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RESUMEN

La oncologia personalizada surge como consecuencia del estudio, en los
Departamentos de Anatomia Patoldgica, de la base molecular del tumor de cada uno
de los pacientes diagnosticados con la finalidad de identificar, aquellas dianas
terapéuticas que puedan ser objeto de tratamientos oncolégicos personalizados.

El adenocarcinoma es el subtipo histolégico mas cominmente diagnosticado dentro
del carcinoma de pulmén no microcitico (CPNM), ademas del que presenta un
porcentaje mas alto de oncogenes alterados y potencialmente tratables. Kris y cols.
identificaron dianas terapéuticas en un 64% de los pacientes estudiados en su serie,
demostrando la necesidad de llevar a cabo estos estudios mediante los cuales
podemos ser capaces de encontrar tratamientos dirigidos para la mayoria de los
pacientes (Kris MG et al, 2014).

Varias guias publicadas, incluyendo la mas reciente desarrollada por el Colegio
Americano de patologos (CAP), la Asociacion internacional para el Estudio del Cancer
de Pulmén (IASLC) y la Asociacion para la Patologia Molecular (AMP), guia
CAP/IASLC/AMP, recomiendan el estudio de mutaciones somaticas en el receptor del
factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y el estudio del reordenamiento de la quinasa
del linfoma anaplasico (ALK) en pacientes diagnosticados de adenocarcinoma, bien en
el momento del diagnéstico y previamente al comienzo del tratamiento en pacientes
con enfermedad metastasica o en la recidiva/progresion de la enfermedad en aquellos
que previamente hubieran sido diagnosticados en estadios mas iniciales y que no
hubieran sido testados para estas alteraciones.

Abstract:

Personalized oncology therapeutic targets those that can be personalized cancer
treatment study arises in the Departments of Pathology, the molecular basis of tumor of
each patient diagnosed with the aim of identifying,. Adenocarcinoma is the histological
subtype most commonly diagnosed cancer in the lung carcinoma (NSCLC), in addition
to having a higher percentage of altered oncogenes and potentially treatable. Kris et al.
They identified therapeutic targets in 64% of the patients in their series, demonstrating
the need to carry out these studies by which we may be able to find targeted treatments
for most patients (Kris MG et al, 2014). Several published guidelines, including the latest
developed by the College of American Pathologists (CAP), the International Association
for the Study of Lung Cancer (IASLC) and the Association for Molecular Pathology
(AMP), guide CAP / IASLC / AMP, recommend study somatic mutations in the epidermal
growth factor receptor (EGFR) and the study of reordering kinase anaplastic lymphoma
(ALK) in patients diagnosed with adenocarcinoma, either at the time of diagnosis and
prior to start of treatment patients with metastatic disease or relapse / progression of
disease in those who had previously been diagnosed at earlier stages and that they had
not been tested for these disorders
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INTRODUCCION

“Sabemos que una de cada dos personas nacidas hoy tendra un cancer a lo largo
de su vida, lo que supone un reto de enormes proporciones a multiples niveles.
Globalmente la incidencia del cancer sigue aumentando consecuencia del
incremento de la poblacion y de su envejecimiento.” Sociedad Espanola de
Oncologia Médica (SEOM 2015).

Tabla 1

Tumores con mas alta Incidencia, Mortalidad y Prevalencia a 5 afos en el mundo (Informe GLOBOCAN 2012).

PULMON 16% MAMA 25% PULMON 13%
PULMON 23% MAMA 14% PULMON 19%
PROSTATA 25% MAMA 36 % MAMA 19%

Tabla 2

Tumores con mas alta Incidencia, Mortalidad y Prevalencia a 5 afios Espana (Informe GLOBOCAN 2012).

MUJER AMBOS SEXOS

PROSTATA 21%| | MAMA 29% COLORRECTAL 15%
PULMON 27 % MAMA 15% PULMON 20%
PROSTATA 31%| | MAMA 40% PROSTATA 17%

Tabla 3

Cinco localizaciones de cancer mas frecuentes en Espana en 2012 (segun n° de casos, en orden decreciente).

HOMBRE AMBOS SEXOS

— PROSTATA MAMA COLORRECTAL
“ PULMON COLORRECTAL PROSTATA
“ COLORRECTAL CUERPO DE UTERO PULMON
_ VEJIGA PULMON MAMA
_ ESTOMAGO OVARIO VEJIGA

Fuente: Ferlay J, Soerjomataram |, Ervik M,, Dikshit R, Eser S., Mathers C, Rebelo M., Parkin DM, Forman D, Bray F, GLOBOCAN 2012
v1.0. Cancer Incidence and Mortality Worldwide: IARC.

El cancer de pulmén sigue siendo el de mayor incidencia y mortalidad en el mundo.



En Espana, el cancer con mayor incidencia es el colorrectal (15%), el que produce
mayor mortalidad es el cancer de pulmoén (20,6%), y el de mayor prevalencia a los cinco
anos, el cancer de prostata (17,9%).

A nivel mundial, el cancer con mayor incidencia es el de pulmén (13%), el de mayor
mortalidad, de nuevo el cancer de pulmén (19,4%) pero es el cancer de mama el que
presenta la mayor prevalencia a los cinco anos (19,2%). Puede considerarse que se
trata de datos epidemiolégicos similares a los observados en nuestro pais.

Una vez presentada la distribuciéon del cancer en el mundo y en nuestro pais,
observamos que el tipo de cancer que mas afecta a la poblacién y que mayor tasa de
mortalidad produce es el cancer de pulmon. Por ello es fundamental estudiar y conocer
todo lo posible sobre ésta enfermedad, su etiologia, sus formas de presentacion en la
poblacién, cuando sospechar de su presencia en un organismo y como diagnosticarla
y, una vez confirmada, cémo tratarla.

La maxima incidencia de las neoplasias malignas de pulmon se da en torno a los 60
anos. La mayoria de estos tumores son primarios y malignos, aunque el pulmén
también es una de las principales localizaciones de aparicion de metastasis a distancia.

El cancer de pulmén no microcitico o de células no pequefnas representa
aproximadamente el 85% de todos los canceres de pulmon.

En Espana, el tipo histoldgico mas frecuente era el epidermoide, pero ultimamente esta
aumentando la frecuencia del adenocarcinoma.

La estirpe histoldgica mas frecuente en no fumadores es el adenocarcinoma.
En EEUU la estirpe mas frecuente es el adenocarcinoma.

La incidencia y la mortalidad por cancer de pulmén en mujeres se ha igualado a la de
los varones, ha aumentado como consecuencia de su incorporacién mas tardia al
habito tabaquico.

CLASIFICACION HISTOPATOLOGICA PARA LA PPRACTICA CLINICA

Los canceres de pulmén se clasifican principalmente por su aspecto
anatomopatoldgico, pero hoy en dia también se incluye el estudio molecular de las
mutaciones en EGFR y las translocaciones EML4- ALK por su capacidad predictiva de
respuesta al tratamiento. Los dos principales tipos de cancer de pulmén se distinguen
por el tamafo de las células: Microciticos (15-20 % de casos), llamado asi porque las
células son muy pequenas, tiende a diseminarse con rapidez, por lo que rara vez se
diagnostican cuando esta localizado, y no microciticos (80-85 % de casos), que a su
vez se subdivide en adenocarcinoma (que comprende el 40-50 % de los canceres de
pulmon en general), carcinoma escamoso o epidermoide (25 %), y el de células grandes
(10 %). La International Association for the Study of Lung Cancer (IASLC), la American
Thoracic Society (ATS) y la European Respiratory Society (ERS) acaban de hacer una
nueva clasificacion que diferencia entre adenocarcinomas invasores, adenocarcinoma
in situ y adenocarcinoma minimamente invasor por el aspecto radiolégico, las
diferencias moleculares, el prondstico y las alternativas al tratamiento (Travis, W.D. et
al, 2011).
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Iméagenes de carcinoma microcicito y carcinoma epidermoide.

Dentro del carcinoma de pulmén no microcitico o de células no pequenias (CPCNP),
aparte de ser el adenocarcinoma el subtipo histoldgico mas comunmente
diagnosticado, es también, el que presenta un porcentaje mas alto de oncogenes
alterados, y, en consecuencia, nos centraremos en él.

El Adenocarcinoma es el tumor que caracteristicamente asienta sobre las cicatrices
pulmonares crénicas, como son las cicatrices tuberculosas, y cuando asi ocurre se le
denomina “Scar cancer”.



Es el mas frecuente entre los no fumadores. Suele presentarse como una masa
periférica bien delimitada y no suele cavitarse. Es la causa mas frecuente de nédulo
pulmonar solitario maligno. Caracteristicamente afecta a la pleura, siendo la causa mas
frecuente de derrame pleural maligno. Puede producir osteoartropatia hipertrofica, que
consiste en la presencia de acropaquias junto con periositis, y que cursa con dolor y
tumefaccion. Presenta metastasis extratoracicas en el 80% de los casos. Dentro de los
CPCNP es el que tiene mayor tendencia a metastatizar via hematdgena.

Los adenocarcinomas se clasifican en acinar, papilar, invasivo mucoso, lepidico,
miropapilar y sélido. La determinacion de la clasificacion es importantisima, pues nos
permite valorar el pronostico de nuestro paciente. El adenocarcinoma de predominio
lepidico tiene mejor prondstico (supervivencia del 95% a los cinco anos) que el de
predominio papilar y acinar, siendo el micropapilar el de peor prondstico. En los
subtipos de adenocarcinoma invasivo mucoso Yy lepidico, las células neoplasicas se
disponen dentro de los alveolos y tienden a diseminar por via endobronquial, sin
infiltracion del parénquima adyacente. Pueden presentarse como un nodulo periférico
o como un infiltrado parenquimatoso intersticial en la radiografia del torax.

Imagenes de adenocarcinoma de pulmén: pieza macroscopica, histologia y citologia.

CLINICA

La forma de presentacién es a menudo insidiosa, no produce sintomas hasta que la
enfermedad esta muy avanzada.

Los sintomas dependen de la localizacion del cancer. Puede producir sintomas locales,
que seran unos u otros en funcién de si la localizacion es central o periférica,
manifestaciones por invasién de 6rganos vecinos, por afectacion metastasica linfatica
o a distancia y sintomas paraneoplasicos.

En los tumores de localizacidon central, mas tipica en el carcinoma epidermoide, la
sintomatologia local es consecuencia de una obstruccion bronquial, como es la tos
productiva con o sin hemoptisis. Si la obstruccion de la luz bronquial es completa,
puede ocasionar atelectasia y, si se infecta el parénquima pulmonar distal, se producen
neumonias de repeticion en el mismo ldbulo.



El carcinoma anaplasico de células grandes y el adenocarcinoma suelen presentarse
como una masa periférica y suelen ser asintomaticos hasta fases avanzadas. La clinica
local es consecuencia de la irritacion pleural y cursa con dolor pleuritico, tos irritativa y
disnea.

Cuando estos tumores invaden estructuras vecinas pueden presentarse cuadros de
afectacion regional como afonia por infiltracion del nervio laringeo recurrente,
enfermedad pleural con o sin derrame, elevacion de un hemidiafragma por infiltracion
del nervio frénico, sindrome de Horner por infiltracién del sistema nervioso simpatico
cervicotoracico, sindrome de la vena cava superior, arritmias e insuficiencia cardiaca
por infiltracién del miocardio, taponamiento pericardico por infiltracion del pericardio...
entre otros.

Cuando invaden los ganglios linfaticos regionales, aparecen adenopatias y, en
ocasiones, linfagitis carcinomatosa, que cursa con disnea e infiltrados intersticiales.

Las localizaciones mas frecuentes de metastasis pulmonares son el higado, el hueso,
las glandulas suprarrenales y el cerebro.

DIAGNOSTICO

En el momento del diagnéstico inicial, sélo en un 25% de los pacientes se encuentra la
enfermedad localizada, en un 35%, la enfermedad se presenta en estadios localmente
avanzados (estadio Il 6 V). Aproximadamente el 80% de los pacientes con CPNM
presentan enfermedad metastasica en alguna de sus fases evolutivas: el 30-40% en el
momento del diagndstico, el 50% como consecuencia de la recidiva de los estadios I-
Il'y el 80% por progresion o recaida de los estadios lll. En todos estos casos, la
supervivencia es muy pobre.

Todo paciente con sospecha clinica de cancer de pulmén debe ser remitido de forma
preferente al servicio de Neumologia correspondiente para su estudio, con el objetivo
es confirmar el diagnodstico y realizar un estudio adecuado de operabilidad (capacidad
del paciente para tolerar una cirugia de reseccion pulmonar sin excesivo riesgo para su
vida ni de secuelas invalidantes) y resecabilidad (posibilidad evaluada en el estudio
prequirirgico de que el tejido tumoral pueda ser extirpado en su totalidad y con la
obtencién de un beneficio prondstico demostrado o muy probable), clasificando
adecuadamente al paciente y al tumor.



Cancer de Pulmon: Algoritmo diagnéstico

Sospecha de CP

RX de torax

TCT-A

Estudio Patoldgico Sospecha de CP

T. PERIFERICO

T. CENTRAL PET-TC

Afectacion Afectacion
Locoregional metastasica

Biopsia/Puncion

transtoracica por

Fibrobroncoscopia
TC

EBUS OTRAS
Mediastinoscopia PRUEBAS

Si fibroncoscopia negativa

Anamnesis y exploracién fisica:

Se debe valorar la edad del paciente, los factores de riesgo a los que se ha visto
expuesto a lo largo de su vida como el tabaquismo, la exposicion laboral a asbesto,
una historia de neoplasias previas, la existencia de enfermedades actuales asociadas,
el estado clinico del paciente (indice de Karnofsky) y, por ultimo, deben recogerse los
sintomas y signos de enfermedad, especialmente aquellos que sugieran un estadio
avanzado o enfermedad metastasica.

Radiografia de térax:

Después de la historia clinica y la exploracion fisica, otro aspecto fundamenta en la
evaluacion del paciente con sospecha de cancer de pulmén es la radiografia de térax,
que es la primera prueba complementaria a realizar y que puede mostrar, entre otros
signos: la presencia de un nédulo pulmonar, el ensanchamiento mediastinico,
atelectasia, patron hiliar, derrame pleural... Ante cualquiera de estos hallazgos, el
proximo paso a seguir sera la toma de una muestra de tejido pulmonar tumoral para
realizar una biopsia y poder confirmar la sospecha de cancer de pulmon.

No debemos olvidar realizar una analitica que incluya hemograma, bioquimica general
y coagulacion y un ECG.

Estudio anatomopatolégico:

Para la confirmacioén del diagnéstico de cancer de pulmén es imprescindible el estudio
anatomopatologico de la biopsia. En la mayoria de los casos, la muestra de tejido es
obtenida a partir de la fibrobroncoscopia. Para una rentabilidad diagnostica adecuada,
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deben realizarse 3-4 biopsias y combinarlo con el estudio citologico del
broncoaspirado.

En el caso de tumores centrales bastara con la realizacion de una biopsia bronquial,
mientras que en los periféricos y de tamano menor de 3 cm, la rentabilidad diagndstica
sera menor, por lo que debera realizarse una biopsia transbronquial o incluso una
puncion transtoracica o transparietal.

Una vez diagnosticado el tipo de cancer de pulmoén, es imprescindible determinar la
extension de la enfermedad, con el objetivo de descartar la afectacién mediastinica o
la presencia de metastasis a distancia que contraindiquen la cirugia con intencion
curativa.

TC de térax y abdomen superior:

Es la técnica de eleccion para el estudio de extension de la enfermedad. Ofrece una
vision anatomica global de la enfermedad y permite la evaluacion de la extension
tumoral intratoracica y la presencia de adenopatias mediastinicas. Como norma, se
considera que la presencia de adenopatias mediastinicas mayores a 1 cm de diametro
en la TC obliga a confirmar su naturaleza neoplasica mediante histologia, por
exploracién quirirgica del mediastino (mediatinoscopia, mediastinotomia o
toracoscopia) 0 mediante broncoscopia ecoguiada o EBUS, antes de plantear la
exéresis tumoral.

EBUS:

Consiste en la realizacion de una broncoscopia y puncion transbronquial o
transtraqueal de las adenopatias guiada mediante ecografia. Se trata de una técnica en
auge en los ultimos anos, con una sensibilidad del 87%, y con muchas menos
complicaciones que la mediastinoscopia. Es util para el estudio de las adenopatias
paratraqueales bilaterales, traqueo-bronquiales, subcarinales e hiliares. En el caso de
un resultado negativo en la puncion mediante ecobroncoscopia se debe realizar una
mediastinoscopia, ya que sigue siendo el gold estandar.

Mediastinoscopia:

Es la técnica de eleccion en la evaluacion de las adenopatias paratraqueales derechas,
traqueo-bronquiales proximales y subcarinales. Esta técnica es util para ver el
mediastino medio. Pero pueden surgir varias complicaciones derivadas de su uso, de
las que las mas frecuentes son la paralisis del nervio recurrente izquierdo y la infeccidn
de la herida quirdrgica y, las mas graves, la mediastinitis y la hemorragia. Las
adenopatias situadas en la ventana aortopulmonar y las cadenas preadrticas, son
inaccesibles a la mediastinoscopia y requieren medistinotomia anterior o toracoscopia.
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Mediastinotomia:

Indicada en el carcinoma del I6bulo superior izquierdo y en los del bronquio principal
izquierdo. Permite la vision del mediastino anterior.

Toracoscopia:

Esta indicada cuando se observan en la TC toracica adenopatias paratraqueales
derechas, aortopulmonares, paraesofagicas y en el ligamento pulmonar y en el estudio
del derrame pleural.

La exploracién quirdrgica esta contraindicada cuando exista enfermedad neoplasica
diseminada mas alla del mediastino, y cuando el enfermo no pueda tolerar una futura
cirugia de reseccion pulmonar (paciente inoperable).

RM:

Es superior a la TC en las siguientes situaciones: adenopatias en la regién subcarinal
y/0 ventana aortopulmonar, afeccion de la vena cava superior, arterias pulmonares y
corazén y para la evaluacién de los tumores apicales (tumor de Pancoast) ya que
delimita mejor la invasion del plexo braquial, arteria subclavia y canal medular.

Gammagrafia ésea:

Indicada si hay dolores 0seos u otros datos indicativos de metastasis Oseas
(hipercalcemia, elevacion de la fosfatasa alcalina...).

TC craneal:

Indicada cuando existe sintomatologia neuroldgica y en el cancer microcitico de
pulmoodn.
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CLASIFICACION TNM 72 EDICION, IASLC 2009 (International Association
for the Study of Lung Cancen

La ultima clasificacion tumor, ganglio, metastasis (TNM), elaborada por la Asociacion
Internacional para el Estudio del Cancer de Pulmon (IASLC) permite una descripcion
estandarizada de los tumores pulmonares y encuadrar a los pacientes en estadios
dentro de los cuales el pronéstico y la estrategia terapéutica sean similares.

T (Tumor):
To: No hay evidencias de tumor primario.

Tx: Células tumorales (en esputo o muestra del lavado broncoalveolar) sin que el tumor
sea visible por imagen ni por fibroscopia.

Tis: Cancer in situ.

T1: Tumor con diametro mayor de < 3 cm rodeado de parénquima o pleura visceral, sin
evidencia de invasién mas alla del bronquio lobar. Se subdivide en: T1a (€2 cm)y T (>
2cmy <3cm).

T2: Tumor que cumple cualquiera de las siguientes caracteristicas:

= Tumor >3 cmy <7 cm, que se subdivide a su vez en: Tz (>2 cmy <5
cm)y T (>5cmy <7 cm).

= Tumor de cualquier tamano que produce cualquiera de las siguientes
caracteristicas:
¢ Invasion de la pleura visceral, pero no de la pleura parietal.
e Atelectasia y/o neumonitis postobstructiva lobar o bilobar.
¢ Invasion del bronquio principal a mas de 2 cm de la carina.

Ts: Tumor > 7 cm (sin limite superior) o:

= Tumor de cualquier tamafo con invasion de pleura parietal y por tanto
de:
¢ Pared toracica, tipico de Pancoast, diafragma.
e Pleura mediastinica.
e Pericardio parietal.
¢ Nervio frénico.

= Eltumor invade el bronquio principal a menos de 2 cm de la carina, pero
no hay afectacion carinal.

= Tumor asociado a atelectasia o neumonitis obstructiva de todo un
pulmon.

= Nodulos multiples en un mismo |ébulo pulmonar.

Ta: Tumor de cualquier tamano con afectacion de mediastino, corazon, grandes vasos,
traquea, esofago, cuerpos vertebrales o carina. También se considera T4 la existencia
de noddulo/s tumorales en distintos Iébulos ipsilaterales. Por dltimo, también
hablaremos de T4 cuando hay infiltracion de nervio recurrente o aparece Sindrome de
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la Vena Cava Superior, ambos por invasion directa tumoral, ya que también podrian
darse por metastasis ganglionares.

N (Ganglios):
N.: Los ganglios regionales no pueden ser evaluados.

No: No hay afectacion ganglionar. Para poder afirmar esto, deberan de haberse
biopsiado 6 0 mas ganglios.

N,: Hay afectacion de ganglios peribronquiales o hiliares ipsilaterales.
N.: Hay afectacion de ganglios mediastinicos ipsilaterales y/o subcarinales.
Ns: Afectacion ganglionar de cualquier otro tipo:

= Afectacion de ganglios hiliares o mediastinicos contralaterales.
= Afectaciébn de ganglios escalenos o supraclaviculares ipsi o
contralaterales.

M (Metastasis):

M,: No es posible valorar la presencia de metastasis.
Mo: Sin metastasis.

M.: Enfermedad metastésica, que se subclasifica en:

* M. Metastasis intratoracica, definida como noédulos pulmonares
contralaterales, derrame pleural (cambio importante con respecto al
TNM de 1997), o implantes pleurales.

= M. Metastasis a distancia, extratoracicas.

TRATAMIENTO DEL CANCER DE PULMON

La mejor opcion terapéutica en el cancer de pulmén, especialmente en el CPCNP,
donde es el tratamiento de eleccion, es la exéresis quirurgica. Para poder llevar a cabo
una cirugia curativa, debe confirmarse la resecabilidad del tumor y la operabilidad del
paciente.

Resecabilidad: es la posibilidad de conseguir una extirpacion completa del tumor.
Depende de las caracteristicas del mismo, de su localizacion y extension. Son
indicadores de irresecabilidad:

-CPCNP estadio IV.
-CPCNP estadio llib.
-CPCNP estadio llla-T4 en algunos casos, con afectacion de érganos nobles.

Operabilidad: define el riesgo de mortalidad perioperatoria del paciente, dependiendo
de las caracteristicas del paciente. Son criterios de inoperabilidad:

-Mal estado clinico (Karnofsky igual o menor al 40%).

-Enfermedades asociadas graves e incontrolables.
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-Arritmia ventricular no controlable.

-IAM en los 3 meses previos.

-Prueba de esfuerzo con consumo maximo de O menor a 15 ml/kg/min.
-Hipertension pulmonar severa.

-PaCO: mayor a 45 mmHg irreversible.

-CV menor al 45% del valor tedrico, irreversible.

-DLCO menor al 60% del tedrico.

-FEV1 postoperatorio predicho menor a 800 ml, o menor del 30%.

TRATAMIENTO DEL CARCINOMA NO MICROCITICO DE PULMON (CNCP) POR
ESTADIOS

Carcinoma in situ: se optara por la reseccion conservadora.

Estadios I-llla: son estadios, en general, candidatos a cirugia con intencion curativa
(segmentectomia, lobectomia, bilobectomia, neumectomia). Si el paciente es
inoperable puede procederse a la ablacion por radiofrecuencia, crioablacién o
radioterapia ablativa. En estos estadios, aunque la cirugia es lo principal, la
quimioterapia neoadyuvante puede ser fundamental.

Estadios llIb-IV: son estadios no resecables, un N3 siempre es una contraindicacion
absoluta para la cirugia. El tratamiento se basa en la quimioradioterapia.

la la Ib lla Ilb Illa
cir cir cirg=QT? |  cir+QT cir=QT QT+RT
Lxcir?
lla lla lla Ilb llla
cir+QT cir+QT cir+QT cir+QT QT+cir
a lla la lla Ila b
QT=xcir QT=cir QT=xcir QT=xcir QT=cir QT+RT
b b b b b b
QT+RT QT+RT QT+RT QT+RT QT+RT QT+RT
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NUEVOS FARMACOS BIOLOGICOS EN LA TERAPIA DEL CNCP

-ERLOTINIB, GEFITINIB: son anticuerpos monoclonales contra la tirosin kinasa del
EGFR (receptor del factor de crecimiento epidérmico). Tienen efecto antiangiogénico.
Se usan como tratamiento de rescate en el CPCNP localmente avanzado o metastasico
con mutaciéon de EGFR y sin mutacion de K-ras. También se emplean como primera
linea de tratamiento quimioterapico en algunos casos de adenocarcinoma.

-CETUXIMAB: también es un anticuerpo monoclonal anti- EGFR, con efecto
antiangiogénico que se una como tratamiento compasivo en el CPCNP epidermoide
sin mutacion EGFR.

-BEVACIZUMAB: de nuevo, un anticuerpo monoclonal, esta vez, anti-VEGF (factor de
crecimiento del endotelio vascular), con efecto antiangiogénico. Se utiliza en los
CPCNP no epidermoides.

-CRIZOTINIB: es un inhibidor de la proteina ALK, que se utiliza en el CPCNP estadio IV
con reordenamiento del gen ALK. Esta ofreciendo resultados prometedores.

PRONOSTICO

En los tumores CPCNP el tamano del tumor primario influye en la supervivencia en el
estadio |, pero el verdadero factor prondéstico radica en el numero vy la localizacion de
los ganglios afectos.

La supervivencia a los 5 afnos oscila entre el 50% en el estadio la hasta un inquietante
1% en el estadio IV.

EN DESARROLLO: BIOPSIA LIQUIDA

Investigadores del Instituto de Cancer Dana-Farber y otras instituciones han llevado a
cabo un nuevo estudio acerca de cémo a partir de un simple analisis de sangre pueden
detectarse con rapidez y precision mutaciones en genes clave, EGFR y K-ras, en los
tumores de pulmoén de células no pequenas. Esto plantea el potencial de la biopsia
liquida como una herramienta clinica rapida y eficaz para la identificacion de pacientes
que pueden beneficiarse de las drogas dirigidas a dichas mutaciones.
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El reciente articulo, publicado el pasado mes de abril, recoge el primer estudio
prospectivo realizado sobre la utilizacion de la genotipificacion mediante PCR digital
para la deteccion de las mutaciones mencionadas a partir de muestras de
plasma (una muestra de sangre periférica contiene ADN libre flotante o
suspendido de las células cancerosas que, tras su muerte, se derrama en el
torrente sanguineo). En el estudio se incluyeron dos tipos de muestras, sangre y
biopsias convencionales de tejido, tomadas de 180 pacientes con cancer de pulmon
no microcitico recientemente diagnosticados y 60 que habian desarrollado resistencia
a un tratamiento previo: muestras de sangre y biopsias convencionales de tejido. El
ADN extraido del plasma de la sangre fue analizado para identificar dos mutaciones
relevantes en el gen EGFR (una implicada en el desarrollo del tumor y otra asociada a
la resistencia al tratamiento), y una en el gen K-ras, destinada a descartar la presencia
de otras mutaciones potencialmente tratables. Ademas, los datos obtenidos de la
biopsia liquida se compararon con aquellos derivados del analisis genético de la
biopsia.

Los resultados del trabajo muestran, por un lado, que las biopsias liquidas
proporcionan los resultados en menor tiempo, una media de 2-3 dias, comparado con
el necesario para obtener la biopsia y su posterior analisis genético, que requiere una
media de 27 dias. Y, por otro lado, también revelan que el valor predictivo del ensayo
es del 100% para la deteccion de estas mutaciones, en el caso de la mutacion
en EGFR primaria relacionada con el inicio del tumor y 79% en el caso de los pacientes
con una mutacién asociada a la resistencia al tratamiento. Ademas, la biopsia liquida
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fue capaz de detectar ésta ultima mutacion en casos en los que no se habia detectado
mediante la biopsia de tejido habitual. Y es que, “la biopsia unicamente analiza una
parte del tumor, pudiendo pasar inadvertida una mutacién presente en cualquier otra
parte del tumor o del organismo, mientras que la biopsia liquida, por el contrario, podria
reflejar mejor la distribucion de mutaciones en el tumor como un todo”. Sefala Geoffrey
Oxnard, investigador en cancer de pulmoén en el Dana-Farber and Brigham and
Women's Hospitaly director del trabajo.

Respecto a la sensibilidad diagnoéstica de la prueba, se obtuvo un valor mas
modesto. En los casos en los que con la biopsia liquida no se detectaron las
mutaciones, que si eran evidentes al analizar las biopsias, estiman que podria
deberse a dos posibles hechos: o bien las células del tumor no contienen la
mutacion o bien no se libera el ADN de dicho tumor al torrente sanguineo. Los
investigadores encontraron que esta discrepancia entre los resultados de las
pruebas y la presencia de mutaciones fue menos frecuente en pacientes cuyo
cancer habia hecho metastasis en multiples localizaciones del organismo.

Con el objetivo de determinar la eficiencia del test en el estudio de la evolucion del
tumor a lo largo del tratamiento, el equipo analizé el ADN libre en plasma de 50 de los
pacientes del estudio, desde el inicio del tratamiento. Concluyendo segun refiere otro
de los autores del articulo, Adrian Sacher, que aquellos en los que el analisis de la
sangre mostroé la desaparicion de mutaciones tras dos semanas de tratamiento, tenian
una mayor probabilidad de continuar respondiendo positivamente ante la terapia que
los pacientes en los que no se observaba esta reduccion.

Los resultados llevan a los investigadores a concluir que las biopsias liquidas analizadas
mediante PCR digital pueden detectar mutaciones en EGFR con el rigor necesario para
su utilizacion en la clinica. Ademas, debido a que los tumores estan en constante
evolucion y pueden adquirir mutaciones adicionales, las biopsias liquidas repetidas
pueden proporcionar la deteccion temprana de una nueva mutacién, como ocurre con
la mutacién de resistencia EGFR, y que una vez descubierta permite el cambio de
terapia con agentes nuevamente dirigidos ante esta novedad. La prueba es de gran
utilidad tanto para los pacientes recién diagnosticados como para aquellos con
recurrencia de la enfermedad.

“Nuestro estudio ha sido el primero en demostrar de forma prospectiva que una técnica
de biopsia liquida puede ser una herramienta practica para tomar decisiones de
tratamiento en pacientes de cancer,” manifiesta Geoffrey Oxnard. “El ensayo ha sido
tan exitoso que estamos llevando a cabo la transicion del ensayo a una prueba clinica
para pacientes con cancer.” (Sacher AG et al, 2016).
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GENETICA EN EL CANCER

El cancer es una enfermedad genética, en la medida en que son cambios o mutaciones
en los genes que controlan el funcionamiento de nuestras células, los que determinan
la aparicion del cancer. Nuestro DNA va replicandose a lo largo de toda nuestra vida,
nuestras células no son eternas y deben dividirse y nacer, desarrollarse y diferenciarse
y morir, y es durante ese ejercicio, cuando puede aparecer el cambio, el error, el
reordenamiento, la falta o el exceso de bases, en definitiva, la mutacién. Aunque bien
es cierto que suele ser necesaria la ocurrencia y acumulacion de varias mutaciones a
lo largo de la vida para que, como resultante, se desarrolle el cancer. Prueba de ello es:
que la incidencia de cancer en la poblacion general aumenta linealmente con respecto
a la edad y que la acumulacion de mutaciones sucesivas se puede correlacionar con
los cambios patologicos progresivos que van desde la atipia, la hiperplasia, la displasia
hasta el adenoma, carcinoma in situ y carcinoma.

Los genes conductores o reguladores de este proceso de crecimiento y division celular
son los Oncogenes y los Genes supresores de tumores y sobre ellos actuan las
mutaciones que devienen en los canceres humanos, mutaciones dominantes en genes
proliferativos (oncogenes) o mutaciones recesivas en genes antiproliferativos (genes
supresores). Asi mismo, se han encontrado mutaciones en otro grupo de genes,
denominados genes de susceptibilidad, que no afectan a la proliferacion celular
directamente pero que favorecen una mayor tasa de mutacion y la posibilidad de que
se active algun protooncogén o se inactive algun gen supresor.

GENETICA DEL CARCINOMA DE PULMON NO MICROCITICO

La identificacion de las mutaciones en el cancer de pulmén es fundamental para su
clasificacién molecular. Dentro del carcinoma de pulmén no microcitico (CPCNP),
aparte de ser el adenocarcinoma el subtipo histolégico mas comunmente
diagnosticado, es también, el que presenta un porcentaje mas alto de oncogenes
alterados. Identificar estas mutaciones implica identificar dianas terapéuticas vy, en
definitiva, permite acercarnos, afinar y precisar en la terapia dirigida, para mejorar la
supervivencia en subgrupos de pacientes con enfermedad potencialmente tratable.

Varias guias publicadas, desarrolladas por el Colegio Americano de patélogos (CAP), la
Asociacion internacional para el Estudio del Cancer de Pulmén (IASLC) y la Asociacion
para la Patologia Molecular (MP), guia CAP/IASLC/AMP, recomiendan el estudio de
mutaciones somaticas en el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y el
estudio de reordenamientos de la quinasa del linfoma anaplasico (ALK) en pacientes
diagnosticados de adenocarcinoma, bien en el momento del diagnéstico y previamente
al comienzo del tratamiento en pacientes con enfermedad metastasica o bien en la
recidiva o progresion de la enfermedad en aquellos que previamente hubieran sido
diagnosticados en estadios mas iniciales y que no hubieran sido testados para estas
alteraciones (Lindeman NI et al, 2013).
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En el adenocarcinoma de pulmodn, las alteraciones genéticas tratables en oncogenes
ocurren predominantemente en EGFR, siendo principalmente del tipo mutacién puntual
y/o pequenas inserciones/deleciones, con la consecuente estimulacion de rutas
oncogeénicas como Ras/MAPK/ERK y PISK/Akt/mTOR (Lynch TJ et al, 2004; Pao W et
al, 2004; Paez JG et al, 2004). Los pacientes con estas mutaciones activadoras en
EGFR son sensibles a inhibidores de la actividad tirosin quinasa (TKls) como gefitinib,
erlotinib y afatinib. Estos tratamientos han demostrado ser superiores a la quimioterapia
convencional en términos de tasa de respuesta objetiva y progresion libre de
enfermedad, menos téxicos y mejor tolerados que el doblete estandar de quimioterapia
basado en platino, cuando se indican en pacientes en estadios avanzados y no tratados
que presentan mutaciones activadoras en EGFR (Mok T et al, 2009; Zhou C et al, 2011;
Rosell R et al, 2012; Wu YL et al, 2014).

En los ultimos afos, el interés focalizado sobre las mutaciones activadoras, se ha
extendido también hacia el estudio de otros reordenamientos potencialmente tratables,
como son: traslocaciones que involucran a la quinasa del linfoma anaplasico (ALK),
receptor de la tirosin quinasa, sensibles a los inhibidores ALK, la amplificacion del MET,
factor de transicion epitelio-mesenquimatoso, que se ha relacionado con la resistencia
secundaria a los inhibidores de la tirosin quinasa del EGFR. Estos estudios incluyen
ademas alteraciones en los genes ROS1, RET y NTRK.

> HRAS (0.4%)
Perfil molecular del adenocarcinoma de pulmén ’ NRAS (0.4%)
> RET (0.9%)
b MAP2K1(0.9%)
’ RIT1 (2.2%) ’ ALK (1.3%)
’ ERBB2 amp (0.9%) ’ ROS1(1.7%)
’ MET amp (2.2%) ’ ERBB2 1(1.7%)
B MET ex14 (4.3%)

Cancer Genome Atlas Research Network. Nature 2074.
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DETERMINACION DE MUTACIONES DE EGFR:

Una proporcion importante de los pacientes con cancer de pulmén no microcitico (entre
un diez y un quince por ciento) tienen mutaciones en el gen EGFR, que codifica para el
receptor del factor de crecimiento epidérmico. EGFR es uno de los cuatro miembros
de la familia de receptores de membrana con actividad tirosin quiinasa (TK) conocidos
de forma global como ErbB. La activacion de este receptor supone tanto un beneficio
de proliferacion como un importante freno a la apoptosis, al estimular rutas
oncogeénicas como MAPK y PIBK/Akt/PTEN/mTOR, rutas moleculares relacionadas con
el crecimiento y supervivencia celular, dirigiendo la aparicion y desarrollo del tumor.

Las mutaciones de EGFR que se han descrito con mas frecuencia, ya desde 2004,
cuando se describieron por primera vez, estan situadas en los exones del 18 al 21, en
la region codificante para el dominio intracitoplasmatico TK del receptor:

¢ en el exdn 18 del EGFR: mutaciones E709 y G719.

e en el exdn 19: deleciones de 9-, 12-, 15- y 24-bp (codones 746-753); o
inserciones poco comunes de 15-bp y 18-bp (codones 746-753).

¢ en el exon 20: inserciones (codones 763-764, codones 767-774), S768l,
T790M.

¢ en el exdn 21: L858R, T854 y las mutaciones L861Q y L861R.

Cromosoma 7 Transcrito EGFR Proteina EGFR
(170kDa)

Exones 1-16 Bomitio

extracelular
‘ EGFR ‘
Q Exoén 17 Dominio

transmembrana (})

Exones 18-24 Dominio
tirosina quinasa

W, . Exones 25-28 Dominio
regulador
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Como se ha sefnalado previamente, las mutaciones activadoras de EGFR se localizan
entre los exones 18 al 21 en la region codificante para el dominio TK del receptor. El
90% de estas mutaciones son pequenas deleciones en el exén 19 (donde se localizan
los codones 747-750), o mutaciones puntuales en el exén 21 (L858R). El resto son
inserciones “in-frame” en el exén 20 (del 5 al 8%) o mutaciones puntuales en los exones
18 y 20 (del 2 al 5%).

Las mutaciones del exén 19 (pequenas deleciones) son las que presentan mayor
sensibilidad a los ITK y hay mutaciones que ofrecen una resistencia de novo o adquirida
a los mismos como las T790M, G719A y L861Q.
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Actualmente, diferentes guias clinicas y recomendaciones de expertos aconsejan
identificar todas aquellas mutaciones individuales de EGFR que tienen una frecuencia
de un 1% o superior (Lindeman NI, 2013).

Métodos de medicion:

El estudio de mutaciones de EGFR debera ser realizado en laboratorios que tengan una
técnica homologada y reproducible para este procedimiento. Para estos estudios de
tipo molecular (EGFR, ALK...) es necesario tener material tumoral suficiente. Por tanto,
si consideramos la cantidad y calidad del tejido tumoral, la muestra mas idénea seria la
procedente de una pieza quirdrgica, seguidas por las biopsias (bronquial,
transbronquial, pleural o con aguja gruesa) y finalmente el bloque celular obtenido por
citologia (Molina-Vila MA et al, 2008). También existe la posibilidad de realizar el estudio
en suero (Maheswaran S et al, 2008), aunque su sensibilidad dependera de la cantidad
de células tumorales circulantes que vendra determinada, en gran medida, por el grado
de afectacién metastasica. Con el fin de obtener la maxima rentabilidad, dado que el
material disponible suele ser escaso y que cada vez se precisa realizar mas estudios
moleculares, se recomienda emplear una técnica de alta sensibilidad. En este sentido,
la PCR en tiempo real (TagMan PCR, Scorpions ARMS, Cobas) seria el procedimiento
mas adecuado y la secuenciacion directa (Sanger, Pirosecuenciacion) sélo deberia
realizarse si tenemos al menos un 50% de células tumorales (Lopez-Rios F et al, 2013).
Por todo lo anteriormente expuesto, hay varias fases del proceso de determinacion de
mutaciones de EGFR y de otras alteraciones genéticas que son criticas. En primer lugar,
el material sobre el que se purificara el ADN tumoral debe ser evaluado por un patologo
experto que delimite la zona sobre la que se realizara la microdiseccién por laser, si
esta disponible, o la macrodiseccion sobre el portaobjetos donde esta depositado el
corte de la pieza original. Si existe material suficiente, se debe realizar una tincién con
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hematoxilina-eosina en los cortes situados en los extremos del material para extraccion,
asegurando asi que existe una concentracion similar en los cortes delimitados por ellos.
En una segunda fase, debe garantizarse que la purificacion del ADN es de suficiente
calidad a través de los métodos estandares, evitando la secuenciacién de smears o de
ADN muy fragmentados, lo cual podria reducir la sensibilidad de la técnica. Ademas,
es necesaria la presencia de controles internos de calidad, asi como grupos controles
que garanticen la existencia de la reaccion.

En relacion con la metodologia de PCR que se debe emplear, es importante que se
realice en centros con amplia experiencia en secuenciacion automatica o con
experiencia en prestar servicio de secuenciacion a centros externos. Ademas, seria
necesario que la extraccion del ADN sea automatizada. Por ultimo, tanto la PCR para
hibridaciéon de la secuencia problema, como la necesaria para la secuenciacion
colorimétrica, deberian realizarse en el mismo centro, con lo que se evitarian
manipulaciones adicionales del material. No se recomienda el empleo estandarizado de
técnicas ultrasensibles, con sensibilidad analitica menor del 1%, para la determinacion
de mutaciones ya que su interpretacion puede ser complicada. Este punto es muy
importante especialmente cuando la muestra tiene alta celularidad tumoral y hay
discrepancias entre la positividad del método ultrasensible y la negatividad de los
métodos convencionales. Finalmente, en los informes de la determinacion de la
mutacion de EGFR, y, en general, en todos los estudios moleculares, el informe debe
recoger todos los aspectos previamente descritos: calidad de la muestra tumoral,
método de deteccion realizado y sensibilidad del mismo, tipo de mutacién encontrada
y posible sensibilidad de la misma al tratamiento con ITK. Se han desarrollado diversos
anticuerpos monoclonales para la identificacién de la mutacién de EGFR por técnicas
de inmunohistoquimica. Los resultados preliminares confirman un buen rendimiento de
este procedimiento y seria una técnica mas sencilla y por tanto accesible a un mayor
nimero de centros para su deteccidon19. Sin embargo, actualmente no se puede
considerar un procedimiento estandar, pero podria ser un buen método de cribado
inicial en aquellos centros donde no se realiza la determinacion de mutaciones de
EGFR.

Recomendacion:

Dada la eficacia de los ITK en pacientes con CPCNP que presentan mutaciéon EGFR, el
analisis de mutaciones de EGFR se deberia hacer en el mayor niumero posible de
pacientes con CPCNP avanzado. Ya que el problema en cancer de pulmon es la
presencia de muestra tisular tumoral suficiente para la realizacion de la mutacion, y
aungue no hay un consenso totalmente establecido, se recomienda la realizacion del
analisis de mutaciones de EGFR siempre en los pacientes en los que se presume una
mayor probabilidad de encontrar dichas mutaciones, como son los enfermos que nunca
han fumado o cuyos tumores tienen una histologia de carcinoma no escamoso o el
género femenino. En el resto de pacientes, la realizacion de la determinacion de la
mutacion queda sujeta al criterio clinico.
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Varios estudios prospectivos y aleatorizados en fase Ill que han comparado la
quimioterapia de primera linea frente a ITK en pacientes con CPCNP avanzado que
presentan mutacion EGFR, han demostrado el beneficio de los inhibidores al obtener
una mayor tasa de respuesta (hasta un 70%) y de la supervivencia libre de progresion
(9-15 meses). Estos estudios se han realizado con dos ITK reversibles, Gefinitib (Mok
TS et al, 2009; Maemondo M et al, 2010; Mitsudomi T et al, 2010) y Erlotinib (Zhou C et
al, 2011; Rosell R et al, 2012) y uno irrevesible, Afatinib (Sequist LV et al, 2013; Wu YL
et al, 2014). Por dicho motivo, estos tres inhibidores Gefitinib (Iressa®, AstraZeneca,
Macclesfield, Reino Unido), Erlotinib (Tarceva®, OSI/Genentech, Boulder, CO/South
San Francisco, California, EE. UU.) y Afatinib (Giotrif®, Boehringer Ingelheim, Ingelheim,
Alemania) tienen indicacion en la actualidad para el tratamiento de pacientes con
CPCNP que presentan mutaciones de EGFR.

DETERMINACION DE REORDENAMIENTOS DE ALK

La alteracion del gen de la Kinasa del linfoma anaplasico (“Anaplastic Lymphoma
Kinase”, ALK) fue descrita por primera vez en 1989 al identificarse una translocacion
reciproca entre los cromosomas 2 y 5 (t [2;5] [p23; g35]) en un grupo de enfermos con
este tipo de linfoma, de ahi su denominacion (Le Beau MM et al, 1989). Posteriormente
se describié como esta translocacion creaba un gen de fusion al combinar el extremo
N-terminal del gen EML4 (2p21) (“Echinoderm Microtubule-Associated protein-like 4”,
que codifica una proteina citoplasmatica involucrada en la formacién de microtubulos)
con el dominio tirosina quinasa (TK) en la porcion C-terminal del gen ALK (2p23.2),
creando un nuevo oncogen con actividad tirosin quinasa constitutiva (Soda M et al,
2007; Rikova K et al, 2007). Este reordenamiento incluye multiples variantes de EML4-
ALK, asi como otros tipos menos frecuentes de fusiones génicas de ALK con otros
genes como TFG-11 y KIF5B19 (Weinstein IB et al, 2008). El efecto es la activacién de
vias como Ras/MAPK/ERK, PIBK/AKT/mTOR y JAK/STAT, resultando finalmente en un
crecimiento incontrolado de las células tumorales y constituyendo otro ejemplo de

“adiccién oncogénica” en el CPCNP. La naturaleza oncogénica de la proteina de fusion
como via de desarrollo del cancer de pulmoén fue confirmada en ratones transgénicos
portadores de EML4-ALK cuando en el epitelio pulmonar se evidencio la formaciéon de
adenocarcinomas de pulmon.

El gen ALK se localiza en el cromosoma 2 y codifica para un receptor transmembrana
de la familia de los receptores de insulina y con homologia con los receptores TK
leucocitarios22. El receptor de ALK esta formado por un dominio extracelular con un
peptido sefial amino-terminal, un dominio intracelular con un segmento
yuxtamembranoso que acoge el lugar de union para el substrato-1 del receptor de
insulina, y un dominio carboxi-terminal. Su activacion producira dimerizacion del
receptor y transmision de la sefal a través de las vias intracitoplasmaticas (Souttou B
et al, 2001). Su funcién fisiolégica no esta claramente definida: en modelos animales
ALK parece que estd implicada en el desarrollo neurolégico, sistema visual y
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musculatura visceral durante la etapa embrionaria. En tejidos humanos adultos, ALK se
encuentra a bajos niveles en intestino delgado, testiculos y sistema nervioso.

2p 12Mb cromosoma 2

el I Kinse I EML-ALK variante1

El perfil clinico donde ocurren los tumores de pulmén con presencia de la fusion de
ALK suele responder a un patron consistente en pacientes joévenes, con edad de
presentacion sobre los 50 anos, con leve predominio del género femenino, no
fumadores, del tipo histolégico de adenocarcinoma y ausencia de mutaciones de EGFR
y KRAS. El reordenamiento de EML4-ALK es una alteracion mutuamente excluyente

con la presencia de mutaciones en EGFR y KRAS (Collisson EA et al, 2014). Dentro de
los adenocarcinomas con reordenamiento de ALK son mas comunes los patrones de
tipo sdlido-cribiforme, papilar o micropapilar (Nishino M et al, 2012) y es muy
caracteristica la presencia de células en anillo de sello. El patron citolégico también es
peculiar, ya que las células muestran abundante mucina intracelular y los nucleos son
pequenos y estan desplazados.

La presencia de reordenamientos de ALK puede estar entre el 3y el 10% de los CPCNP
(Sasaki T, 2011). Esta amplia variacion podria deberse a diferencias raciales, falta de
diagnostico en la poblacion con CPCNP o ausencia de un método diagnostico
establecido y extendido. En Espana, la incidencia de tumores de pulmon con presencia
de la fusion de ALK se situa sobre el 3-4%, si bien podria ser superior. Por ello, es
imprescindible establecer la determinacion de los reordenamientos de ALK para
identificar a todos los potenciales pacientes.
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Métodos de medicion:

Las alteraciones moleculares de ALK se pueden identificar por hibridacion in situ
fluorescente (FISH), por inmunohistoquimica (IHQ) y por la retrotranscripcion seguida
de la reaccién en cadena de la polimerasa (RT-PCR). Debido al hecho de que ALK
puede mostrar reordenamientos con diferentes genes, un unico estudio de FISH es
capaz de detectar todas las posibles fusiones mientras que, por el contrario, es
necesario utilizar multiples PCRs para testar todas las posibilidades.

akd

A: FISH; B: IHQ; C: RT-PCR.

Como consecuencia, el FISH fue la metodologia de eleccion para detectar esta
alteracion en los primeros ensayos clinicos con el inhibidor de ALK, crizotinib (Bang Y
et al, 2010, Kwak E et al, 2010, Camidge DR et al, 2012) y el procedimiento diagnostico
de referencia a nivel clinico y el primero aprobado por la Food and Drug Administration
(FDA) de EEUU, utilizando la sonda de FISH Vysis ALK Break Apart Probe Kit (Vysis LSI
ALK Dual Color, Break Apart Rearrangement Probe; Abbott Molecular, Abbott Park, IL).

El FISH generalmente utiliza sondas marcadas con fluorescencia roja y verde y con
secuencias complementarias y adyacentes o incluso que incluyen una parte del gen
ALK. En ausencia del reordenamiento, la superposicion de las dos sondas produce una
sefal de fusidon o senal amarilla. Por el contrario, ante la existencia de un
reordenamiento de ALK, las dos sondas se separan resultando en la aparicidon de dos
sefales individuales, una roja (3") y otra verde (5) constituyendo el conocido como
patrén tipico de reordenamiento de ALK. La presencia de sefales individuales y Unicas
de senal roja (3'), en ausencia de la sefal verde (5°), también pueden ser observadas en
algunos reordenamientos de este gen considerandose como casos positivos
constituyendo el patrén atipico para el reordenamiento de ALK (Camidge DR et al,
2013).
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Estudio del reordenamiento de ALK mediante FISH Panel A: ALK positivo (patrdn tipico). Panel B: ALK

positivo (patron atipico)

Estudios mas recientes han demostrado que los tumores con reordenamientos en ALK
muestran una expresion elevada de la proteina que puede ser detectada por estudios
inmunohistoquimicos (IHQ) utilizando anticuerpos anti-ALK dirigidos hacia la porcidn
mas distal del dominio TK que se encuentra conservado en todos los reordenamientos.

u

Estudio del reordenamiento de ALK mediante IHQ Panel A: HE. Panel B: IHQ de ALK (clon D5F3
VENTANA)

La disponibilidad de diferentes metodologias para el estudio del reordenamiento de
ALK ha generado la publicacion de varios estudios comparativos (Li Y et al 2013; Conde
E et al, 2014; Yatabe Y, 2015 ) en los que se concluye que, tanto el FISH como la IHQ
son técnicas 6ptimas para la deteccion de estos reordenamientos siempre y cuando
los protocolos de laboratorio se cumplan de manera estricta (Von Laffert M et al, 2014),
dejando la RT-PCR como una metodologia técnicamente limitada al no detectar todas
las posibilidades e incluso no estar disponible en algunos departamentos de anatomia
patolégica. También es importante destacar que, aunque los métodos de extraccion de
RNA a partir de tejido fijado en formol e incluido en parafina (FFPE) han mejorado de
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manera espectacular, en general, la calidad de éste no es Optima cuando es extraido a
partir de este tipo de material.

Dentro de la variedad de anticuerpos disponibles para detectar el reordenamiento de
ALK, dirigidos contra la porcion mas distal del dominio TK de ALK, que se encuentra
conservada en todos los reordenamientos y que constituye la parte activa de la
molécula, el mas estandarizado es el clon D5F3 que suministra Ventana®, que es capaz
de clasificar los casos en positivos o negativos para el reordenamiento de ALK tras la
valoracion de la presencia o ausencia de tincion citoplasmatica granular intensa
independientemente del porcentaje de células tumorales que lo muestren.
Considerandose casos positivos aquellos que presentan una tinciéon citoplasmatica
granular intensa y homogénea a lo largo del tumor, y resultados negativos cuando hay
ausencia total de tincion o una muy deébil positividad.

En octubre de 2012, Ventana obtuvo el marcado CE-IVD para su ensayo de IHQ de ALK
en Europa y en 2013 para China, basandose esta ultima aprobacién en los resultados
obtenidos de un estudio retrospectivo que incluyé 1.100 sujetos chinos y en el cual se
demostré el 99% de concordancia con el estudio de FISH.

Recomendacion:

El estudio de la deteccion de los reordenamientos de ALK debe realizarse en los
pacientes con CPCNP de la variante de adenocarcinoma o en casos de CPCNP que no
han sido fumadores y siempre que se sospeche de su posible existencia en un paciente
con CPCNP avanzado. Dado que parece que las mutaciones de EGFR son mutuamente
excluyentes con los reordenamientos de ALK, el estudio de ALK puede hacerse de
forma automatica inmediatamente después de haber descartado una mutaciéon de
EGFR, aunque también puede hacerse de forma simultanea. El estudio mediante FISH
es la técnica habitual de deteccién de los reordenamientos de ALK, aunque la expresion
por inmunohistoquimica puede ser una alternativa valida, especialmente para un
cribado inicial al ser mas facil de realizar. Habitualmente se prefiere realizar el estudio
en material de biopsia, pero si la citologia obtiene un bloque celular adecuado también
es un método valido.

En 2006 fue iniciado un estudio en fase | con Crizotinib, un inhibidor dual de ALK y MET.
Posteriormente, al identificar la posible eficacia en pacientes con CPCNP y presencia
de ALK, el estudio fue orientado especificamente para este tipo de pacientes. En
octubre de 2010 se publicaron los primeros resultados con la experiencia de Crizotinib
en 82 pacientes identificados con presencia de reordenamientos de ALK después de
analizar muestras de, aproximadamente, 1.500 pacientes (Kwak EL et al, 2010). Se
alcanz6 una tasa de respuesta del 57% y un control de la enfermedad en el 90%. En la
publicacion final de este estudio, fueron incluidos 149 pacientes que alcanzaron una
tasa de respuesta del 60.8% (95% CI 52.368.9) (Camidge DR et al, 2010). Ademas, la
respuesta se logré con independencia de la edad, género, estado general o linea de
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tratamiento. La mediana de supervivencia libre de progresion fue de 9.7 meses (95%
Cl 7.7-12.8) y alos 6 y 12 meses estaban vivos el 87.9% (95% CI 81.392.3) y el 74.8%

(95% CI 66.4-81.5), respectivamente. (Camidge DR et al, 2012).

Simultaneamente, dos ensayos en fase lll, han confirmado la mayor actividad de
Crizotinib sobre el tratamiento quimioterapico de segunda linea (estudio PROFILE 1007)
(Shaw AT et al, 2013) y en primera linea de tratamiento (estudio PROFILE 1014), frente
a quimioterapia con cisplatino y pemetrexed.

Ante estos buenos resultados, la FDA autorizo el tratamiento con Crizotinib (Xalkori®,
Pfizer, New York, USA) en agosto de 2011 para pacientes con CPCNP vy
reordenamiento de ALK.

Recientes publicaciones siguen demostrando el mayor beneficio del uso de crizotinib
frente a la quimioterapia estandar en pacientes diagnosticados de CPCNP avanzado
ALK positivos (Shaw AT et al, 2013), pero a pesar de la dramatica respuesta inicial de
estos pacientes y tras una media de 10 meses de tratamiento, aparecen resistencias
adquiridas (Wilson FH et al, 2015) basadas en amplificacion génica o mutaciones
secundarias en el dominio tirosina quinasa de ALK (Doebele RC et al, 2012) y en otras
ocasiones por activacién de EGFR, KIT o receptor del factor de crecimiento insulinico
tipo 1 (IGF-1R) (Lovly CM et al, 2014).

Otros agentes como Ceritinib (Shaw AT et al, 2014) o Alectinib estan en fases
avanzadas de desarrollo y han demostrado actividad incluso en pacientes con
progresion a Crizotinib.

Ceritinib ha recibido en el ano 2014 su aprobacion por la FDA en base a los resultados
obtenidos de un ensayo clinico pivotal fase | (Shaw AT et al, 2014). Por otro lado,
alectinib, terapia experimental de Roche incluida entre los inhibidores de segunda
generacion de ALK, que ya en junio de 2013 fue designada como Terapia Innovadora
por la FDA, esta disponible desde septiembre de 2014, en Japon.

Recientemente, en la 51 edicion del congreso anual de la Asociacién Estadounidense
de Oncologia Clinica (ASCO) se han presentado los resultados obtenidos en los
ensayos NP28673 (Ou Sl et al, 2015) y NP28761 (Gandhi L et al, 2015) que demuestran
que alectinib es capaz de superar la barrera hematoencefalica ademas de mostrar
actividad en las metastasis cerebrales.

En la actualidad, se encuentra en curso el estudio fase Ill de ambito mundial ALEX, que
compara alectinib con crizotinib como tratamiento en primera linea para pacientes
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diagnosticados de CPCNP ALK positivos identificados mediante el estudio de IHQ de
VENTANA para ALK.

REORDENAMIENTO DE ROS1

Ros1 es un receptor tirosina kinasa que se sobreexpresa cuando el gen que lo codifica
se encuentra activo constitutivamente, como consecuencia de un reordenamiento
cromosomico. Fue identificada en 2007, en lineas celulares y en pacientes
diagnosticados de CPCNP, por uno de los dos grupos que descubrid el
Reordenamiento de ALK (Rikova K et al, 2007).

Los reordenamientos en ROS1 se han identificado en un 1% de los CPNM,
preferentemente en mujeres, jovenes, no fumadores o con habito tabaquico ligero y
con histologia de adenocarcinoma con patron solido-cribiforme siendo también muy
caracteristica la presencia de células en anillo de sello (Pan Y et al, 2014).

De manera similar a como ocurre en los reordenamientos de ALK, estas fusiones se
caracterizan por estar presentes en tumores que carecen de alteraciones genéticas en
otros oncogenes muy importantes en el CPCNP como EGFR, KRAS y ALK (“tumores
triple negativos”). También producen la activacién de vias de sefalizacion implicadas
en el control de la proliferacion celular, supervivencia y ciclo celular, como STATS,
PIBK/AKT/mTOR y RAS-MAPK/ERK. (Davies KD et al, 2013).

La metodologia para la deteccién de los reordenamientos de ROS1 se ha basado en la
experiencia adquirida con el test de ALK, por lo que las tres técnicas mas utilizadas
para estas identificaciones son FISH, IHQ y RT-PCR (Shaw AT, 2011). De nuevo, y de
manera similar a como ocurre en ALK, la RT-PCR no se considera de eleccién debido
a las limitaciones que podrian impedir detectar algunos casos positivos, tanto por el
hecho de que el listado de reordenamientos de ROS1 es elevado y sigue creciendo,
como por la baja calidad del RNA extraido mediante FFPE.

Al igual que en ALK, el FISH para ROS1 utiliza sondas marcadas con fluorescencia roja
y verde y con secuencias complementarias y adyacentes o incluso que incluyen una
parte del gen ROS1. También la interpretacion de los resultados es similar al estudio
de FISH de ALK, la ausencia de reordenamiento produce una sefal de fusion o senal
amarilla y la existencia de reordenamiento conlleva a la aparicion de dos senales
individuales, una roja (3) y otra verde (5). Es importante destacar que al igual que en
los patrones atipicos ALK positivos, también la presencia de sefales individuales y
Unicas de la regién roja (3), en ausencia de la sefal verde (5", puede ser observada en
algunos reordenamientos de este gen (Takeuchi K et al, 2012; Yoshida A et al, 2013).
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La proteina ROS1 no se expresa en las células de pulmén normales, sin embargo, el
reordenamiento del gen se asocia con una elevada expresion de la misma. Esta hecho,
unido a que la IHQ es un método rapido y disponible en la mayoria de los laboratorios
de anatomia patolégica podria convertirla en una prometedora herramienta para el
screening de estos pacientes (Sholl LM et al, 2013; Boyle TA et al, 2015). En un estudio
muy reciente llevado a cabo sobre 1478 CPNM totalmente resecados se ha identificado
expresion IHQ para ROS1 en 68 casos (4.6%), sugiriendo que esta metodologia puede
servir como método de cribado para la deteccion de reordenamientos de este gen
(Warth A et al, 2014).

La proteina ROS1 muestra una gran homologia en su secuencia de aminoacidos con la
proteina ALK incluyendo su dominio TK, lo que la ha convertido en potencial diana para
los inhibidores de ALK (Ou Sl et al, 2012). El estudio fase | PROFILE1001 examind la
eficacia de crizotinib en pacientes CPCNP positivos para ROS1. Los resultados
preliminares fueron presentados en el congreso de la American Society of Clinical
Oncology 2012 (ASCO) mostrando una tasa de respuesta objetiva del 50%, incluyendo
un paciente con respuesta completa y nueve pacientes con respuestas parciales (Shaw
AT et al, 2014), resultados similares a los obtenidos en pacientes ALK positivos tratados
con crizotinib. En la actualidad, existen 5 ensayos clinicos fase Il o fase I/ll que tratan
de examinar el beneficio terapeutico de los TIKs en primera o segunda linea en
pacientes positivos para ROS1 (Kohno T et al, 2015).

A pesar de la evidencia de que los pacientes ROS1 positivos pueden beneficiarse del
tratamiento con crizotinib, la falta de recomendaciones formales respecto del método
de cribado del reordenamiento en este gen, asi como la falta de la aprobacion oficial
de su uso en estos pacientes, puede restringir el acceso a esta droga en determinadas
situaciones. Debido a esta razdn, todos los pacientes ROS1 positivos deben ser
incluidos en ensayos clinicos con inhibidores ALK/ROS1.

Existen muchos otros biomarcadores moleculares es estudio, de los cuales no se ha
obtenido a dia de hoy evidencia suficiente: mutaciones de KRAS, mutaciones de BRAF,
traslocaciones de RET, amplificacién de MET, mutacién de HER-2, entre otros.

Bien porque los métodos para el analisis de algunas de las alteraciones genéticas
mencionadas, deben de ser estandarizados, o bien porque no existe acceso a ensayos
clinicos con inhibidores especificos frente a dichas alteraciones, actualmente no se
recomienda realizar determinaciones buscando estas anomalias especificas en los
genes mencionados, fuera de estudios de investigacion.
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