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Identificacion de perfiles genéticos predictores de respuesta a
quimioterapia basada en platino en pacientes con cancer de
pulmon de células no pequefias

RESUMEN

El cancer de pulmon de células no pequefias es una de las neoplasias malignas
mas frecuentes, con altas tasas de morbilidad y mortalidad. Aproximadamente el
90% de los pacientes tiene enfermedad avanzada al momento del diagnéstico. El
mejor tratamiento disponible actualmente ofrece una supervivencia global pobre,

con una mediana de tan solo 8-12 meses.

Por décadas la base del tratamiento ha sido la quimioterapia citotoxica basada en
un agente platinado (cisplatino 6 carboplatino) en combinacién con un agente de
tercera generacion (vinorelbina, paclitaxel, docetaxel, gemcitabina 6 pemetrexed).
Lamentablemente este tratamiento solo ha modificado la tasa de respuesta entre
un 13-16%. Sin embargo en los ultimos afios, la investigacion en oncologia se ha
enfocado en el desarrollo de terapias dirigidas que actien sobre el crecimiento
celular al inhibir las vias de sefalizacidon necesarias para la proliferacion celular
maligna. Para cancer de pulmoén se han disefiado anticuerpos monoclonales como
Bevacizumab y Cetuximab, inhibidores de los receptores de factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGFR) y del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)
respectivamente con escaso beneficio. Los inhibidores tirosin-cinasa (ITK's) como
Erlotinib, Gefitinib o Afatinib en pacientes con adenocarcinoma y mutaciones en el
gen que codifica a EGFR ha demostrado aumentado en la supervivencia libre de
progresion y tasas de respuesta, sin poder obtener una mejoria significativa en la

supervivencia global.

El acceso a estos medicamentes en nuestro medio es dificil por el alto costo. Por
tanto el uso de los agentes platinados es aun extenso. De particular interés es el
conocer si existe algun biomarcador que sea un predictor de respuesta a platino lo

gue nos permitiria una medicina mas individualizada. Un método innovador para



este fin es el estudio de los perfiles de expresiéon génica mediante microarreglos.
Identificar algun gen que pudiera comprometer el adecuado funcionamiento celular
alterando las vias de sefializacion cascada abajo podria relacionarse con la
respuesta o nula respuesta a platinos. Lo que podria abrirnos las puertas a nuevos

biomarcadores o vias de carcinogénesis.

MARCO TEORICO

Epidemiologia

El cancer de pulmon es el tumor maligno mas frecuente en hombres en el mundo.
En mujeres, ocupa el cuarto lugar en incidencia. El cancer de pulmén es también
el cancer mas mortal, independientemente del género. La incidencia anual es
mayor de 1, 600,000 casos. Mas de 1, 370,000 personas mueren anualmente por
esta enfermedad. (1) El cancer de pulmén de células no pequefias (CPCNP),
representa el 80- 85% de todos los pacientes con cancer de pulmon, el resto es
clasificado como cancer de pulmén de células pequefias con diferente
comportamiento biologico y clinico. De los CPCNP, el 90-95% de los pacientes
tiene enfermedad metastasica al momento del diagndstico. La supervivencia
mediana de estos pacientes, con tratamiento de soporte es de cuatro a cinco

meses, con tasas de supervivencia global a 1 afio de solo 10%. (2)

Factores de riesgo
El 85 -90% de los canceres de pulmoén se asocia a pacientes con antecedentes de

tabaquismo, la mayoria activo pero también en aquellas personas con tabaquismo
pasivo. El riesgo relativo de cancer de pulmoén en fumadores es de 11 a 17 veces
mayor comparado con los no fumadores. La relacion es dependiente de la
cantidad de cigarrillos fumados al dia y de los afios de tabaquismo. El dejar de

fumar produce una disminucién en el riesgo de adquirir cancer de pulmon. (3-5)

La exposicion a asbesto (material utilizado en diferentes industrias) aumenta el
riesgo de adquirir cancer de pulmon, en especial en las personas fumadoras, en
quienes la exposicion a este agente pareciera tener un efecto promotor tumoral.

Por un lado, el fumar prolonga la presencia de la interaccién asbesto- epitelio



pulmonar al alterar la eliminacién bronquial, ademas el asbesto aumenta el
potencial carcinogénico del tabaquismo. De tal forma que la exposicion a asbesto
se ha asociado a cancer de pulmdén con un riesgo relativo de 1.4 a 2.6, sin
embargo cuando se combinan la exposicién a asbesto y el tabaquismo, el riesgo

relativo de cancer de pulmén se incrementa hasta a un 28.8. (6-7)

Otros factores de riesgo estudiados, pero con un nivel de evidencia no tan
contundente, incluye la exposicion a arsénico, cromo, éter e hidrocarburos
policiclicos aromaticos. Enfermedades pulmonares como tuberculosis, silicosis y

fibrosis pulmonar también han sido asociadas.

Fisiopatogenia y alteraciones genéticas en cancer de pulmén.
La carcinogénesis pulmonar es proceso cronico que involucra multiples

alteraciones genéticas, celulares y tisulares que, en su gran mayoria, son el
resultado de un dafio mutagénico en ciertos genes reguladores del crecimiento,
diferenciacion y la apoptosis (muerte celular programada), permitiendo la serie de
etapas que definen a un cancer caracterizadas por proliferacion celular

descontrolada, neoplasia, invasion, angiogénesis y metastasis.

Los eventos especificos que desencadenan esta transformacién maligna de las
células bronco-epiteliales son desconocidas en la gran mayoria de los casos. Sin
embargo, es clara que la exposicion ambiental a ciertos carcind6genos, como los
producidos por el humo de tabaco y las fibras de asbesto, inducen y facilitan la

transformacion maligna (componente extrinseco). (8)

La contribucion de los carcinégenos extrinsecos en la transformacion de las
células es modulada por la expresion de diversos genes (componente intrinseco)
gue afectan el metabolismo de los carcinégenos, como la conversion de pro-
carcindégenos a carcin6genos Y su subsecuente inactivacion. (9) La frecuencia de
estas variaciones genéticas en nuestra poblaciébn es relativamente alta. Su
contribucién individual para desarrollar cancer de pulmoén es generalmente baja,

pero debido a su frecuencia poblacional, su impacto global podria ser muy alto.



Algunos estudios epidemiologicos sugieren una predisposicion familiar para
cancer de pulmédn, independiente de la exposicion al humo del tabaco. Mientras
que un estudio encontré evidencia de un modelo autosémico dominante ligado al
6023-g25, (10) otros estudios han propuesto modelos multigenéticos de riesgo.
(11) Esta ultima teoria es actualmente la mayormente aceptada, debido a la gran
cantidad de alteraciones genéticas que presentan los diferentes tipos de cancer y

en especial el cancer de pulmoén, como mencionaremos mas tarde.
Alteraciones genéticas en cancer de pulmon

Los factores de riesgo ambientales (tabaquismo, asbestosis, etc;), modificados por
genes moduladores, afectan otros genes que disregulan importantes vias de
sefalizacion, ocasionando un desequilibrio entre la proliferacion celular y la

apoptosis.

Multiples anormalidades genéticas han sido identificadas en el cancer de pulmén
de células no pequefas, sin embargo, no todas han tenido implicaciones clinicas.
Los genes que afectan el riesgo y la evolucion del cancer de pulmoén pueden
categorizarse en tres rubros: variantes de alto riesgo raras (riesgo relativo de 10 o
mayor con prevalencia de 1% o menos), variantes de riesgo moderado (riesgo
relativo alrededor de 2-5 y prevalencia no mas de 5%) y variante de bajo riesgo
frecuentes (riesgo relativo entre 1.1 y 1.5 y prevalencia de mas del 5%). Otros
tipos de variante genéticas no parecieran existir, probablemente debido a la
presion evolutiva (ej: variantes comunes de riesgo alto) 6 son indetectables por los

estudios ahora publicados (ej: variantes raras de bajo riesgo).

Las mutaciones genéticas de alto riesgo que tiene asociacion con el cancer de
pulmén incluyen las mutaciones en TP53 en familias con sindrome de Li-
Fraumeni. ElI Consorcio de Epidemiologia Genética en Cancer de Pulmoén reporto
en 52 familias tres 0 mas casos de cancer de pulmén y laringe e identifico una

region cromosémica en el locus 6g23-25, posteriormente se pudo identificar el



gen RGS17 como el responsable de dicho cancer familiar, sin embargo no se ha

podido dilucidar el efecto funcional preciso del gen.

Existen otros 2 genes importantes debido a su asociacién con cancer de pulmon.
El primero es el gen de la glutation S tranferasa M1 (GSTM1), un gen
destoxificador de carcinbgenos ambientales, asociado también con cancer de
vejiga y con los carcindgenos del tabaco. El segundo, una variante de CHEK2, un
gen controlador del ciclo celular que activa los puntos de control en respuesta al

dafio en el DNA, a cancer de colon, mama, prostata y pulmon.

Existen otra anormalidades genéticas adquiridas de novo que influyen en el
cancer de pulmdn, las mas reconocidas son las alteraciones de RAS, Rb, Tp53,
Akt, LKB, y BRAF. (12) Sin embargo, la anormalidad genética adquirida
clinicamente mas relevante es la mutacibn de EGFR. (13-16) Estas son
mutaciones en los exones 19 (deleciones en cuatro aminoacidos, LREA) y 20
(mutaciones puntuales L858R9) que resultan en la activacion de la vias de
sefializacion de AKT, inhibiendo la apoptosis y aumentando la proliferacién
celular.(17) Interesantemente, casi todas estas mutaciones ocurren en no-
fumadores y en adenocarcinomas. (18, 19) Las respuestas de estos pacientes a
los inhibidores tirosin cinasa (erlotinib y gefitinib) generalmente son muy buenas,
incluso en pacientes previamente tratados y no respondedores a la quimioterapia
convencional. Sin embargo, casi todos estos pacientes desarrollan resistencia y
progresion eventualmente; la mitad de estos pacientes tiene una segunda

mutacion T790M asociada con resistencia. (20,21)

Por ultimo, esta claro que la gran mayoria de los canceres de pulmdén no estan
causados por un solo gen aberrante, pero no todas la aberrancias son debidas a

mutaciones.

Diversos grupos de genes regulan el fino equilibrio entre el crecimiento normal,
apoptosis y diferenciacion. Este equilibrio puede ser alterado en diferentes puntos.
Un ejemplo es la mutacion de Rb y la pérdida de p16, un regulador de la funcién

de Rb (gen del retinoblastoma), que en el cancer de pulmén de células no



pequefas, esta alteracion puede ocurrir por cualquiera de los mecanismos, pero

nunca por los dos.

Factores prondsticos clinicos
Durante décadas se han intentado identificar los factores mal prondstico, tanto

para supervivencia como para respuesta al tratamiento, varios de ellos son

clinicos y no demuestran exactamente la probabilidad de responder a las terapias

actuales. Los factores de mal pronéstico identificados son:

a)

b)

d)

Tamafio tumoral: Se ha demostrado una relacion directamente
proporcional entre el tamafio tumoral y la posibilidad de presentar
metéastasis al diagnostico. De tal forma que un tumor de 2 cm de diametro
tiene un 14% de posibilidades de tener metastasis, comparado con
tumores de 6 cm, quienes presentan meétastasis hasta en un 75% (p=
0.002) (22)

Género: Se ha propuesto originalmente que los pacientes hombres con
cancer de pulmon tiene peor pronostico que las mujeres. Sin embargo en
andlisis multivariados esta asociacion resulto no ser significativa, y
pareciera ser una asociacion directa al tabaquismo (en diferentes cohortes
se encontrd que las mujeres fumaban menos que los hombres).
Tabaquismo activo: El tener cancer de pulmén y continuar fumando
disminuye las posibilidades de respuesta y la supervivencia global. (23)
Estirpe histolégica: Se han asociado a las estirpes de adenocarcinoma y
células grandes a mayor posibilidad de presentar metastasis al diagndstico,
lo que implica peor pronéstico, (58% vs 20 %, p= 0.001) comparado con
epidermoides. (24)

Edad: Los pacientes menores de 60 afios tienen peor pronostico que los
pacientes mayores de 60 afios. (25) Recientemente se demostr6 mayor
asociacion de mutaciones en el receptor de factor de crecimiento
epidermoide (EGFR) en los pacientes jovenes, en especial mujeres, el cual
es un factor de mal pronéstico (antes del desarrollo de antineoplasicos
contra EGFR).



f) Niveles de antigeno carcinoembrionario (ACE): EI grupo de trabajo del Dr.
Arrieta (tutor de esta maestria y protocolo) demostré6 mayor riesgo de
metastasis en pacientes con ACE mayores de 40ng/ml con un riesgo
relativo de 11.4 (p= <0.001) (26)

Perfiles genéticos y técnica de microarreglos
Los perfiles genéticos en oncologia, han sido usados para predecir prondstico y

respuesta al tratamiento. La valoracion genética de los tumores ha tenido mayor
importancia debido a que la clasificacion histoldgica e incluso el estadio del tumor
son insuficientes para predecir respuesta al tratamiento, recaida tumoral después
de tratamiento quirdrgico con intento curativo 6 supervivencia global en cancer de
pulmén. Muchas terapias actuales, estandares de tratamiento, como la terapia
adyuvante en etapas Il y Il de CPCNP tienen la desventaja de que un gran
namero de pacientes reciben tratamiento innecesario debido a que no tenemos

forma de predecir recaida.

Por esa razon, el beneficio de una terapia adyuvante se limita al 5-15% de todos
los pacientes. (27-28) Hemos descubierto que la expresion de ciertos genes 0 la
presencia de ciertas mutaciones genéticas tiene implicaciones pronosticas y de
respuesta a una terapia especifica. La mutacion de EGFR y la respuesta a
inhibidores tirosin-cinasa, como mencionamos previamente, es un buen ejemplo
de esto. Sin embargo, también sabemos que solo el 10% de los pacientes se

beneficia de este tratamiento. (29,30,31)

Los perfiles de expresion genética representan otra alternativa en esta forma de
investigacion oncolégica, generando una estrategia mMas comprensiva e
individualizada. Quizas la evaluacion de un patrén genético global pueda ser un
mejor factor predictor que un analisis genético individual. Por ejemplo, Jones y
cols utilizaron la técnica de microarreglos de DNA para analizar perfiles de
expresion genética en 38 especimenes resecados de carcinoma neuroendocrino
de células grandes de pulmén y en 11 tumores de células pequefas. (32) Los

autores reportaron que eran incapaces de identificar las diferencias histoldgicas



mediante  perfiles genéticos, pero encontraron dos grupos de genes con

diferencias significativas en supervivencia a 5 afos (83% vs 12% p= 0.0094.)

Una de las areas de mayor controversia en cancer de pulmon es el tratamiento
optimo para pacientes con CPCNP en estadios tempranos. Los perfiles de
expresion genética basada en microarreglos (PEG; una técnica gendmica
disponible) han sido estudiados en este tipo de pacientes. Estudios “clasicos”,
como el hecho por Potti y cols, quienes mediante PEG, predijeron el riesgo de
recurrencia después de cirugia de una cohorte de pacientes con CPCNP en

estadios tempranos. (33)

La exactitud fue de mas del 70%. Los investigadores también pudieron identificar
un subgrupo de pacientes en estadio IA con un mayor riesgo de recurrencia, con
una pobre supervivencia, y quienes eran candidatos a quimioterapia adyuvante. El

perfil genético predijo recurrencia mejor que los factores pronosticos clinicos.

Otro estudio importante es el realizado por Tomida y cols, quienes desarrollaron
un grupo de genes clasificadores de un total de 8644 genes analizados en 50
casos de CPCNP. (34) La clasificacion resultante permitio predecir la
supervivencia. Beer y cols analizo el perfil genético de 86 pacientes con
adenocarcinoma primario de pulmoén. (35) Los genes mayormente asociados con
la supervivencia fueron identificados para crear un indice de riesgo basado en 50
genes que permitia separar a los pacientes en grupos de alto y bajo riesgo.
Cuando aplicaron este modelo a 62 pacientes en estadio | de otro estudio,
pudieron predecir la supervivencia con diferencias significativas entre ambos
grupos (p= 0.006). Este estudio también identifico pacientes en estadios I-lll con
pobre prondstico, demostrando que mediante PEG es posible identificar a los
pacientes con mal prondstico independientemente del estadio al momento del
diagnéstico. Observaciones similares fueron publicadas por Guo y cols, quienes
crearon un modelo computacional capaz de predecir la evoluciéon clinica
individualizada de los pacientes basada en PEG. (36) Una “firma genética” de 37
genes fue creada basada en 86 pacientes con adenocarcinoma de pulmén. Esta
firma genética fue aplicada a otros 84 pacientes con adenocarcinoma. La exactitud



de prediccion de la firma genética fue del 96%. El analisis de conglomerados,
usando la firma de 37 genes, permitié separar a los pacientes en tres grupos: buen
prondstico (supervivencia media de 66.9 meses), moderado prondstico
(supervivencia media de 27.6 meses) y pobre prondstico (supervivencia media de

22.4 meses).

Cuando los resultados fueron revisados, todos los pacientes agrupados en el
conglomerado | (buen prondéstico) tenian enfermedad estadio |. Estos resultados
demostraron que los modelos predictivos basados en los niveles de expresion de
un namero pequefio de genes marcadores pueden potencialmente predecir la
evolucion de los pacientes, y tedéricamente representar el tratamiento

personalizado.

Generalidades de Tratamiento
Existen varios esquemas de quimioterapia aceptados para el tratamiento de

primera linea de pacientes con CPCNP. La mayoria de los oncélogos optan por
usar combinaciones (dupleta) basadas en platino (cisplatino 6 carboplatino). (47-
49) Sin embargo las tasas de respuesta oscilan entre 28 y 40%, con
supervivencias medianas entre 9 y 12 meses, 4 a 6 meses mas que el mejor

cuidado de soporte.

También existen combinaciones utiles sin platinos. Un meta-analisis investigo la
supervivencia a un afio usando los datos obtenidos de 37 estudios aleatorizados
fase Il y llll que compararon esquemas basados en platino versus quimioterapia
sin platino. (50) El andlisis encontr6 que la quimioterapia basada en platino se
asociaba a un incremento del 62% en la respuesta (OR, 1.62; 1.46-1.8; P <
0.0001) y un 5% en la supervivencia a un afio (34% vs. 29%; OR, 1.21; 1.09-1.35;
P = 0.0003).

Sin embargo cuando se excluyeron los estudios con monodroga no se encontré
diferencia significativa entre ambos tipos de esquemas (36% vs. 35%, OR, 1.11;

0.96-1.28; P = 0.17). Debido a una mayor tasa de respuesta con las dupletas



basada en agente platinado, la Sociedad Americana de Oncologia (ASCO)

recomienda su uso como primera linea de tratamiento.

Nuevas opciones de tratamiento basados en alteraciones genéticas
Recientemente se ha demostrado que subtipos especificos de cancer de pulmén

de células no pequefias pueden tener ciertas mutaciones genéticas que modifican
y desregulan las vias de sefializacién, aumentado asi la proliferacion celular
maligna del tejido pulmonar. Dichos cambios genéticos también tienen
implicaciones clinicas; con valor pronostico y predictor de respuesta a

determinados tratamientos.

Dos alteraciones genéticas son especialmente importantes en la actualidad. La
primera de ellas, son las mutaciones en los exones 19 y 21 (delecion del exéon 19y
mutaciones puntuales en el exdén 21 L858R) del receptor factor de crecimiento
epidérmico 1 (EGFR 1)). Dicho receptor, de tipo tirosin cinasa, al ser estimulado
activa las vias de sefalizaciébn conocidas como PI3K/AKT y MAP cinasa,
principales cascadas de sefalizacion productoras de proliferacion y supervivencia
celular. La activacion aberrante de estas dos vias de sefializacion secundaria a las
mutaciones de EGFR han sido identificadas en pacientes con cancer de pulmon
de células no pequefas de histologia no epidermoide.

Erlotinib y gefitinib, ambos inhibidores de tirosin cinasa, han demostrado su
actividad contra CPCNP. Inicialmente aprobados como tratamiento de segunda y
tercera linea tras progresiéon a quimioterapia (independientemente de la histologia
y de la presencia de la mutacién), son actualmente el tratamiento de eleccion
como monodroga en primera linea en pacientes con tumores de histologia no
epidermoide y con la mutacion de EGFR. En los estudios que se ha comparado
alguno de estos inhibidores tirosin cinasa contra quimioterapia, erlotinib y gefitinib
han demostrado mayores tasas de respuesta y han aumentado la supervivencia

libre de progresion hasta en un 50% (riesgo relativo). (51)

La segunda alteracion genética de importancia es la translocacién del gen de la
cinasa del linfoma anaplasico (ALK). Dicha translocacion se traduce en una fusién



aberrante EML4-ALK que codifica una proteina quimérica con actividad cinasa.
Esta fusion se encuentra en 2-7% de los CPCNP. Crizotinib es un inhibidor
selectivo de ALK y MET, su uso clinico se asocio a tasas de respuesta de 57%,
con 33% de enfermedad estable y supervivencia libre de progresion a 6 meses
del 72%. (52)

Un estudio multicéntrico demostré que el uso del microarreglos genéticos (15
genes) puede identificar a los pacientes con CPCNP en enfermedad temprana
(estadios | y Il) que se benefician del tratamiento quimioterapéutico adyuvante con
4 ciclos de cisplatino mas vinorelbine, traduciéndose en un aumento de la
supervivencia (HR 15.02; 5.12 - 44.04; P =.001; estadio | HR 13.31; P =.001;
estadio Il HR 13.47; P =.001). (53)

Un segundo estudio demostré en pacientes con enfermedad avanzada que,
ciertos polimorfismos en dos genes reparadores de DNA (hMSH2 y hMLH1) se
asocian a mayor respuesta tumoral a la quimioterapia. (54) Otros genes como el
ERCC1 (excision repair cross-complementation group 1), (55) miR-181 y miR-630,

(56) pudieran asociarse a mayor respuesta a los platinos.

Se han desarrollado técnicas de busqueda de arreglos de polimorfismos de
nucledtido-unico para analizar la pérdida o ganancia del material genético en alta
resolucién, (57, 58) capaces de encontrar mutaciones en el cancer de pulmon.
Las mutaciones no son las Unicas alteraciones genéticas capaces de causar o
alterar el comportamiento del cancer de pulmaén; la expresiéon de proteinas y por la
tanto su funcion pueden ser alteradas por cambios epigenéticos. (59) La
deteccion de metilaciones en promotores especificos pueden ser un biomarcador
atii de malignidad. (60) Estas alteraciones en las vias de sefializacion son
detectables en andlisis de expresion genética, expresion de proteinas y cambios

post-traduccionales (ej: fosforilacion).

Diversos estudios se han realizado con el fin de identificar distintos subgrupos

pronodsticos de adenocarcinomas de pulmon utilizando la técnica de andlisis de



microarreglos de ADN (61,62) e identificar pacientes con mayor probabilidad de

recurrencia tras una reseccion quirargica. (33,63)

Algunos otros estudios se han enfocado en predecir la respuesta a las terapias
actuales, por ejemplo, un estudio demostré6 que la baja expresion de un gen
reparador del ADN llamado ERCC1 Correlaciona con pobre prondstico en CPCNP,

pero con mayor respuesta a los agentes platinados.(39)

Entender la biologia molecular, descubrir y validar biomarcadores predictores de
recaida, respuesta a tratamiento y pobre prondstico nos permitira crear guias de
tratamiento 6ptimo para el tratamiento de los pacientes, de tal forma que esta
terapia sea individualizada por las caracteristicas fenotipicas y genotipicas del

tumor.

OBJETIVOS
Objetivo principal
Identificar los genes mas relevantes que se expresan diferencialmente y que estan

relacionados con la respuesta tumoral al platino en pacientes con CPCNP

Otros objetivos
« Comparar el patron de expresion genética obtenido de los tumores

primarios de pacientes cony sin respuesta a los agentes platinados.

* Buscar entre los genes identificados, aquellos cuyos productos sean
secretados, para plantear a futuro su oportuna deteccion como

biomarcadores de respuesta.

« Determinar las diferencias en supervivencia global y supervivencia libre de

progresion entre los diferentes perfiles genéticos determinados.

HIPOTESIS
Un perfil genético especifico se asocia con la mayor o menor posibilidad de

responder a un tratamiento de primera linea con quimioterapia basada en platino



en pacientes con CPCNP en estadios avanzados, de tal manera que identificar
dicho perfil genético permitiria predecir la respuesta a agentes platinados y dar un

tratamiento de manera individualizada.

Material y Métodos.

Tipo de estudio y lugar de elaboracion
Se planea un estudio de cohorte, clinico, longitudinal, prospectivo, observacional y

analitico, de pacientes consecutivos de la clinica de cancer pulmonar tratados del
1° de marzo de 2013 al 30 de junio de 2014. Este estudio se realizara en el
Instituto Nacional de Cancerologia (INCAN) con la colaboracién del Instituto
Nacional de Medicina Genomica (INMEGEN). ElI INCAN colaborard con el
reclutamiento de pacientes, seleccion de ellos y las instalaciones necesarias para
la investigacion. EI INMEGEN dard asesoria sobre el manejo del material

necesario para la obtencion y analisis de los microarreglos y perfiles genéticos.

Poblaciéon a estudiar
Se planea incluir a todos los pacientes con diagndéstico de cancer de pulmén de

células no pequefias (estirpe histolégica: adenocarcinoma, carcinoma epidermoide
y de células grandes) que se encuentren en estadios avanzados (estadios IIB y
IV) que sean candidatos a recibir tratamiento activo de primera linea con

guimioterapia basada en platino.

Criterios de inclusion
Cualquier género. Edad mayor de 18 afios. Historia clinica completa. Reporte

histopatolégico de cancer de pulmén de células no pequefias. Celularidad en
tejido mayor de 70%. Estadio determinado por TAC o PET-CT como IlIB o IV
segun TNM. Estatus funcional >80% por Karnofsky 6 catalogado como <3 por
ECOG. Tratamiento activo de primera linea con quimioterapia basada en platino.

Consentimiento informado.

Criterios de exclusion
Edad menor de 18 afios. Cancer de pulmoén de células pequefias. Cancer de

pulmon con estirpe neuroendocrina o sarcomatoide. Mal estatus funcional definido



como <80% por Karnofsky 6 >2 por ECOG. No candidato a quimioterapia paliativa
a base de platino. Rechazo del paciente para incluirse en el estudio. Material de

biopsia insuficiente o de mala calidad para la realizacion del estudio.

Tamafo de la muestra estimada
En estudios de pacientes con CPCNP en etapas tempranas, se han estudiado de

20-35 pacientes por grupo para analizar diferencias que sean estadisticamente
significativas en la expresion de microarreglos para definir grupos de mayor o
menor riesgo de recurrencia. Dado que en la literatura médica no existen trabajos
previos en donde se busque identificar los perfiles genéticos como predictores de
respuesta en cancer de pulmén etapas avanzadas, y basandonos en las guias
MIAME (Minimum Information About a Microarray Experiment) (20-25 pacientes
por grupo para encontrar diferencias significativas). Que dictan la minima
informacion requerida para reportar estudio con microarrglos se consideré una
muestra de 55 pacientes suficiente para realizar el analisis estadistico con un

adecuado poder.

Variables a estudiar
1. Variables independientes:

a. Exposicion a humo de leiia

b. Exposicion a tabaquismo

2. Variables Dependientes:
a. Expresion de genes en pacientes con adenocarcinoma pulmonar

(asociados a la respuesta a platinos)

3. Variables potencialmente confusoras:
Edad

Género

Estado Funcional (ECOG)

Intensidad de tabaquismo (indice tabaquico)

o

o o

e. Intensidad de exposicion a humo de lefia
f. Mutaciones: EGFR, ALK, K-RAS



Definiciones:
e Progresion: Aumento mayor del 20% en el tamafio tumoral medido por

tomografia axial computarizada, tomando como referencia la lesion medible
mas pequefa en el estudio inicial.

e Respuesta parcial: Disminucién mayor del en el tamafio tumoral medido por
tomografia axial computarizada, tomando como referencia la lesion medible
mas pequefa en el estudio inicial.

e Respuesta completa: Desaparicion de toda lesion medible o no medible.

e Enfermedad estable: Paciente que no cumpla con los criterios antes
establecidos.

Obtencion y almacenamiento de biopsias
El procedimiento para la toma de biopsia dependera de las caracteristicas del

paciente y del tumor. La obtencién de la biopsia podra ser con aguja tru-cut guiada
por tomografia, por toracoscopa abierta o video-asistida o por broncoscopia con
fibra Optica. Cada muestra tumoral se dividira en 2, una sera enviada al
departamento de Patologia del INCAN para su diagnostico histologico y la otra
sera almacenada inmediatamente a -70° C bajo estrictas condiciones que
preserven el tejido para la estabilizacion y posterior obtencion del RNA (RNA
Later). Los acidos nucléicos (RNA) lo emplearemos posteriormente, para la
determinaciéon del perfil de expresion genética de los pacientes con CPCNP

primario que desarrollen enfermedad metastasica al sistema nervioso central.

El andlisis estadistico preliminar se realizara utilizando la t de Student o la U de
Mann- Whitney, la prueba de Chi cuadrada 0 la prueba exacta de Fisher; concluido
el estudio se realizar4 andlisis multivariado de regresion logistica. El tiempo de
supervivencia global y tasa de respuesta serd analizado con la técnica de Kaplan

—Meier, las comparaciones entre grupo seran con la prueba de log- rank.

Extraccion e integridad del RNA
Se extrajo el RNA de 29 biopsias de CPCNP con celularidad >70% utilizando el

RNAeasy MicroKit (Qiagen) con lo que obtuvimos la cantidad y calidad de RNA

necesaria para el estudio de microarreglos de expresién genémica. Para ello, se



evaluo la integridad y concentracion del RNA de éstas 29 biopsias utilizando un

Bioanalizador Agilent 2100.

Microarreglos de expresion genomica
La plataforma que se utiliz6 para evaluar la expresion génica fue la Microarray

Affimetrix Human ST 1.0 que nos permite identificar el 99.9% de los genes
conocidos en las secuencias de Genebank. Esta plataforma de expresion genética
permite evaluar 28,869 genes humanos. Cada gen esta asociado a 26 sondas
diferentes en el microarreglo. La suma de las intensidades de fluorescencia de
cada exon acoplado a una sonda por celda generara la informacion de expresion
gendmica para ése gen en particular. El fundamento basico de éste procedimiento
es la hibridacion complementaria y antiparalela de los &cidos nucléicos que
conforman al chip (DNA 6 cDNA) y la muestra de estudio previamente acoplada a
biotina-fluoréforo. Los datos de fluorescencia relativa para cada uno de los genes
en todos los microarreglos se obtienen utilizando el escaner de alta fluorescencia y
lo datos que se obtienen se almacenan en archivos de intensidad por celda/sonda

(.cel files).

Expresion genomica: analisis computacional
Para el andlisis computacional se evaluaron los datos de los archivos de

intensidad de fluorescencia (.cel files) para cada uno de los 29 microarreglos de

expresion. Los datos se evaluaron de la siguiente manera:

1. Control de calidad de los Microarreglos: Analisis de los datos crudos.
Correcciéon de Fondo (Hibridacion Inespecifica) y Normalizacién de datos.
Ambos estadisticos permiten que los datos se hagan comparables entre si.
La informacion que generan permite que la informacion biolégica sea
robusta y evite al maximo las variaciones dadas por las réplicas técnicas.

2. Elaborar los estadisticos de clasificacidon para los atributos de estudio
(Mets/NoMets). Los estadisticos permiten generar informacion
estadisticamente relevante (p value), diferencias en las tasas de cambio en
la expresion génica (Fold Change) y niveles de confiabilidad (95%) en las
tasas de cambio en la expresion gendmica (Estadistico B).



3. Elaboracion de mapas de calor. Andlisis de grupos de genes. Este grafico
nos permite realizar similitudes entre grupos de estudio y niveles de

expresion relativa de genes.

RESULTADOS

Caracteristicas clinicas y moleculares tabla
A partir de los datos generales de los pacientes que ingresaron al Protocolo de

microarreglos (Tablal) se realiz6 el analisis univariado de las caracteristicas

asociadas a la respuesta Vs no respuesta al tratamiento con platinos de los

pacientes con CPCNP con celularidad mayor o igual al 70%. Establecimos ....

Tabla 1
CARACTERISTICAS CLINICO DEMOGRAFICAS DE LOS PACIENTES

Genero Mujer Hombre Total

36 (65.5%) 19 (34.5%) 55 (100)
Edad (Media) 55.1 afios 59.8 afos
Tabaquismo Positivo Negativo

28 (50.9%) 27 (49.1%)
Humo de Positivo Negativo
lefia 27 (49.1%) 28 (50.9%)
ACE Mas 10 Menos 10 Desconocido

26 (47.3%) 22 (40.0%) 6 (10.9%)
Respuesta RC + RP EE + PE

14 (25.5%) 23 (41.8%)
ECOG 0-1 Mas de 2

45 (81.8%) 10 (18.2%)
MUTACION EGFR KRAS ALK

18 (32.7%) 5 (9.1%) 3 (5.5%)
HISTOLOGIA ADENOCARCINOMA 55 (100%)
EC IV 55 (100%)
TRATAMIENTO BASADO EN PLATINOS 55 (100%)




Muestras analizadas
Se tomaron en total 486 biopsias de pacientes con sospecha de cancer de

pulmoén de Febrero de 2012 a Junio de 2014. De estas 486 biopsias 252
correspondieron a CPCNP. El subtipo adenocarcinoma se reportd en 152 de
las 252 biopsias y las 100 restantes pertenecieron a otros subtipos.

En las 152 biopsias con adenocarcinoma 82 tenian una celularidad > 60%, y
de estos 82 biopsias 71 tenian un RIN > 7. Para el estudios se tomaron solo
60 biopsias de las 71 con RIN >7.

Para el andlisis final se contaron solo con 55 muestras ya que 5 se
eliminaron por lo siguiente: En 2 biopsias se reportaron con histologia
adenoescamosa, 2 con cancer de mamay 1 con cancer de endometrio. De
estas 55 muestras solo 37 fueron objeto de valoracion de respuesta a

tratamiento con platino por tanto esta la n de estudio.

ANALISIS UNIVARIADO

Respuesta No respuesta p
Femenino 10 17
Genero ) 0.027
Masculino 4 6
) Positivo 8 9
Tabaquismo ) 1.137
Negativo 6 14
Menos de 10 6 13
ACE 2.15
Mas de 10 7 9
Positivo 6 14
Humo de lefia 1.13
Negativo 8 9
0-1 13 27
ECOG 0.28
Mas de 2 1 2
+) 6 +) 10
EGFR ¢ ¢ 0.023
()8 ()12
. ("3 (+)0
Mutaciones ALK 5.14
(11 ()22
+) 1 +) 3
KRAS ¢ ¢ 0.365
()13 ()19




Valores de Integridad del RNA.
Los valores de integridad del RNA extraido de las 55 Biopsias de CPCNP con

celularidad mayor o igual al 70% se evaluaron utilizando un sistema automatizado
gue extrae un algoritmo a partir del andlisis densitométrico. Estos datos generan
un electroferograma en donde el area bajo la curva de los trazos genera el dato de
integridad. Los valores de integridad que se obtuvieron para el analisis de

microarrglos oscilaron entre 6.90 y 8.30.

Imagen RIN

Control de Calidad (Correcion de Fondo y Normalizacion de Datos)
Con la finalidad de obtener los mejores resultados en el analisis de datos sin

perder informacion biologica relevante, se analizaron los estadisticos de
correccion de datos (correccién de fondo y normalizacién de datos). Concluimos,
gue la variabilidad de los 55 datos normalizados no son diferentes de los datos no

normalizados

Figura .
Pca

Clasificacion de Estadisticos

Se realizaron las tablas comparativas (Tabla ) en donde se establecieron los
grupos de datos (archivos.cel) relacionados con respuesta y no repuesta a
platinos. Se tomaron ambos grupos y se obtuvieron las listas de genes que
presentaban cambios en su expresion. Se obtuvieron tasas de cambio de -1.6 a
1.6 encontrandose 67 genes. Con tasas de cambio de -1.8 a 1.8 se hallaron 15
genes y con tasas de cambio de -2 a 2 se encontraron 4 genes. Entre el atributo
respuesta/no respuesta.



GENES ENCONTRADOS CON TASAS DE CAMBIO DE -2 A 2

GEN ASIGNADO SIMBOLO TASAS DE CAMBIO

NM_002543 OLR 1 2.19

INTRON

NM_003937 KYNU 2.15

NM_002630 PGC 211
DISCUSION

En el andlisis variado se observé que los pacientes con respuestas al tratamiento
con platinos son las mujeres si se compara el género. Ademas de los pacientes

con buen ECOG y con mutacion del EGFR.

Las listas de genes que presentaban cambios en su expresion. Se obtuvieron
tasas de cambio de -1.6 a 1.6 encontrdndose 67 genes. Con tasas de cambio de -
1.8 a 1.8 se hallaron 15 genes y con tasas de cambio de -2 a 2 se encontraron 4
genes. Entre el atributo respuesta/no respuesta. Los cuatro en contrados fueron
OLR-1, KYNU, PGC y un intron. Con estos datos buscaremos las funciones

celulares y sin indicencia en la carcinogénesis en cancer de pulmon.
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