM) tengan una distintiva, la fase de

amplificacion linear y valores Cr estén
dentro de un rango de 18-28 para 20 ul y
de 17-27 para 10 ul

Muestras analizadas con un mutante alelo | Revisar las curvas de amplificacion y
(FAM) valores Cr.

Presencia o ausencia de una distintiva, fase
de amplificacién linear y valores Cr
dependan de la cantidad de alelo mutante
presente en la muestra.

Muestras control positivo Verificar que las curvas de amplificacion

tengan una  distintiva, fase de
amplificacion linear y valores Cy estén
dentro del rango esperado para la cantidad
del blanco presente en la muestra.

Replicados Verificar que los valores entre los

replicados tengan valores Ct de similares
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RESULTADOS

Caracteristicas de los pacientes

Se incluyeron al estudio un total de 57 pacientes, de los cuales 46 (80%) fueron
del sexo masculino, la mediana de edad fue de 66 afios. Del total de pacientes, se
reportd tabaquismo en 33 (58%) de los pacientes y alcoholismo en 33 (58%) de los
pacientes. La mediana de valor de hemoglobina fue 14.2 gr/dl, la mediana del valor de
albimina fue 3.8 gr/dl, la mediana de valor de antigeno carcinoembrionario fue 3.3

ng/ml, la mediana de valor de Ca 19-9 fue de 7.1 U/ml.

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes.

Caracteristica No. | %
Histologia
Adenocarcinoma 28 |49
CCE 29 |51
Localizacion
Alto 6 10.5
Medio 16 |28.1
Bajo 19 | 33.3
UEG 16 |28.1
Grado histolégico
1 3 5.3
2 27 | 474
3 28 | 45.6
Se desconoce 1 1.8
Etapa clinica
Localmente avanzado 43 | 75.4
Metastasico 14 | 24.6
Ganglionar 6 42
Visceral 7 50
Hueso 1 7.1
ECOG
0 8 14
1 26 | 45.6
2 23 | 404
IMC
<25 38 |63.2
25-30 17 | 29.8
>30 4 7

Tratamiento

La mediana de ciclos de quimioterapia recibidos fue de 4 (1-14), el esquema de
quimioterapia de cisplatino con fluororuracilo se aplicé en 47 (82.5%) de los pacientes.
39 pacientes recibieron radioterapia, el esquema de radioterapia mas utilizado fue 23 Gy
en 4Fx, 34 pacientes recibieron el esquema completo, mientras que 4 pacientes
recibieron el esquema incompleto y en 1 paciente no se conoce esquema de radioterapia.
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De los 57 pacientes, 7 fueron llevados a cirugia, de los cuales 3 (5.3%) tuvieron
respuesta patoldgica completa posterior al tratamiento neoadyuvante (Ryan 0).
Posterior a la progresién, 6 pacientes recibieron tratamiento con paclitaxel, con una

mediana de 2 ciclos.

Tabla 2. Tratamiento.

Esquema de QT No. | %
CDDP/5FU 47 | 825
CBP/5FU 7 12.3
otro 3 5.3

Esquema de Radioterapia (23Gy/4Fx)

Completo 34 | 59.6
Incompleto 4 7.0
Se desconoce dosis 1 1.8
No recibio 18 | 31.6

Cirugia posterior a neoadyuvancia.

Cirugia 7 12.3

Ryan 0 (RPC) 3] 53

Ryan 1 6 mayor 4 7

No cirugia 50 | 87.7
Respuestas

Se realiz evaluacion de la respuesta por tomografia, endoscopia y biopsia. Por
tomografia se reportd tasa de respuestas (RC y RP) de 50.9%, mientras que por
endoscopia se observo regresion macroscopica del tumor total o parcial (RC y RP) de
70.2%, asi mismo, se reportd respuesta patoldgica completa en 29 (50%) de los

pacientes.

De los 5 pacientes que tuvieron respuesta por tomografia, todos tuvieron

RPC. De los 24 pacientes que tuvieron respuesta parcial por tomografia, 16 tuvieron

RPC.

Tabla 3. Respuestas

Respuesta por tomografia No. | %
completa 5 8.8
parcial 24 | 42.1
Enfermedad estable 3 5.3
Progresion 11 |19.3
No disponible 14 | 24.6
Respuesta por endoscopia

Completa 9 15.8
Parcial 31 | 544
Progresion 2 3.5
No disponible 15 | 26.3
Respuesta por biopsia

Completa 29 |50.9
No completa 10 | 175
No disponible 18 | 31.6
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PCR para VPH

De los 57 pacientes, 2 pacientes presentaron positividad para VPH genotipo 16,
uno de ellos fue un paciente masculino de 56 afios, con adenocarcinoma metastasico,
ECOG de 2, recibio 1 ciclo de quimioterapia, 2 semanas después el paciente fallecio. El
otro fue un paciente femenino de 49 afios, con adenocarcinoma localmente avanzado,
con ECOG de 2, recibié 3 ciclos de quimioterapia, presentando progresion de la
enfermedad, el paciente fallecié 10 semanas después del inicio de quimioterapia.

PCR para ERCC1

Al momento actual se encuentra en proceso la realizacién de las pruebas.
Supervivencia.
Al momento del corte fallecieron 15 pacientes (26%), ademas 8 pacientes (14%)
tuvieron peérdida de seguimiento. En toda la poblacién la mediana de supervivencia libre

de progresién fue de 196 dias) que equivale a 6.5 meses.

Figura 1. Supervivencia libre de progresion
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En toda la poblacion la mediana de supervivencia global fue 226 dias, que
equivale a 7.5 meses.
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Figura 2. Supervivencia global.
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La supervivencia global de acuerdo a la histologia: para adenocarcinoma la
mSVG fue 211 dias (7m), para CCE fue 282 dias (9.4m) (p=NS).

Figura 3. SVG de acuerdo a histologia.
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Se realizd biopsia posterior al tratamiento en 39 de 57 pacientes, los pacientes
con RPC presentaron mSVG de 388 dias (12.9 meses), los que no tuvieron RPC
presentaron mSVG de 211 dias (7.0 meses) (p<0.05).
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Figura 4. SVG de acuerdo a RPC.
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Los pacientes que recibieron quimioterapia y radioterapia concomitante
presentaron una mediana de supervivencia de 293 dias (9.4 meses), los pacientes que
recibieron quimioterapia sola presentaron una mediana de supervivencia de 115 dias
(3.8 meses), (P<0.05).

Figura 5. Supervivencia en pacientes que recibieron QT/RT VS QT.
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DISCUSION

En este estudio se reportd similar proporcion de casos de adenocarcinoma y de
CCE, no hubo diferencias en supervivencia entre ambas histologias, la enfermedad
metastasica al diagndstico se presentd en la cuarta parte de los pacientes.

El esquema mas utilizado fue cisplatino y fluorouracilo, el cual recibid el 82%
de los pacientes. Algunos pacientes recibieron carboplatino y fluorouracilo por
presentar contraindicacidn para el uso de cisplatino.

7 pacientes fueron llevados a cirugia posterior a la neoadyuvancia, de estos, solo
3 pacientes tuvieron RPC.

Posterior a la progresion, 6 pacientes recibieron tratamiento con quimioterapia,
que consistio en paclitaxel trisemanal, los pacientes recibieron de 1 a 3 ciclos, ninguno
de los pacientes tuvo control de la enfermedad con este tratamiento.

Los pacientes que presentaron RPC tuvieron supervivencia global mayor a los
que no tuvieron RPC, similar a lo descrito en la literatura, por lo que la RPC sigue
siendo el factor prondstico mas importante de supervivencia en cancer de es6fago.

La frecuencia de VPH en cancer de es6fago fue menor que la reportada por
Herrera et al y Acevedo et al en poblacion mexicana, asi como lo reportado por Castillo
et al en otros paises de Latinoamérica. Este estudio incluyé pacientes con ambas
histologias, diagnosticados en el 2011 y 2012, mientras que el estudio de Herrera et al
incluy6 solo pacientes con CCE, diagnosticados entre el 2000 y 2008, esto sugiere que
podria existir un cambio en la epidemiologia del VPH en México en los ultimos afios.

En este estudio no fue posible determinar si existe asociacion entre la infeccion
por VPH y la respuesta al tratamiento, lo cual puede explicarse debido a que este
estudio incluy6 pocos pacientes, y debido a que los 2 pacientes con infeccion por VPH,
ambos tuvieron pobre estado funcional y pobre supervivencia. Por lo que se necesita un
estudio con mayor cantidad de pacientes para comprobar esta hipotesis.

CONCLUSIONES.

La RPC continta siendo el factor prondstico de supervivencia mas importante.
La frecuencia de VPH en cancer de es6fago fue baja, en este estudio no fue posible
determinar si existe asociacion entre infeccién por VPH y respuesta al tratamiento.
Actualmente se encuentra pendiente los resultados de PCR para ERCC1 para determinar
si existe asociacion entre ERCC1 y respuesta al tratamiento.

Recomendaciones

En céncer de esdfago es necesario realizar mas estudios para identificar
biomarcadores predictivos de respuesta al tratamiento.
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