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Introduccion

El cdncer de pulmdn es la primera causa de muerte de naturaleza neopldsica en México y el resto del mundo. La
enfermedad avanzada es el estadio clinico mds comun al momento del diagndsticoy conlleva un pronéstico sombrio.
La quimioterapia basada en platinos, es el tratamiento de eleccidn. Sin embargo, dada la toxicidad, su uso es
restringido. Las terapias dirigidas, como son los inhibidores de tirosina kinasa reversibles (TKls, por sus siglas en inglés)
(ej. Gefitinib y Erlotinib) han demostrado una respuesta terapéutica mayor sobre todo en aquellos pacientes con
mutacion en el factor del receptor de crecimiento epidérmico (EGFR, por sus siglas en inglés). Sin embargo, se han
descrito mutaciones secundarias que confieren resistencia a estos agentes. El Afatinib (BIBW 2992) es una molécula
qgue inhibe la trirosinsinasa irreversiblemente con actividad sobre el EGFR. En 2003 se inicia un ensayo clinico fase
Il en el Instituto Nacional de Cancerologia (INCan) para conocer la respuesta y toxicidad de ésta nueva molécula. El
objetivo del presente estudio es describir las caracteristicas demograficas, sociales y moleculares que condicionan la
respuesta terapéutica con un inhibidor de tirosina kinasa irreversible en pacientes con cancer pulmonar de células
no pequefias (CPCNP). Para ello, se realizé un ensayo clinico aleatorizado fase Il prospectivo en 66 sujetos que
recibieron 50mg de Afatinib en ciclos de 28 dias hasta la progresién de la enfermedad, toxicidad irreversible o muerte.
En el presente estudio, el Afatinib tuvo un perfil de toxicidad leve. Asimismo, se encontré una mayor tasa de
respuesta objeriva, sobrevida global asociada con el estado de mutacion en EGFR y de una reduccion sérica

en el HGF pre y post=tratamiento. Nuestros resultados sugierren que la mutacion del EGFR en conjunto con

la medicién del HGF podrian servir como biomarcadores de respuesta a la terapia con Afatinib.



Marco Tedrico del Carcinoma Broncogéncio

EPIDEMIOLOGIA MUNDIAL

Incidencia

El carcinoma broncogénico (CB) representa un problema de salud publica. De acuerdo con un estudio poblacional con
datos del Programa de Vigilancia Epidemioldgica (SEER, por sus siglas en inglés) de los Estados Unidos de América
(E.U.A), la tasa de incidencia (TI) global fue de 63/100,000 habitantes para el periodo de 1974-2003 . Por género, el
mismo estudio sefiala que la TI incrementd en para el género femenino de 26.6/100,000 habitantes durante el
periodo de 1974-1978 a 51.6/100,00 habitantes para el periodo de 1999-2003. En tanto, la TI en los varones
disminuyd de 92.7 a 80.9/100,000 habitantes durante los mismos periodos?®. Estadisticas mas recientes del SEER
sefialan que la Tl anual ajustada por edad para ambos sexos fue de 58.7/100,000 habitantes para el periodo 2008-

20122

Edad de apariciéon

El CB es una patologia que se presenta en edades avanzadas, con una mediana de edad de 70 afios. Segun el SEER, el
CB figurd dentro de las neoplasias con un incremento en 2 o mds afios en la edad de aparicidon durante el periodo de
1974-2003 1. El riesgo de desarrollar un CB a lo largo de la vida es de 1:12 en varones contra 1:16 en las mujeres,

seglin estimaciones del SEER?.

Mortalidad

La supervivencia global a 5 afios estimada para el periodo de 1974-2003 en las 17 regiones geograficas incluidas en el
SEER fue del 16% . Asimismo, segliin datos mas recientes del SEER la tasa de mortalidad global anual ajustada por
edad fue de 42.7/100,000 habitantes en el periodo 2008-20122. No obstante, existen variaciones sustanciales en la

sobrevida global asociadas tanto a factores personales y ocupacionales como a factores propios de la enfermedad.

Como funciéon del estadio clinico al momento del diagndstico, la sobrevida global puede variar del 54% para la
enfermedad localmente avanzada a menos del 5% para la enfermedad mestastdsica y constituye el factor prondstico
de mayor peso en la sobrevida a 5 afios®. La mediana de sobrevida estimada para el cdncer pulmonar de células no
pequefias y para el de células pequefias, el estadio clinico al momento del diagndstico se resume en las tablas 1y 23.
Otros factores asociados con un prondstico sombrio son la edad avanzada, el sexo masculino y la raza afro-
americana.(Trends & Clinical, 2013)* De acuerdo con el SEER, la supervivencia a 5 afios fue menor en poblaciones de

raza negra (13%) en comparacion con poblaciones caucdsicas (16%).



Tabla 1. Esquema de estatificacion simplificado, tratamiento y sobrevida a 5 afios del cdncer pulmonar de células no

pequefias 3.
. % al L, . Sobrevida a
Estadio diagnéstico Definicion Tratamiento 5 afios (%)
I 10a 20 Lesion aislada Cirugia £Quimioterapia >60
11 10a 20 Extensnorr]}“g;ngllonar Cirugiua *Radiaciéon £ Quimioterapia 40 a 50
IIIA 15 Extension mediastinal Quimioradiacion + Reseccion quirdrgica 25a 30
pero resecable Tabla 2.
111B 15 Irresecable Quimioterapia 10a 20
v 40 Metastasico Qmmloterapla_ :I:_cfwdad‘os‘de soporte y 1 Esquema de
radiacion paliativa
Fuente: NCCN Clinical Practice Guidelines in Oncology, www.nccn.org estatificacién
simplificado, tratamiento y sobrevida a 5 afios del cdncer pulmonar de células pequefias 3.
. % al - . . — Sobrevida
Estadio diagnéstico Definicién Tratamiento Media - onci
. i T i i3 + mi P ~ revaiencia
Limitado 30 a 40 Conﬂngdq a hemitorax Radlqtergpla .Q’wrlmpterapla 1 a 2 afios
ipsilateral +Radiacion profilactica craneal | estadio
Extendido 60 a 60 Quimipterapia £Radiacion profilactica alrededﬂor de
craneal 1 afio

Fuente: NCCN Clinical Practice Guidelines in Oncology, www.nccn.org clinico al
momento del diagndstico con mayor prevalencia a nivel global es la enfermedad metastasica (40%). En consecuencia,
el prondstico del CB es pobre con un alto indice de letalidad que permite una aproximacion estrecha entre la incidencia
y la mortalidad registradas en las estadisticas vitales rutinarias *. En la figura 1 podemos ver la prevalencia del estadio

clinico al momento del diagndstico y el porcentaje de sobrevida a 5 afos de la enfermedad para cada estadio clinico.

Figura 1. Prevalencia y sobrevida(SV) del Cdncer Broncogénico segtn estadio clinico al diagnéstico 2.
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Con respecto al efecto de las diferencias de género sobre la incidencia y la mortalidad cabe reparar en que el principal

factor de riesgo considerado es el tabaquismo. Luego, dado que la prevalencia y grado de exposicion en los fumadores

activos con base en el género es y ha sido distinta histéricamente las tendencias de mortalidad por cancer pulmonar

estandarizadas por género son diferentes 3.

Figura 2. Tasas de incidencia y mortalidad por 100,000 habitantes ajustada por edad para el periodo 1975-2012".
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EPIDEMIOLOGIA EN MEXICO

En México, de acuerdo con el GLOBOCAN para el afio 2008 la tasa de mortalidad es de (9.0) con un riesgo de atribuible

de muerte igual a 1.58. (Fig. 3)
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Figura 3. Tasa de mortalidad ajustada para todas las edades por 100,000 habitantes [Fuente: GLOBOCAN 2008 (IARC)] S

<9.7 <188 W <273 W<39 M<460

De acuerdo con el instituto nacional de estadistica y geografia (INEGI), en México, las muertes atribuibles por CB han
incrementado. Para 1998, de acuerdo con los registros de defunciones del equivalian a 6,210 casos, para el 2011, el
numero de muertes secundarias a esta causa fué de 6,730 casos. Sin embargo, este incremento ha sido mas
pronunciado en las mujeres; en quienes para 1998 reportaban alrededor de 1,900 muertes y para el 2011 registran

cerca de 2,500 muertes anuales, lo que significé un incremento de casi el 30% °.

FACTORES DE RIESGO

El cdncer pulmonar, al igual que muchas otras neoplasias deriva de una acumulacidn gradual de anomalias genéticas
gue transforman el epitelio bronquial benigno en tejido neoplasico. Estas anomalias, se adquieren por la interaccién
sinérgica entre a) la exposicién a agentes neumo-oncoldgicos y b) la susceptibilidad individual del huésped a estos

agentes.

De acuerdo con la organizacién mundial de la salud, un factor de riesgo es cualquier rasgo, caracteristica o exposicion
de un individuo que aumente su probabilidad de sufrir una enfermedad o lesidn. Los factores de riesgo mas
importantes para el desarrollo de CB se puedes clasificar en aquellos ocupacionales y ambientales, personales y

asociados al consumo de tabaco y seran descritos a continuacion.

Ocupacionales y ambientales
Dentro de los factores de riesgo ocupacionales y ambientales descritos con mayor frecuencia para el desarrollo del CB

estd la exposicidn a raddn, asbesto, arsénico y la contaminacién ambiental.

El raddn es un gas inholoro, incoloro y sin sabor radiactivo que se origina naturalmente al descomponerse el uranio
en el sueloy las rocas. El riesgo de cancer de pulmdn debido al raddn es mucho menor que el riesgo que causa el humo

del tabaco. Sin embargo, el riesgo por radén es mucho mayor en las personas que fuman que en las que no fuman 3.

11



La exposicion laboral a fibras del asbesto es un importante factor de riesgo para el cancer de pulmadn. Los estudios han
encontrado que las personas que trabajan con asbesto (en algunas minas, molinos, fabricas textiles, lugares donde se
ha usado material de aislamiento, astilleros, etc.) tienen una probabilidad varias veces mayor de morir de cancer de

pulmdn y mesotelioma, un tipo de cancer que se inicia en la pleura 72,

Con respecto al arsénico, estudios realzados en personas que viven en partes del sureste de Asia y América del Sur
donde existen altos niveles de arsénico en el agua potable han descubierto un mayor riesgo de cancer de pulmén. En
la mayoria de estos estudios, los niveles de arsénico en el agua eran muchas veces mads elevados que los niveles
usualmente registrados en los Estados Unidos, incluso en dreas donde los niveles de arsénico estdn por encima de lo

normal °.

Finalmente, la contaminacidn del aire (especialmente las cercanas a carreteras con mucho trafico) parece aumentar
ligeramente el riesgo de cancer de pulmadn. Este riesgo es mucho menor que el que ocasiona el hdbito de fumar, pero
algunos investigadores calculan que a escala mundial alrededor del 5% de todas las muertes por cadncer de pulmén se

pueden deber a la contaminacidn del aire exterior °.

Personales

Existen diferentes factores de riesgo asociados al hospedero, que se han asociado con una mayor probabilidad de
presentar CB, tales como el género, la raza, el estado socioeconémico, los antecedentes familiares y la exposicion
previa a radioterapia. Como ya se menciond, el género masculino, la raza afroamericana y un nivel socio econémico
bajo han sido reportados como los factores del hospedero asociados con un riesgo de 2 a 3 veces mayor para presentar
CB °. Con respecto a los antecedentes familiares, actualmente se desconoce el riesgo asociado, sin embargo, se ha
descrito que los hermanos, hermanas e hijos de aquellas personas que han padecido cancer de pulmdn pueden tener
un riesgo ligeramente mayor de padecer ellos mismos el cancer de pulmdn, especialmente si un familiar fue
diagnosticado a una edad mas joven.

Por otro lado, las personas que han recibido radioterapia en el pecho para tratar otros tipos de cancer tienen un mayor
riesgo de padecer cancer de pulmdn, particularmente si fuman; por ejemplo, las personas que han recibido
tratamiento contra la enfermedad Hodgkin o mujeres con cancer de seno que han recibido radiacién después de una
mastectomia >,

Asociados con el consumo de tabaco

Fumar, es el factor de riesgo mds importante del cancer de pulmdn. A principios del siglo veinte, el cancer de pulmén
era una enfermedad mucho menos comun que otros tipos de cdncer 2. Sin embargo, esto cambié cuando comenzaron
a venderse los cigarrillos empaquetados y éstos se hicieron facilmente disponibles, lo que ocasiond que mas personas
comenzaran a fumar. Al menos 80% de las muertes por cancer de pulmon se debe al habito de fumar. El riesgo de

cancer de pulmén entre los fumadores es 7 a 30 veces mayor que entre los no fumadores 3.

Del mismo modo, respirar el humo que otros producen (humo de segunda mano o humo de tabaco ambiental)
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aumenta el riesgo de cancer de pulmdn. Una persona que no fuma, pero que vive con un fumador tiene un mayor
riesgo de alrededor de 20% a 30% de cancer de pulmén. Los trabajadores que han estado expuestos al humo del

tabaco en su drea de trabajo también tienen mas probabilidades de padecer cédncer de pulmdn .

Asociados a la exposicion al humo de lefia

Se ha reportado que el humo de la madera produce cambios similares en la expresién de p53, fosfo- p53 y MDM2
similares a las provocada por el humo del tabaco . El estudio de Delgado J y cols., aproximadamente el 38,7% de los
pacientes con cancer de pulmdn examinados tenia una asociacidn con la exposicion al humo de lefia, la mayoria de
ellos mujeres que viven en zonas rurales. En este eesudié, también se encontré que el tipo histolégico de

adenocarcinoma estaba presente en el 46,7% de estos pacientes®.

DIAGNOSTICO Y CLASIFICACION

Histologia

El CB se divide histolégicamente en dos grandes grupos: cancer pulmonar de células pequefias (CPCP) y el cancer
pulmonar de células no pequerias (CPCNP). EI CPCNP es la variante histologica mas comun y constituye del 80 al 85%
de los casos de cancer pulmonar. EIl CPCNP se subdivide a su vez en tres subtipos histoldgicos que toman el nombre
del tipo de células en dénde se desarrolla el cancer: carcinoma de células escamosas (también llamado carcinoma

epidermoide), adenocarcinoma y carcinoma de células grandes .

Estatificacion

La estatificacion clinica del CB se realiza con base en el TNM, que evalla el tamafio tumoral, la extensidn ganglionar
(ej. ganglios hiliares mediastinicos) y la diseminacion a distancia (ej. higado, glandulas suprarrenales, médula ésea y
cerebro). Una estatificacién precisa es fundamental para planear el tratamiento mas adecuado para cada paciente.
En la siguiente tabla 3 podemos ver la clasificacién TNM y los estadios del CPCNP en el momento del diagndstico segun

la Asociacién Americana contra el Cancer (AJCC) 3.
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Tabla 3. Estatificacion TNM del Carcinoma Broncogénico

Tumor primario (T) Descripcion
T« Células neoplasicas presentes en secreciones pero no
visibles en la Rx de térax y mediante la broncoscopia
To Sin evidencia del tumor primario
Tumor de hasta 3 cm de didmetro rodea- do de parenquima
T1 pulmonar sano o pleura visceral sin compromiso del

bronquio lobar
Tumor de mas de 3 cm de diametro o que invade la pleura
visceral; tiene asociada atelectasia o neumonitis obstructiva

T2 hasta el hilio. Extension distal maxima de hasta 2 cm de la
carina.
Tumor de cualquier tamafio que com- prometa la pared
T3 toracica, el diafragma, la pleura mediastinica o el pericardio
y sin afectar los vasos o visceras vecinas, o tu- mor a menos
de 2 cm de la carina
Tumor de cualquier tamafio que comprometa grandes
T4 vasos vecinos o la carina. Presencia de derrame pleural
neoplasico
Ganglios linfaticos Descripcion
regionales (N)
NO No se demuestra compromiso ganglionar
N1 Metastasis en ganglios peribronquiales, hiliar homolateral o
ambos
N2 Metastasis en el mediastino homolate- ral y /o ganglios
linfaticos subcarinales
Metdstasis en ganglios mediastinicos contralaterales, hiliar
N3 contralateral y escale- no o supraclavicular homolateral y/o
contra- lateral
Metastasis (M) Descripcidn
MO Sin metdstasis a distancia demostrables
M1 Con metastasis a distancia demostrable
Estadio Descripcion
IA T1NOMO
IB T2NOMO
IIA T1IN1MO
11B T2N1MO, T3NOMO
ITIA T3N1MO, T(1-3)N2MO
11IB T4N(0-3)MO, T(1-4)N3MO
v T(cualgquier)N(cualquier)M1

TRATAMIENTO ESTANDAR

El tratamiento estandarizado del CB depende del tipo histolégico y estadio clinico. A continuacién se describen las

opciones terapéuticas disponibles estandarizadas para el tratamiento del CB.

Cirugia
El tratamiento quirdrgico es de eleccidén para el estudio temprano de la enfermedad (I Y Il); La lobectomia y la
linfadenectomia es el proceder minimo que se debe realizar con caracter oncolégico y menor morbilidad y mortalidad

asociada; otros tipos de resecciones incluyen a la neumonectomia, bilobectomia y reseccién en cufia ¥4,
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En los estadios | y Il siempre esta indicada la cirugia, en el estadio llla la cirugia ha demostrado que prolonga la
sobrevida a 5 afios del 10 % al 20% siempre que la reseccion quirurgica sea completa. En los estadios lllb y IV no esta
indicada, con una excepciéon: aquellos casos con metastasis cerebral Unica y tumor tordcico resecable, pudiendo
conseguir en estos pacientes una sobrevida a 5 afios de hasta el 25%. A veces, al diagndstico la neoplasia se presenta
con un nédulo Unico en cada pulmén y el tratamiento debe considerar el de peor prondstico o el tumor mas avanzado.
La cirugia se puede efectuar con criterio paliativo en los casos de hemoptisis, abscedaciéon o presencia de dolor
intratable. Los resultados de la cirugia han mejorado en la ultima década, con menor del 4% de morbimortalidad y
aproximadamente 30% de recidiva locales. Numerosos ensayos han utilizado la quimio- terapia o radioterapia neo
adyuvante en pacientes con compromiso ganglionar (N2), pudiendo ser posteriormente resecado el 50% de los

tratados 3.

Radioterapia

Puede ser una alternativa de la cirugia cuando ésta presenta excesivo riesgo. Se puede obtener un control local en el
60% de los pacientes con estadio Il y una sobrevida del 20% a 5 aios. La dosis habitual aplicada es de 50-60 Gy. Una
segunda utilidad de la radioterapia es la paliativa en la enfermedad avanzada, como terapéutica anti-algida, cuando

existe atelectasia, en los casos de hemoptisis y en el sindrome de la vena cava superior 3>18,

La radioterapia cerebral profilactica reduce el riesgo de presentar metdstasis cerebrales y se asocia a un aumento
significativo de la sobrevida del 5% a tres afios; parece que la mejor indicacidn consiste en dosis totales de 3000 cGy

administradas en 10 fracciones luego de completada la quimioterapia y dentro de los 3 a 5 meses del diagndstico 8.

Quimioterapia

Estd indicada en los estadios lllb y IV. La mayoria de las recaidas son por metastasis a distancia, constituyendo ésta
una fuerte razén para el uso de quimioterapia pre o postoperatoria 3. En teoria, la quimioterapia postoperatoria
deberia eliminar las micrometastasis ocultas y mejorar la sobrevida. Generalmente se usan regimenes basados en
cisplatino, y de segunda linea se sugiere el uso de etopdsido; Otros agentes activos serian: vincristina, paclitaxel,
docetaxel, vinorelbine, gemcitabine, vindesina, ciclofosfamide, entre otros. Las combinaciones de dos o tres drogas

activas producen 80-90% de respuesta con 10-50% de respuestas completa, dependiendo del estadio 18,
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PERFIL MOLECULAR DEL CANCER BRONCOGENICO

El cancer pulmonar, al igual que muchas otras noplasias deriva de una acumulacién gradual de anomalias genéticas
que transforman el epitelio bronquial benigno en tejido neoplasico. Estas anomalias, se adquieren por la interaccion
sinérgica entre a) la exposicidn a agentes neumo-oncoldgicos y b) la susceptibilidad individual del huésped a estos
agentes. Las mutaciones en los oncogenes o genes conductores, es relevante, debido a que las mutaciones derivadas
de un oncogen "conductor" conducen a la activacion constitutiva de proteinas de sefializacién mutantes que inducen

y mantienen la tumorigénesis®e.

Las mutaciones se pueden encontrar en todas las histologias del CB (incluyendo adenocarcinoma, carcinoma de células
escamosas (SCC) y el carcinoma de células grandes) y en diferentes grupos poblacionales (ej. Fumadores, no
fumadores). Sin embargo, se ha reportado que la prevalencia de cada una de estas mutaciones difiere entre
poblaciones, en funcién de caracteristicas demograficas, como relacionadas con exposicién a diferentes agentes
oncogénicos (ej. Tabaquismo, humo de lefia) y del tipo histolégico. En los pacientes fumadores, por ejemplo, la
mutacidon del gen K-ras supone la alteracién genética mds frecuente encontrada en alrededor del 35% de los pacientes,
seguida por la mutacidn en el EGFR (15%). En tanto, en poblaciéon no fumadora, la mutacidn del EGFR se presenta en

cerca del 50% de los pacientes caucdsicos con CB**17%9,

Lo anterior, ademas de sugerir la existencia de diferentes vias patogénicas en el desarrollo del CB, da pauta para el
estudio de subconjuntos poblacionales en funcién del perfil de mutaciones del tejido tumoral. A continuacién se
decribiran los oncogenes que se encuentran mutados con mayor frecuencia, asi como su asociacion con la respuesta

a terapias dirigidas contra el factor de crecimiento epidérmico (EGFR).

EL ONCOGEN DEL VIRUS DEL SARCOMA DE RATA KIRSTEN (KRAS)

El oncogen KRAS (homadlogo al oncogén del virus del sarcoma de rata Kirsten), pertecene a las proteinas RAS, las cuales
son pequeiias GTPasas que activan a la gunaosina de trifosfato al desplazar el fosfato del fosfo-inositol bifosbato. Las
proteinas Ras son mediadores centrales de la sefalizacion rio abajo del receptor del factor de crecimiento y por lo
tanto son criticos para la proliferacién celular, la supervivencia y la diferenciacion. El KRAS puede activar varios
efectores corriente abajo, incluyendo la via PI3K-AKT-mTOR, que estd implicada en la supervivencia celular, y de la via
RAS-RAF-MEK-ERK, que estd implicado en la proliferacidn celular (Figura 4)%.

El oncogen K-RAS ha sido implicado en la patogénesis de varios tipos de cdncer. La activacién de mutaciones en el gen
RAS resultado en la activacidn constitutiva de la RAS GTPasa, incluso en ausencia de sefializacion del factor de

crecimiento. El resultado es una sefial de proliferacidn sostenida dentro de la célula?®.
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Aproximadamente el 15-30% de los pacientes con adenocarcinoma de pulmdn tiene tumores con mutaciones en el
oncogen KRAS. Las mutaciones en el oncogen KRAS son comunes en el carcinoma de células escamosas . En la
mayoria de los casos, estas mutaciones son mutaciones de sentido erréneo que introducen una sustituciéon de
aminodcido en la posicién 12, 13, o 61. El resultado de estas mutaciones es la activacidén constitutiva de las vias de

sefalizacion KRAS.

Figura 4. Esquema de las vias de MAPK y PI3K . Factor de crecimiento de union al receptor de los resultados de la
tirosina quinasa en la activacion de la via de sefializacion MAPK ( RAS- RAF- MEK- ERK) y de la via PI3K (PI3K - AKT -

mTOR) . La letra " K " dentro del esquema denota el dominio tirosina quinasa.

Growth
Factor

1 Survival

Proliferation

En la gran mayoria de los casos, las mutaciones KRAS se encuentran en los tumores negativos para las mutaciones de
EGFR o ALK; en otras palabras, las mutaciones de KRAS suelen ser mutuamente excluyentes tanto con las mutaciones
en EGFR cdmo los re arreglos en ALK. Por lo tanto, la mutaciéon KRAS define un subconjunto molecular distinto de la
enfermedad. Las mutaciones KRAS se encuentran con mayor frecuencia en pacientes fumadores y con menor
frecuencia en los no fumadores y son menos comunes en Asia del Este vs. pacientes de EE.UU. o Europa??®,

El papel de KRAS, ya sea como un factor prondstico o predictivo en el CB se desconoce en este momento. Muy pocos
ensayos prospectivos aleatorizados han completado utilizando KRAS como un biomarcador para estratificar opciones
terapéuticas en la enfermedad metastasica. Sin embargo, algunos estudios sugieren que las mutaciones en el oncogen
KRAS son predictores negativos de la respuesta a los inhibidores de tirosina quinasa32. Dichos estudios son resumidos
en la tabla 4, en ella se observa que la tasa de respuesta a medicamentos como gefitinib o erlotinib en pacientes

mutados va del 0 al 5% mientras que en pacientes no mutados esta va del 7 al 30%%*.
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Tabla 4. Resumen de los principales estudios evaluando el valor predictivo de la mutacion en el oncogén K-ras con

respecto a la quimioterapia basada en Gefitinib o Erlotinib

Autor Medicamento Prevalencia de | Tasa de | Tasa de
pacientes con | respuesta en | respuesta
mutacion en K-Ras | mutados en no

mutados

Jackman? Erlotinib 17% (6/35) 0% 14%

Zhu? Erlotinib 17% (20/176) 5% 10%

Miller® Elotinib 29% (18/62) 0% 30%

Massarelli?® Elotinib/Gefitinib 30% (16/54) 0% 7%

Hirsch® Gefitinib 16% (36/102) 1% 7%

Hirsh 3¢ Gefitinib 9% (12/140) 0% 8%

Han 3! Gefitinib 15% (9/60) 0% 27%

Factor de crecimiento hepatocitico (HGF)

El factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) es un factor de crecimiento que demuestra capacidad e importante
habilidad para promover la reparacion del tejido y la regeneracién de varios érganos posterior al daiio. El HGF ejerce
sus efectos bioldgicos a través de su receptor transmembranal (c-Met) con actividad de cinasa de tirosina®.

El ligando c-MET, participa tanto en la resistencia intrinseca y adquirida a los inhibidores del EGFR 33, Las células
tumorales y mesenquimales son responsables del aumento de la produccidén de HGF, dando lugar a paracrinay /o la
activacion de ¢ -MET autocrina. Este eje genera resistencia a la ITC reversibles al perpetuar la sefializacién a través de
MAPK / ERK y PI3K vias / AKT. En tumores inicialmente con mutaciones en el EGFR mutado y sensibles, una
amplificacion focal del protooncogen c -MET sea asociado con resistencia terapéutica a los inhibidores de tirosincinasa

reversibles 3316,

Quinasa de linfoma anaplasico (ALK)

La quinasa de linfoma anapldsico (ALK) es un receptor tirosina quinasa que es aberrante en una variedad de tumores,
incluyendo el CB. Todas las fusiones de ALK involucran al dominio de la tirosina cinasa ALK3**. La prevalencia de esta
anomalia molecular es generalmente baja; estudios en diferentes paises han mostrado un promedio de 3,8% con una
amplia variacidn que van desde 0,4% a 13,4%. Hasta la fecha, la prevalencia global en grandes series no seleccionada
llevado a cabo en las poblaciones de Asia (4,2%) y occidental (3,4%) parece similar 33%4°_Sin embargo, la prevalencia
del reordenamiento de ALK puede ser tan alta como 13% -18% en pacientes seleccionados *>%¢. Asi, dentro de las
caracteristicas clinico-patoldgicas asociadas con una mayor frecuencia de re-ordenamientos de ALK se encuentran
aquellos pacientes jovenes, no fumadores, o bien con un tabaquismo ligero (<20 cigarrillos/dia), que presentan una

histologia de adenocarcinoma y en particular con un subtipo histoldgico sdélido-, micro papilar-, papilar-o en anillo de
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sello. La presencia de ALK se considera generalmente que ser mutuamente excluyentes para EGFR y KRAS mutaciones
34-3745-47- Sin embargo, las fusiones ALK pueden coexistir con otras mutaciones asociadas con el cdncer pulmonar, pero
estos dobles-hits moleculares son raros ¥’. Finalmente, los rearreglos en ALK se han asociado con una mala respuesta

alos ITC 4+,

Receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) es un miembro de la familia erbB de receptores
transmembrana de tirosin-quinasa, dentro de los cuales se incluyen: erbB1 (HeR-1 o0 eGFR), erbB2 (o Her-2/neu), erbB3
(o HeR-3) y el erbB4 (o HeR-4). En el siguiente esquema se muestra al EGFR (Figura 5). EI EGFR es una glicoproteina
transmembrana de 170 Kd de peso molecular que posee un dominio extracelular, una porcién transmembrana y un
componente intracelular; este receptor se encuentra en la membrana celular como mondmero inactivo y cuando se
produce la unién del ligando con el componente extracelular se genera una dimerizacién con algin receptor
homdnimo (homodimerizaciéon), o bien una unién pareada con otro miembro de la superfamilia erbB,
(heterodimerizacién). Algunos de los ligandos enddgenos conocidos que pueden activar el eGFR son el tGF-a

(transforming growth factor alfa), el HB-GF (heparin-binding growth factor), la betacelulina y la epirregulina %18,

La dimerizacién del EGFR produce una fosforilacién cruzada del carbonoterminal del residuo de la tirosina que se
encuentra en el dominio intracelular. Esta fosforilacion origina una cascada de sefiales de transduccidn intracelulares
que incluyen las vias MAPK (Ras/mitogen-activated protein kinase) y Pi3-K/Akt (phosphatidylinositol-3-kinase/Akt),
generando reacciones intracelulares en serie que se traducen en un incremento de la proliferacion celular, en la
movilidad, adhesién, invasién tisular, bloqueo de la apoptosis y resistencia a la quimioterapia. La expresion del EGFR
es comun en diversos tejidos epiteliales normales, no obstante, se encuentra elevada en numerosos tumores sélidos.
Se ha estimado que del 15 al 80% de los CPCNP presentan sobreexpresién del EGFR, de estos 40% demuestran

amplificacion del gen, y entre el 15% y 30%, exhiben mutaciones en los exones 18 a 21 ¢ (Figura 5).

Figura 4b. Esquema de la prevalencia y localizacion de las variantes de mutacién en el receptor del factor de crecimiento epidermoide.
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AL747-5752
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Mutations associated
with drug sensitivity

Fuente: Sharma et al., Nature Reviews Cancer 2007 Y/
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INHIBIDORES DE TIROSINA CINASA (ITC)

Durante la Ultima década, se ha hecho evidente que los pacientes con CB pueden ser agrupados en subconjuntos mas

especificos en funcidn del perfil de mutaciones del tumor a nivel molecular.

El EGFR juega un considerable papel en la carcinogénesis y su sobreexpresion ha sido relacionada con enfermedad
avanzada y peor prondstico. Las mutaciones que afectan al dominio tirosin-quinasa solo se han descrito en el CPCNP,
y las mas frecuentes se encuentran en el exdn 19y en el exdn 21 8, Estas mutaciones se determinan en tejido tumoral
introducido en parafina y estan especialmente asociadas con el subtipo adenocarcinoma, sobre todo los
bronquioloalveolares, y con las mujeres de origen oriental y no fumadoras. Los pacientes con estas mutaciones tienen
alta probabilidad de responder a las terapias anti-EGFR. Actualmente, los fdrmacos de este grupo con los que se tiene
mas experiencia son el Erlotinib y el Gefitinib; ambos inhiben de forma reversible la actividad catalitica del receptor,
interrumpen la transduccién de la sefial de crecimiento y producen un efecto antitumoral. Son los que mas
estrechamente se han asociado con la respuesta parcial o mejoria clinica de los pacientes con mutaciones en el gen

EGFR*4,

En un ensayo clinico aleatorizado fase Il se demostré que los pacientes tratados con Erlotinib se asociaron con una
sobrevida libre de progresion mayor que aquellos tratados con quimioterapia (QT) en primera o segunda linea de
tratamiento (p=0,001). Del mismo modo la tasa de respuesta global con Erlotinib fue mayor en comparacién con la
tasa de respuesta global en los pacientes tratados con quimioterapia , sobre todo en los no fumadores. Este fue el
primer estudio que confirmd que un anti-EGFR prolonga la supervivencia después de QT de primera o segunda linea,

y su uso clinico fue aprobado en Estados Unidos en 2004 *°.

En nuestro medio, la mutacién del gen del EGFR se observa en aproximadamente el 15% de los CPCNP. Alrededor del
75% de los casos con esta mutacion responden al tratamiento con Erlotinib/Gefitinib, mientras que entre los no
mutados solo responde el 10%. Sin embargo, casi todos los pacientes inicialmente respondedores acaban
desarrollando progresidn de la enfermedad **. Las causas de esta resistencia adquirida a los farmacos anti-EGFR no
son del todo conocidas, pero parecen implicados diferentes mecanismos, como mutaciones secundarias del EGFR o

amplificacion del oncogén MET.

El Afatinib es un fdrmaco reciente, es un inhibidor irreversible de la familia de receptores ErbB y bloquea de forma
irreversible el EGFR (ErbB1) y al resto de miembros relevantes de la familia de receptores ErbB, los cuales desempefian
un papel esencial en el crecimiento y la diseminacidn de los cdnceres mas agresivos y los asociados a una elevada
mortalidad®. A diferencia de otros compuestos cuya accién es reversible, la unidén covalente, y por tanto irreversible,
de Afatinib proporciona un bloqueo duradero, selectivo y completo de la familia de receptores ErbB, por lo que puede

dar lugar a un beneficio terapéutico distinto >°>".

En las tablas 5 y 6 se resumen los resultados de ocho ensayos aleatorios que comparan la la el efecto de la
guimioterapia contra agentes dirigidos EGFR (por ejemplo, gefitinib, erlotinib o afatinib) en la sobrevida libre de
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progresion (Tabla 5) y en la sobrevida global (Tabla 6) en pacientes portadores de mutaciones del EGFR. En ellas, se
observa que los ITC se asociaron con un beneficio mayor en la supervivencia libre de progresién (tabla 5), sin modificar

la supervivencia global (Tabla 6) en pacientes con mutacién en EGFR>*>°,

Tabla 5.Comparacion en el tiempo de sobrevida libre de progresion (SLP) en pacientes con mutacién en EGFR vs.
Quimioterapia basada en platinos. (Revision de 8 ensayos clinicos controlados).

Sobrevida libre de progresion (meses)
Quimioterapia basada

Estudio(referencia) ITC EGFR TKI en Platinos HR Valor p
IPASS [62] 9.5 6.3 0.48 <0.001
NEJOO02 [61] 10.8 5.4 0.30 <0.001
WTOG 3405 [53] 9.2 6.3 0.49 <0.001
OPTIMAL [56] 13.1 4.6 0.16 <0.001
EURTAC [57] 9.7 5.2 0.37 <0.001
LUX-Lung 3 [60] 11.1 6.9 0.58 <0.001
LUX-Lung 6 [59] 11.0 5.6 0.28 <0.001

Tabla 6.Comparacion en el tiempo de sobrevida global (SG) en pacientes con mutacién en EGFR vs. Quimioterapia

basada en platinos. (Revisidon de 8 ensayos clinicos controlados).

Sobrevida Global (meses)
Quimioterapia
Estudio basada en

(referencia) EGFR TKI platinos HR Valor p

IPASS [62] 21.6 21.9 1.00 0.99

NEJOO2 [61] 30.5 23.6 NR 0.31

WTOG 3405 [53] 30.9 NR 1.64 0.21

OPTIMAL [56] 22.6 28.8 1.06 0.68

EURTAC [57] 19.3 19.5 1.04 0.87

LUX-Lung 3 [60] NR NR 1.12 0.60

LUX-Lung 6 [59] 22.1 22.2 0.95 0.76
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Justificacién

El cancer de pulmdn de células no pequefias (CPCNP), sigue teniendo un mal prondstico. El impacto positivo de la
guimioterapia se ve limitado por el desarrollo de resistencia intrinseca y adquirida, que se manifiesta clinicamente por
progresidon temprana y respuestas transitorias. Los regimenes actuales de quimioterapia tienen una eficacia limitada;
con un modesto beneficio en términos de supervivencia y conllevan una toxicidad significativa que da lugar a que
muchos pacientes no puedan recibir este tratamiento, incluso en el marco de terapia de primera linea. Por lo tanto,
hay una gran necesidad de proporcionar a los pacientes agentes menos téxicos, como las novedosas terapias dirigidas,

con el potencial de mejorar la eficacia y mantener una buena calidad de vida con una baja toxicidad.

El Afatinib (BIBW 2992) es un inhibidor irreversible del Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico tipo I/l
(EGFR/HER2) gue ha mostrado beneficios como agente Unico en pacientes pre-tratados que han progresado a pesar
de la quimioterapia basada en platino, con toxicidad minima en comparacién con la quimioterapia. Actualmente
también esta siendo evaluado como tratamiento de primera linea en CPCNP avanzado y mutaciones del receptor del
factor de crecimiento Epidérmico (EGFR), con promisorios resultados preliminares de eficacia. En un estudio fase Il de
un brazo se usd BIBW 2992 en pacientes con adenocarcinoma pulmonar y con mutaciones del EGFR, se demostro el
beneficio clinico definitivo brindado por el inhibidor del EGFR irreversible BIBW 2992 en pacientes con cancer de

pulmén.

En resumen, durante la Ultima década, el prondstico del CB ha mejorado gracias a la aparicién de nuevos farmacos
gue han mejorado la supervivencia de la enfermedad avanzada. Sin embargo, es evidente la necesidad de mejorar la
tanto la eficacia de estos tratamientos, como la definicién de subgrupos prondsticos. Una alternativa promisoria para
alcanzar dicho objetivo, es el desarrollo de factores prondsticos y predictivos incorporando marcadores bioldgicos. El
objetivo de estos ultimos, es ayudar a definir el prondstico individual de grupos clinicos a fin de definir aquellos
pacientes que pueden requerir otros tratamientos y asignar tratamientos mas eficaces en funcién del perfil genético.
El Afatinib (BIBW 2992) al ser una terapia novedosa y menos toxica plantea un desafio con el fin de determinar de
delimitar la subpoblacidn a beneficiar con esta nueve terapia y con ello optimizar los recursos destinados al paciente

oncoldgico.
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Pregunta de Investigacién
¢Qué relacién existe entre la expresion del EGFR, HER2 (nimero de copias) y HGF con la tasa de respuesta en

individuos con cancer de células no pequefias tratados con BIBW 29927?

Objetivo General

Describir la relacién entre los factores demograficos, clinicos y moleculares (la expresién del EGFR, HER2 y HGF) con
la tasa de respuesta en individuos con cancer de células no pequeiias tratados con un Afatinib (BIBW 2992), un

inhibidor de tirosincinasa irreversible dual.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Describir poblacion estudiada con base en factores demograficos, clinicos y de respuesta terapéutica con
BIBW 2992

. Describir la poblacion estudiada con base en la frecuencia y distribucion de las mutaciones en EFGR, HER2
y HGF

. Analizér la relacién entre factores demogréficos y clinicos con la supervivencia libre de progresién en

individuos con cancer de células no pequefias tratados con BIBW 2992.
. Analizar la relacion entre la expresion del EGFR, HER2 (nimero de copias) y HGF con la supervivencia libre

de progresion en individuos con cancer de células no pequefias tratados con BIBW 2992.
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Metodologia

DISENO

Ensayo clinico fase Il, longitudinal, prospectivo.

POBLACION DE ESTUDIO

Se incluyeron 66 pacientes con CPCNP desde Enero 2012 a Junio 2014 provientes de la unidad de Oncologia Toracica

del Instituto nacional de Cancerologia (INCan).

CRITERIOS DE INCLUSION

1.

10.

11.

12.

13.

Diagndstico de cancer pulmonar de células no pequenas (etapas IlIB o IV) no operable, localmente

avanzado, recurrente o metastdsico, histolégica o citoldgicamente documentado.

Enfermedad medible

18 afios de edad o mayores.

Una evaluacidn con respecto a la clasificacidon del estado funcional (ECOG, por sus siglas en inglés) de 0-3
Expectativa de vida al menos de 12 semanas.

Pacientes con cancer pulmonar de células no pequefias avanzado, etapas IlIB/IV que hayan recibido,
cuando menos, un ciclo de quimioterapia sistémica estandar basada en platinos de primera o segunda

linea y se haya documentado falla a dicho tratamiento.

No son admisibles mds de 2 regimenes previos de quimioterapia. Los pacientes deben haberse recuperado
de cualquier efecto toxico y deben haber transcurrido cuando menos de 2 semanas desde la ultima dosis
antes de su registro (14 dias para vinorelbine y otros alcaloides de la vinca o gemcitabina). Los pacientes
que en opinidn del investigador se encuentren plenamente recuperados de cirugia por 4 semanas como
minimo, también pueden ser considerados para el estudio. Los pacientes deben haberse recuperado de

cualquier toxicidad grave (CTC < 1) causada por cualquier terapia previa.

Recuento de granulocitos 21.5x 109/L y recuento de plaquetas >100x 109/L.

Bilirrubina sérica debe estar <1.5 del limite normal superior.

AST y/o ALT <2 ULN (6 <5 x ULN cuando sea claramente atribuible a |la presencia de metastasis hepaticas).
Creatinina sérica < 1.5 (ULN) o depuracion de creatinina > 60ml/min.

Capacidad para cumplir con los procedimientos del estudio y del seguimiento.

Prueba de embarazo negativa dentro de las 72 horas previas al inicio de la terapia en todas las mujeres

en edad reproductiva.
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14.

15.

Empleo de al menos un método anticonceptivos eficaz en todos los pacientes con potencial reproductivo.

Consentimiento informado por escrito (firmado) de participacidn en el estudio.

CRITERIOS DE EXCLUSION

Los pacientes que cumplieron con cualquiera de estos criterios de exclusion no fueron incluidos.

1.

10.

11.

Padecer cualquier enfermedad sistémica inestable (incluyendo infeccion activa, hipertension grado 4,

angina inestable, insuficiencia cardiaca congestiva, enfermedad hepatica, renal o metabdlica).

Tratamiento previo con terapia sistémica antitumoral con inhibidores de EGFR (Inhibidores de Tirosina-

Cinasa).

Cualquier otra patologia maligna dentro de los 5 afios previos (excepto para carcinoma in situ del cuello

uterino o cancer de piel de tipo basocelular tratados adecuadamente).

Se excluyen a pacientes con metdastasis cerebrales o compresidon de la médula espinal de diagndstico
reciente y/o que no hayan sido tratados definitivamente con cirugia y/o radiacidn; se admiten aquellos
pacientes con metdstasis en SNC o compresién de médula espinal previamente diagnosticadas y tratadas,
con evidencia de enfermedad estable (clinicamente estable en los estudios de imagen) por un minimo de

2 meses.

Cualquier anormalidad oftalmolégica significativa, especialmente sindrome severo de sequedad de ojos,
gueratoconjuntivitis sicca, sindrome de Sjogren, queratitis severa por exposicién y cualquier otro trastorno
gue pueda incrementar el riesgo de lesion epitelial de cdrnea. No se recomienda el uso de lentes de
contacto durante el estudio. La decisién de continuar con el uso de lentes de contacto debe ser discutida

con el oncélogo encargado del tratamiento del paciente y con el oftalmdlogo.

Pacientes que no puedan tomar medicacidn oral, que requieran nutricién intravenosa, que hayan sido
sometidos a procedimientos quirurgicos previos que afecten la absorcion, o que presenten Ulcera péptica

activa.

Mujeres en periodo de lactancia.

Falla al seguimiento de las normas del protocolo.

Pérdida del seguimiento del paciente.

Toxicidad inaceptable (2Grado 3 en al menos 2 ocasiones).

Progresion de la enfermedad documentada.
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PROCEDIMIENTOS

Los procedimientos del estudio estan equematizados en la Figura 3 y son descritos a continuacion.

Figura 5. Diagrama de flujo de la seleccidn, reclutamiento y sequimiento de los pacientes

| PACIENTE CON CANCER PULMONAR DE CELULAS NO PEQUENAS
‘ AVANZADO E INOPERABLE QUE CUMPLE CRITERIOS
i
RECLUTAMIENTC

AraTinge 50 MG ©/24 HORAS 1 HORA ANTES DE DESAYUNAR
Visita 1 (Dia 14)
.
VisiTa 2 (DIA 28)
| VIsSITA N (CADA 28 DlAS)

TOXICIDAD INACEPTABLE [* ~a SUSPENSION DEL MEDICAMENTO

]

PROGRESION DElL-‘-\ ENFERMEDAD

VIGILANCIA 2 A 6 MESES r » FIN DEL PROTOCOLO

TERAPIA CON AFATINIB

Asignacién a grupos de tratamiento
Todos los pacientes recibieron Afatinib (BIBW 2992) en dosis de 50mg por dia en ciclos de 28 dias hasta la progresion

de la enfermedad, toxicidad irreversible o muerte.

Rescates y procedimientos terapéuticos adicionales
A continuacidn se describen los procedimientos llevados a cabo para el control de los efectos adversos del Afatinib
(Tabla 7) . Cabe sefialar, que dado el contexto clinico (terapia de reciente aparicion) no existen procedimientos

estandarizados, por lo que la atencidn consistid en la atencidn sintomatica de los mismos.

Tabla 7. Procedimientos de rescate ante algun evento adverso derivado de la terapia con Afatinib

Grado y Tipo de Efecto Adverso 1ra Ocasidén 2da Ocasidén 3ra Ocasién
Cualquier efecto adverso CTCAE >3 40mg 30mg Exclusién
Deterioro de funcién renal CTCAE >2 (Elevacién de creatinina, | 40mg 30mg Exclusion

proteinuria, disminucién de la filtracién glomerular mas del
50% del basal).

Diarrea CTCAE >3, a pesar de medicamentos antidiarréicos e | 40mg 30mg Exclusién
hidratacion
Diarrea CTCAE >2 por 48 horas o mas horas consecutivas, a | 40mg 30mg Exclusién

pesar del tratamiento antidiarréico e hidratacion.

Ndusea/Vomitos CTCAE >3 a pesar de tratamiento | 40mg 30mg Exclusidén
antiemético e hidratacion.

Ndusea/Vomitos CTCAE >2 por 7 o mas dias consecutivos, a | 40mg 30mg Exclusidén
pesar de tratamiento antiemético e hidratacion.

Exantema o Acné CTCAE >3 a pesar de cuidados éptimos de | 40mg 30mg Exclusidn
soporte (hasta antibiéticos sistémicos)
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Las pacientes en edad reproductiva emplearon anticonceptivos durante el estudio (Anticonceptivos hormonales y

métodos de barrera doble). En hombres se recomendd el uso de geles espermicidas y preservativos. Las pacientes al

entrar al estudio, requieren una prueba de embarazo negativa, antes de iniciar el tratamiento. En la tabla 7, se resumen

las recomendaciones a seguir en caso de confirmar un embarazo.

Tabla 8. Recomendaciones en caso de que la participante se encuentre embarazada.

Tiempo de Embarazo Accion o Plan
Antes del inicio del estudio Eliminacion inmediata del estudio.
Durante el tratamiento (estudio) Suspender tratamiento y continuar el embarazo

hasta su término y reportar complicaciones del
parto. Cualquier situacion que ocasione

interrupcién del embarazo debe ser reportada.

Durante el seguimiento (ya recibié el | Continuar embarazo hasta su término vy

tratamiento) reportar complicaciones.

A los 28 dias de haber concluido el tratamiento | Continuar embarazo hasta su término vy

reportar complicaciones.

Seguimiento y recoleccién de datos clinicos

1)

2)

3)

Escrutinio/Inclusién: Es un proceso sencillo y rapido, la informacion necesaria para decidir si ingresa o no el
paciente al programa esta disponible para el clinico el dia que decida ingresarlo al protocolo. Se requiere EKG
12 derivaciones, evaluacion de FEVI (GGO o ECOTT), laboratorios (BH, QS, PFH y EGO), debe demostrarse el
no uso reciente de medicamentos posiblemente téxicos. Debe firmarse el consentimiento informado y llenar

la base de datos de cada paciente y que incluya:

Datos demograficos (Sexo, F. nacimiento y raza), historia de toxicomanias y del CPCNP (fecha Dx histoldgico),
sitio de tumor primario, nimero y localizacién de metastasis, TNM, cirugias previas por su problema pulmonar,
aplicacion previa de quimioterapia o inhibidores de tirosina-cinasa (EGFR), Historia clinica general, estado

funcional actual, exploracién fisica breve, prueba de embarazo en orina.

Visitas de Evaluacion de seguridad: El dia del reclutamiento, el dia 14 (2 semanas), el dia 28 y en adelante
cada 28 dias. Abierto a mas visitas si es necesario en cada caso particular. En estas visitas se debe realizar una

breve Exploracion fisica con las constantes vitales, un EKG de 12 derivaciones (cada 12 semanas), asi como
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medicion de FEVI (MUGA o ECOTT), también cada 12 semanas. Monitorizacion de efectos adversos medidos
por CTCAE (reportes de efectos, hospitalizaciones, tratamientos de emergencia, medicamentos nuevos,
estado general), Obtener el apego a los regimenes terapéuticos, recolectar los frascos de medicamento vacios.

Y finalmente estudios de laboratorio.

4) Terminacién del ensayo y Seguimiento: En el momento que el paciente deja de tomar dicho medicamento, se
da por terminado su reclutamiento. Debe asegurarse que se tenga su estado funcional, una exploracién fisica
breve, constantes vitales, EKG 12 derivaciones final, estudiar un ECOTT o Gamagrama cardiaco, recolectar los

datos de toxicidad y terminar de recolectar los frascos de medicamentos vacios.

DETERMINACION DE PRUEBAS MOLECULARES

Evaluacién del numero de copias del gen de HER-2 por FISH

La sonda de DNA especifica para el locus del gen HER-2 en el cromosoma 17g11.2 se marcd directamente con el
fluoréforo Q12, mientras que la sonda que va dirigida contra la secuencia de DNA presente en la regidon satélite
localizada en el centromero del cromosoma 17 (CEP17; 17p11.1) se marco con el fluoréforo “Spectrum Green”.

Se obtuvieron cortes histoldgicos de 10 pM, los cuales se hibridaron con una alicuota (5pL) de cada una de las sondas
marcadas. Se colocé un cubreobjetos sobre las laminillas y se sellé en los bordes. Las preparaciones fueron colocadas
en una cdmara de hibridacidn para desnaturalizar el DNA a 73°C durante 5 minutos y posteriormente hibridarlo con
las sondas a 37°C durante 16 horas. Después de la hibridacidn, se elimind el cubreobjetos por flotacién por inmersién.
Las laminillas se incubaron en amortiguador de citrato salino estandar (CSE) con 0,3% de Nonidet P-40 a temperatura
ambiente y posteriormente fueron incubadas en buffer SSC con 0,3% NP-40 a 73°C durante 2 minutos. Las laminillas
se secaron al aire en una cdmara oscura. Los nucleos fueron tefiidos con DAPI y las muestras fueron analizadas por

microscopia de fluorescencia.

Determinacion de mutaciones en los genes de EGFR

Para este estudio se evalud la presencia de mutaciones en EGFR pacientes con CPCNP. Las muestras tumorales, fijadas en
formalina y embebidas en parafina, que se utilizan para el diagndstico histolégico de los pacientes, se obtuvieron del

servicio de Patologia.

Extraccion de ADN

El ADN se obtuvo a partir de dos cortes de 10 um de la muestra tumoral embebida en parafina, los cuales fueron
colocados en un tubo Eppendorf de 1.5 ml y que se incubaron con 500 ul de n-Octano (SIGMA) a 50°C por 30 miny
posteriormente se centrifugaron a 12,000 RPM por 3 min, repitiendo este paso hasta eliminar completamente la

parafina. El botén del tejido se lavd dos veces con 500 pl de etanol absoluto y dos veces mds con etanol al 70%,
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centrifugando en cada lavado a 12,000 rpm por 3 min, después del ultimo lavado, se dejd secar el botdn a 50°Cy se
adiciond entre 100-200 ul de buffer de lisis (tris-HCI 50mmol/L, EDTA 1mmol/L y tween-20 al 0.5%) y 40 ug de
proteinasa K. Las muestras se incubaban toda la noche a 37°C, finalmente se inactivé la proteinasa K a 90°C por 10 min
y se centrifugd a 12,000 RPM por 10 min recuperando el sobrenadante en un tubo limpio. El ADN se cuantificd por

espectrofotometria y fue almacenado a -20°C.

Amplificacién de EGFR y K-RAS por PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) y Secuenciacion

Se hizo la amplificacién por PCR de los exones 19, 20y 21 del EGFR con el fin de detectar mutaciones. Para los ensayos
de PCR se utilizaran oligos especificos para los exones 19, 20y 21 de EGFR y para la regiéon 5'de KRAS. La reaccion de
PCR se hizo en un volumen total de 20 ul que contienen 100 ng de ADN, 1 umol/L de cada oligonucleotido, 2 ul de
buffer de PCR 10X (10 mmol/L de tris-HCl (pH 8.3), 40 mmol/L KCl, 2 mmol/L MgCl,,), 200 umol/L de cada
desoxinucledtido (dNTPs) y 0.5 pl de Taq Polimerasa (Applied Biosystems). La reaccidn se llevé a cabo en un
termociclador 2400 (Applied Biosystems) con las siguientes condiciones de temperaturas/tiempos: Desnaturalizacidn
inicial a 94°C por 5 min seguida de 40 ciclos de amplificacién con desnaturalizacion a 94°C por 30 s, alineamiento a
58°C por 30 s y extension a 72°C por 30 s y finalmente una extension de 5 min a 72°C. La amplificacién se verificara

por electrofdresis en geles de agarosa al 2%.

Los productos de amplificacién obtenidos por PCR fueron purificados mediante el uso de columnas de purificacidon
para productos de PCR (QlAgen). Al menos 3 amplificaciones independientes de K-RAS por cada muestra de tejido
fueron analizados por secuenciacidn directa por ambos lados (sentido y antisentido). Los productos de PCR para la

secuenciacién debian tener las siguientes condiciones de concentracién y pureza:

1. Cantidad de ADN. La cantidad de ADN que se requeria para preparar una reaccion de secuencia era
fundamental, por ello fue importante cumplir con las siguientes concentraciones de acuerdo con el tipo de

2. Templado de ADN que se deseaba secuenciar:

Templado de ADN a | Cantidad por

secuenciar micro-litro

Producto de PCR

100-500 pb 30-50mg
500-1000 pb 50-80 mg
1000-2000 pb 80-150 mg
>2000 pb 150-200 mg

ADN de cadena | 50-100 mg
simple (ssDNA)
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3. Pureza del ADN. La pureza del ADN a partir del cual se preparard la reaccién de secuenciacién debia cumplir

con un cociente de absorbancia de A 260/280 entre 1.7 a 1.9. Por lo que se verificé la calidad y cantidad del

producto de PCR por electroforesis en un gel de agarosa con después de la purificacion antes de la

secuenciacion.

4. Oligos para la secuenciacion. Se usé un volumen de 5 ul de cada oligo a una concentracién de 5 pmol/ul por

cada muestra para secuenciar.

Los electroferogramas que se obtuvieron de la secuenciacion fueron analizados para la deteccién de mutaciones en el

programa DNAsis, comparando con la secuencia de EGFR y K-RAS con base en el Genbank.

PLAN DE ANALISIS

Desenlaces clinicos

Los principales desenlaces clinicos a evaluar fueron la tasa de respuesta, la tasa de control de la enfermedad global,

la sobrevida libre de progresion y la sobrevida global. En la tabla 9 se resume la definicidn operativa utilizada para

evaluar estos desenlaces.

Tabla 9. Principales desenlaces clinicos a evaluar

Variable

Definicion

Clasificacion

Unidad de
medida

Tasa de Respuesta
O respuesta
objetiva

Control global u
objetivo

Supervivencia Libre
de Progresién

Supervivencia
Global

La mejor respuesta registrada desde el comienzo del tratamiento hasta la
progresion/recurrencia de la enfermedad. Para pacientes con status de
respuesta parcial (RP) o respuesta completa (RC), los cambios en las
medidas tumorales deberdn ser confirmados mediante evaluaciones
repetidas que deben realizarse no menos de 4 semanas después que se
alcanzaron por primera vez los criterios de respuesta.

Se define con la suma de Respuestas parciales, Respuestas completas y
Enfermedad Estable, solo excluyendo la tasa de progresion. Todos estos se
miden con los criterios RECIST 1.1

Se define como el tiempo desde el comienzo del tratamiento hasta la fecha
de la primera evidencia documentada de progresion (segun los criterios
RECIST) o la fecha de muerte por cualquier razon en ausencia de progresion
de la enfermedad (PE). Para los pacientes que no hayan muerto o
progresado al momento del andlisis final, se utilizard la fecha del ultimo
contacto.

La supervivencia global serd determinada desde la fecha de inicio del
tratamiento hasta la fecha de muerte, independientemente de la causa de la
muerte. En los pacientes que no hayan muerto al momento del analisis final
se utilizard la fecha del Ultimo contacto. Para graficar el tiempo para
progresién y la supervivencia se utilizara la metodologia de Kaplan-Meier.

Razdn

Razdn

Razoén

Razdn

%

%

Meses

Meses
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Anallisis estadistico

Para fines descriptivos, los datos continuos se resumieron como medias aritméticas y las medianas con desviacion
estandar (SD) o rango. Las concentraciones séricas de HGF antes y después del tratamiento se compararon mediante
la prueba de Wilcoxon-rank. La respuesta se evalud por un radiélogo cegado al estudio utilizando criterios RECIST v1.1.
Las tasas de respuesta fueron comparadas utilizando la prueba t de Student o U de Mann-Whitney (con base en la
distribucién normal o no de los datos determinada mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov). Los datos de las

tablas de contingencia se analizaron mediante la prueba exacta de Fisher y la prueba de Chi-cuadrado.

La sobrevida global (SG) y la sobrevida libre de progresion (SLP) se evaluaron utilizando el método de Kaplan-Meier,
mientras que las comparaciones entre los subgrupos se analizaron con rango logaritmico o la prueba de Breslow. Para

el andlisis de la supervivencia de la curva, se dicotomizaron todas las variables (por edad, se utilizé la mediana).

Para describir los factores asociados indirectamente con la respuesta terapéutica favorable a Afatinib se estimaron el
riesgo y los intervalos de confianza al 95% mediante un modelo de riesgos proporcionales de Cox. El modelo fue
ajustado por géneroy exposicidon a humo de lefia y tabaquismo. Un valor de p <0,05 fue considerado estadisticamente

significativo. Los datos se analizaron con el paquete estadistico SPSS.

Resultados

CARACTERISTICAS GENERALES

De enero 2012 a junio 2014, un total de sesenta y seis pacientes con adenocarcinoma de pulmdn se reunid los criterios
de inclusidn y fueron incluidos en el estudio. Las caracteristicas clinicas al momento del diagndstico se muestran en

la Tabla 10. La mayoria de los pacientes eran mujeres (66,7 %, n = 44) y la edad media fue de 60,1 afios (+ 14,9).
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Tabla 10. Caracteristicas clinicas basales (N=66)

Variable % (N)
Género

Femenino 66.7. (44/66)
Masculino 33.3(22/66)
Edad

Media (+DE) 60.1 (14.9)
Fumador

Si 60.6 (40/66)
No 39.4 (26/66)
indice Tabaquico

Mediana (RIC) 5.0(1.1-8.3)
Exposiciéon a humo de lefia

Si 48.5 (32/66)
No 51.5 (34/66)
indice de Exposicién a humo de lefia

Mediana (RIC) 50.0 (22.0-105.0)
Estadio clinico de la enfermedad al diagndstico

ns 7.5 (5/66)
\% 92.5 (61/66)
Desemeiio funcional (ECOG)

0-1 92.4 (61/66)
2 7.6 (5/66)
Esquema de quimiterapia previo

Cisplatino/Pemetrexed 9.1 (6/66)
Carboplatino/Paclitaxel 69.7 (46/66)
Carboplanino/Gemcitabina 7.6 (5/66)
Otro 13.6 (9/66)
No. de Metastasis al diagnodstico

0-1 63.6 (42/66)
>3 36.4 (24/66)

Abreviaciones: DE: Desviacion estandar, ECOG :Clasificacion de desempefio funcional con base en el "Eastern
Cooperative Oncology Group";!Kolmogorov-Smirnov test p value.

PERFIL MOLECULAR

La determinacion del estado mutacional del EGFR no era obligatoria en el momento de la deteccidn. Cincuenta
pacientes (75,8 %) fueron positivos para mutaciones de EGFR. El 46% La delecion en el Exon 19 (46%, n=23) vy la
insercion L858R del exén 21 (42 %, n = 21 ) fueron los tipos mas comunes de las mutaciones de EGFR . La mutacion
de-nuovo T790M se detectd en 4 pacientes (8 %). Se identificaron 2 pacientes que llevan una insercién HER2 en marco

en el exdn 20. No se identificaron casos con aumento del nimero de copias del gen HER2 por FISH (Tabla 11).
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Tabla 11. Caracteristicas patoldgicas y moleculares (N=66)

Histologia

Adenocarcinoma 100 (66/66)
Subtipo histolégico

sélido 9.1 (6/66)
Acinar 15.2 (10/66)
Micropapilar 7.6 (3/66)
Papilar 15.2 (10/66)
Lepidico 4.5 (3/66)
Adenoescamoso 3.0 (2/66)
Mutacion EGFR

Positiva (50/66)
Exon 19 (Delecién) 46.0 (23/50)
Exon 21 (L8585R) 42.0 (21/50)
Exon 21 (L861Q) 4.0 (2/50)
Exon 18 (Insercion) 8.0 (4/50)
Exon 20 (T790M) 8.0 (4/50)
Exon 20 (5768l) 2.0 (1/50)
Mutacion HER2

Posiitiva 1.5 (1/66)
Negativa 98.5 (65/66)
Rearreglo ALK

No. de pacientes evaluados 15.5 (10/66)
Positiva 3.0 (2/66)
Negativa 12.1(8/66)
ACE

Mediana (RIC) 14.9 (3.9-154.5)
HGF sérico pre-tratamiento

Mediana (RIC) 2511.8(2135.8)
HGF sérico post-tratamiento

Mediana (RIC) 1738.0 (668.0-3334.0)

Abreviaciones: RIC:Rango inter-cuartilico EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico (Epidermal Growth
Factor Receptor); ALK: Kinasa del linfoma anaplasico (Anaplastic Lymphoma Kinase); ACE: Antigeno
caecinomembrionario (Carcinoembryonic antigen); HGF: Factor de crecimiento hepatocitico (Hepatocyte Growth
Factor).

La mediana de la concentracion sérica de HGF antes del tratamiento con afatinib fue 1678 pg / ml (Rango inter-
cuartilico (RIC) 908,0-3.334,0) y de 1738.0 pg / ml (RIC 668,0-3.334,0), posterior al tratamiento. Se utilizé el valor de
la mediana post- tratamiento (1738 pg / ml) como un punto de corte para la presencia de una reduccion en el nivel de

HGF en suero (Tabla 11).

RESPUESTA TERAPEUTICA CON AFATINIB

La respuesta global se logré en 39 pacientes (59,1 %). Las respuestas terapéuticas observadas fueron progresion de la
enfermedad, enfermedad estable, respuesta parcial y respuesta completa en el 24,2 %, 27,3 %, 57,6 % y 1,5 %. Sélo

un paciente presentd una respuesta completa. Entre los pacientes con mutacion en el EGFR 48 (96,0 %) alcanzaron
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una respuesta global. El porcentaje de pacientes con EGFR mutado que presentd progresion de la enfermedad,
enfermedad estable, respuesta parcial y respuesta completa fue del 4%, 18%, 72% y 2%, respectivamente. El

tratamiento con afatinib dio lugar a la enfermedad estable en los dos pacientes con HER2 exén 2.(Tabla 12).

Tabla 12. Respuesta terapéutica con Afatinib (N=66)

Pacientes con mutacion
Todos los pacientes

EGFR
% (N) % (N)
Progresion de la enfermedad 24.2 (6/66) 4.0 (2/50)
Enfermedad estable 27.3 (18/66) 18.0 (9/50)
Respuesta parcial 57.6(38/66) 76.0 (38/50)
Respuesta completa 1.5 (1/66) 2.0 (1/50)
Respuesta global 59.1 (39/66) 78.0 (39/50)

Abreviaciones: EGFR,Receptor del factor de crecimiento epidérmico (Epidermal growth

factor receptor)

FACTORES ASOCIADOS CON LA RESPUESTA TERAPEUTICA A AFATINIB

Los factores asociados con una respuesta terapéutica se muestran en la Tabla 13. Los pacientes no fumadores, con

mutacién en EGFR y con reduccién en HGF tuvieron una probabilidad mayorde respuesta con afatinib.

PERFIL TOXICOLOGICO

El tratamiento con Afatinib tuvo un perfil de seguridad manejable, lo que es consistente con la experiencia de los
ensayos anteriores. Los efectos adversos relacionados con el farmaco mas frecuentes fueron diarrea (90,9 % ), seguida
por la erupcién acneiforme ( 66,7 % ) , mucositis ( 59.1 % ) , paroniquia ( 34,8 % ) y nduseas ( 22,7 % ) . La toxicidad
gastrointestinal fue el efecto adverso severo (G3-4) mas frecuente , con 33,3 % (n = 22) de los pacientes que
presentaron diarrea y 9,1 % (n = 6) mucositis. El tercer efecto adverso G3-4 mds frecuente fue la erupcién cutdnea

(rash acneiforme) (7.6%).(Tabla 14).
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Tabla 13. Caracteristicas clinicas de los pacientes con base en la respuesta terapéutica con

Afatinib

Respuesta Terapéutica Global al

Tratamiento con Afatinib
Si No P
N=39 N=27
% (N) % (N)
Género
Femenino 61.4 (27/44) 38.6 (17/44)
Masculino 54.5(12/22) 45.5(10/22) 0.595
Edad (afios), Mediana
<60 62.1(18/29) 37.9 (11/29)
>60 56.8 (21/37) 43.2 (16/37) 0.663
Fumador
No 77.5 (31/40) 22.5 (9/40)
Si 30.8 (8/26) 69.2 (18/26) <0.001
Mutacién en EGFR
No 0.0 (0/16) 100.0 (16/16)
Si 78.0 (39/50) 22.0(11/50) <0.001
Desempeiio funcional (ECOG)
0-1 59.0 (36/61) 41.0 (25/61)
2 60.0 (3/5) 40.0 (2/5) 0.966'
ACE sérico al diagnostico
16.45 (1.41-

Mediana (Rango) 5.01 (0.60-2160) 1384) 0.398°%
Nivel sérico de HGF antes del
tratamiento
Mediana (Rango) 2863 (878-7703) 1550 (408-7793) 0.648%
Nivel sérico de HGF despues del
tratamiento
Mediana (Rango) 1958 (498-5756) 1653 (208-4917) 0.648%
Disminucidn en el nivel sérico de HGF
Si 75.0 (24/32) 25.0 (8/32)
No 44.1 (15/34) 55.9 (19/34) 0.011

Abreviations: S.D.: standard deviation, EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor; ECOG:
European Clinical Oncological Group; PS:Performance Status; CEA: Carcinoembryonic antigen;

HGF: Hepatocyte Growth Factor; Mann-Whitney U test p-Value, ' :Fisher-exact test .
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Tabla 14. Perfil de toxicidad clinica al tratamiento con Afatinib

Cualquier grado

% (n/N)
Rash acneiforme 66.7 (44/66)
Diarrea 90.9 (60/66)
Paroniquia 34.8 (23/66)
Mucositis 59.1 (39/66)
Xeroftalmia 9.1 (6/66)
Prurito 7.6 (5/66)
Nausea 22.7 (15/66)
Vémito 24.2 (16/66)
Astenia 27.3 (18/66)
Neutropenia 3.0 (2/66)
Anemia 9.1 (6/66)
Trombocitopenia 0.0 (0/66)
Neuropatia 4.5 (3/66)

Grado 3-4
% (n/N)
7.6 (5/66)
33.3.(22/66)
1.5 (1/66)
9.1 (6/66)
0.0 (0/66)
0.0 (0/66)
0.0 (0/66)
0.0 (0/66)
4.5 (3/66)
0.0 (0/66)
0.0 (0/66)
0.0 (0/66)
0.0 (0/66)

SOBREVIDA LIBRE DE PROGRESION

La mediana de la SLP fue 9,98 meses (IC 95 % 6,83-13,14 ) en todos los pacientes (Figura 6). Los pacientes no fumadores

(15.11[9,97-20,24 ] vs 5,48 meses [ 0,12-10,85 ] ; p = 0,002 ), expuestos al humo de lefia (15.11 meses [ 7,15-23,07 ]

vs. 8,90 [ 4,36-13,43 ] p=0,019 ), con mutacién en el EGFR ( 14.52 [ 10,87-18,87 ] frente a 1,84 meses [ 1,53-2,14 ] ;

p < 0,001 ) y aquellos con una reduccion en el nivel de HGF ( 15.11 [ 2,94-27,30 ] frente a 6,50 meses [ 3,90-9,10] ;

p = 0.005 ) se asociaron significativamente con la mejora de la SLP (Tabla 15).

36



Table 15. Andlisis univariado y multivariado de los factores asociados con la sobrevida libre de progresion en

todos los pacientes

Sobrevida libre de Progresion

Analisis Univariado

Analisis Multivariado

Mediana [ICal 95%] P HR [95% ClI] P
9.98 [6.83 —13.14]
Género
Femenino 12.09 [7.04 —17.14]
Masculino 8.93 [3.61 —14.26] 0.176* 2.35[1.11- 4.95] 0.024
Edad(afios), Mediana
<60 11.86 [7.83 —15.88]
>60 9.00 [4.58 — 13.41] 0.556
Fumador
No 15.11 [9.97 — 20.24]
Si 5.48 [0.12 - 10.85] 0.002* 1.48 [0.70 - 3.16] 0.301
Exposicion a humo de leiia
No 8.90 [4.36 —13.43]
Si 15.11 [7.15 - 23.07] 0.019
Mutacién en EGFR
Si 14.52 [10.87 — 18.87]
No 1.84 [1.53-2.14] <0.001 0.004 [0.00 — 0.033] <0.001
Reducién en HGF
Si 15.11 [2.94 — 27.30]
No 6.50 [3.90-9.10] 0.005 0.40[0.18 - 0.87] 0.021
Rash
Si 10.28 [6.44 — 14.12]
No 9.00 [4.07 —13.92] 0.745*

Abreviaciones: EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico( Epidermal Growth Factor Receptor);
HGF: Factor de crecimiento hepatocitico (Hepatocyte Growth Factor). *: Prueba de Breslow .

Tras el andlisis multivariante, sélo el género femenino, el estado positivo de mutacién EGFR y la reduccidn en el nivel

de HGF en suero (HR0,40[ 0,18 a 0,87 ]; p = 0,021 ) se asociaron de manera estadisticamente significativa con la SLP

(Tabla 14) . Entanto, en el analisis del subgrupo de pacientes con mutacion en el EGFR, sélo la reduccion sérica en el

HGF se relaciond con una mejor SLP tanto en el analisis univariado, como en el multivariado (Tabla 16).
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Table 16. Analisis univariado y multivariado de los factores asociados con la sobrevida libre de progresién en los
pacientes con mutacion en el receptor del factor del crecimiento epidérmico (EGFR).

Género
Femenino
Masculino

Sobrevida libre de progresion

Analisis univariado Analisis multivariado

Mediana [IC al 95% ] P HR [95% ClI] P

12.09 [7.04 — 17.14]
8.93 [3.61 —-14.26] 0.176*

Edad(afios) ; Mediana
<60

11.80[8.33 — 15.38]

>60 15.11 [4.16 — 23.27] 0.908*

Fumador

No 15.11 [7.25 - 22.96]

Si 9.00 [6.93 — 11.06] 0.104 1.97[0.76 - 5.10] 0.158

Expuesto a humo de leiia
No
Si

10.28 [7.25-13.31]
20.27 [10.80 - 29.73] 0.253*

Reduccion sérica en HGF

Si NR [NR]

No 11.86 [8.26 — 15.45] 0.042* 0.36[0.13 -0.95] 0.04
Rash

Si 15.11 [7.51-22.70]

No 14.52 [8.59 — 20.44] 0.587*

Abreviaciones: EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidiiermico (Epidermal Growth Factor Receptor); HGF:
Factor de crecimiento hepatocitico (Hepatocyte Growth Factor). *: Prueba de Breslow .
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Sobrevida libre de progresion (SLP) al tratamiento con Afatinib
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Figura 6. Sobrevida libre de progresion en los pacientes tratados con Afatinib
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Mutacién en EGFR
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Figura 7. Sobrevida libre de progresion en los pacientes tratados con Afatinib segiin estado de mutado o no en

En los pacientes portadores de una mutacién EGFR la mediana de SLP fue de 14,52 meses (IC 95 % 10,87-18,87) (Figura
7). Entodos los pacientes, asi como en el analisis de subgrupos de los pacientes portadotres de la mutacién en EGFR,
el Unico factor asociado de forma independiente con una mejora de la SLP fue una reduccién en el nivel de HGF en
suero después del tratamiento con Afatinib . En la poblacidn total, la reduccidn en el HGF se asocion con una SLP mayor

p=0.005)(Figura 8). En los pacientes portadores de la mutaciéon también se asocié con una SLP mayor (Figura 9).
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Sobrevida libre de progresién (SLP) al tratamiento con Afatinib (%)
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Figura 8. Sobrevida libre de progresion en los pacientes tratados con Afatinib segun si presentaron una reduccion en
la concentracion sérica del Factor de crecimiento Hepatocitico (HGF) antes y despues del tratamiento en todos los pacientes.
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Sobrevida libre de progresién (SLP) al tratamiento con Afatinib (%)
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Figura 9. Sobrevida libre de progresion en los pacientes tratados con Afatinib seguin si presentaron una reduccion en
la concentracidn sérica del Factor de crecimiento Hepatocitico (HGF) antes y despues del tratamiento los pacientes con

mutacidn en EGFR.
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La mediana de SG fue de 22,7 meses (IC 95%: 14,4-28,0) en todos los pacientes (Figura 10). La mediana de SG en los
pacientes EGFR mutado fue 32,42 (IC 95 % 18,25-46,59 ) (Figura 11) . Los pacientes no fumadores ( 32,42 [ 18.5748.28
] frente a 14,52 meses [ 7,85-21,18 ] p = 0,018 ) ; con mutacién EGFR positiva ( 32,42 [ 18,25-46,59 ] frente a 15,27
meses [ 3,81-26,74 ]1; p = 0,039 ) y con una reduccién en el nivel de HGF en suero ( NR vs 14,52 [ 7,79-21,25]; p =
0,007 ) se relacionaron con una mejor SG (Tabla 16). La asociacién entre una reduccién en el nivel de HGF en suero y

OS se mantuvo significativa tras el analisis multivariante (HR 0,31 [0,13 -0.71] p=0.006) (Figura 12).

Mediana SG 22.78 [17.46 — 28.06]
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Figura 10. Sobrevida global en los pacientes tratados con Afatinib
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Sobrevida global con Afatinib (%)
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Figura 11. Sobrevida global en los pacientes tratados con Afatinib seglin estado de mutado o no en EGFR
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Figura 12. Sobrevida global en los pacientes tratados con Afatinib segun reduccién o no en la concentracidn sérica
En el factor de crecimiento hepatocitico (HGF) tras el tratamiento, en todos los pacientes.

La mediana de edad de 60 afios y mayores ( 15.11 [ 4,16-23,27 ] vs 11,80 meses [ 8,33-15,38 ] ; p = 0,027 ) ; WSE ( NR

vs 19,05 [ 13,65-24,26 ]; p=0,039 ) ; erupcién ( 22.76 [ 16,23-29,29 ] vs 38,50 meses [ 17,68-59,32 ] ; p=0,046 ) y una

reduccidon en el nivel de HGF en suero ( NR vs 19.45 meses [ 10.21-28.68 ] ; p = 0,032 ) se asocio con una sobrevida

global mayor en los pacientes con mutacién en EGFR (Tabla 17) . Sélo una reduccion en el nivel de HGF en suero

permanecié como un factor significativo para la SG en poblacion mutada para el EGFR tras el analisis multivariante (HR

0,34 [0.1-0.88]; p=0.027] (Figura 13).
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Sobrevida global con Afatinib (%)
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Figura 13. Sobrevida global en los pacientes tratados con Afatinib segiin reduccidn o no en la concentracidn sérica

En el factor de crecimiento hepatocitico (HGF) tras el tratamiento, en los pacientes con mutacién en EGFR.
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Table 17. Analisis univariado y multivariado de los factores asociados con la sobrevida global con Afatinib en todos

los pacientes

Sobrevida Global (SG)

Analisis Univariado

Analisis Multivariado

Mediana [IC al 95% ] P HR [95% ClI] P
22.78 [17.46 — 28.06]
Género
Femenino 23.81[17.17-30.40]
Masculino 4.57 [13.80 - 31.72] 0.781*
Fumador
No 32.42 [18.57 — 48.28]
Si 14.52 [7.85 —21.18] 0.018* 1.21[0.45—-3.24] 0.703
Exposicién a
humo de lefia
No 19.05 [13.25 - 24.42]
Si 31.97 [16.32 — 48.52] 0.160*
Mutacion en
EGFR
Si 32.42 [18.25 - 46.59]
No 15.27 [3.81 — 26.74] 0.039* 0.15 [0.62 — 0.40] 0
Reducion en HGF
Si NR [NR]
No 14.52 [7.79 — 21.25] 0.007 0.31[0.13-0.71] 0.006
Rash
Si 38.50[17.35 - 59.63]
No 20.23[12.50 - 27.60] 0.715

Abreviaciones: EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico( Epidermal Growth Factor Receptor); HGF:

Factor de crecimiento hepatocitico (Hepatocyte Growth Factor). *: Prueba de Breslow .
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Tablal8. Analisis univariado y multivariado de los factores asociados con la sobrevida global con

Afatinib en los pacientes con mutacién en el receptor del factor del crecimiento epidérmico

(EGFR).
Sobrevida Global (SG)
Anilisis Univariado Anilisis Multivariado
Mediana [IC al 95% ] P HR [95% ClI] P
Género
Femenino 22.14[9.13 —39.98]
Masculino NR [NR] 0.663*
Edad(afnos) ;
Mediana
<60 19.45[11.71-27.18]
260 38.50 [27.39 —49.44] 0.027*
Fumador
No 38.50 [20.36 — 56.64]
Si 22.76 [9.03 —36.50] 0.203* 1.21[0.45—-3.24] 0.703
Expuesto a
humo de lefia
No 19.05 [13.65 — 24.26]
Si NR [NR] 0.039*
Reduccidn
sérica en HGF
Si NR [NR]
No 19.45 [10.21 - 28.68] 0.032 0.34 [0.13 - 0.88] 0.027
Rash
Si 22.76 [16.23 —29.29]
No 38.50 [17.68 —59.32] 0.046*

Abreviaciones: EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidfiermico (Epidermal Growth

Factor Receptor); HGF: Factor de crecimiento hepatocitico (Hepatocyte Growth Factor).
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Discusion

Dada la alta prevalencia de mutacién de EGFR en nuestros pacientes, el presente estudio resume los
resultados de un ensayo clinico fase 2 para conocer la eficacia y toxicidad de un inhibidor de tirosina cinasa
irreversible, el afatinib. En este estudio, los resultados sobre respuesta global, sobrevida libre de progresion
y sobrevida global se hayan en concordancia con estudios aleatorizados de mayor escala como Lux Lung 6
60_

Asimismo, nuestros resultados muestran que una reduccion en el nivel de HGF en suero en pacientes con
adenocarcinoma de pulmdn avanzado tratados con afatinib podria servir como un biomarcador predictivo
derespuesta terapéutica, sobre todo en aquellos que albergan mutaciones de EGFR . Las tasas de respuesta

objetiva , SLP y la SG fueron mayores en los pacientes con una reduccién en el nivel de HGF en suero.

El eje HGF -c -MET desempefia un papel central en la progresion del cancer de pulmén y en la resistencia al
tratamiento mediante la activacidn de la sefalizacion aguas abajo a través de ERK / MAPK y PI3K / AKT y
promover la invasividad de las células © . La sobreexpresién y / o amplificacion de ¢ -MET , asi como la
sobreexpresiéon de HGF , se ha informado en pacientes con CPNM en desarrollo resistencia a EGFR - TKI
reversible ® . HGF se ha demostrado para inducir resistencia gefitinib en células de adenocarcinoma de
pulmdn con mutaciones de EGFR mediante la restauracion de la via de sefializacidn PI3K / AKT a través de la
fosforilacion de ¢ —MET ©°. Ademads, HGF acelera el desarrollo de la amplificacién de ¢ -MET tanto in vitro
como in vivo, la mediacidn de la resistencia a los inhibidores de EGFR cinasa causada por cualquiera de
amplificacién de ¢ -MET o HGF produccidén autocrina ®. HGF ha sido considerado como un marcador
prondstico candidato en diversos tumores malignos sélidos y hematoldgicos incluyendo cancer de pulmoén
de células pequefias ©’ , el cancer colorrectal 8 , carcinoma gastrico ©°, cancer de préstata 7° , mieloma
multiple 7?, glioblastoma y meningioma 7274, Sin embargo , pocos estudios clinicos han examinado el valor
predictivo de HGF con respecto a los resultados clinicos de los pacientes con CPNM tratados con terapias

dirigidas .

En un estudio previo, un nivel de HGF alto pretratamiento se asocié con un prondstico pobre a nivel clinico
, incluyendo una tasa de respuesta tumoral y un tiempo de supervivencia menor, en pacientes tratados con
la primera generacidon EGFRTKI , lo que sugiere que el nivel de HGF podria ser potencialmente util para
predecir la respuesta a gefinitib o erlotinib 7. Por otra parte en el estudio de Umeguchi et al. se mostré que
la evaluacion de HGF en la sangre periférica podria ser Gtil para la vigilancia de la resistencia a EGFR - TKI 76,
Aunque algunas pruebas in vitro hechas en lineas celulares de adenocarcinoma apuntan hacia el hecho de
que la secrecidon de HGF podria conferir resistencia a Afatinib 7/, se desconoce el valor predictivo de HGF en

pacientes tratados con irreversible EGFR TKIs a nivel clinico .
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Curiosamente, no hemos encontrado el nivel de HGF en suero pretratamiento que se asocia con la respuesta
a afatinib , pero habia una relacién significativa entre la disminucién de esos niveles y tanto la respuesta
global y la supervivencia . De acuerdo con nuestros datos, un cambio en la concentracion de HGF en suero
después de comenzar el tratamiento con afatinib podria ser un marcador clinico potencialmente util de la
respuesta en el CPNM tratados con este farmaco y un objetivo potencialmente terapéutico para la

resistencia mediada por HGFc -MET superar en NSCLC.

Debido al hecho de que tercera generacién TKIs (AZD9291 78, rociletinib 7° ) han demostrado una resistencia
altamente activa adquirida mediada por mutacién EGFR T790M , la via HGF - cMet va a surgir como un
mecanismo relevante involucrado en el desarrollo de resistencia secundaria para EGFR - TKIs . HGF podria
ser un biomarcador util para identificar la activacién de esta via . Se necesitan mas estudios sobre la relacién

entre los mecanismos no T790M vy eficacia ITC irreversible.

Un ndmero limitado de estudios en el CPNM han tratado de evaluar la actividad de los pan- inhibidores en
pacientes con aberraciones HER2 . En un ensayo clinico fase Il Kris et al. informaron que Dacomitinib un
reciente ITC se asocié con una mediana en la tasa de respuesta objetiva de 3 meses en pacientes con CPCNP
con mutacion en HER2 y con una mediana en SG de 9 meses desde el inicio del tratamiento en estos mismos
pacientes 8 . No hay respuestas se registraron en los cuatro pacientes con tumores HER2 - amplificado. En
nuestro estudio hemos encontrado 2 pacientes portadores de HER2 exdn 20 mutaciones y ninguno con la
amplificacién de HER2 , los cuales lograron enfermedad estable . Estos hallazgos sugieren que la presencia
de mutaciones HER2 puede caracterizar a un subgrupo de pacientes con CPCNP que podrian beneficiarse
de afatinib como una opcidn de tratamiento . Otros ensayos clinicos deberian evaluar el efecto de la ITC en

esta poblacién gendmicamente definida.

Una limitacidn de nuestro estudio es el niUmero relativamente pequefo de pacientes incluidos . Los ensayos
clinicos utilizando ITC irreversibles en un mayor niumero de pacientes nos podrian proporcionar evidencia
adicional sobre este tema mediante la inclusidon de la medicién del nivel de HGF en suero entre sus
resultados. Ademas, no existe un umbral definido para un descenso en la concentracion de HGF, y aunque
nuestros resultados son estadisticamente y clinicamente significativa , es dificil afirmar que esto se aplica
facilmente a otras poblaciones de pacientes . Por ultimo , a pesar de que la determinacién de EGFR estado
mutacional no era obligatorio para estar enrolado en este ensayo, la mayor prevalencia de pacientes EGFR
mutado en nuestro estudio refleja la mayor incidencia de mutaciones de EGFR en poblacion mexicana ,

siendo probablemente atribuido a ciertas caracteristicas demogréficas 8182,
ou



CONCLUSIONES

En nuestro estudio, la reduccién de los niveles séricos de HGF se asocid de manera estadisticamente
significativa con una mejora en la SLP, la TRG, y SG. La cuantificacién de los niveles de HGF papel como
biomarcador podria ayudar a la identificacion de un subgrupo de pacientes con mayor probabilidad de
responder a un trastamiento con un ITC irreversible como Afatinib. Hasta donde sabemos, este es el primer
estudio que muestra el potencial de la reduccidn en los niveles séricos de HGF como un biomarcador. Esto
podria conducir a prevenir la resistencias a afatinib y ofreceria potencialmente una oportunidad para brindar

nuevas terapias dirigidas al eje HGF -c- Met.
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ANEXO 1. Descripcion de actividades durante la maestria

Colaboracion realizada dentro del proyecto de tésis durante la maestria

Descripcion: Al ingresar a la maestria me incorporé al trabajo operatico dentro del protocolo “Factores asociados a la
respuesta terapéurica con Afatinib” .Durante el primer semestre de la maestria participé en variso cursos tedrico-
practicos a fin de conocer las normas de seguridady conducta dentro de un laboratorio. De particular interés fue mi
participacidn en en el curso tedrico-practico de capacitacion para el uso del instrumento LightCycler 480 Il. Llevado a
cabo en las instalaciones del Instituto Nacional de Cancerologia los dias 19 al 21 de Noviembre 2013, con un total de
30 horas, esto me permitio conocer profundizar mi conocimiento en la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
y colaborar en el procesamiento de las muestras de PCR para detectar las mutaciones en el EGFR y K-RAS mediante un
kit.

Posteriormente, participé en la revisidon de los expedientes electrdnicos a fin de llevar a cabo la captura de datos
relevantes para el estudio en cuestién. Posteriormente participé en la creacion, limpieza y analisis estadistico de la
base de datos. Finalmente colaboré en la redaccidn del escrito final y en la redaccion de un articulo enviado a Targeted
ONcology.

En la siguiente tabla, se encuentran desglosadas las actividades llevadas a cabo para la realizacion de este trabajo.

Cabe sefialar, que dado que el trabajoen si tiene mayores alcances, yo no participé en todas las actividades del mismo,

por lo cual en la tabla se sefiala con un simbolo (X) aquellas actividades dentro de las cuales colaboré durante mi
maestria.

Listado de actividades

1  Escritura del protocolo/Actualizacién del protocolo en ClinicalTrials.gov X
2 Reclutamiento de los pacientes

3 Administracion del medicamento

4  Seguimiento Visitas para evaluar la toxicidad clinica del Afatinib

5 Evaluacion de respuesta terapéutica

Revisidon de expedientes y captura de datos X
Asistencia a curso de entrenamiento para realizar PCR X
Determinacion de mutacién de EGFR y KRAS con el KIT X

Recoleccion de datos clinicos
Determinacion de HER-2

Determinacion de re-arreglos de ALK

6 Determinacion de HGF
7 Elaboracidn, revision y limpieza de base de datos X
8 Andlisis estadistico de los datos X
9  Escritura de tésis X
Manuscrito X
Figuras y Tablas X
Escritura de articulo para publicacion Redaccién de carta al editor X
Subir en linea el articulo
10 Redaccion de carta de respuesta a los revisores X
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Colaboracion realizada en otros proyectos durante la maestria

Descripcion:

. Durante la maestria, también colaboré en el desarrollo de otros proyectos, principalmente con actividades
relacionadas con la escritura de 7 articulos publicados en revistas indexadas. En la siguiente tabla se
desglosan en columna los titulos de los articulos publicados y se sefialan con un simbolo (x) aquellas
actividades en las cuales participé para la publicacién de cada uno de estos articulos (Anexo 3).

Articulo

Actividades

Arrieta O, Ramirez-Tirado LA, Baez- B d Captura de datos
Saldafia R, Pefia-Curiel O, Soca-Chafre G, ;Sf € Elaboracid, revision y limpieza de base de datos
. B atos
Macedo-Perez EO. Different mutation Andlisis estadistico de la base de datos
profiles and clinical characteristics among .,
. . . . Introduccidén
Hispanic patients with non-small cell lung
cancer could explain the "Hispanic Métodologia
paradox” . Lung Cancer. 2015 Aug 22. Resultados
Manuscrito ) =,
Discusion
Subir articulo a la revista
Redaccién de carta de respuesta a los revisores
Inclusion de pacientes
Protocolo  Intervencidn-Seguimiento clinico
Pruebas moleculares
Arrieta O, Anaya P, Morales-Oyarvide V, Base d Captura de datos
Ramirez-Tirado LA, Polanco AC.Cost- ;Sf < Elaboracid, revision y limpieza de base de datos
. ) . atos
effectiveness analysis of EGFR mutation Andlisis estadistico de la base de datos
testing in patients with non-small cell Introduccis
lung cancer (NSCLC) with gefitinib or ntroduccion
carboplatin-paclitaxel. Eur J Health Econ. Métodologia
2015 Sep 4. Resultados
Manuscrito . .,
Discusion
Subir articulo a la revista
Redaccién de carta de respuesta a los revisores
Inclusion de pacientes
Protocolo  Intervencién-Seguimiento clinico
Cruz-Rico G, Avilés-Salas A, Segura- Pruebas moleculares
Gonzalez M, Espinosa-Garcia AM, Captura de datos
Rarnlrez—Tl'rado LA, Morales—Oy.arwde v, Base de Elaboracid, revision y limpieza de base de datos
Rojas-Marin C, Cardona AF, Arrieta O. Datos
Diagnosis of EML4-ALK Translocation Analisis estadistico de la base de datos
With FISH, Immunohistochemistry, and Introduccién
Reql—tlme FTonmerase Chain Reaction in Métodologia
Patients With Non-Small Cell Lung
Cancer Resultados
" Manuscrito
Am J Clin Oncol. 2015 Aug 11. Discusion
Subir articulo a la revista
Redaccién de carta de respuesta a los revisores

58



Articulo

Actividades

Inclusién de pacientes
Protocolo Intervencion-Seguimiento clinico
Arrieta O, De la Torre-Vallejo M, Lépez- Pruebas moleculares
Macias D, Orta D, Turcott J, Macedo- Captura de datos
Pérez EO, Sanchez-La'r? K, Ramirez-Tirado Base de Elaboracid, revision y limpieza de base de datos
LA, Baracos VE. Nutritional Status, Body Datos o .
Surface, and Low Lean Body Mass/Body Analisis estadistico de la base de datos
Mass Index Are Related to Dose Introduccidén
Red.uFtlon and Severe G:ds"crt?lntes.tlnal Métodologia
Toxicity Induced by Afatinib in Patients
With Non-Small Cell Lung Cancer. Manuscrito Resultados
Oncologist. 2015 Aug;20(8):967-74. Discusion
Subir articulo a la revista
Redaccién de carta de respuesta a los revisores
Inclusion de pacientes
Protocolo Intervencion-Seguimiento clinico
Arrieta O, Vega-Gonzalez MT, Lépez- Pruebas moleculares
Macias D, Martinez-Hernandez JN, Captura de datos
Baco’n-Fon'seca L, Macedo-Pérez EO, Base de Elaboraci6, revisién y limpieza de base de datos
Ramirez-Tirado LA, Flores-Estrada D, de Datos o .
la Garza-Salazar J.Randomized, open- Analisis estadistico de la base de datos
label trial evaluating the preventive Introduccidén
eﬁfect of thra;ycllne on afatinib induced- Métodologia
skin toxicities in non-small cell lung
cancer patients. _ Resultados
Manuscrito ) .,
Lung Cancer. 2015 Jun;88(3):282-8. Discusion
Subir articulo a la revista
Redaccién de carta de respuesta a los revisores
Inclusion de pacientes
Protocolo Intervencion-Seguimiento clinico
Pruebas moleculares
Barrera L, Montes-Servin E, Barrera A, Captura de datos
Rar~n|rez-T|rlado LA, SaIlnas-Parr? F Base de Elaboraci6, revisién y limpieza de base de datos
Bafiales-Méndez JL, Sandoval-Rios M, Datos —— —
Arrieta O.Cytokine profile determined by Analisis estadistico de la base de datos
data-mining analysis set into clusters of Introduccidn
non-small-cell lung ca.ncer patients Métodologia
according to prognosis.
Ann Oncol. 2015 Feb;26(2):428-35. _ Resultados
Manuscrito . L,
Discusion
Subir articulo a la revista
Redaccidén de carta de respuesta a los revisores
Inclusion de pacientes
Arrieta O, Medina LA, Estrada-Lobato E, Protocolo Intervencién-Seguimiento clinico
Ramirez-Tirado LA, Mendoza-Garcia VO, Pruebas moleculares
de la Garza-Salazar J.High liposomal c ded
doxorubicin tumour tissue distribution, Base d aptura de datos
as determined by radiopharmaceutical as€ @€ Elaboracié, revision y limpieza de base de datos
) . K . Datos
labelling with (99m)Tc-LD, is associated Andlisis estadistico de la base de datos
with the response and survival of .,
. . Introduccidn
patients with unresectable pleural
mesothelioma treated with a Métodologia
combination of liposomal doxorubicin Resultados
and cisplatin. Manuscrito bi »
Cancer Chemother Pharmacol. 2014 Iscusion
Jul;74(1):211-5. Subir articulo a la revista
Redaccién de carta de respuesta a los revisores
. Asimismo, colaboré en la redaccién del protocolo: Estudio fase ii que compara nitroglicerina

concurrente con radioterapia vs radioterapia sola en metastasis cerebrales, analisis de sobrevida,
calidad de vida, funcion cognitiva y progresién tumoral (Fondo: S0008 Convocatoria: S0008-2014-
1/Solicitud: 000000000233647) que fuer sometidos al Fondo Sectorial en CONACyT y del cual se obtuvo una
respuesta favorable.
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Participé con la presentacién de articulos en algunas sesiones clinicas llevadas a cabo los dias lunes por la
unidad de Oncologia Toracica en el Instituto Nacional de Cancerologia

Participé con la presentacion del protocolo de mi tésis en las sesiones basicas llevadas a cabo los dias
jueves por la unidad de Oncologia Toracica en el Instituto Nacional de Cancerologia

Participé en congresos y cursos (ver Anexos 1, 2).

Finalmente, durante el udltimo semestre de la maestria, realicé una estancia de investigacidon en la
universidad de Oxford, Inglaterra, con una duracién de 6 meses, en Nuffield Department of Population
Health a cargo del Dr. Jonathan Emberson y la MSc LouisaGnatiuc (Anexos 4 A-C).

60



Anexo 2. Resumen técnico sobre la determinacion de mutaciones de EGFR
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RESUMEN

Para correr el kit de EGFR se hacen 2 corridas, la primera detecta las condiciones de las muestras, estas deben cumplir que tras
correr el vial control con la muestra se debe amplificar el exon 2 ( que en este caso presenta analogia con los genes constitutivos
y tiene la misma funcion) . Este debe amplificar siempre y la ventana de seguridad queda en el intervalo de 2 a 31 ciclos, con ello
aseguramos la sensibilidad y especificidad de la prueba, de lo contrario, se sacrifica la sensibilidad, y en ese caso habria que
concentrar la muestra.

Al momento de centrifugar la muestra basta con 2 minutos a 1500 rpm.
CT 26.26 - 30.95.
Mastermix= 2.5 taq DNA Pol y .05 ctrol.

Usuario= admin Clave= LightCycler480

New experiment->herramientas—>detection formats—>EGFR->excitacion 465 / 510 -533/610 amarillo>rojo618/660(emisidn ).
533/680-> FAM. Son entonces 4 detecciones. - Close
Programa Volumén de reaccidn 25 Temperatura 95 grados

Tiempo 15 minutos Ciclos 40 ( cuantificacion ) PCR-> 95x 30", 60 x 20" ( alineacion de fluorescencia en single durante la
hibridacion), 72x20". En el control sélo los primeros dos filtros. Rampa para enfriar 4.4 , para calentar 2.2.

Subset - sample analysis - marcar el area cargada Nombrar=PC- NTC - 67-23-66-69-1-28-65-68-70-9 PC = control + NTC= control
negativo. Tiempo esperado= 1 hora con 40".

Multiplex 640, 670, FAM y VIC. Para her2-> forma t 4 hydrolysis.

Ct < 23=diluir la muestra. Ajustarlo- ct. gPCR
La reaccion en cadena de la polimerasa 3 pasos: desnaturalizacidn, hibridacion y ampliacion ( logaritmica).

Diferencias entre ct y CP ( crossing point) debe garantizarse que llegue a la meseta. De no llegar a la meseta no se tiene valor. CP
es después del ct, por eso ct es mayor (1.5 veces). El andlisis se determina con base en el threshold ( que por definicidn se ubica
arriba del ruido y estandarizado por la curva).

Ct > confiable. CP « confiable, depende de la experiencia dado que el umbral de ciclos es mediada por el usuario ( experiencia,
curva).

Tampoco se usa la fluorescencia como parametro por que todos intervienen en la fluorescencia. La fluorescencia puede afectar
con mayor frecuencia la CP a diferencia del
ct ( por que este no necesita llegar a la meseta).

El a0 Ct es una diferencia del gen interés menos control.

Las sondas HybProbe

Son dos oligos marcados. Estan hechos que cuando ocurre la alineacion al estar cerca de 4 pb ocurre FRET ( fluorescence
realignment energy transfer). Entonces una fluorescencia indirecta.

El contra: costo 14 mil , pero es lo mas sensible.

Sondas tac man 7 mil.
Sonda simple probe Con qué hybride cambia la fluorescencia, trae un marcaje previo, pero si se unen entre ellos puede detectarse
fluorescencia sin haberla.

Molecular bacons

Las scorpions Se separa el quencher del bloqueador. Depende de que encuentre la secuencia el que se abra la
sonda.Genotipificacion
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Analisis melting—> se asocian, se despegan. Discriminacidn alélica separar con base en el grado de amplificacién, involucra 2
sondas. Aqui se pueden usar sondas tacman. HRM—-> basado en el melting. Es un agente intercalante diferente del que usa el
melting.

Genotipificacion: para mutaciones conocidas - sondas HybProbe, de hidrdlisis o no marcadas con agente intercalante saturante
(HRM).

Algunos agentes son: EvrGreen, Resolite.

Genotipificacién x punto final-> bien aceptado, enfoque bdasico, ensayos predefinidos comercialmente, sin necesidad de
optimizacidn, facil uso ( mezcla todo en uno, protocolo estandar, facil interpretacién) . Pero>una mutacion x ensayo, no para
haplotipificacion, falla con mutaciones inesperadas.

Curva melting->ensayos avanzados para mas flexibilidad, ensayos disponibles o disefiados x software. Abierto para optimizacién
individual, facil de usar. Sofisticado, si haplotipificacidn, robusto para nuevas mutaciones.

Un analisis melting—> similar a banda amplicén. Los desnaturalizo, lo hibrido. TM es la temperatura fusidn es distinta de la
temperatura de hibridacién. Se observa como picos, y la wild type se diferencia xq el que no tiene mutacién

Es mas estable, gx necesita mas energia para abrirse y la mutada, se abre a menor temperatura x ser menos estable. Pero siempre
se requiere control para genotipificar, es una evaluacién cualitativa.

El resultado es una fx de la eficiencia para wild-type y para la mutacion y luego los integra en un grafico de dispersion. El control
negativo es el punto de origen.

Gene scanning Es recorrer el gen a pie.

Otras técnicas—> dHPLC, arreglos, espectofotometria de masa.

Diferencia los grupos.

Gen scan Primer 60grados y primer corto, elegir zona de estudio. BLAST y primers x HPLC.

El protocolo de touchdown sirve para evitar los dimeros e implica llevar el momento de la alineacién 10 grados de temperatura x
arriba de lo q requiere y una rampa de 1.1 grados para enfriar y ademas limitar el no de primers y ademas el disefio del primer
para evitar estructuras secundarias.

si hay dimeros el negativo amplifica.

-2.8a3 paraT790M 8,9 -6.71 a 4 para Del 8,9-2.41 a .90

-4.61al14

Hex 530 Se ajusta el umbral ( threshold) en fx del negativo.

Www.universalprobelibrary.com Assay design center Automatic select an interno signaling assay

Reaccién de HRM

Gen cyp2c9 60 grados

Heterocigoto Mutado Wild- type NTC

Preparar para 4.5 reacciones 2 micro litros de mg

.5 milimol 1 micro litro de los primers a 10 micro molar de concentracidn 2 micro litros de agua 10 Mastermix

New experiment from template - gene scanning
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2} Preparando el mastermix

1) La teoria

3) Pipeteary llenar
los pocillos

4) Centrifugar la
placay sellarla

5) Encender el
equipo

6)Sacar |la charolay
colocar la placa
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Anexo 3. Listado de cursos-congresos durante la maestria
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CURSOS

No. DESCRIPCION

Participacion en el curso tedrico-practico de capacitacién en el uso del instrumento
LightCycler 480 IlI. Llevado a cabo en las instalaciones del Instituto Nacional de
Cancerologia los dias 19 al 21 de Noviembre 2013, con un total de 30 horas.

Curso de capacitacion en el manejo de residuos bioldgicos peligrosos. Llevado a
2 cabo en las instalaciones del Instituto Nacional de Cancerologia.

Curso de capacitacion en el manejo de residuos quimicos. Llevado a cabo en las
3 instalaciones del Instituto Nacional de Cancerologia.

Participacion en el Curso de biologia molecular y cancer 2014. Llevado a cabo del 7
4 de Enero al 13 de Febrero del 2014. Llevado a cabo en las instalaciones del Instituto
Nacional de Cancerologia, con un total de 23 h.

Participacién en le Taller: Control de calidad en citometria de flujo (Cytometric
Bead Array) Llevado a cabo el 29 Abril 2014 en el centro de entrenamiento BD
Biosciences, Cuautitlan, Edo. de México.

CONGRESOS

Asistencia al XXI Congreso de Nacional de Inmunologia : 1er. Simposio Internacional
1 sobre Inmunidad con la Asociacidn Latinoamericana de Inmunologia (ALAI)
celebrado del 6 al 10 de Mayo de 2014, Querétaro,Qro.



Anexo 4. Productividad cientifica durante la maestria
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Arrieta O, Ramirez-Tirado LA, Baez-Saldafia R,Pefia-Curiel O, Soca-Chafre G, Macedo-Pérez EO Randomized, open-label
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22 May 2015
REPORT ON ACTIVITIES DURING THE RESEARCH STAY

MEXICO CITY PROSPECTIVE STUDY”
INTRODUCTION

THE PROJECT

The “ Mexico City Prospective Study " refers to the largest blood-based-cohort study in Latin America, it is carried out by Ministry of
Health in Mexico in collaboration with the University of Oxford in England. The cohort includes 150,000 Mexican adults (50,000 men
and 100,000 women) with an age of at least 35 years. During the first survey, which took place between 1998 and 2004, the
information of all participants regarding to their a) socio-demographic characteristics, b) life-style, c) risk behaviour and d) self-
reported health status was collected. In addition, anthropometric measurements and a venous blood sample of each participant were
collected. The study aims to assess the risk factors known as well as possible new risk factors associated with the leading causes of
death in Mexico.

MY COLLABORATION

As part of the research stay in the “Nuffield Department of Population Health (NDPH)” at Oxford University, | joined to the Mexico City
Prospective Study team. My participation was the study of tobacco smoking and its association with the health-status among adults in
Mexico City. To do this, | have taken a sequence of activities that | list and detailed in the following sections. Remarkably, all these
activities were carried out under a weekly or bi - weekly coaching, one to one with my mentors, who have collaborated to my growth in
a continuous and integral way.

LITERATURE REVIEW AND SYNTHESIS

As an initial step, | conducted a literature review of key papers regarding the project and its scope as well as to document how it has
been conducted the assessment of the effects of tobacco smoking on the health of other population studies and in other times( Annex
1).

RESEARCH QUESTION(s)

As a next step, | received the synthesis of the database to know the available information and the details of it. This allowed me to
relate the main goal with the drafting of the research questions of interest to me as well as evaluating the feasibility to address each of
these questions based on the information available (Annex 2 ) .

DATA ANALYSIS

STATA course of self-directed online

Later, | conducted an online self-directed course to review and consolidate my knowledge for data analysis with STATA (Annex 3). After
finishing the course, | get a clearer idea of the objectives and the analysis to be performed with STATA. Subsequently, for the analysis
of the data itself, | have carried out different activities:

a) The creation of my database and my variables (Annex 4)
b) The description of the data
c) Acquired new skills for data analysis and learn how to perform the documentation of a research project by:
a. Performing a research documentation of an statistical analysis (Appendix 5)
b. Using new statistical packages for the generation of high quality graphics:
i.R
ii. Jasper (local statistical package, extension R) (Annex 6)

Achieved by:
One to one training during office hours with my mentor and other professionals
who work at the NDPH
At home training employing the Oxford University WebLearn resources
c. Deepening the knowledge and data management using STATA for:
The systematic generation of high-quality tables (Annex7)
The estimation of standardized values
Graph standardized estimates
Export data in different formats
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d) Summarize of the data analysis performed

v
v

v

Description of the baseline characteristics of the overall population

Description of the baseline characteristics by gender and tobacco-smoking exposure (never, passive,
former, current smokers)

Estimate and plot the age-sex specific prevalence of tobacco-smoking exposure (never, passive,
former, current smokers)

Estimate the age-sex adjusted prevalence of tobacco-smoking exposure (never, passive, former,
current smokers) by average monthly income and by years of education

Estimate and plot the sex-specific prevalence of tobacco-smoking exposure (never, passive, former,
current smokers) stratified on age by average monthly income and by years of education

Estimate and plot the average age of onset regular tobacco smoking among different exposure
levels to tobacco among current and former smokers by gender and birth decade

Estimate and plot the tobacco consumption (measured as pack/years) among current smokers by
gender and birth decade

Estimate and plot the sex-specific prevalence of selected chronic diseases (diabetes meliitus,
chronic respiratory disease, cardiovascular disease, renal disease, liver disease and cancer) stratified
on age by tobacco smoking exposure (never, passive, former, current)

Estimate and plot the sex-specific prevalence of selected chronic diseases (diabetes mellitus,
chronic respiratory disease, cardiovascular disease, renal disease, liver disease and cancer) stratified
on age by tobacco consumption (pack/years) among current smokers

Estimate and plot the sex-specific prevalence of current smokers by the number of beverages of
alcohol drank per occasion

RESEARCH ASSISTANCE

Furthermoare, as part of the re- survey to be carried out within the “Mexico City Prospective Study”, | helped in the
translation from English to Spanish of manuals for the blood-sample collection and of the performance of
spirometer measurements (Annex 8) which will be used in the fieldwork during the re- survey of the participants.

CONFFERENCES ATTENDED
Date Expositor Title
Tuesday 5 May Professor Cathie Sudlow  Richard Doll Seminar — UK Biobank: an update on the
challenges and opportunities
Tuesday 19 May Lian Smeeth Richard Doll Seminar — Getting the best of medical health
records

<—TAURAA. RAW RADO LOUISA GNATIUC JONATHAN EMBERSON
Student External Tutor External Tutor
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EES Supendsion Repdit i Asdania Ramiez Tiado for TT 201420135

G55 Report for
Alegjandra Ramirez Tirado
for TT 209472013
2014-2013

|J5& r Mame [User Type Event Date  |Ewvent
|Mi55 Alzjandra Ramirez Tirado Student 11-JUN-2015 |Report Submitied
Miss Louisa Gnatiuc Supenisor 28-JUN-2015 |Report Submitied
Professor Sasha Shepperd OGS
Self-assessment report for Alejandra Ramirez Tirado
Programme of Stwdy: VR_PU1 - Recognised Student - Public Health
How many times hawe you met with Miss Louisa Gnatiue since your last
report? 1320
Has the Student raised any concerns about the progress of their course
ower the last reporting period? Mo

Trinity Temm : Self-assessment overall progress The "Mexico City Prospective Study” is the largest
blood-based-cohort study in Latin Amerca camed out by Ministry of Health in Mexico in collaboration
with the “Nuifield Department of Population Health (MDPH)™ at the Unwversity of Cxford who aim to
assess the risk factors associated with the leading causes of death in Mexico. | am collaborating
within this project by studying tobaceo smoking & health-status among adults in Mexco Ciy. For
this purpose. | conducted different activiies under a weekly or bi — weskly coaching, one to one with
iy mentor & with other professionals at the NDPH, collaborating to my growth in 3 continwows and
integral way. First, | conducted a literature rewiew of key papers reganding the project, is scope &
the assessment of the effects of tobacco smoking on the health of other population stedies. Then,

I was given the synthess of the database in order to relate the main goal with the drafting of the
research guestions of interest to me. Later, | conducted an online self-directed course to review

and consofidate my knowledge for data analysis with STATA. Then, for the data analysis, | create &
describe my database. Additionally, | acgquired new skills for docementing & reporting my findings,
performing the documentation of my research, using new statistical packages for the generation of
high gquality graphics: (e.g. R & Jasper local-developed extension of B) & keaming new commands
for data management using STATA. The skifs above were acquired by # One to one fraining with
my mentor and other professionals at the MOPH # Attending to workshops at MDPH{e.g R2.Flexible
high-guiality plotiing in cbsereational stedies: Using Japer to create high guality plots, conducted

by Matt Amold an 2T May 2015) # At home training employing Webleam resources such as: R-

an Intreducton, & STATA-Siatstical data management £ Seli-conducted practices for estmating

& plotting standardized values & for generating-exporting high-quality tables from STATA into
different formats (e g. excel, word) in a systematic way. Summarize of the: data analyss performed
# Description of the bassfne charactenstics of the overall populaton by gender and tobacco-
smoking exposure (never, passive, former, cument smokers) # Estimate and plot the age-sex
specific prevalence of tobacco-smoking exposure # Estimate and plot the sex-specific prevalencs of
tobacco-smoking exposure stratified on age by average maonthiy mcome and by years of education
# Estimate and plot the average age of onset regular tobacco smoking among different exposure
leyels to tobacoo among curment and former smokers by gender and birth decade # Estimate and
plot the tobacco consumption (measwed as packiyears) among cument ssmokers by gender and
birth decade # Estimate and plot the sex-zpecific prevalence of selected chronic diseases (diabetes
rmedlites, chronic respiratory disease, cardiovascular disease,. renal disease, liver disease and cancer)
stratified on age by tobacco smoking exposure and by tobacco consumption (packfiyears) among
current smokers £ Estimate and plot the sex-speciic prevalence of cument smokers by intensity

of akcoho! consumption As part of the re- survey to be camed out within the project, | atso helped
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G55 Supendsion Repaort for Alefandra Ramirez Tirado fior TT 204420135

in the translation from English to Spanish of manuals for the bloosd-sample collection and of the
perfommance of spirometer measurements which will be used in the fieldwork during the re- sumeey
of the parbcipants. CONFFEREMCES ATTENMDED 5 May- Professor Cathie Sudlow UK Bicbank: an
update on the challenges & opportunities 18 May- Lian Smeeth: Getting the best of medical health
records

Training Attended:

I acquired new skills for documenting & reporting my findings - -Leam new ways for approaching o
the study of health on population studies -Leam to perform the documentation of a research -Leam
how to generate systematic high quality pubication tables from STATA -Leam new post-estimation
commands for data analfysis -Use new statistical packages for high quality plotting (These packapes
were R & Jasper) -Leam to use Bodleian Libraries and were acquired by: -One to one traning with
iy mentor and other professionals at the MOPH -Attending to workshops at NDPH (=g R2 Flexibls
high-guiality plotiing in cbservational studies: Using Japer to create high quality plots, conducted by
Matt Arnold on 27 May 2015) -Attending online self-directed cowrses of Stata data analysis at NOPH
-Attending to Richard Doll Seminars - At home franing employing WeblLeam resources such as: R-
an Introduetion, & STATA-Statistical data management -At homs raining employing Bodleian-Skils
Web Resources

Training Required:
I'would like to consolidate and deep my knowledge in the following areas: -Plotting with Jasper -
Writing skills -Systematic litzrature reviews & meta-analysis And | would like to attend fcontinue

attending to: -Richard Doll Seminars -Tought writing skills courses -Courses regarding the
management of R and Stata

Supervisor Beporis

Miss Louisa Goati
Concerns Raised: Mo

Ho of meetings with student since last report: 13-20

Alejandra is a wisiting student working on the Mexico City Prospective Study, kooking at tobaceo and
health. Her stay with us is a research placemsent, aiming at gaining ressarch skills and expensnce
with an Cieford based academnic growp. Alejandra has demonstrated outstanding determination

and commitment in leaming intermal statistical methods and packages and she has successiully
applied thess to her research project Her progress was good and according o plan. Alejandra
demonsirated excellent capacity for studying and working mdependently, and has developed critical
and epidemiclogical thinking that will serve her to undertaking a post-graduate degres, shall she
decide to do so. Alsjandra also assisted other students in the group with leaming graphic skills, a
remarkable proof of her mastering what she has leamt

Training Attended {completed by Miss Louisa Gnatiuz):
Academic Wiiting (week 22nd-28th of June 2015)

Training Required {completed by Miss Louisa Gnatiuc):
in-howse one-to-one training on how to estimate floated absolute risks wsing Cox proportional
hazards will be provided

DGS Comments

Professor Sasha Shepperd
Professor Sasha Shepperd has not submitted any comments.
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Universidad Nacional Autonoma de México

Secretaria General

Direccion General de Admmistracion Escolar
Subdireccion de Asuntos Escolares del Posgrado

HISTORIA ACADEMICA

Nombre del Alumno RAMIREZ TIRADO LAURA ALEJANDRA Clave 12 - 40096 -

Nomero de Cuenta 304702358

Posgrado MAESTRIA EN CIENCIAS DE LA SALUD
Periodo Plantel | Asignatura Hombre Asignatura Grupo | Calif. | No. Folio
20141 12_ 6F161 SEMINARIO DE INVESTIGACION | MDOSs 9 123578524
20141 12 67168 BIOESTADISTICA BASICA C533 8 123878837
2041 12 67181 METODOS EPIDEMIOLOGICOS | £522 | 4D | 123878846
20141 12 BF206 COLOQUIO DE INVESTIGACION | CDDY | AC | 123878856
201441 12 67209 TRABAJO DEINVESTIGACION | LDO6 10 | 423BTBBES
20141 12 6r213 GENESIS ¥ FUNDAMENTO DEL PENSAMIENTO C327 8 | 123878910

EPIDEMIOLOGICO
20141 12 67222 MODELOS NO LINEALES Y LONGITUDINALES SP27 8 | 123878912
20141 12 67243 METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION SM13 10 | 923878925
242 12 67162 SEMINARIODE INVESTIGACION Il MDQO2 9 123392421
2014-2 12 67165 DOCENCIA EN CIENCIAS DE LA SALUD C503 | 10 | 123892431
20142 12 G7207 COLOQUID DE INVESTIGACION 11 CBOZ | AC V123592447
2014-2 12 67210 TRABAJO DE INVESTIGACION 1l LDO2 10 | 123892452
2014-2 2 67215 MODELOS LINEALES C529 g 123892495
2014-2 12 67220 EPIDEMIOLOGIA APLICADA SP25 9 [123802501
2014-2 12 67252 GERENCIA DE'PROGRAMAS ¥ SERVICIOS DE SALUD MPD5---10 | 423832515
2014-2 12 67270 INTRODUCCION A POLITICAS DE SALUD SM24 10 | 923892553
209422 F2Z BTB23 PREPARACION ¥ REDACCION DE PRESENTACIONES. Y WS 9., pM23892610
PUBLICACIONES CIENTIFICAS

20151 12 67163 SEMINARIO DE INVESTIGACION Il MD03 9 | 123006636
2015+1 12 67188 AMNALISIS DE SOBREVIDA SPE3 8§ . |'#23906655
20151 12 67208 COLOQUID DE INVESTIGACION 1l CDOD3 | AC | 123906670
2151 12 BF211 TRABAJD DE INVESTIGACDON 1 L2 10 | 123906704
252 12 67164 SEMINARIO DE INVESTIGACION IV MDO4 9 [923327978B
2152 12 67212 TRABAJO DE INVESTIGACON IV L2 10 923928035
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