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RESUMEN

Los pacientes con tumores germinales de testiculo en estadios avanzados alcanzan una
supervivencia a 5 afios del 70-80% si son tratados con quimioterapia adyuvante basada en
platino; sin embargo, cerca del 20-30% de los pacientes no responderan a esta estrategia
terapéutica y tendran una evolucién desfavorable, con progresion de la enfermedad y un
potencial desenlace fatal . Uno de los mecanismos de accién del platino es mediante la formacién
de uniones con el DNA de la célula tumoral, cambiando su configuracién espacial y propiciando
su apoptosis. Una de las vias de reparacion de estas uniones entre el platino y el DNA mas
estudiadas, es la via de “Reparacidn por Excisién de Nucledtidos (NER)”. Dos de las proteinas mas
importantes de este sistema de reparacion, son el ERCC1 y la XPA. La presencia de los
polimorfimos C8092A de ERCC1 y 5'UTR de XPA, se han asociado con la supervivencia global en
pacientes tratados con cisplatino en otras neoplasias . Objetivo: Determinar la genotipificacién de
los polimorfismos C8092A de ERCC1 y 5'UTR de XPA en pacientes con tumores germinales de
testiculo en estadios avanzados y correlacionarlos con las caracteristicas clinicas y la respuesta a
la quimioterapia basada en cisplatino. = Metodologia: Estudio prospectivo y observacional.
Extraccion de DNA de sangre periférica de pacientes con TCGT en estadios avanzados para la
genotipificaciéon de los polimorfismos C8092A de ERCC1 y 5'UTR de XPA antes del inicio de
guimioterapia, y su correlacidn con variables clinicas, histolégicas y la respuesta al tratamiento

con quimioterapia

Resultados: los polimorfismos C8092A del gen ERCC1 y 5°UTR de XPA en los pacientes con TCGT
en estadios avanzados, muestran una tendencia a presentar una mejor respuesta al tratamiento
con quimioterapia basada en platino, un mejor perfil clinico y a una mejor sobrevida global.
Conclusion: Es posible que la presencia de polimorfismos de ERCC1 (C8092A) y de XPA (5UTR),
se asocien a un mejor prondstico, ademas de tener un hipotético papel como factor predictivo en
los tumores germinales de testiculo en estadios avanzados. Es necesario completar el tamafio de

la muestra calculado para determinar el verdadero valor de estos resultados.



INTRODUCCION

Los tumores germinales de testiculo son consideradas neoplasias altamente quimiosensibles, en
donde se alcanzan tazas tan altas de curabilidad como del 90%, aun en presencia de enfermedad
metastasica. El éxito terapéutico se atribuye en gran medida a la introduccién de la
guimioterapia adyuvante a base de cisplatino, aunada a un adecuado seguimiento y control

quirurgico de la enfermedad residual.

Se han descrito diversos mecanismos bioldgicos que participan directa o indirectamente en la
respuesta a la quimioterapia basada en platino, pero uno de los mas estudiados y que ha
demostrado consistentemente una relacidn con la respuesta al tratamiento sistémico, es el de la
capacidad para reparar el DNA que ha sido modificado por el platino. La via de reparacién del DNA
por escision de nucledtidos (NER) es considerada de las mas importantes, y existen en la
literatura diferentes lineas de investigacién que han encontrado asociacién entre las distintas
proteinas que conforman esta complicada maquinaria de reparacidén, con la sensibilidad a la

guimioterapia en distintos tipos de neoplasias.

Por otro lado, en la actualidad es ya posible encontrar mutaciones genéticas ocultas
(polimorfismos) que se manifiestan como pérdida, mal funcionamiento o ausencia de expresién
de proteinas especificas. Estos hallazgos han encontrado aplicacién en la investigacion basica y
clinica del cancer. Los avances mas importantes en el tratamiento sistémico de las neoplasias en
general, ha tenido lugar en el conocimiento de la biologia molecular y los mecanismos genéticos
qgue regulan el comportamiento biolégico de los tumores. El tener conocimiento de las variables
clinicas asi como de las variables moleculares de cada tumor en forma individualizada, permitira

guiar un tratamiento mas especifico y con mayor probabilidad de éxito.

Recientemente se han descrito distintos polimorfismos en la via NER vy su asociacién con la
respuesta a la quimioterapia basada en platino, asi como en la supervivencia global en neoplasias
diversas. El papel en especifico de los polimorfismos y su verdadero impacto en el area clinica de

la oncologia, son hasta este momento desconocidos.

Este trabajo de investigacidn busca encontrar nuevas asociaciones entre polimorfismos de los
genes ERCC1 y XPA (proteinas que participan en la via NER), en pacientes con tumores germinales
de testiculo; neoplasias por si solas altamente quimiosensibles, que basan su tratamiento

sistémico en el platino.






ANTECEDENTES

Quimioterapia basada en platino

El cdncer de testiculo representa del 1 al 5% de todos los cdnceres en el hombre, siendo la
neoplasia mas frecuente en menores de 45 afios (1,2). El 90% de los casos corresponden a
tumores de células germinales de testiculo (TCGT; seminomas y no seminomas). (3,4). Los
marcadores tumorales séricos (Deshidrogenasa Lactica (DHL), Alfa Feto Proteina (AFP) y la
Fraccion Beta de la Hormona Gonadotropina Coridnica Humana (HGC-FB)) son relativamente
especificos y son indispensables en el diagndstico, tratamiento y seguimiento de estos tumores .
Hasta este momento, el nivel en suero de los marcadores tumorales, la histologia y el estadio
clinico al momento del diagndstico, son tomados en cuenta para la obtencién de un prondstico y

como guia en la decisién terapéutica (5).

Desde 1987 el tratamiento estandar de los TCGT en estadios II-IV se basa en la administracion de
guimioterapia con Bleomicina, Etopdsido y Platino (BEP), alcanzando una supervivencia a 5 afos
de 70-80%; sin embargo, cerca del 20-30% de los pacientes no responderan a este esquema de
tratamiento (platinorefractarios) y tendran una evolucion desfavorable, con progresion de la
enfermedad y un potencial desenlace fatal (6). La causa de esta resistencia al platino, continda

siendo hasta este momento desconocido (7).

Sensibilidad del Platino

Los mecanismos de accién del platino en tumores germinales y la causa precisa de su tan elevada
sensibilidad, no se conocen con exactitud, pero uno de los mecanismos de accion mas estudiados
es mediante la formacidn de uniones covalentes con el DNA de la célula tumoral, ocasionando 3
tipos de dafio: a) monoaductos, b) uniones dentro de la misma cadena (intracatenarios) y c)
uniones entre cadenas del DNA de la célula tumoral (intercatenarios)(8-10), cambiando su

configuracién espacial, y propiciando su apoptosis.

Otros mecanismos de accidn del platino menos estudiados y posiblemente no tan directamente
relacionados con la tan elevada taza de respuesta, son la interrupcion de la polimerizacion de la
actina y ruptura del citoesqueleto de la célula, la interaccidn con los fosfolipidos y fosfotidilserina

de la membrana celular, y el dafio a el DNA mitocondrial.



Resistencia al platino
Existen varios mecanismos por los cuales se cree que se desarrolla resistencia al platino:

1) Por disminucion de la acumulacién de la droga dentro de la célula

2) Por aumento de la expulsion de la droga de la célula

3) Porinactivacién de la droga por compuestos sulfuro (glutatién —metalotineinas)

4) Por resistencia de la célula al dafio producido al DNA (formacién de un “puente” que salta
las uniones covalentes del DNA con el platino)

5) Por aumento en los mecanismos que reparan el segmento de DNA alterado.

De todos los antes mencionados, el mecanismo de aumento en la reparacion del DNA es sin duda
de los mas minuciosamente estudiados, y en este mecanismo se distinguen otras tres formas de

reparacion del DNA:
1) Reparacion por escision de bases (BER);
2) Reparacion por escision de nucleétidos (NER), vy

3) Reparacion por mal apareamiento de las bases (MMR) (11-13).

Estudios in vitro e in vivo han mostrado que de estos mecanismos de reparacién, el mecanismo
via NER es posiblemente el mas importante. Este mecanismo de reparacién, consiste en el
reconocimiento del dafio del DNA a través de la proteina XPC, que actia como sensor del sitio
dafiado. La proteina XPA se une entonces al DNA dafado (previamente reconocido por XPC),
verificando la lesién y promoviendo el reclutamiento de otras proteinas, que se encargaran de
delimitar y eliminar el dafio en el DNA. La proteina de replicaciéon A (RPA) se une a XPA, sirviendo
de soporte para la actividad del factor de transcripcion IIH (TFIIH) que es un complejo de
proteinas con actividad de helicasas 3’5" y 523" (XPB y XPD respectivamente). La incisién del
dano se lleva a cabo por la endonucleasa XPG, la cual corta la cadena en el extremo 3’; mientras
gue el extremo 5" es cortado por el complejo XPF-ERCC1; una vez extraido el dafio, se lleva a cabo
la polimerizacion del DNA mediante la polimerasa delta, utilizando como molde la cadena

complementaria (14-19).



Actualmente existe suficiente evidencia que muestra que un hiperfuncionamiento en la capacidad
de reparaciéon del DNA (dafiado por el platino) mediante la via NER, es posiblemente el mecanismo
mas importante en el desarrollo de resistencia al tratamiento; en esta via, el gen ERCC1 y el gen
XPA juegan un papel medular: cualquier situacién que sobreexprese (los genes ERCC1 y XPA),o
que por otro lado que se manifieste en un hipofuncionamiento de estas proteinas, podria
traducirse en una disminucién o aumento en la sensibilidad al tratamiento con cisplatino

respectivamente. (20,21)

Con respecto a los tumores germinales de testiculo y la expresién de ERCC1 y XPA, diversas lineas
de investigacion han mostrado que existe una fuerte asociacion entre la expresion de estos genes

y la resistencia al platino (a mayor expresion, mayor resistencia). (22,23,24,25)

Los polimorfismos de los genes ERCC1 y XPA resultan en mutaciones silenciosas que podrian
interferir con la funcidén de sus respectivas proteinas (20)(21). Ya existen estudios que han
mostrado asociacion entre la presencia de los polimorfismos de la via NER y la sobrevida, periodo
libre de enfermedad y tazas de respuesta a la quimioterapia basada en platino en otro tipo de
neoplasias: cancer de pulmoén, cancer de ovario, y cancer de colon (26,27,28), mostrando
resultados consistentes: “ la presencia de polimorfismos de la via NER se asocia con un mejor

prondstico”.

Hasta este momento, el efecto de la presencia de polimorfismos de ERCC1 y XPA no ha sido
descrita en pacientes con tumores germinales de testiculo, en donde podria encontrarse asociada
al prondstico, al fenotipo maligno y tener un papel como factor predictivo, en aquellos pacientes

candidatos a recibir tratamiento adyuvante a base de platino.



OBIJETIVOS:

Determinar la genotipificacién de los polimorfismos C8092A de ERCC1 y 5’'UTR de XPA en
pacientes con tumores germinales de testiculo en estadios avanzados y correlacionarlos con las

caracteristicas clinicas y la respuesta a la quimioterapia basada en cisplatino.

HIPOTESIS:

Los polimorfismos C8092A del gen ERCC1 y 5°UTR de XPA en los pacientes con TCGT en estadios
avanzados, se asocian a una mejor respuesta al tratamiento con quimioterapia basada en

platino, a un mejor perfil clinico y a una mejor sobrevida global

METODOLOGIA
Disefio del estudio

- Es un estudio prospectivo, transversal, descriptivo y observacional.

Tamaiio de muestra

Se realizd el cdlculo de la muestra en base a la sobrevida de pacientes con tumores
testiculares no seminomas de un estudio previo retrospectivo, (35) para obtener un poder del 80%
y una significancia de p=0.05 (2 colas) y detectar una diferencia en sobrevida global de 21% a 5
afios (45% para el grupo de pacientes con genotipo C/C y 66% para el grupo de pacientes con
genotipo heterécigo (C/A) y homadcigo (A/A) para el polimorfismo en pacientes con tratamiento
con quimioterapia (BEP), hipotetizando una disminucidn en sobrevida para los individuos que no

poseen el polimorfismo .
P1=0.45y P2=0.66; Z0/2=1.96, 0a=0.2 y Z0=0.84, pM=0.55, qM=0.49, d=0.21

Utilizando la formula: N= (Za/2+Zb)2 (2) pM gM

d2

Obtenemos un céalculo de 99 pacientes por brazo.



Debido a que el alelo C es del 52% en poblacién mexicana, necesitamos 52 pacientes del genotipo

CCo CA, en total 104 pacientes.

Poblaciéon de estudio

- Pacientes con tumores germinales de testiculo del Instituto Nacional de Cancerologia, que

cumplan con los criterios de inclusién.

Criterios de inclusion

e Pacientes con TCG de testiculo

e Estadios Il, lll y IV de la clasificacion Royal Marsden

e Virgenes al tratamiento con quimioterapia (Bleomicina, Etopdsido y Platino)

e Mayores de 15 afios y menores de 60 aiios.

e Karnofsky > 70 y/o ECOG <2.

e Firma del consentimiento informado para tomar tanto la biopsia durante la orquiectomia,
como la muestra de sangre periférica

e Determinacién sérica de marcadores tumorales antes de la realizacidn de orquiectomia

radical

Criterios de exclusion

e Pacientes que hayan recibido tratamiento con quimioterapia previo a la orquiectomia
e Pacientes que se hayan hecho la orquiectomia fuera del INCan

e Expedientes que no contengan la informacién completa



Criterios de eliminacion

e Retiro del consentimiento informado
e Pacientes que hayan recibido otro tratamiento de quimioterapia distinto a BEP, como

primera linea de tratamiento

Obtencion de muestras de sangre periférica

Se tomard una muestra de 5 ml de sangre periférica a cada uno de los pacientes que cumplan con
los criterios de inclusidn para llevar a cabo la determinacién de los polimorfismos C8092A del gen
ERCC1y 5'UTR de XPA. Previa firma de una carta de consentimiento informado aprobada por los

Comités de Investigacion y de Etica del Instituto Nacional de Cancerologia

Amplificacién del polimorfismo de C8092A del gen ERCC1 y 5°"UTR de XPA mediante la técnica
de PCR

El DNA gendmico se extraerd a partir de muestras de sangre periférica de pacientes con cancer de

testiculo, mediante la utilizacion de Fenol/Cloroformo/Proteinasa K.

Para determinar el polimorfismo C8092A del gen ERCC1 se amplificé el fragmento del gen que
incluye el coddn 8092 con los siguientes primers:
Sentido: 5-TAG TTC CTC AGT TTC CCG-3’

Antisentido: 5’-TGA GCC AAT TCA GCC ACT-3’

Para el caso del polimorfismo 5°UTR de XPA los primers son los siguientes:
Sentido: 5’-CTA GGT CCT CGG AGT GGT CC-3’

Antisentido: 5’-GCC CAA ACC TCC AGT AGC C-3’

Para la reaccion de PCR se utilizaran 100 ng de ADN gendémico, 0.2mM de cada dNTP, 0.2 uM de
cada primer, 1l de buffer 10X sin MgCl, (Invitrogen), 1.5 mM de MgCl,, 0.2 unidades de DNA



polimerasa Taq Platinum (cat. 10966-030 Invitrogen) y H,0 MQ estéril para completar un
volumen de 10ul. Los productos amplificados son fragmentos de 255pb y 204pb respectivamente.

La amplificacién se verificara mediante electroforesis en gel de agarosa al 3%.

Anadlisis de los polimorfismos C8092A del gen ERCC1 y 5°UTR de XPA por RFLP’s

Para identificar el polimorfismo de ERCC1 el producto de PCR se digerird con la enzima de
restriccion Mbo Il (New England Biolabs), la cual reconoce el sitio 5’GAAGA(N)s3’ que se genera en
el gen ERCC1 por la transversion A:G en la posicidn 8092 del extremo 3’ terminal. Mientras que
para el polimorfismo 5°'UTR de XPA el producto se digerird con la enzima BspEl que reconoce el

sitio 5" T/CCGGA 3.

Obtencion de biopsia

La biopsia se obtendra inmediatamente después de la realizacién de la orquiectomia,

manteniendo la muestra en RNA later para evitar la degradacién del material.

Analisis de expresion de XPA, ERCC

A partir de las biopsias obtenidas, se llevard a cabo la extraccién de RNA y se realizard RT-PCR
para cada uno de los genes de interés utilizando primers especificos para la amplificacién de cada
uno de ellos, previamente disefiados.

XPA

Sentido 5°-GCACCACTGTACCCCAGG-3’

Antisentido 5’-TAGTTCCCCACTGTTTCCACC-3’



ERCC1
Sentido 5- CCTGGGAATTTGGCGACG-3’

Antisentido 5"-GCGGAGGCTGAGGAACAG-3’

EVALUACION DE LA RESPUESTA Y SEGUIMIENTO

Todos los pacientes que cumplieron con los criterios de inclusiéon, que contaban con muestra
sanguinea y biopsia, fueron estadificados mediante una Tomografia Axial computarizada de
abdomen y pelvis y una tele de torax antes del inicio del tratamiento. Todos aquellos pacientes
con evidencia de lesiones pulmonares metastasicas por tele de torax fueron también evaluados
con TAC de torax y mediastino, y en presencia de sospecha de actividad tumoral en sistema
nervioso central, se les realizé ademas una TAC de craneo para descartar actividad tumoral a este
nivel. Todos los pacientes fueron etapificados segun las guias de la Royal Marsden y agrupados

en grupos prondstico segun el consenso internacional de tumores germinales

Los pacientes fueron tratados de acuerdo a las guias internacionales de tratamiento (de forma
homogénea), con quimioterapia a base de Bleomicina, Etopdsido y cisplatino, y tuvieron un
seguimiento mensual, con medicién de marcadores tumorales durante el curso del tratamiento
para evaluar la respuesta al mismo, asi como trimestral para detectar recurrencia o persistencia

de la enfermedad.

En todos los pacientes se determind la quimiosensibilidad o resistencia de acuerdo a la
negativizacién de los marcadores tumorales, y en todos se documentaron las caracteristicas

histoldgicas de los tumores.

Se tomd como Unica fuente de informaciéon el expediente electrénico del Instituto Nacional de

Cancerologia (IncaNet).



ANALISIS ESTADISTICO

Todas las variables clinicas (edad, estadio clinico, grupo prondstico, fecha de diagndstico,
recurrencia, resistencia al tratamiento con quimioterapia) e histoldgicas (tipos y subtipos
histoldgicos, permeacion linfovascular, etc), fueron vertidas en una base de datos y fue analizada

mediante el programa SPSS.

DEFINICION DE LAS VARIABLES

VARIABLES INDEPENDIENTES
EDAD

1. Definicidn operativa
Se medird el nimero de afios cumplidos en expediente electrénico al momento
del diagnéstico

2. Tipo de variable
Cuantitativa discreta

3. Unidad de medicién

Anos

TIPO HISTOLOGICO

1. Definicion operativa
Tipo histoldgico en el reporte histopatolégico del expediente electrdnico
2. Tipo de variable
Cualitativa nominal
3. Categorias de la variable:
a. Seminoma

b. No seminoma



SUBTIPO HISTOLOGICO

Definicion operativa
Subtipo histolégico en el reporte histopatoldgico del expediente electronico
Tipo de variable
Cualitativa nominal
Categorias de la variable:
a. Coriocarcinoma
b. Carcinoma embrionario
c. Tumor de senos endodérmicos

d. Teratoma

ESTADIO CLINICO

Definicion operativa
Se medira segun los criterios de la Royal Marsden
Tipo de variable
Cuantitativa discreta
Unidad de medicidn
a) |
b) Il
o 1N
d) IV



GRUPO PRONOSTICO

1. Definicion operativa
Definicidn obtenida segun criterios prondsticos del consenso internacional
2. Tipo de variable
Cualitativa nominal
3. Categorias de la variable:
a) Buen prondstico
b) Prondstico intermedio

c) Pobre pronéstico

VARIABLES DEPENDIENTES

RESPUESTA AL TRATAMIENTO CON QUIMIOTERAPIA (BEP)

1. Definicion operativa

Definida por presencia de negativizacidn, o ausencia de negativizacién de

marcadores tumorales
4. Tipo de variable

Cualitativa nominal
5. Categorias de la variable:

a) Sensible
Negativizacion de marcador tumoral durante el

tratamiento con quimioterapia

b) Resistente

Ausencia de negativizacién del marcador tumoral durante

el tratamiento con quimioterapia



SOBREVIDA GLOBAL

Definicion operativa

Se medird el tiempo en meses desde la fecha de diagndstico, hasta la fecha de
muerte. (datos obtenidos del expediente electrdnico)

Tipo de variable

Cuantitativa discreta

Unidad de medicidn

meses

PERIODO LIBRE DE ENFERMEDAD

Definicion operativa

Se medira el tiempo en meses desde la fecha de término de la quimioterapia,
hasta la fecha de documentacion de recurrencia (por elevacidon de marcador
turmoral)

Tipo de variable

Cuantitativa discreta

Unidad de medicidn

meses



X. CONSIDERACIONES ETICAS

1. PROCESO DE OBTENCION DE MUESTRAS

A todos los pacientes que sean candidatos a ingresar al protocolo se les proporcionara y
explicard el consentimiento informado, también se les manifestard verbalmente que se
utilizardn muestras sanguineas para el andlisis de los polimorfismos de interés, asi como una
biopsia obtenida de la orquiectomia para el estudio de expresidon de los genes a estudiar.
Como se describe en el consentimiento informado, el paciente tendrd la libertad de retirarse

del estudio de manera voluntaria si asi lo desea.

2. PROCESO DE OBTENCION DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO

Se entrevistard a las pacientes diagnosticados con TCGT de reciente ingreso al INCAN que se
vayan a llevar a orquiectomia radical. Se les informara detalladamente en que consiste el
protocolo y los beneficios que esta investigacion puede proporcionarles en cuanto a respuesta
al tratamiento basado en cisplatino y los efectos en la supervivencia. También, se les hara

entrega de una copia del consentimiento informado.

Se les dara informacidn explicita de la elaboracién del estudio y como se llevardn a cabo los

ensayos biolégicos.

El presente estudio cumple con los requisitos de la Declaracién de Helsinki, la Ley General de

Salud y las normas de Buenas Practicas Clinicas.



RESULTADOS

Del periodo comprendido entre abril del 2008 hasta junio del 2009, se capturaron un total de 72
pacientes en quienes fue posible la obtencién de muestra sanguinea y biopsia del tumor germinal
del testiculo. Se excluyeron a 47 pacientes que no cumplian con los criterios de inclusiéon
(pacientes en estadioo clinico |, no candidatos a recibir quimioterapia adyuvante); de los 25
restantes, 23 pacientes eran del tipo no seminomatoso (TGTNS) y 2 del tipo seminoma. Tuvieron
gue ser eliminados 7 pacientes en quienes se carece de informacidén acerca del seguimiento
clinico y de la respuesta al tratamiento con quimioterapia. De los 16 pacientes restantes, el DNA
se degradd y no fue posible su amplificacion en 2 pacientes, dejando para el andlisis final un total
de 14 pacientes. Se incluyé en el analisis a un paciente en EC |, pero que fue catalogado como de
pobre pronéstico, y que recibié ademas tratamiento adyuvante con quimioterapia a base de BEP

4 ciclos

De los 14 pacientes que se incluyeron en el andlisis final, 6 tumores eran del tipo no seminoma

(42.9%) y 8 del tipo seminoma (57.1%).

Las caracteristicas generales de la poblacion de estudio se encuentran en la tabla 1. La media de
edad fue de 26 afios. Se presentaron 3 muertes durante el seguimiento, todas secundarias a

progresion de la enfermedad y falta de respuesta al tratamiento con quimioterapia.

La histologia mas frecuente fue la de teratoma (71.4%), y la mayoria del grupo correspondié a
pacientes con estadios clinicos Il y lll (35.7 % para ambos), con prondsticos buenos, intermedios y

pobres del 28.6%, 28.6% y 6% respectivamente.



Tabla 1. Caracteristicas generales

VARIABLE MEDIA % (n)
HISTOLOGIA
CORIOCARCINOMA 14 (2)
SENOS ENDODERMICOS 64.3 (9)
TERATOMA 71.4 (10)
CARCINOMA EMBRIONARIO 50 (7)
ESTADIO CLINICO
T 35.7 (5)
i 35.7 (5)
W 214 (3)
| 7.1(0)
GRUPO PRONOSTICO
BUENO 286 (4)
INTERMEDIO 286 (4)
POBRE 6 (42.9)
RECURRENCIA 7.1(1)

MUERTE

214 (3)




Encontramos que un 35.7% de los pacientes fue catalogado como resistente al tratamiento con

quimioterapia y un 64.3% se catalogé como sensible al mismo (tabla 2). Las frecuencias de

presentacién de los distintos genotipos se encuentran plasmados en la tabla 3.

Tabla 2. Respuesta ala quimioterapia

RESPUESTA A LA QUIMIOTERAPIA % (n)
Sensible 64.3 (9)
Resistente 35.7 (5)
Tabla 3

GENOTIPO ERCC1

% (numero)

Wild type (wt C/C) 35.7 (5)
Heterocigoto ( C/A) 50 (7)
Polimorfico (A/A) 14.3 (2)

GENOTIPO XPA

% (numero)

Wild type (A/A) 42.9 (6)
Heterocigoto (A/G) 35.7 (5)
Polimorfico (G/G) 21.4 (3)

No se encontrd ninguna asociacién entre la expresion de los genotipos (silvestre (wt), heterdcigo o

polimdrfico) con las distintas variables clinicas (estadio clinico, nivel de marcadores tumorales, etc)

e histopatoldgicas (subtipo histolégico) (tabla 4 y 5); Pero si se aprecié una tendencia hacia la

presencia de caracteristicas histoldgicas (presencia de invasion linfovascular) vy clinicas) de pobre

prondstico (presencia de un mayor nimero de metastasis a pulmdn) en aquellos pacientes que NO

presentaron el polimorfismo de ambos genes (ERCC1 y XPA), aunque en ninguna de ellas con

significancia estadistica.




Tabla 4

VARIABLES GENOTIPOS ERCC1 TOTAL P
HISTOLOGICAS WT C/C | HETERO C/A POLI A/A
Con Inv Cordén Espermatico 1 1 0 2
Sin Inv Corddn Espermatico 4 6 2 12 0.79
Con Inv Linfovascular 2 1 0 3
Sin Inv Linfovascular 3 6 2 11 0.78
CLINICAS
Grupo prondstico Pobre
S| 3 2 1 6
Otro 2 5 1 8 0.67
Metdéstasis a Pulmén
Presentes 3 3 0 6
Ausentes 2 4 2 8 0.35




Tabla 5

VARIABLES GENOTIPOS XPA TOTAL P
HISTOLOGICAS WT A/A HETERO A/G POLI G/G
Con Inv Corddn Espermatico 2 0 0 2
Sin Inv Corddn Espermatico 4 5 3 12 0.21
Con Inv Linfovascular 3 0 0 3
Sin Inv Linfovascular 3 5 3 11 0.078
CLINICAS
Grupo pronéstico Pobre
SI 3 1 2 6
Otro 3 4 1 8 0.38
Metastasis a Pulmdn
Presentes 4 2 0 6
Ausentes 2 3 3 8 0.16

Al comparar la taza de respuesta a la quimioterapia entre los diferentes genotipos, se puede
apreciar una tendencia a presentar una mayor resistencia a la quimioterapia cuando NO se
expresa el polimorfismo tanto de ERCC1 como de XPA, aunque sin alcanzar un nivel de p con valor

estadisticamente significativo. (tabla 6)




Tabla 6. Genotipos de ERCC1 y XPA y respuesta a la Qt

ERCC1 Sensible Resistente Total
WT C/C 3 2 5
Hetero C/A 4 3 7
Poli A/A 2 0 2

P=0.52

XPA Sensible Resistente Total
WT A/A 3 3 6
Hetero A/G 3 2 5
Poli G/G 3 0 3

P=0.32

El Unico paciente que presentd recurrencia, presentd un genotipo silvestre (wild type) tanto de

ERCC1 como de XPA.

En las figuras 1y 2 se presentan las curvas de Kaplan Meyer para sobrevida global y su asociacion
con la expresion de los distintos genotipos, observandose un clara tendencia hacia una mejor
sobrevida con la presencia de los polimorfismos de ERCC1 y de XPA, aunque ninguno de ellos

alcanzd significancia estadistica.




Figura 1. Sobrevida y Genotipos de ERCC1



Figura 2. Sobrevida y Genotipos de XPA



DISCUSION

En este trabajo se analizan sélo a pacientes con estadios clinicos avanzados (con presencia de

metastasis retroperitoneales en adelante) y que son candidatos a quimioterapia adyuvante,

encontrando un mayor porcentaje de pacientes quimiorresistentes al compararlo con el

porcentaje global de todos los pacientes con tumores germinales de testiculo

independientemente del estadio clinico al diagndstico (37% versus 10% respectivamente).

Otros estudios ya han encontrado asociaciones importantes entre la presencia de polimorfismos

de XPA y ERRC1 en otro tipo de neoplasias:

1) Enovario: Saldivar y cols, demostraron que distintos polimorfismos de

la maquinaria del NER (XPC, XPD exdn 10, XPD exon 23) se asociaban a una
menor riego de muerte y recurrencia en 146 mujeres con cancer de ovario
avanzado (27). Aunqgue de forma contraria a los encontrado en nuestro
trabajo, la presencia de un genotipo XPA heterdcigo se asocio a una peor
sobrevida y menor periodo libre de enfermedad al compararlo con el

genotipo homocigo (wild type)

2) En cancer de colon, Moreno y cols, mostraron que e | polimorfismo de

ERCC1 podria tener un importante papel en predecir que paciente

responderan al tratamiento con platino (28).

3) En cancer cervicouterino avanzado: Chung y cols demostraron una mayor

4)

taza de respuesta al tratamiento con cisplatino en aquellas pacientes que

presentaban el polimorfismo de XRCC1. (29)

En ovario: KangSy cols, encontraron que la presencia del polimorfismo
ASN 118ASN (c-T) de ERCC1, se asociaba a una mayor sensibilidad al
tratamiento con platino en 60 pacientes con cancer de ovario avanzado .

(30)



5) En pulmon, Zhou y cols demostraron que los pacientes que presentaban el
prolimorfismo C8092A de ERCC1 tenian una mejor sobrevida global al

comprarlos con aquellos pacientes que no. (20)

Todas las neoplasias antes mencionadas, tienen el comun denominador de basar su tratamiento
adyuvante en quimioterapia con platino, aligual que los tumores germinales de testiculo, en

donde ademas se afiaden bleomicina y etopdsido para alcanzar mejores respuestas.

Aunque la farmacodinamia del platino continua siendo algo no completamente entendido, la
mayoria de la informacién cientifica producida con este fin, concluye que la respuesta al
tratamiento depende basicamente de la efectividad de los mecanismos de reparacidon del DNA,
propiciando una adecuada respuesta al tratamiento en aquellas células neoplasicas que no son

capaces de reparar el dafio inflingido al DNA por el platino. (31-33)

Aunque no se alcanzd un poder estadisticamente significativo (por el tamafio de la muestra),

en estos resultados preliminares se observan tendencias reportadas por otros autores: la
presencia de los polimorfismos se asocia con mejores tazas de sobrevida y un mejor perfil clinico
de los pacientes: tendencia a tener caracteristicas clinicas mas agresivas (presencia de metastasis
pulmonares, peor estatus prondstico (segun el consenso internacional)), recurrencia y menor
sobrevida global), asi como caracteristicas histoldgicas de mal prondstico (presencia de

permeacion linfovascular) , en ausencia del polimorfismo de los genes ERCC1 y XPA.(34)

Una posible explicacion a estos hallazgos, es que si las proteinas que funcionan en la reparacion
del DNA (XPA y ERCC1) no funcionan adecuadamente debido a la presencia de polimorfismos,

esto se traduciria en una mejor taza de respuesta y por consiguiente una mejor sobrevida global.

Es importante recalcar que los resultados aqui presentados son resultado de un analisis preliminar
del trabajo, con el fin de visualizar la direccién del proyecto, y no las conclusiones finales del
mismo. Aun a pesar de no contar con el tamano de la muestra calculada, en este primer andlisis
se han encontrado tendencias importantes que podrian presentar significancia estadistica cuando

se alcance el tamafio de la muestra calculado.

Este primer andlisis impulsa a continuar con el proyecto, con el fin de demostrar diferencias

significativas en las variables analizadas.






CONCLUSIONES

En este primer andlisis se demostraron tendencias a presentar un perfil clinico mas adverso, un
aumento en la presencia de permeacion linfovascular, y una peor sobrevida, en pacientes con
tumores germinales de testiculo que no presentan el polimorfismo de los genes XPA y ERCC1,
proteinas involucradas en los mecanismo de reparacién del DNA. Sera necesario continuar con el
estudio hasta alcanzar el tamafio de la muestra calculado, para poder demostrar o rechazar con
bases cientificas, una verdadera asociacion entre los polimorfismo de los genes XPA y ERCC1, con
el prondstico, la taza de respuesta al tratamiento con quimioterapia, y la presencia de un

fenotipo maligno, en pacientes con tumores de células germinales de testiculo
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APENICE |

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Introduccioén

A usted se le esta solicitando que participe en un estudio de investigacion. Antes de que usted
tome una decisidn es importante que entienda por qué se hace la investigacién, como se usara su
informacidn, lo que abarcara el estudio y los posibles beneficios.

¢, Cudles son los antecedentes y el propdsito del estudio?

Usted tiene cancer de testiculo y posterior a su orquiectomia es necesario llevar a cabo tratamiento
con quimioterapia. El estudio pretende determinar en su muestra de sangre y en su biopsia ciertos
genes que probablemente nos ofrezcan una prediccion de la respuesta clinica previa al tratamiento
quimico. Usted no conocera los resultados de estos analisis ya que por el momento no pueden
ofrecer un criterio para su tratamiento, sin embargo, los resultados que se obtengan probablemente
ayudaran a mejorar el tratamiento de otros pacientes en el futuro.

¢ Tengo que participar?

Usted decide si desea participar o no en el estudio. Incluso si se rehlsa a participar en el estudio
clinico no tendra ninguna desventaja, incluyendo tratamiento y atencion médica que tiene derecho
arecibir. Si decide participar se le dara la forma de consentimiento informado para que la firme.

¢ Qué me sucedera si participo?

Si usted elige participar en este estudio, se realizara su historia clinica, ésta incluira la coleccion de
toda la informacién previa sobre su tumor, que pase una exploracion fisica (que incluye peso, talla,
presion arterial, temperatura y pulso), evaluacién topogréfica abdominal y estudios de laboratorio
incluyendo marcadores tumorales Alfa Fetoproteina, Fraccién Beta de la Hormona Gonodotrdpica
Humana, deshidrogenasa lactica. Estos estudios son procedimientos de rutina para ayudar a sus
médicos a tratar su cancer, adicionalmente se tomara un fragmento de la biopsia al finalizar su
orquiectomia, asi como muestra de sangre de 5 ml para propositos del estudio. Estos estudios no
interferiran con el diagndstico y tratamiento estandares de su enfermedad

¢, Cudles son los posibles beneficios de participar?

Usted no obtendra ningln beneficio directo de este estudio. Sin embargo, se espera que los
resultados obtenidos brinden mayor informacion acerca de la enfermedad que usted sufre en afan
de mejorar las estrategias terapéuticas para los pacientes que la padecen. Usted recibira el manejo
considerado estandar para cancer de testiculo.



¢,COmo se usaran mis datos personales?

Al firmar esta forma da su consentimiento a su médicodel estudio y a su personal para recopilar y
procesar sus datos personales del estudio (“datos del estudio”), incluyendo lo siguiente: Su fecha
de nacimiento, sexo, origen étnico y datos personales sobre su salud fisica o mental o su
padecimiento. Su consentimiento para utilizar sus datos del estudio no tiene una fecha especifica
de expiracion, pero usted puede descontinuar su consentimiento en cualquier momento notificando
a su doctor del estudio.

Tiene el derecho de solicitar la informacion sobre cualquier dato personal que el doctor del estudio
pueda retener de usted. También tiene el derecho de solicitar que se corrija cualquier
equivocacion en sus datos personales. Si desea hacer alguna peticién, sirvase contactar al doctor
del estudio en primera instancia. Si retira su consentimiento, el doctor del estudio ya no utilizara
sus datos del estudio ni la compartira con otros.

Por lo que al firmar esta forma yo consiento al uso de los datos de Estudio como se describe en la
misma.

¢SA quién debo contactar si necesito mas informacién o ayuda?

Dr. Luis Alonso Herrera Montalvo

Subdireccién de Investigacion Basica. INCan

Av. San Fernando No.22 Col. Seccion XVI. Delegacién Tlalpan. México D.F
Tel. 56-28-04-00 ext. 115

Biol. Julia Rosalinda Mendoza Pérez

Laboratorio carcinogénesis. INCan

Av. San Fernando No.22 Col. Seccion XVI. Delegacién Tlalpan. México D.F
Tel. 56-28-04-00 ext. 168

Cel. 044-55-18-24-65-45

Si usted tiene alguna pregunta sobre sus derechos como sujeto de investigacion, usted puede
ponerse en contacto con el Comité de Etica:

Dr. Juan Zinzer Sierra
No. de teléfono: 56 55 47 66.

He recibido informacién verbal sobre el presente estudio y he leido la informacién por escrito
anexa.

Me dieron la oportunidad de discutir el estudio y hacer preguntas.

Estoy de acuerdo en participar en el estudio y estoy consciente que mi participacion es por
completo voluntaria.

Entiendo que me puedo retirar en cualquier momento sin que esto afecte mis cuidados en el futuro.



Al firmar esta informacién y forma de consentimiento acepto que mis datos personales. Incluyendo
los datos relacionados con mi estado fisico o mental o padecimiento y raza u origen étnico, pueden
ser utilizados como se describe en esta forma de consentimiento.

Entiendo que recibiré una copia firmada de esta informacién y forma de consentimiento.

Firma del sujeto Fecha de la firma.

Nombre del Sujeto (CON LETRA DE MOLDE Y MAYUSCULAS)

Firma de la persona que realiza la conduccion Fecha de la firma

De la discusion del consentimiento informado

Nombre de la persona que realiza la discusion del consentimiento informado. (CON LETRA DE
MOLDE Y MAYUSCULAS)

La firma del representante legalmente aceptable debe agregarse si el sujeto es incapaz de firmar
por él mismo. Debe mencionarse la relacion entre el sujeto y el representante legalmente
aceptable. La firma de 2 testigos imparciales debe agregarse.



Firma del representante legalmente aceptado Fecha de la firma

Nombre del representante legalmente aceptado (CON LETRA DE MOLDE Y MAYUSCULAS)

Relacion del representante legalmente aceptado con el sujeto (CON LETRA DE MOLDE Y
MAYUSCULAS)

Domicilio del representante legalmente aceptado

Numero de teléfono del representante legalmente aceptado

Firma del testigo imparcial 1 Fecha del testigo imparcial 1



Nombre del testigo imparcial 1 (CON LETRA DE MOLDE Y MAYUCULAS)

Relacién del testigo imparcial 1 con el sujeto (CON LETRA DE MOLDE Y MAYUSCULAS)

Domicilio del testigo 1

Numero telefénico del testigo 1

Firma del testigo imparcial 2 Fecha del la firma del testigo imparcial 2

Nombre del testigo imparcial 2 (CON LETRA DE MOLDE Y MAYUSCULAS)



Relacion del testigo imparcial 2 con el sujeto (CON LETRA DE MOLDE Y MAYUSCULAS)

Domicilio del testigo 2

NUmero telefénico del testigo 2
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