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Prevalencia de genes de fusion NTRK en tumores sélidos en un centro de

referencia del noreste de México

1. INTRODUCCION

1.1 MARCO TEORICO

En los ultimos afios ha habido un creciente interés sobre los numerosos sellos distintivos
en la génesis del cancer tales como sefializacion de proliferacion celular sostenida,
evasion de supresores de crecimiento, resistencia a la apoptosis, adquisiciéon de
inmortalidad replicativa, angiogénesis constante, activacién de invasion y metastasis,

desregulacion energética celular y elusion de inmunodestruccion®.

En el aino 2011 se incorporaron los rasgos de desregulacion energética y elusion de
inmunodestruccion, asi como mutacion e inestabilidad gendmica, y la pro-inflamacion
tumoral dentro de los mecanismos oncogénicos?. Desde entonces, se han integrado
nuevos drivers o impulsadores que complican el entendimiento de la genealogia del
cancer. Estos drivers pueden ser genes codificantes o no codificantes de proteinas que

al sufrir cambios mutacionales favorecen la carcinogénesis.

Existen 3 tipos de genes responsables en la carcinogénesis: oncogenes, genes de
supresion tumoral y genes de estabilidad. Los primeros se activan y resultan de

translocaciones cromosdmicas, amplificaciones génicas, o de mutaciones intragénicas



que regulan la actividad del producto génico. Los segundos se inactivan y reducen la
actividad del producto génico; generan proteinas truncas mediante mecanismos de
delecién, insercion o silencio epigenético lo que resulta en una actividad celular
desenfrenada. Los oncogenes y los genes de supresion tumoral tienen en comun dos
caracteristicas: 1) proliferacion mediante la activacion del ciclo celular o 2) inhibicién de
la apoptosis. Por ultimo, los genes de estabilidad (incluye los genes de reparacion de
errores de emparejamiento, reparacion de excision de nucleétidos y reparacion de
excision de bases) son los encargados de restaurar las alteraciones genéticas casi en su
totalidad. Si estos se inactivan, los oncogenes o genes supresores sufren un descontrol,

y de esta manera, promueven crecimiento celular3.

Las mutaciones en estas tres clases de genes pueden ocurrir en células germinales y/o
en células somaticas, y estas mutaciones pueden resultar en proliferacion celular
mediante distintas vias como Rb, TP53, HIF1, APC, y de receptores de tirosina cinasa,

entre muchos otros mass.

Dentro de estas mutaciones, previamente mencionadas, se encuentran los ARN (acido
ribonucleico) de fusidn y los genes de fusidn; los ultimos son eventos causados por
inestabilidad genética o splicing anormal y que resultan en proteinas funcionales o no
funcionales dependiendo si estdn o no en regiones codificantes. Cuando se crea una
proteina de fusion nueva codificante, se traduce en un driver oncogénico el cual se puede
fusionar con otros elementos como las cinasas y, de esa manera, ocasionar

carcinogénesis. Estas fusiones con cinasas causan activacion de vias de senalizacion



involucradas en crecimiento y proliferacion celular, supervivencia y apoptosis. Un ejemplo
de este mecanismo son las fusiones de tirosina cinasa que contienen genes que
codifican cinasas como ALK, ROS1, RET, FGFR y NTRK; siendo esta ultima de particular
interés en tumores de cabeza y cuello, mama, pulmédn, vejiga, melanoma y muchos

otros®.

En un intento por cesar la tumorogénesis se han creado varios farmacos dirigidos a
multiples dianas del genoma humano, asi como a oncogenes y genes de supresion

tumoral y, de manera mas reciente, farmacos inmunoterapéuticos®.

1.2 DEFINICION DEL PROBLEMA

Resulta increible pensar que a lo largo de todo este tiempo aun no hemos comprendido
en su totalidad la patogenia del cancer. Cada vez se encuentran nuevos mecanismos
fisiopatoldgicos clave para la génesis de este, y ello implica la busqueda dirigida de varios
agentes terapéuticos que tengan la capacidad de enlentecer la progresion o de eliminarla

completamente.

Como ya se menciond, el cancer alberga una variedad extensa de anomalias genéticas
incluyendo mutaciones puntuales, rearreglos cromosomales, genes de fusién, entre
otros. Dentro de los genes de fusion se han encontrado las proteinas ALK, ROS1, NRG1,
EGFR, MET y NTRK. Este ultimo promueve la proliferacién celular mediante la

sobreexpresion o activacion de receptores de tropomiosina cinasab®.



Los genes de fusion NTRK tienen una caracteristica muy peculiar: la frecuencia en la
que se encuentran presentes en tumores solidos comunes es baja (<25%) como son el
cancer de mama, de vejiga, colorrectal, de pulmon variedad células no pequefias, pero
es muy frecuente (>80%) en tumores raros como carcinomas secretores, del sistema

nervioso central (SNC) o tumores pediatricos’.

Por ello, no es posible tener una casuistica real de estos genes de fusion debido a que
no hay una prueba estandarizada para la deteccion de estas aberraciones, y por la misma
razon, no se analizan intencionadamente debido a su baja prevalencia, a pesar de que

en la actualidad se cuenta con farmacos contra estos blancos terapéuticos®.

1.3 ANTECEDENTES

En el afo de 1982, el oncogén NTRK fue descubierto por el espafiol Mariano Barbacid
como serendipia al tratar de aislar el ADN de una muestra de cancer de colon en
busqueda de distintos genes?®. Dicha proteina contenia secuencias de una tropomiosina
no muscular fusionada a secuencias de receptores tirosina cinasa. Siete afios mas tarde,
junto a su grupo, lograron aislar el ADN complementario del protooncogén NTRK1 y
describieron a su receptor TRKA. En ese mismo ano, se identificd que este ultimo se
expresaba en SNC y se fosforilaba en respuesta a estimulos del factor de crecimiento de
neurotrofina (NGF). Posteriormente, se aislaron los receptores TRKB y TRKC asi como

sus ligandos: neurotrofina 4 y neurotrofina 3, respectivamente®.



Todos estos forman parte de la familia de receptores de cinasa de tropomiosina (TRK).
TRKA es codificado por el gen NTRK1 en el locus del cromosoma 1921-q22'°. A su vez,
NTRK?2 codifica la proteina TRKB en el locus 9922.1", y TRKC es codificado por el gen
NTRK3 en el sitio del cromosoma 15q25'2. Su activacion es dependiente de fosforilacion
y su funcién en condiciones normales consiste en regular la diferenciacion, supervivencia
y proliferacién celular a nivel neuronal. Sin embargo, se ha encontrado actividad de dicho

gen en tejidos vasculares, adipocitos, ovarios y sistema inmune, por mencionar algunos’.

En contraste, cuando tienen comportamiento oncogénico, se han encontrado en tumores
malignos como carcinomas secretores, sarcomas, nefroma mesoblastico y otros tumores
pediatricos, carcinomas colorrectales y otros tipos gastrointestinales, carcinoma

pulmonar y vesical, asi como melanoma y tumores de SNC”.

1.4 JUSTIFICACION

Como es bien sabido, una de las principales metas de la medicina de precision es el
tratamiento dirigido y exclusivo hacia las células tumorales sin comprometer a las células
normales. Por lo cual, conocer la biologia molecular de los tumores sélidos permitira
elaborar distintas dianas terapéuticas encaminadas a la interrupcion de los mecanismos
implicados en la carcinogénesis de neoplasias sélidas; particularmente, el involucro de
los genes de fusidbn como las alteraciones del gen NTRK, para las cuales se han
desarrollado terapias especificas que inhiben potencialmente los receptores con

actividad de tirosina cinasa codificados por este gen.



Estas terapias son moléculas tumoro-agnosticas, es decir, que estan especificamente
dirigidas a alteraciones genéticas sin importar el origen o estirpe de las mismas. Dentro
de este grupo multi-inhibidor se encuentran los farmacos entrectinib y larotrectinib, los

cuales recientemente fueron aprobados por la Food & Drug Administration (FDA).

En ese sentido, los propdsitos primordiales de nuestro estudio son la revision de la

frecuencia de dichos genes de fusion NTRK y la difusion de los resultados para el

financiamiento y acceso de estas moléculas terapéuticas en nuestra poblacion.

1.5 OBJETIVOS

e General

Establecer la prevalencia de los tumores sélidos que expresan el gen NTRK en la

poblacion del noreste de México

e Especificos

1. Describir las caracteristicas clinico-patolégicas de los genes de fusion NTRK en
tumores solidos malignos en poblacion infantil del noreste de México
2. Reportar las caracteristicas clinico-patolégicas de los genes de fusion NTRK en

tumores solidos malignos en poblacion adulta del noreste de México



2. MATERIAL Y METODOS

2.1 Diseio

Estudio transversal, observacional y retrospectivo

2.2 Poblacion de estudio

Pacientes de cualquier edad con diagndstico de neoplasia maligna de cualquier
histologia y en cualquier sitio anatomico, independientemente del estado clinico, ya sea
en escenario local, locorregional o metastasico. Los sujetos debieron tener muestra
suficiente de tejido tumoral para estudios moleculares y de inmunohistoquimica (IHQ)
realizados en el Servicio de Anatomia Patologica. También, se enrolaron al estudio
pacientes del Servicio de Oncologia que tuviesen reporte histopatolégico con estudio de
IHQ o estudio molecular anexado al expediente clinico fisico o electronico. Debido a que
se trabajé solo con bases de datos de ambos Servicios, se seleccionaron aquellos
sujetos con las caracteristicas previamente mencionadas en un periodo comprendido

entre enero 2021 y diciembre 2023.

Criterios de Inclusién
o Pacientes pediatricos de 0-15 afios de edad de ambos géneros que tengan
disponible material patolégico para su estudio, proveniente de biopsia de tumores

malignos solidos de cualquier variedad histoldgica



o

Pacientes adultos de 16 afos en adelante, de ambos géneros y que cuenten con
material de patologia disponible para su estudio, proveniente de una biopsia de
tumores malignos solidos de cualquier estirpe histologica

La biopsia debi6 de ser de tejido fijjado con formalina e incrustado en parafina
(FFPE) y con celularidad tumoral mayor o igual al 50%. Solo se estudiaran
aquellos bloques de parafina que tengan cantidad suficiente de muestra, de tal
forma que, al usarlas en este estudio no se acabe la muestra. A dichas biopsias,
se les corrieron estudios de inmunohistoquimica para NTRK y estudios de

secuenciacion molecular para confirmar la presencia de genes de fusién

Criterios de Exclusion

o

Sujetos que no cuenten con reporte de estudio histopatologico

Criterios de Eliminacion

(0]

Biopsias que no contaran con material genético de calidad y amplificable y no se
haya podido realizar estudio de IHQ

Tumores con biopsias que carezcan de datos clinicos, de estudios moleculares o
de tinciones de IHQ

Muestras distintas al noreste del pais

Datos sociodemograficos o clinicos ausentes en el expediente clinico



2.3 Variables

Definiciéon Definicién Unidad de Escala de
Variable
Conceptual Operacional Medida Medicién
Nominal
Sexo de la Registro de sexo Escala
Sexo (masculino/fe
persona del sujeto nominal
menino)
Registro de edad
Tiempo de vida Anos Escala de
Edad de la persona en
de la persona completos Intervalo
afos cumplidos
Registro de estado
Estado de
de nacimiento Escala
Estado nacimiento de la Nominal
(Nuevo Leon, nominal
persona
Coahuila, etc.)
Localizacién Registro de sitio
Escala
Sitio tumoral general del tumor | del tumor (pulmon, Nominal
nominal
en el cuerpo musculo, cerebro)
Localizacién Registro del sitio
Sitio tumoral Escala
exacta del tumor especifico del Nominal
especifico nominal
en el cuerpo tumor
Registro de estirpe
Clasificacion Escala
Tipo histolégico reportada en Nominal
histologica nominal

resultado




histopatologico
(adenocarcinoma,

carcinoma, etc...)

Afo en que se

Registro del afio

Escala de
Ano realiz6 el en que se realizd Ano
intervalo
diagndstico el diagndstico
Nominal
Inmunohisto- | Resultados de las Registro de los Escala
(positivo/neg
quimica pruebas de IHQ | resultados de IHQ nominal
ativo)
Registro de la
Presencia de presencia o
Mutacion Escala
mutacion en el ausencia de algun Nominal
NTRK nominal
gen NTRK tipo de muacion
NTRK
Secuenciacion Registro del Nominal
Resultados de la Escala
de nueva resultado de la (positivo/neg
secuenciacion nominal
generacion secuenciacion ativo)
Registro del tipo
Anomalia de | Tipo de alteracién Escala
de anomalia Nominal
gen de fusién en el gen NTRK nominal

detectada




2.4 Instrumentos de medicion

Para el presente estudio, de las bases de datos de Oncologia y Anatomia Patoldgica se
seleccionaron a los sujetos a quienes se les tuvo que haber analizado la presencia del
gen de NTRK mediante el uso de tincibn de inmunohistoquimica (IHQ). Para la
confirmacion de la translocacion del gen de fusion se les tuvo que haber hecho un estudio
genético mediante tecnologia de Next Generation Sequencing (NGS). Debian contar con

reporte expedido por algun patélogo certificado.

2.5 Registro de datos

Se recolect6 la informacién de datos sociodemograficos, clinicos y paraclinicos de los

candidatos para ser tabulados en Microsoft Office Excel 2016.

2.6 Procedimiento

Se seleccion6 a los candidatos de acuerdo con el registro de las bases de datos de los
pacientes con base en edad y tipo de tumor. Posteriormente, se escogieron tumores que
tuvieran la presencia del gen NTRK utilizando IHQ; si el resultado fue positivo, debian

tener un resultado de estudio de NGS para la confirmacién del gen de fusion.

Después, la informacion se capturé en un documento de Excel. Se determind la

prevalencia de los genes de fusion con NGS positivo y se dividié acorde a edad,



localizacion, tipo histologico y gen NTRK. Una vez finalizada la captura, se procedio al

almacén de estos en los paquetes estadisticos para su analisis e interpretacion.

2.7 Analisis Estadistico

Principalmente, se usé estadistica descriptiva por el tipo de estudio mediante medidas
de frecuencia simple. Para ello, se cont6 con el apoyo de paquete estadistico IBM SPSS

Statistics for Windows, Version 20.0. Armonk, NY: IBM Corp.

2.8 Tamaio de muestra

Se realiz6 el calculo del tamafio de la muestra mediante la formula de estimacién de
proporciones considerando que la incidencia a nivel mundial es de 1.52% (Forsythe, A.
et al. (2020) ‘A systematic review and meta-analysis of neurotrophic tyrosine receptor
kinase gene fusion frequencies in solid tumors’, Therapeutic Advances in Medical

Oncology), usando un nivel de confianza de 95% y con estimacién de error de £5%:

ESTIMACION DE UNA PROPORCION EN UNA POBLACION INFINITA

v (Z2)(p)q)
/ 5 >
al cuadrado
valor Z 1.96 3.8416
valor p 0.02 n= 22.70386
valor q 0.99
valor & 0.05 0.0025




donde,

p=0.0152 q=09848 Z=196 06=0,05 n=23

La muestra total por utilizar fue de 23 pacientes incluyendo pediatricos y adultos con

cualquier tipo de tumor sélido.

El Servicio de Anatomia Patolégica y Citopatologia cuenta con una bioteca amplia de
laminillas y bloques de parafina de cortes histologicos de distintos tumores sélidos
donados por los pacientes para su estudio. Todos ellos han sido colocados en una base
de datos la cual se utilizé para seleccionar pacientes. También se busco en las bases de
datos del Centro Universitario contra el Cancer. Se tomd como poblacion para estudio
todas las muestras tomadas en el periodo comprendido de enero de 2021 a diciembre

2023.

2.9 Consideraciones Eticas

Este proyecto de investigacion se considerd sin riesgo. Este estudio al ser de naturaleza
retrospectiva estuvo trabajando con bases de datos del Servicio de Oncologia y del
Departamento de Anatomia Patoldgica y Citopatologia del Hospital Universitario “Dr.
José Eleuterio Gonzélez”. Por lo tanto, no representd un riesgo que contribuyese a
modificar variables fisioldgicas ni psicoldgicas. Fue sometido al Comité de Etica en
Investigacion y al Comité de Investigacion del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio

Gonzalez” para su aprobacion.



2.10 Confidencialidad

Para mantener la privacidad y confidencialidad de los datos de los sujetos de
investigacion, la informacién obtenida de las bases de datos de los pacientes solo estuvo
disponible al equipo de trabajo para su analisis. Esta informacion fue almacenada en una
computadora destinada solamente para la realizacién de este proyecto, la cual esta
localizada en el Area de Protocolos del Centro Universitario contra el Cancer. Este equipo
de computo requiere de una clave de acceso a la que solo tiene conocimiento este grupo
de trabajo. Por ultimo, el area de Protocolos requiere de reconocimiento facial autorizado
para poder acceder al mismo. Al momento de la elaboracién del manuscrito se omitieron

datos personales y no seran presentados en publicaciones y/o congresos.

2.11 Consentimiento informado

No se solicitdé debido al numeral 11.3 de la NOM-012-SSA3-2012 que estipula:
“...En los casos de investigaciones sin riesgo o con riesgo minimo, la carta de
consentimiento informado no sera un requisito para solicitar la autorizacion del proyecto

o protocolo de investigacion.”



3. RESULTADOS

Se encontraron 180 pacientes candidatos para el analisis de este estudio. Sin embargo,
35 fueron eliminados debido a que no contaban con datos sociodemograficos y/o

paraclinicos (n=27), o eran muestras fuera del noreste del pais (n=8).

Imagen 1. Diagrama CONSORT

8 (fuera del noreste)

27 (datos
incompletos)

145 candidatos

14 pediatricos 131 adultos

IHQ + IHQ - IHQ + IHQ -
13 pacientes 1 paciente 59 pacientes 72 pacientes

NGS + NGS - NGS + NGS -

1 paciente 12 pacientes 5 pacientes 54 pacientes




Imagen 2. Distribucion por sexo y por grupo etario

GENERO

B Masculino ®Femenino

POBLACION

W Pediatrico mAdultos




Tabla 1. Distribucion de tumores por localizacion anatémica y por técnicas

anatomopatologicas
Tumor IHQ PanTRK + NGS +
n (%) n (%)
Pulmén 0 (0%) 0 (0%)
Otros toracicos 1(1.3%) 0 (0%)
Tracto Gastrointestinal 2 (2.7%) 0 (0%)
HepatoPancreatoBiliar 1(1.3%) 0 (0%)
Mama 1(1.3%) 0 (0%)
Genitourinarios 1(1.3%) 0 (0%)
Ginecoldgicos 2 (2.7%) 0 (0%)
SNC 37 (51.3%) 1(16.6%)
Cabezay Cuello 2 (2.7%) 1(16.6%)
Glandula salival 5 (6.9%) 1(16.6%)
Fibrosarcoma infantil 1(1.3%) 1(16.6%)
Sarcomas de tejidos blandos 15 (20.8%) 1(16.6%)
Melanoma 1(1.3%) 0 (0%)
Tiroides/Paratiroides 1(1.3%) 0 (0%)
Otros 2 (2.7%) 1(16.6%)
Total 72 (100%) 6 (100%)




Imagen 3. Prevalencia de tumores con genes de fusion NTRK en noreste de México

Prevalencia de genes de fusion NTRK

95.90%

m Positivo

4.10%

3 ANOS

Imagen 4. Frecuencia de genes NTRK afectado en translocaciones

Tipo de NTRK afectado
100%

90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

n=6, positivos

B NTRK1T B NTRK2 ®NTRK3



Imagen 5. Translocaciones prevalentes

Translocaciones NTRK

B TPM3: NTRK1
mETV6: NTRK3
B EML4 : NTRK3
m LMNA : NTRK1

Tabla 2. Distribucion de sitio tumoral y translocacion NTRK

Translocacion NTRK Tumor

TPM3 : NTRK1 Carcinoma secretor analogo en nasofaringe
(n=2) Glioma frontal

ETV6 : NTRK3 Carcinoma secretor analogo de parétida
(n=2) Fibrosarcoma infantil

LMNA : NTRK1

Primario desconocido

(n=1)

EML4 : NTRK3

Sarcoma de hombro

(n=1)




4. DISCUSION

La prevalencia en nuestra poblacion fue de 4.1%. El grupo mayor afectado fue masculino
(83%) y 17% femenino. En cuanto a grupo etario, 83% eran adultos y 17% poblacién

infantil.

Las principales translocaciones encontradas fueron TPM3:NTRK1 (33%) y ETV6:NTRK3
(33%), seguidas de EML4:NTRK3 (17%) y LMNA:NTRK1 (17%). Y los sitios mas
frecuentemente afectados fueron los tumores de cabeza y cuello (33%) y sarcomas en

general (33%).

Es interesante mencionar que no encontramos translocaciones del gen NTRK2, en

relacion atribuido al tamano de la muestra.

En cuanto a la mayoria de las muestras de IHQ fueron tumores de SNC (51%), sarcomas
de tejidos blandos (28%) y seguido de tumores de cabeza y cuello (9.6%). En total, 6.9%
(n=5) eran tumores de glandulas salivales. Sin embargo, de todos los pacientes
sometidos a IHQ, solo muy pocos (n=6) fueron confirmados con estudio molecular de

NGS.

Esto se explica debido a que, en condiciones normales, el receptor NTRK esta presente

en tejidos neuronales, endotelio vascular, adipocitos, sistema inmune, tracto



gastrointestinal, etc. Asi como a la falta de estandarizacidén de técnicas para deteccion

de NTRK con IHQ o con secuenciaciéon molecular.

Cabe mencionar que hace un par de meses fue publicado un ensayo por Bornstein et al
en el cual ellos enrolaron 677 pacientes de 30 hospitales de la republica mexicana, y de
ellos, 47 muestras fueron positivas para Pan-TRK por inmunohistoquimica, siendo 27
sujetos positivos con genes de fusidn NTRK. Y, es importante resaltar que, se arrojo la
misma prevalencia de ~4% para el pais; los tumores de SNC y los sarcomas de tejidos

blandos fueron los mas prevalentes con estas aberraciones genéticas.

Las principales fortalezas de este estudio es que, a diferencia del ensayo por Bornstein
et al, fue realizado en un unico centro que contenia muestras provenientes de los estados
de Nuevo Leodn, Coahuila y Tamaulipas. Aqui, se reclutaron 145 pacientes, 72 tuvieron
IHQ positiva para NTRK, de las cuales, 6 pacientes fueron confirmadas por

secuenciacion para estos genes de fusion.

En cuanto a nuestras limitaciones, se debe considerar el tamafio de la muestra y la
ausencia de expresion de estos genes de fusion en tumores mas frecuentes como

pulmdon, mama, tiroides o via biliar.

Por ultimo, consideramos que la publicacion de este estudio permitira elaborar una mejor

casuistica en nuestro pais con el objetivo de facilitar el acceso a estas terapias dirigidas.



5. CONCLUSIONES

Conocer la biologia tumoral de las distintas neoplasias permite la creacién de terapias
tumoragndsticas que dejan en segundo plano a tratamientos tradicionales como

quimioterapia y radioterapia.

Este estudio reportdé una prevalencia de ~4% en poblacién del noreste de México, la cual
contrasta con la documentada a nivel mundial que es de aproximadamente ~1%. Con
ello, esperamos que se elaboren nuevas politicas de salud en México que consideren la
inclusion y accesibilidad a estos inhibidores TRK en el manejo de tumores sélidos con

expresion de genes de fusiéon NTRK.
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