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RESUMEN

Introduccion: El cancer pulmonar representa la primera causa de
muerte por neoplasias en paises mas industrializados, y la cuarta
en Ecuador. La fosforilacion del dominio tirosina quinasa (TQ) del
receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR) inicia la cascada
de sefiales de transduccion intracelular. La presencia de mutaciones
EGFR causa la sobreexpresion de receptores en la membrana
celular, induciendo la inhibicién de apoptosis, proliferacion celular
incontrolada y metastasis.

Materiales y métodos: Es un estudio retrospectivo. Se analizaron 189
individuos ecuatorianos. Se obtuvo 80 muestras de tejido pulmonar
embebido en parafina de individuos con carcinoma pulmonar y
109 muestras de sangre periférica de individuos control. Se extrajo
el ADN de las muestras y se hizo genotipaje mediante la técnica
reaccion en cadena de la polimerasa — fragmentos de restriccion
de longitud polimérfica (PCR-RFLP). Se analizd estadisticamente
mediante la prueba de Chi-cuadrado y Odds Ratio (OR).
Resultados: 91% de individuos con cancer de pulmon de células no
pequeilas presentd adenocarcinoma y dentro de este histotipo el 51%
de individuos presentd mutaciones EGFR: 79% L858R y el 21%
G719S. Se encontraron diferencias significativas entre individuos
sanos y afectos con respecto a la variante L858R (p<0,001) y
diferencias no significativas con respecto a G719S (p>0,05). El
riesgo relativo para los individuos L858R fue OR=5,9; IC 95% 2,7-
13,1; y con G719S fue OR=2,5; IC 95% 0,71-8,9.

Conclusion: Estos polimorfismos influyen en el riesgo de desarrollar
cancer pulmonar, sugiriéndose el estudio de mas mutaciones EGFR
y de inhibidores tirosina quinasa (ITQ).
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dominio tirosina quinasa, ITQ.
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ABSTRACT
Introduction: Lung cancer is the first cause of cancer deaths
in the most industrialized countries, and the fourth in Ecuador.
Phosforilation of the tyrosine kinase domain (TK) of epidermal
growth factor receptor (EGFR) is the leading cause that initializes
the downstream of intracellular signal transduction. EGFR gene
mutations causes the overexpression of receptors in the cell
membrane, leading to the inhibition of apoptosis, uncontrolled cell
proliferation, and metastasis.
Material and methods: This was a retrospective study where
189 Ecuadorians individuals were analyzed. 80 samples of
paraffin embedded blocks of individuals with lung cancer and 109
samples of peripheral blood of healthy individuals were obtained.
DNA extraction from the samples was carried out; genotype was
determined by polymerase chain reaction — restriction fragment
length polymorphism (PCR-RFLP), and statistical analyses by
means of Chi-square and Odds Ratio (OR) tests were done.
Results: Concerning those individuals affected with non-small cell
lung cancer, 91% of them were diagnosed with adenocarcinoma, and
from this histotype, 51% had EGFR mutations: 79% L858R and 21%
G7198S. A highly significant difference was found among healthy
and affected individuals regarding the appearance of the L858R
(p<0.001) variant and non significant difference were found for
G7198 (p>0.05) variant. Relative risk for LS8R variant individuals
was OR=5,9; IC 95% 2,7-13,1; and for G719S was OR=2,5; IC 95%
0,71-8,9.
Conclusion: The polymorphisms L858R y G719S of the tyrosine
kinase domain of epidermal growth factor receptor (EGFR) have
influence in the risk of lung cancer development; therefore, a
research of EGFR polymorphisms and tyrosine kinase inhibitors
(TKI) are suggested.

Key words: Apoptosis, EGFR, G719S, L858R, oncogene, tyrosine
kinase domain, TKI.
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1. Introduccion.

La Organizacion Mundial de la Salud establece que el
cancer de pulmodn representa la primera causa de muerte
en los paises mas industrializados V. En Estados Unidos,
en el afio 2007, se diagnosticaron 213.380 nuevos casos de
cancer pulmonar, siendo el total de defunciones de 160.380,
es decir, el 75%®. En Ecuador, segun el Instituto Nacional
de Estadistica y Censos (INEC), el cancer de pulmoén
representa la cuarta causa de muerte entre los tumores
malignos, seguido del cancer gastrico, pancredtico y de
mama; siendo las provincias de mayor incidencia Guayas
(32,8%), Pichincha (20,7%) y Manabi (7,5%) ©.

La etiologia del cancer de pulmdn tiene en cuenta la
inhalacion de sustancias que poseen actividad carcinogénica;
el factor de riesgo mas importante es el tabaco, sin embargo,
la incidencia del cancer de pulmon ha ido en aumento en
personas no fumadoras, lo cual sugiere que otros factores
tienen importancia, como la exposicion al asbesto, radon; la
contaminacion por hidrocarburos aromaticos policiclicos .

La familia de receptores de factores de crecimiento epidermal
(ERBB) es uno de los sistemas de receptores localizados en
la membrana citoplasmatica que presentan actividad tirosina
quinasa (TQ); estan implicados en procesos de sefializacion
celular, los cuales han sido ampliamente caracterizados
y relacionados en neoplasias epiteliales como el cancer
pulmonar ©9. Estd conformada por cuatro miembros:
EGFR, ERBB2, ERBB3 y ERBB47. El receptor del factor
de crecimiento epidermal (EGFR) se localiza en el brazo
corto del cromosoma 7 humano (7p12.1-12.3), esta formado
por 28 exones (118 kb) y los exones del 18 al 24 forman
el dominio tirosina quinasa '». El gen EGFR codifica a
una proteina precursora de 1210 aminoacidos, conformada
por el dominio extracelular del receptor membranal,
constituida por dos zonas de residuos de cisteina, entre las
que se encuentra el sitio de union al ligando; el dominio
transmembranal lipofilico; y el dominio intracelular que
presenta un sitio catalitico, el cual es responsable de la
actividad TQ intrinseca V.

En este dominio se encuentra un residuo de lisina (Lys721),
responsable de la unién del ATP al receptor y en el extremo
mas distal del dominio citoplasmatico se encuentran cinco
residuos de tirosina (Tyr992, Tyr1045, Tyr1068, Tyr1148
y Tyr1173) que son susceptibles a ser fosforilados después
de producirse la dimerizacién del receptor (%19, La
fosforilacion del dominio citosolico TQ es el suceso clave
que inicia la cascada de sefiales de transduccion intracelular
mediante la activacion de las vias MAPK, P13K que regulan
la proliferacion celular y angiogénesis % !9, Las mutaciones

somaticas del gen EGFR se encuentran agrupadas en la
region de enlace a las moléculas de ATP del dominio TQ.
Dentro de esta region de encuentran los polimorfismos
G719S y L858R 19, El polimorfismo G719S (exén 18),
consiste en el cambio del residuo glicina por serina, siendo
a nivel de bases el cambio de guanina por adenina . El
polimorfismo L858R (exdn 21) consiste en el cambio del
residuo leucina por arginina, siendo a nivel de bases el
cambio de timina por guanina (7', Estas variaciones se
correlacionan con la presencia de factores oncogénicos y
mecanismos apoptoticos ).,

Por ello, los objetivos planteados en esta investigacion
consistieron en correlacionar la presencia de los
polimorfismos L858R y G719S en poblacion sana y afecta
con cancer pulmonar y con ello determinar si dichos
polimorfismos pueden ser utilizados como biomarcadores
clinicos de la enfermedad. De la misma forma se plante6
como objetivo el determinar la frecuencia alélica del gen
EGFR en poblacion ecuatoriana y compararlo con poblacion
de otras regiones continentales.

2. Materiales y métodos.

2.1 Muestra biolégica.

Este estudio trata sobre un disefio retrospectivo. Se analizaron
189 individuos ecuatorianos de sexo masculino y femenino.
En cuanto a individuos afectos, se obtuvieron 80 biopsias
de tejido tumoral embebido en parafina, de pacientes
diagnosticados con cancer pulmonar en los afios 2005 y
2006. La obtencion de las muestras tumorales se realizo a
través del Departamento de Patologia del Hospital Carlos
Andrade Marin de Quito. Para control, se obtuvieron 109
muestras de sangre periférica de individuos donantes y cada
uno de ellos llend una encuesta biomédica y consentimiento
informado.

2.2 Técnica de extraccion del ADN

La extraccion de ADN a partir de muestras de sangre
periférica de individuos sanos, se realizdo a través del
protocolo de extraccion con sales (Salting Out), en donde no
hubo fragmentacion del ADN (20). La extraccion de ADN
de muestras de cancer pulmonar embebido en parafina se
realizé mediante el uso de PureLinkTM Genomic DNA Kit
InvitrogenTM, en donde se observé fragmentacion de ADN.
Posteriormente se obtuvo la concentracion de las muestras
de ADN mediante la migracion en gel de agarosa con el
marcador molecular Low DNA Mass Ladder InvitrogenTM,
siendo los niveles de concentracién 6ptima para la PCR de
100 ng/pl de ADN de tejido tumoral y de 120 ng/pl de ADN
de sangre periférica.

‘3% 126  Oncologia
.%;




Estudio de los polimorfismos L858R y G719S... (pags. 125 -

César Paz y Mifio M.D.

132)
D.B.

2.3 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Para la amplificacion del fragmento de 397 pb del exdn
18 del gen EGFR, se obtuvo un volumen final de PCR
de 25 pl. Cada muestra estuvo conformada por 10,85 ul
de H20 Milli-Q, 2,5 ul de buffer 10x, 0,75 ul de MgCI?,
2 ul de dNTPs a una concentracién de 200mM, 2,5 ul del
cebador F: 5'-tccaaatgagctggcaagtg-3°, 2,5 pl del cebador
R: 5’-tcccaaacactcagtgaaacaaa-3” (BioSynthesis Inc.), 0,4
pl de Taq polimerasa InvitrogenTM y 3,5 pl de muestra de
ADN. Luego de obtener la reaccion de PCR se procedi6 a
colocar las muestras en el termociclador MJ Research PTC
200® (MJ-Research Inc., Watertown, Mass., USA) para su
amplificacion. El primer paso de denaturacion inicial durd
15 min a 95°C, seguido de 35 ciclos de 20s a 95°C, 20s a
57°C, 30s a 72°C y 3 min a 72°C @Y (Figura 1).

100 pb

Figura 1. Amplificacion del exén 18 del gen EGFR
mediante PCR.

En el primer carril (izquierda) se observa el marcador
de peso molecular de 100 pb. En los carriles del 2 al 8§,
se observa los fragmentos amplificados de 397 pb de
individuos sanos y afectos.

Para la amplificacion del fragmento de 150 pb del exdn 21
del gen EGFR se obtuvo un volumen final de PCR de 25ul
por cada muestra, la cual estuvo conformada por 10,85ul de
H20 Milli-Q, 2,5ul de buffer 10x, 0,75ul de MgCI2, 2ul de

dNTPs, 2,5ul del cebador F: 5'-atgaactacttggaggaccgte-3’,
2,5ul del cebador R: 5'-tgectecttetgeatggtatte-37, 0,4ul de
Taq polimerasa y 3,5ul de muestra de ADN; posteriormente
se lo amplificd. La denaturacion inicial durd 12 min. a 95°C,
seguido de 35 ciclos de 30s a 94°C, 30s a 61°C, 30s a 72°C
y 20 min a 72°C [22] (Figura 2).

200 pb
150 pb

100 ph

Figura 2. Amplificacion del exéon 21 del gen EGFR
mediante PCR.

En el primer carril (izquierda) se observa el marcador
de peso molecular de 100 pb. En los carriles del 2 al 8,
se observa los fragmentos amplificados de 150 pb de
individuos sanos y afectos.

2.4 Técnica PCR-RFLP

Se determind el genotipo de los individuos afectos y controles
mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
— fragmentos de restriccion de longitud polimérfica (PCR-
RFLP). La enzima de restriccion Sau961 (New England
BioLabs® Inc.) se utilizo para identificar la variante L§58R,
mientras que la enzima Sacl permitié identificar la variante
G719S. Cuando la enzima de restriccion no reconoce el sitio
de corte se trata de un ADN no mutado, observandose en el
gel de agarosa una banda de 397 pb y se demuestra que se
trata de un individuo homocigoto (gli/gli); cuando se observa
tres bandas (397, 227 y 170 pb), se trata de un heterocigoto
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(gli/ser); y cuando se observan dos bandas (227 y 170 pb),
se trata de un homocigoto (ser/ser) (Figura 3).

w080

15080

100 pb

Hpb

Figura 3. Genotipos para el polimorfismo G719S obtenidos
a partir de digestion con la enzima Sacl.

En el primer carril (izquierda) se observa el marcador de
peso molecular de 100 pb. En los carriles 3, 5 y 8 individuos
homocigotos (gli/gli), en los carriles 2, 4 y 7 individuos
heterocigotos (gli/ser), en los carriles 6 y 9 individuos
homocigotos (ser/ser) y en el tltimo carril el marcador de
50 pb.

Para el polimorfismo L858R, cuando la enzima de restriccion
no reconoce el sitio de corte se observo una banda de 150
pb tratandose de un homocigoto (leu/leu); si se observa tres
bandas (150, 100 y 50 pb), se traté de un heterocigoto (leu/
arg); y si se observan dos bandas (100 y 50 pb), se trata de
un homocigoto (arg/arg) (Figura 4).

t T 20050

150 pb 188 ph

- 1o pb

50pb

Figura 4. Genotipos para el polimorfismo L858R obtenidos
a partir de digestion con la enzima Sau961.

En el primer carril (izquierda) se observa el marcador de
peso molecular de 100 pb. En los carriles 3, 6 y 8 individuos
homocigotos (lew/leu), en los carriles 2, 4 y 7 individuos
heterocigotos (leu/arg), en los carriles 5 y 9 individuos
homocigotos (arg/arg) y en el ltimo carril el marcador de
50 pb.

2.5 Analisis estadistico

Se calculd la frecuencia alélica de las dos variantes
estudiadas. Se calculo las frecuencias genotipicas observadas
y esperadas. Mediante Chi-cuadrado se determind la
diferencia significativa entre individuos afectos, sanos y los
polimorfismos en estudio L858R y G719S. Se aplicé Odds
Ratio (OR) para determinar el riesgo relativo de desarrollar
la enfermedad en presencia de L858R y G719S, entre
individuos afectos y control (23). También se aplic6 OR
para establecer si el tabaquismo presentd correlacion con los
polimorfismos en estudio y con la enfermedad. El analisis
estadistico se llevd a cabo usando SPSS para Windows,
version 12.0.

3.- Resultados.

3.1 Parametros bio-patologicos

Los parametros bio-patolégicos considerados en este estudio
fueron la edad, género, tabaquismo y el histotipo. La edad
media de los individuos control, al momento de adquirir su
historial clinico, fue 56 afios; mientras que, la edad media
de los individuos con cancer pulmonar al momento del
diagndstico fue 68 afos. Con respecto al sexo, en individuos
control, 73 (67%) fueron hombres y 36 (33%) mujeres;
mientras que el 52 (65%) individuos afectos fueron hombres
y 28 (35%) mujeres. Acerca de los individuos con presencia
de mutaciones EGFR, 17 (46%) fueron hombres y 21 (54%)
fueron mujeres.

57 (30%) de ellos presentaron antecedentes de fumador, y
132 (70%) de ellos no fueron fumadores. En los individuos
con presencia de mutaciones EGFR, 15 (39%) de ellos fueron
fumadores y 23 (61%) fueron no fumadores. Respecto
al tipo histoldgico, 75 (94%) afectos presentd cancer de
pulmén de células no pequeiias (CPCNP), de los cuales
el 91% presentd adenocarcinoma; del total de individuos
con adenocarcinoma, 37 (49%) presentaron mutaciones
EGFR. Por el contrario, 5 (6%) afectos presentaron cancer
de pulmon de células pequeias (CPCP) y ninguno de ellos
present6é mutaciones EGFR.

3.2 Frecuencia alélica de los polimorfismos L858R y
GT7198

Con respecto al polimorfismo L858R, 99 individuos sanos
fueron homocigotos para el alelo leucina, 1 fue heterocigoto
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(leu/arg) y 9 fueron homocigotos para el alelo arginina; en La prueba de OR permiti6é determinar el riesgo relativo de
los individuos afectos, 50 fueron homocigotos para leucina, individuos afectos y controles relacionados con la presencia
5 fueron heterocigotos (leu/arg) y 25 homocigotos para de los polimorfismos L858R y G719S. Del total de 80
arginina. La frecuencia del alelo leucina para casos fue 0,66 individuos afectos, 30 de ellos presentaron alelo mutante
y para controles fue 0,91; mientras que la frecuencia del (L/R o R/R)y 50 de ellos presentaron alelo normal (L/L), por
alelo arginina para casos fue 0,34 y para controles fue 0,09 el contrario, del total de 109 individuos sanos, 10 presentaron
(Tabla 1). alelo mutante y 99 de ellos alelo normal; se obtuvo un OR
de 5,9 (OR=5,9 1C95%=2,7-13,1; p<0,001). En cuanto al
Tabla 1 Frecuencia y distribucion del polimorfismo L858R polimorfismo G719S, del total de 109 individuos control,
Grapo Gemipe Mo % No. T T - - 4 de ellos presentaron alelo mutante (G/S o S/S) y 105 no
individuos alelos observada  esperada alélica presentaron alelo mutante (G/G), del total de 80 individuos
Tewlen 50 63 100 0.63 043 0,66 afectos, 7 de ellos presentaron alelo mutante y 73 de ellos
Afectos  lewlarg 5 6 10 0,06 0.45 presentaron alelo normal; obteniéndose un OR de 2.5
e 2 n s 031 012 034 (OR=2,5 1C95%=0,71-8,9; p>0,05). También se aplico la
——s prueba OR para determinar el riesgo relativo relacionado
con el factor tabaquismo, obteniéndose un OR de 0,033
flew %9009 08 ot (OR=0,033 1C95%=0,007-0,155; p<0,001).
Controles  lewarg 1 | 2 0,01 0,16
arglarg 9 8 18 0,08 0,01 0,09
T w 4.- Discusion.
El analisis de los parametros bio-patoldgicos realizados a los
individuos control y con carcinoma pulmonar, demostrd que
Con respecto a G719S, 105 casos fueron homocigotos la edad avanzada es un factor de riesgo para adquirir esta
para el alelo glicina, 1 fue heterocigoto (gli/ser) y 3 fueron enfermedad; esto se debe al deterioro progresivo que sufren
homocigotos para serina; en los individuos afectos, 73 fueron  las células pulmonares, las cuales se relacionan con la edad
homocigotos para el alelo glicina, 2 fueron heterocigotos vy la exposicion a carcindgenos a lo largo de la vida @Y. En
(gli/ser) y 5 homocigotos para serina. La frecuencia del cuanto al tabaquismo, se determind que el riesgo de presentar
alelo glicina para casos fue 0,92 y para controles fue 0,96; esta enfermedad es 117,7 veces mayor en fumadores activos,
mientras que la frecuencia del alelo serina para casos fue es decir, se evidencia que el tabaquismo es el factor de riesgo
0,08 y para controles fue 0,04 (Tabla 2). mas relacionado con cancer pulmonar ®>29, Sin embargo,
la mayoria (61%) de individuos con mutaciones EGFR
Tabla 2 Frecuencia y distribucién el polimorfismo G719S no eran fumadores activos y presentaron un OR de 0,033;
Grupo  Genotipo  No. (%) No. Frecuencia Frecuencia Fr es decir, no existid riesgo relativo entre fumar y presentar
W i Tt polimorfismos en el dominio TQ. Dentro del CPCNP, el
glifgl Be 9 Mo 43 0,346 052 histotipo mas representativo fue el adenocarcinoma con un
Alectos _ glifser 2 o4 0w 0.147 91%, lo cual se corrobord en la literatura 7.
seriser 5 6 10 0,06 0,006 0,08
E %0 Los individuos en estudio con polimorfismos L858R y
glighi 05 9% 210 0% 0921 0,96 G719S presentaron histotipo adenocarcinoma. Con respecto
Controles glilser ! 1 2 001 0,076 a L858R, se observo con mayor frecuencia el alelo leucina
serlser 3 3 6 0,03 0,002 0,04 en individuos afectos, la prueba de Chi-cuadrado determiné
T o que existe diferencia altamente significativa con respecto a la
presencia del polimorfismo L858R entre individuos afectos
y controles; por lo tanto, la presencia de este polimorfismo
3.3 Analisis estadistico se asocia con la presencia de esta enfermedad. La prueba
Con respecto al polimorfismo L858R, al correlacionar los OR determind que existe 5,9 veces mas riesgo de presentar
datos del total de 80 individuos afectos y 109 individuos cancer pulmonar cuando se presenta genotipo mutado. Con
sanos, se obtuvo un nivel de significacion de 0,001 y 2  respecto al polimorfismo G719S, la prueba de Chi-cuadrado
grados de libertad, un > de 22,4 (p<0,001). En cuanto al determind que no existe diferencia significativa con respecto
polimorfismo G719S, se obtuvo a un nivel de significaciéon a la presencia de este polimorfismo entre casos y controles,
de 0,05 y 2 grados de libertad, un > de 2,2 (p>0,05). por lo tanto, la presencia del polimorfismo no esta relacionada
oLe
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a la presencia de la enfermedad en esta poblacion 7.
Investigaciones internacionales demuestran que las
mutaciones EGFR se encuentran sobreexpresadas en
individuos con carcinoma pulmonar @®. En Japon la
prevalencia de las mutaciones EGFR varia entre el 25 y
el 40%, en China el 18%, en Taiwan el 55%, al igual que
existe una alta incidencia en Corea y Thailandia, en Estados
Unidos varia entre el 8% al 10% (718239 Segun esta
investigacion, en el Ecuador se observo que el polimorfismo
L858R se encuentra sobreexpresado, estando presente en el
47% de individuos con esta neoplasia. Se estan realizando
estudios sobre infecciones con virus del papiloma humano,
estatus nutricional, susceptibilidad genética, infecciones
inmunolodgicas, tuberculosis y asma como causas para
que mujeres no fumadoras, asiaticos y diagnosticados con
adenocarcinoma presenten con mayor frecuencia carcinoma
pulmonar y polimorfismos en el gen EGFR ©:10:17:18.26.32.34-36)

Existe una alta frecuencia del polimorfismo L858R en
poblacion ecuatoriana, al igual que en poblacion europea y
asiatica; pero diferenciandose de poblacidén norteamericana.
Estos polimorfismos del gen EGFR, al igual que la alta
incidencia ya confirmada de otros genes como BCR-ABL,
CYP1A1,RB1,hMSH2, FQ, NF2 en poblacion ecuatoriana,
puede deberse a las multiples oleadas migratorias realizadas
por tres grupos étnicos tipicos (caucasoide, negroide y
mongoloide), evidencidndose flujos poblacionales de

Asia, Europa y Oceania, y por ello la plurietnicidad o
polihibridizacién en la composicion de los habitantes de
América y del Ecuador 749,

El gen EGFR también se encuentra asociado en la patogénesis
de carcinomas de la cabeza y cuello, ovario, cérvix, vejiga,
esofago, estdmago, cerebro, mama, endometrio y colon
0354044 Se ha demostrado que las mutaciones EGFR
son marcadores moleculares sensibles a los inhibidores
de tirosina quinasa (ITQ) Gefitinib (Iressa; ZD-1839,
AstraZeneca, Osaka, Japon) y Erlotinib (Tarceva; OSI-774,
OSI, Genentech y Roche) ©10:17:2635374546)  Se ha reportado
que los tratamientos de cancer de pulmon con ITQ presentan
una efectividad del 70% en individuos con mutaciones
EGFR, ademas este tratamiento es efectivo tan solo en el
10% de individuos sin mutaciones EGFR @9, A modo de
resumen, podemos decir que la presencia de mutaciones
EGFR incide en la capacidad de adquirir carcinoma
pulmonar, que el polimorfismo L858R es uno de los mas
frecuentes en el dominio TQ de individuos con cancer
pulmonar “?y que al investigar una muestra de poblacién
ecuatoriana existe alta frecuencia del polimorfismo L858R
y menor frecuencia en el polimorfismo G7198S. Finalmente,
seria importante realizar futuros estudios acerca de otros
polimorfismos EGFR y acerca de la eficacia de los ITQ en
poblacidn ecuatoriana afecta.
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