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Prologo

Cuando se fund¢ la International Association for the Study of Lung Cancer (IASLC) hace
50 afios, la visién era crear una organizacién que reuniera a personas dedicadas a la
comprension y el tratamiento del cancer de pulmén. La IASLC ha crecido hasta convertirse
en una solida organizaciéon multidisciplinaria a nivel mundial que facilita la colaboracion
entre sus miembros y proporciona oportunidades para avanzar en este campo. Uno de los
comités mas fuertes y activos de la IASLC es el de patologia, conocido por su increible trabajo
en el establecimiento de los criterios de estadificacion del cancer de pulmoén y otras neoplasias
malignas tordacicas y por la publicacion de estaindares sobre temas patolégicos clave, como
las pautas de pruebas integrales para la positividad de la ALK en el entorno del cancer de
pulmén y la comparacion de modalidades para estandarizar las pruebas de ligando 1 de
muerte programada (Programmed death-ligand 1, PD-L1). Recientemente, el Atlas de
inmunohistoquimica diagnéstica de la IASLC del 2020 resumio los avances mas vanguardistas
en inmunohistoquimica (IHQ). Este nuevo atlas se adentra en el area de diagnéstico molecular
con una junta editorial verdaderamente internacional de expertos reconocidos mundialmente
que han guiado el trabajo de una increible lista de autores.

Dado que la IASLC ha crecido a lo largo de los afios para incluir voces destacadas de la
comunidad de defensores de los pacientes, es apropiado que este atlas incluya un capitulo sobre
la relevancia clinica de las pruebas de biomarcadores con puntos de vista de los defensores de
los pacientes, lo que nos ayuda a recordar como los conocimientos de este atlas proporcionan
directamente beneficios a los pacientes que viven con cancer de pulmon.

En el fondo, este libro es una guia practica para los médicos que trabajan en el mundo
del cancer de pulmén. No se puede debatir la evaluacion de las muestras patologicas sin
revisar las mejores técnicas de adquisiciéon de muestras, por lo que el segundo capitulo es de
gran utilidad con puntos de vista de neumdlogos, cirujanos, radidlogos intervencionistas y
patologos. Este atlas también proporciona un capitulo destacado sobre la biopsia liquida, cada
vez mas critica en el manejo éptimo de los pacientes con cancer de pulmén no microcitico,
sobre todo cuando el tejido es escaso y dificil de obtener. Los autores examinan los puntos de
vista globales sobre las pruebas moleculares tomando como referencia otras pautas publicadas.
La mayor parte del atlas se desglosa por genes concretos de interés, como EGFR, ALK, ROS1,
KRAS y otros, y por dianas emergentes como NRGI. Los autores terminan centrandose en los
algoritmos de pruebas moleculares y en los puntos de vista futuros.
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ATLAS DE PRUEBAS MOLECULARES PARA TERAPIAS DIRIGIDAS EN CANCER DE PULMON DE LA IASLC

Este Atlas de pruebas moleculares para terapias dirigidas en cdncer de pulmon de la
IASLC es una referencia increible, que pone al alcance de los lectores los tltimos avances en
pruebas moleculares. Una terapia dptima para el cancer de pulmon requiere un conocimiento
actualizado de los ultimos avances en los fundamentos moleculares del cancer de pulmon,
asi como la forma de comprender esas alteraciones y su relevancia clinica, de modo que se
pueda utilizar la informacién para proporcionar la mejor atencién posible a los pacientes.
Este atlas es una guia concisa y practica para todos los patélogos, neumologos, cirujanos,
radidlogos intervencionistas, oncélogos médicos, profesionales de atenciéon de la salud
aliados, defensores y demas personas que trabajan para proporcionar una atencion 6ptima a
los pacientes con cancer de pulmoén.

—Heather Wakelee, MD, FASCO, Presidenta de la IASLC
Divisiéon de oncologia

Departamento de Medicina

Stanford Cancer Institute

Facultad de Medicina de la Stanford University

Stanford, California, Estados Unidos
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Abreviaturas

En el texto se utilizan las siguientes abreviaturas:

ACMG: American College of Medical Genetics and Genomics
ADC: farmaco inmunoconjugado

ADNtc: ADN tumoral circulante

AHRQ: US Agency for Healthcare Research and Quality
ALK: quinasa del linfoma anaplasico

ALKi: ALK inhibidor de la tirosina quinasa

AMI: adenocarcinoma mucinoso invasivo

AMP: Association for Molecular Pathology

AMP: reaccion en cadena de la polimerasa multiplex anclada
AP: aortopulmonar

APC: poliposis adenomatosa coli

AR: resistencia adquirida

AREG: anfiregulina

ARMS: sistema de mutacion alelo-refractario

ARNm: ARN mensajero

ASCO: American Society of Clinical Oncology

ATP: trifosfato de adenosina

B-TMB: carga mutacional tumoral en sangre

BRAF: V-raf homologo B del oncogén viral del sarcoma murino
CAP: College of American Pathologists

CAR T-cell: células T con receptor quimérico de antigeno
CDx: prueba diagnostica con fines terapéuticos

CEP: sonda de enumeracién cromosémica

cfDNA: ADN libre de células

CHIP: hematopoyesis clonal de potencial indeterminado
CI: intervalo de confianza

CNB: biopsia por puncién con aguja gruesa

CPL: inhibidor de punto de control

CPK: creatinina fosfoquinasa

CPM: cancer de pulmén microcitico

CPNM: cancer de pulmén no microcitico

DAPI: 4',6-diamidino-2-fenilindol

DCR: tasa de control de la enfermedad
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ddPCR: reaccién en cadena de la polimerasa digital en gotas
del: delecién

DFG: acido aspartico, fenilalanina, glicina

18 FDG-PET: tomografia por emision de positrones con flior-18-fluorodesoxiglucosa
dNTP: desoxinucledtido trifosfato

DOR: duracién de la respuesta

EBM: medicina basada en la evidencia

EBUS: ecografia endobronquial

ECD: dominio extracelular

EDTA: acido etilendiaminotetraacético

EE. UU.: Estados Unidos

EGF: factor de crecimiento epidérmico

EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico

ELCC: Congreso Europeo sobre Cancer de Pulmoén

ELISA: analisis de inmunoabsorcién ligado a enzimas

EMA: Agencia Europea de Medicamentos

EML4: proteina 4 similar a la proteina asociada a microtibulos equinodermos
EMN: navegacion electromagnética

EQA: evaluacion de calidad externa

ERBB2: receptor 2 de la tirosina quinasa erb-b2

ERK: quinasa regulada por sefiales extracelulares

ESMO: Sociedad Europea de Oncologia Médica

EU: Unioén Europea

FDA: Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos
FFPE: fijado en formalina y embebido en parafina

FGFR-1: receptor 1 del factor de crecimiento de fibroblastos
FISH: hibridacion fluorescente in situ

FNA: aspiracion con aguja fina

GAP: Proteina activadora de GTPasa

GCN: nimero de copias de genes

GDNF: factor neurotrépico derivado de la glia

GDP: guanosin difosfato

GEF: factor de intercambio de nucleétidos de guanina

GEJ: unidén gastroesofagica

GFRAL: GDNF receptor de familia tipo a

GI: gastrointestinal

GLIDES: pautas para la toma de decisiones

GRADE: Valoracién, desarrollo y evaluacion de la clasificacion de las recomendaciones
GTP: guanosin trifosfato

GTPasa: guanosin trifosfato hidrolasa o guanosin trifosfatasa
H&E: hematoxilina y eosina

HER?2: receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano
HGF: factor de crecimiento de hepatocitos

HR: cociente de riesgo

HSP: proteina de choque térmico

IASLC: International Association for the Study of Lung Cancer
ICI: inhibidor de puntos de control inmunitario

IGFR-1: receptor 1 del factor de crecimiento similar a la insulina
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THQ: inmunohistoquimica

ILD: enfermedad pulmonar intersticial

indel: insercién y/o delecién

ins: insercién

IOM: Instituto de Medicina

IPASS: Estudio Internacional de Vigilancia Posterior a la Autorizacion
ISH: hibridacién in situ

IVCS: sedacién consciente intravenosa

IVD: diagndstico in vitro

JAK: Janus quinasa

JLCS: Sociedad Japonesa de Cancer de Pulmén

JMD: dominio yuxtamembrana

KD: dominio quinasa

kDa: kilodalton

KDD: duplicacién del dominio quinasa

KRAS: Oncogén viral del sarcoma de rata Kirsten

LMC: leucemia mieloide crénica

LSI: identificacion especifica de locus

LuCE: Lung Cancer Europe

MAPK: proteina quinasa activada por mitdgeno

MDT: equipo multidisciplinario

MEK: quinasa de la proteina quinasa activada por mitégeno (MAPK)
MEK:i: inhibidor MEK1/2

MEN: neoplasia endocrina multiple

MET: tirosina quinasa del receptor del protooncogén MET
mlF: inmunofluorescencia multiplex

mOS: mediana de supervivencia global

mPFS: mediana de supervivencia libre de progresién
MRD: enfermedad residual minima

MREFF: Medical Research Future Fund

MTB: junta de tumores moleculares

MTC: carcinoma medular de tiroides

mTOR: diana mecdnica de la rapamicina quinasa
NCCN: National Comprehensive Cancer Network

NGS: secuenciaciéon de nueva generacion

NHMRC: National Health and Medical Research Council
NIR: cercano al infrarrojo

NK cell: células natural killer

NLST: National Lung Screening Trial

NOS: no especificado

NRGI: neurregulina 1

NTRK: receptor neurotrépico de la quinasa para la tropomiosina
PCR: reaccién en cadena de la polimerasa

PD-L1: ligando 1 de muerte programada

PI3K: fosfoinositol 3-quinasa

PKC: proteina quinasa C

PLCy: fosfolipasa C-gamma

PSI: plexina-semaforina-integrina
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PTEN: homologo de fosfatasa y tensina

RAS: homdlogo del oncogén viral del sarcoma de rata
RATS: cirugia toracoscdpica asistida por robot

RET: reordenado durante la transfeccion

RNAseq: secuenciacion de ARN

ROS1I: oncogén c-ros 1

ROSE: evaluacion rapida in situ

RR: tasa de respuesta

RT-PCR: reaccién en cadena de la polimerasa con transcripcién inversa
RTK: receptor tirosina quinasa

SG: supervivencia global

SLP: supervivencia libre de progresiéon

SNC: sistema nervioso central

SNV: variante de nucledtido tnico

SOC: estandar de atencién

STAT: transductor de sefial y activador de la transcripcion
SV: variante estructural

TAT: tiempo de respuesta

TBNA: aspiracion transbronquial con aguja

TC: tomografia computarizada

TCBD: tomografia computarizada de baja dosis

TGFa: factor de crecimiento transformante o

TIL: linfocito que se infiltra en el tumor

TKD: dominio tirosina quinasa

TKI: inhibidor de la tirosina quinasa

TM: transmembrana

TMB: carga mutacional tumoral

TMD: dominio transmembrana

TPS: puntuacién de proporcién tumoral

TRG: tasa de respuesta global

TRK: receptor quinasa para la tropomiosina

TROP2: antigeno 2 de superficie celular del trofoblasto
TTF1: factor de transcripcion tiroideo 1

TTNB: biopsia transtoracica con aguja

VATS: cirugia toracoscopica asistida por video

VBN: navegacion broncoscopica virtual

VEGEF: factor de crecimiento endotelial vascular
VEGFR2: receptor 2 del factor de crecimiento endotelial vascular
VUS: variante(s) de significacién desconocida o variante(s) de significacién clinica incierta
WBC: leucocito

WES: secuenciacion del exoma completo

WGS: secuenciacion del genoma completo



Introduccion

Por Lynette M. Sholl, Wendy A. Cooper, Keith M. Kerr, Daniel SW Tan,
Ming-Sound Tsao y James Chih-Hsin Yang

Enlasultimas 2 décadas, las pruebas de biomarcadores en pacientes con cancer de pulmén han
pasado de ser inexistentes y de relevancia clinica limitada a ser generalizadas y esenciales para
el manejo oncoldgico rutinario. ;Qué ha impulsado esta evolucion de la quimioterapia tnica
para todos a la terapia de precisién altamente personalizada? Una serie de conocimientos
y avances técnicos han impulsado este progreso, empezando por el reconocimiento de que
algunos tipos de cancer albergan alteraciones que conducen a una sefializacion incontrolada
a través de proteinas quinasas. Lo que sigui6 fue el concepto revolucionario e inicialmente
controvertido de atacar las tirosina quinasas con inhibidores de tirosina quinasa (tyrosine
kinase inhibitors, TKI) de moléculas pequenas para detener el crecimiento y la proliferacion
de las células neoplasicas.

La primera terapia con TKI de uso clinico fue el imatinib, un inhibidor de ABL, en
pacientes con leucemia mieloide crénica (LMC), una neoplasia relativamente homogénea
desde el punto de vista genémico debida al evento de fusion BCR::ABLI. Esta primera terapia
dirigida tuvo un éxito espectacular, ya que muchos pacientes lograron un rapido alivio
sintomatico y una remision a largo plazo (y posiblemente incluso la cura) con una toxicidad
minima del firmaco. A partir de ese momento, se inicié la carrera para identificar otros
ejemplos de tumores con dependencia de las quinasas y las terapias que podrian interferir
especificamente en estas vias clave de senalizacion de la quinasa.

Un factor que determiné el asombroso éxito del imatinib en pacientes con LMC fue
el sélido conocimiento de la estructura y funcién del ABL, asi como del papel del evento
de fusion oncogénica que impulsaba su actividad en las células neoplasicas. Es importante
destacar que el imatinib no funciono en cualquier paciente con leucemia, sino solo en aquellos
cuyos tumores albergaban una fusién ABL o algtin otro evento oncogénico impulsado por la
quinasa con sensibilidad a este inhibidor en particular. Asi nacié el campo de la atencion del
cancer racional o basada en biomarcadores. Esto exigia no solo un diagnéstico histopatologico
preciso, sino también una caracterizaciéon gendmica exacta, con lo que el diagndstico
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molecular pasé de centrarse inicialmente en los biomarcadores diagnésticos a centrarse cada
vez mas en las pruebas predictivas para orientar las decisiones sobre el tratamiento.

Con estos principios en mente, este atlas refleja 2 décadas de extraordinarios avances en
el descubrimiento de biomarcadores y firmacos para el cancer de pulmén, empezando por el
reconocimiento de que las mutaciones del dominio quinasa del EGFR predicen la capacidad
de respuesta a los TKI del EGFR. En la actualidad, se dispone literalmente de docenas de
terapias racionales dirigidas principalmente contra tirosina quinasas y miembros de la via
mitogénica para pacientes con cancer de pulmon cuyos tumores albergan ciertas alteraciones
oncogénicas bien definidas (figura 1-1; tabla 1-1). Esta diversificaciéon del tratamiento

BRAF EGFR  Mutacion
ROST exon20 del ERRB2Y

2004 2005 2006 2007 201 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022

Mutacin Expresién  NTRK RET  KRAS? G12CP
sensibilizadora de PD-L1 Exon 14 del MET
del EGFR

Aprobacion reguladora

@ Las fechas de descubrimiento no aparecen en la cronologia; las mutaciones del KRAS se _

observaron por primera vez en el CPNM en 1984; las mutaciones del BRAF se observaron en el 2002.
b Indica la aprobacin solo en el entorno de segunda linea.
Para conocer los ensayos clinicos que respaldan la aprobacién reguladora de primera (o segunda linea), consulte las referencias."®
En las referencias se enumeran los informes de descubrimiento de los biomarcadores. *7

Figura 1-1. Cronologia de las aprobaciones de farmacos dependientes de biomarcadores por parte de la Administracion
de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (US Food and Drug Administration, FDA) en el entorno de primera
linea para pacientes con CPNM avanzado. Abreviaturas: CPNM = cancer de pulmén no microcitico; TKD = dominio
tirosina quinasa.

Tabla 1-1. Las terapias basadas en biomarcadores mejoran significativamente la supervivencia de los pacientes con
CPNM avanzado

m Farmaco aprobado por la FDA Mediana de SG (m)

Sin biomarcador ~ Quimioterapia'® 8-10
EGFR (2G)21:22 Afatinib, dacomitinib 31,4-34,1

Fusion ALK?3-26 Crizotinib, ceritinib, alectinib, brigatinib,? lorlatinib®

BRAF V600E28 Dabrafenib + trametinib
Fusion RET31:32 Selpercatinib, pralsetinib

Abreviaturas: 1L = primera linea; 2L = segunda linea; FDA = Administracién de Alimentos y Medicamentos de los
Estados Unidos; CPNM = cancer de pulmdn no microcitico; SG = supervivencia global; TKI = inhibidor de la tirosina quinasa.
3Los pacientes pueden haber recibido TKI del EGFR de tercera generacidn tras la progresion.

PDatos de SG inmaduros.

“Analisis del entrectinib realizado en una cohorte sin tratamiento previo con TKI de ROS1.

dpembrolizumab con PD-L1 =50 %.
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personalizado y dirigido ha ido acompafiada de una mejoria demostrable de los resultados
en los pacientes que reciben los farmacos adecuados. El desarrollo de estas terapias dirigidas
ha sido posible en gran parte gracias a los enormes avances en la caracterizacion del genoma
tumoral resultantes de las tecnologias de secuenciacién masiva en paralelo. Estas tecnologias
de escala, que toman prestados los principios de la evolucion de los semiconductores, han
reducido el costo de la secuenciaciéon genomica en varios 6rdenes de magnitud desde los
noventa y han permitido que esfuerzos institucionales, nacionales y multinacionales como The
Cancer Genome Atlas definan sistematicamente las alteraciones gendmicas y transcriptémicas
subyacentes a los tipos de tumores mas comunes. Al mismo tiempo, la comercializacién de
tecnologias de secuenciacion tanto focalizadas como integrales ha hecho que los perfiles
genomicos tumorales sean relativamente accesibles para los pacientes con cancer en la
mayoria de los paises desarrollados.

Sin embargo, siguen existiendo desafios a la hora de proporcionar pruebas de
biomarcadores oportunas, precisas y clinicamente relevantes para los pacientes con cancer
de pulmodn. La enorme diversidad de mecanismos por los que un tumor puede apoderarse de
las vias mitogénicas para impulsar el crecimiento y la proliferacion exige que los laboratorios
desarrollen y validen una serie de estrategias dirigidas al ADN, el ARN y/o las proteinas para
garantizar unas pruebas de biomarcadores completas.

Esta diversidad se refleja en los genes que sufren reordenamientos (ALK, ROSI, RET,
NTRKI-3, NRGI y otros) o adquieren “fusiones” intragénicas impulsadas por empalmes
aberrantes (MET). A nivel del ADN, los reordenamientos suelen ser el resultado de roturas
en el ADN intrénico. Estos “puntos de rotura” son impredecibles y se producen en una
amplia region del genoma, lo que dificulta su deteccion en el ADN. Por el contrario, los
productos oncogénicos de estos reordenamientos dan lugar a transcritos de fusion altamente
reproducibles, lo que facilita su deteccién a partir del ARN tumoral. Aunque la diversidad
de la mutagénesis puede ser mas limitada en aquellos genes propensos a variantes de un
solo nucledtido o a pequenas deleciones por insercion (EGFR, KRAS, BRAF, ERBB2),
siguen descubriéndose mecanismos novedosos o poco frecuentes de activacién oncogénica,
que requieren una anotaciéon genética molecular experta. El descubrimiento “en tiempo
real” que conlleva la secuenciacion rutinaria de las muestras de los pacientes requiere una
estrategia integrada para informar que hoy en dia suele adoptar la forma de reuniones
multidisciplinarias, en las que el patdlogo, el oncdlogo, el especialista en procedimientos y
todo el equipo de atencion al paciente pueden aprovechar los datos de los biomarcadores para
orientar el manejo (véase la figura 2-2).

A pesar de las pruebas que demuestran que el tratamiento con la mayoria de las terapias
dirigidas conduce a los mejores resultados clinicos cuando se administra en primera linea,
muchos pacientes atin reciben quimioterapia y/o inmunoterapia antes de la terapia dirigida,
incluso con las aprobaciones para el uso de esta dltima en el entorno de primera linea. El
fracaso en el empleo de terapias dirigidas puede atribuirse, en parte, a la falta de pruebas
de biomarcadores y/o a los retrasos en la recepcion de los resultados de los biomarcadores
a tiempo. Las pruebas de biomarcadores en tejido se complican con frecuencia por la
limitada calidad o cantidad de tejido; aunque este desafio se puede superar en parte mediante
la comunicacién activa entre el especialista en procedimientos y el patdlogo durante la
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recoleccion del tejido, esto requiere una medida de coordinacién y experiencia que no esta
disponible en todos los entornos.

La creciente confiabilidad y sensibilidad de las pruebas de ADN tumoral circulante
derivado del plasma de los pacientes ha mejorado el acceso a los resultados de los
biomarcadores y ha reducido el tiempo necesario para obtenerlos. Sin embargo, estas pruebas
no estan disponibles en todas las regiones del mundo y puede resultar dificil acceder a ellas
debido a limitaciones econdmicas, incluso cuando estan técnicamente disponibles. Ademas,
este enfoque no cubre, por si solo, de forma confiable todos los biomarcadores necesarios y
tiene una sensibilidad limitada por la extensién del ADN tumoral liberado a la circulacion.
Esto sefiala el papel fundamental de la defensa de los pacientes para exigir un mejor acceso a
pruebas confiables y terapias dirigidas en todo el mundo.

Por ultimo, pero no por ello menos importante, en este Atlas de pruebas moleculares
para terapias dirigidas en cdncer de pulmén de la IASLC hemos utilizado los términos
“molecular”, “biomarcador”, “biomarcador molecular” y “biomarcador predictivo” de forma
un tanto intercambiable en el contexto de la terapia dirigida en el cancer de pulmén. A pesar
de que cada uno de estos términos puede tener significados mas especificos y ligeramente
diferentes, y a pesar de una reciente propuesta para armonizar las terminologias a “pruebas

de biomarcadores”3*

, se utilizan con frecuencia como sindnimos. El término “prueba de
mutacién” tiene un significado mas especifico que el de prueba de biomarcadores/pruebas
moleculares, ya que tiende a utilizarse para pruebas a nivel de genes, mientras que los
biomarcadores o las moléculas pueden incluir genes y/o proteinas. Lo ideal seria que en el
futuro se llegara a un consenso sobre términos que sean aceptados y comprendidos por todas
las partes interesadas que puedan beneficiarse de este atlas.

Esperamos que este atlas, cuyos autores son expertos internacionales en diagndstico y
tratamiento del cancer de pulmon, ayude a un publico amplio a comprender los fundamentos
de las anomalias moleculares del cancer de pulmén que ayudan a orientar la terapia dirigida

que se utiliza hoy en dia en los pacientes con cancer de pulmén no microcitico.
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Relevancia clinica de las pruebas de
biomarcadores en el cancer de pulmoén

Por Benjamin J. Solomon, Paul J. Hesketh, Lyudmila Bazhenova,
Shani Shilo y Lecia V. Sequist

Concepto de terapia personalizada para el cancer de pulmoén
sPor qué es tan importante realizar pruebas de biomarcadores precisas, oportunas y completas para
la atencion 6ptima de los pacientes con cancer de pulmoén no microcitico (CPNM) no escamoso?
En pocas palabras, porque las recomendaciones basadas en pruebas para el tratamiento en casi
todos los estadios y situaciones de esta enfermedad dependen en gran medida del conocimiento
de los biomarcadores tumorales para priorizar y personalizar los innumerables tratamientos
disponibles para mejorar los resultados de los pacientes con CPNM. En los dltimos 15 afos,
el paradigma de analizar un CPNM en busca de mutaciones conductoras en el momento del
diagndstico inicial ha pasado de ser un requisito experimental a uno estandar para los pacientes con
enfermedad metastasica y se esta convirtiendo en el estandar de atencién para todos los estadios
de la enfermedad. Simultaneamente, el nimero de genes que se deben analizar para optimizar las
recomendaciones de tratamiento se ha ampliado de las mutaciones en un tnico gen a una lista
extensa y en constante expansion, y se han desarrollado multiples plataformas y tecnologias para
analizar tanto el tejido tumoral como el plasma en busca de ADN tumoral circulante (ADNtc).
Desde principios de la primera década del siglo XXI, la identificacién de alteraciones
gendmicas oncogénicas en el CPNM vy el desarrollo de terapias dirigidas disefiadas para bloquear
el factor oncogénico han permitido individualizar el tratamiento y transformar los resultados.
Aunque su frecuencia varia entre las poblaciones asidticas y occidentales, en la mayoria de los
adenocarcinomas de pulmoén se pueden identificar dianas moleculares potencialmente susceptibles
a una intervencion preventiva (figura 2-1). Ahora existen terapias eficaces para tratar tumores con
mutaciones especificas en los genes EGFR, MET, BRAF, ERBB2 (HER2) y KRAS, asi como fusiones
oncogénicas en las que intervienen los genes ALK, ROS1, RET y NTRK1-3 (figura 2-2; tabla 2-1).
Las pruebas mutacionales integrales y la terapia dirigida por biomarcadores han permitido ofrecer
una medicina personalizada para el CPNM y mejoras en los resultados clinicos.
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Reordenamiento del NTRK (0,23 %)
Reordenamiento del RET (1,7 %)
Mutacién BRAF V600E (2,1 %)
Mutacién de insercién en el \
exon 20 del HER2 (2,3 %)
Reordenamiento del ROS1 (2,6 %) —~

Mutacién del exén 14 —_
del MET (3 %)

Reordenamiento —_
del ALK (3,8 %)

[ Sin alteracién susceptible
a una intervencién preventiva

[ Otra mutacién
del KRAS

10,3 % 39,8 %

[ Mutacién
G12C del KRAS

1 otra mutacién
del EGFR

[ Mutacién de
insercién en el
exon 20 del EGFR

B Delecién del exdn 19
y mutacion L858R 46,6 %
del EGFR

Circulo externo: poblaciones asiaticas
Circulo interno: poblaciones occidentales

Figura 2-1. Frecuencia de los factores oncogénicos en el CPNM (Fuente: Tan y Tan 2022," copyright © 2022, por
la Sociedad Americana de Oncologia Clinica. Publicado por Wolters Kluwer. Todos los derechos reservados).

Desarrollo de la terapia dirigida para el CPNM: perspectiva historica
El primer avance fue el descubrimiento de las mutaciones del gen EGFR en el cancer de
pulmon en el 2004. En ese momento, las pruebas de los nuevos inhibidores de la tirosina
quinasa (tyrosine kinase inhibitors, TKI) bloqueadores del EGFR revelaron que, aunque la
mayoria de los pacientes con cancer de pulmon no se beneficiaron de esta terapia, unos pocos
obtuvieron beneficios espectaculares con respuestas rdpidas y duraderas.> En un estudio
mas detallado de los tumores de los pacientes que respondieron de forma extraordinaria se
descubrieron mutaciones en el dominio de la tirosina quinasa del EGFR que conferian una
biologia “adicta a los oncogenes” en la que la supervivencia del cancer dependia de forma
unica de la sefializacion de la via del EGFR vy, por tanto, podia verse alterada de manera
particular por la inhibicién terapéutica de esta via.>” El estudio IPASS demostr6 que los
mejores resultados se obtuvieron al seleccionar a los pacientes en funciéon de la deteccién
de mutaciones del EGFR en sus tumores, y no en funcién de sus caracteristicas clinicas, y al
iniciar la terapia con los TKI del EGFR en el entorno de primera linea (tabla 2-1).%° Estos
hallazgos se han confirmado posteriormente en otros multiples estudios.!%-13

Estos estudios demostraron mejorias en la tasa de respuesta y la supervivencia libre de
progresion, asi como una mejoria de la supervivencia en comparacién con los controles
histéricos.!* La ventaja en la supervivencia global ha sido mas dificil de demostrar en los
ensayos de primera linea de gefitinib o erlotinib en comparacion con la quimioterapia en el
CPNM con mutacién del EGFR, probablemente debido al cruzado.’® Se han desarrollado
compuestos de segunda generacion, incluidos afatinib!® y dacominitib!’, que muestran una
eficacia mejorada y una ventaja en la supervivencia frente a los TKI de primera generacion



9

RELEVANCIA CLINICA DE LAS PRUEBAS DE BIOMARCADORES EN EL CANCER DE PULMON

qiselbepy -

qiSe10)0S

qIuI4a90qo}y -

uedalxniap qewnznjselij - qeWejuBAIWY -

qiunoday - uneasadas -

qlunasjeld -

seaidne
sauoloenjy

02 UoXa |3 ud
(IRIEST
02 UoXa |3 ud
(IEIEST

(5.[OWS3] e21P3W BI6Oj0dUQ 3p eadoIng pepaldos ef A g, [NDDN] y/omaN
132UDb) aAIsUayaIdwio) [puoibp | 3p sepezijenide seyned se| udiquiel asUeA) INNJD |2 Ud epibuip eideia) e] 9p osn |9 eded saiopediewolq ud opeseq ow3liob|y *Z-z eanbi4

eauj| epunbas ap eidesa

. qiuniey -
qiuipwodeq -

qiunojig - qiuoaljole -

48587 UQIEINW 0
61 UOXa [9p UgIoajaq

s091uaboauo saioyaej eied
onysod 09iselse}aw WNdD

qunawes)
+ qiuajeiqeq -




ATLAS DE PRUEBAS MOLECULARES PARA TERAPIAS DIRIGIDAS EN CANCER DE PULMON DE LA IASLC

10

(enunuod)
PepI|IgISUS5010) SP UQIDdeaI
K 0onjenbsaojnosnwi Jojop
‘osad ap ojuswine ‘eulgnuuljiq
9p ojuBWINE ‘eIb|eIW ‘eIWBUY

eseJdjsuesjoulwe
eujueje ap oyuswne A
SOHWOA ‘seasneu ‘ealtelq

ewapa A seasneu
‘eallelp ‘UQISIA B| 9P SOUIO]SeI|

s11ewo1ss ‘einbiuoied ‘exss |aid
‘ealielp ‘Dude/eaueind uondnig

sepeas|a
seseuiwesuel) ‘eallelp ‘sniewisqg

einbiuosed ‘sipewolss
‘eaueind uopdnue ‘ealelq

eallelp ‘eaueind uopdnig

eallelp ‘eaueind uopdnig

ojuajwejes |9
U0d SOpRUOIDR|3 SOSIBAPE

SOJUdA3 sajedpuLd

(% S'St7 SA % S'T9
DG 9p ese} ‘soue §
SO| ) /S 'SA YN

(erdesajojwinb

% T'8S 'SA qunLID
% 9'0L ‘soue ¢

Sp BIDUBISYRI B
us) 2'9Z 'SA YN

(eidesajolwinb

% L'6 "SA qIunozLd
% 9'9G ‘soue {,

op ePUAIRYRI B

us) '/ 'SAUN

(£66'0-¥9'0) 080
YH'8'LE SA9'BE

8L'0 YH LT SAVE
(LLZ'SAEE ‘61 UOXa
|9p SauUoI3IRP

uod sajuaided us
epuUsAIAIRdNS Sp
0I2yauaq) 8T 'SA 8T

S'6LSAE6L
8Ll
YHLTLSATLL

00°L
YH'6'LTSAI'LT

060
YHP'LLSA8'8L
(sosaw) eqo|b
epuaainddns

ap euelpapy

€70
"dH ‘6’01 'SA8'FE

SS'0
YH'L'8'SA9'9L

S0

YH 0L 'SA6'0L
9’0

YH'TOL SA6'8L
650

YHT6 ALY

850

YH'6'9SAL'LL

LE'OUHT'SSAL'6

S8'C'4H

8%'0 "4H

¥L'0"4H ‘8'S SAL'S
(sosaw)
uoisaiboid ap
a.q| epudAInIadns
9p eueIpa|\

L'LL'SAUN

L'LL'SAG'EC

€GSAELL

S'8'SATLL

€'8'sA8'L

G'GSALILL

SN

SN

SN

SN

(sasaw)
ejsandsau e|
ap uoneinp
ap euelpay

9L SN €8

0S'SAEL

St SAYL

9/ SN 08

0L'SAN9L

€C'SA9S

L'SA¥9

S'ETSALL

7'TESNO'EY
(%)
eAnafqo
ejsandsal
ap ese|

€0¢€

9LE

1343

9SS

4514

123

VLl

sauolpeINW
uiso/L
4453 °p
sauolpeINW
uod 197
|esouab
uope|qod
‘Z1Tl

eidesajoiwinb 'sa
qluioaje—¢ aseq

eidesajoiwinb ‘sa
qunad—¢ aseq

eidesajoiwinb sa
qlunozZID—¢ 354
qunope o quunyshb
‘SA QIUIKRWISO

qlunysb
‘SA gluiwiodeq

eidesajojwinb
SA qluiey
eidesajojwinb
'SA qluio|i3

eidessjolwinb
'SA QUYL

olpnisa [3p
ouasiq

qlunAdly

quunoziy

quunRWISO

1woseq

q!

qluneyy

qlunoji3

qiunyes

mN‘¢~an_<

e7-ANIDSY

zz7101 371404d AV
_mdm<w_ nvid

£10S01 J9yp1y

oIl BUNT-xn1

11 OvLdN3

6gSSVdl 4453

V@4 e| jod sopeqoude sopibuip sayuabe so| ap pepIdIxo) A e1dedys ap s3|ylad *L-Z e|qeL



1

RELEVANCIA CLINICA DE LAS PRUEBAS DE BIOMARCADORES EN EL CANCER DE PULMON

(enunuod)

eselajsuesjoulwe
eujuee ap oUBWINE
‘seasneu ‘soasew ‘seibelpy

‘0sad ap ojuswne
K ebiey ‘easselp ‘e1snabsiqg

a1bues ua eseuinbojsoy

euleald ap oyuswne ‘ebiyey
‘0JUBIWIUIISS ‘eselajsuesjoulue
eujue|e ap ojuswne

‘elwaue ‘eseldjsuesjouiwe
ojeyiedse sp ojuswine
‘eluadodna) ‘elusdosnaN

uolsuapadiy ‘esesajsueljouwe
eujuee ap ojuswne
‘eseajsuejouiwe oyeyiedse ap
ojuswne ‘ealielp ‘edas exog

0JUIWIUDIISD
A sepens|s seseujwesuel}
'SO}ILUOA ‘eaLIRIp ‘eWdPd
‘seasneu ‘UoISIA B[ 9p ouloisel]
eisaysaled ‘osad ap ojuswine

‘eallelp ‘eblje} ‘0JusIWIUDIISD
‘soalew ‘ejsnabsiq

SOAINUDOD 5012949
K eoupyuad enedoinau ‘osad sap
ojuawne ‘ewapa ‘elwapidipadiH

seseJajsuesjoulwe
9p ojuswine £ so} ‘eauinbues

MdD 9p OjUSWINE (SOHWOA
‘seasneu ‘eallelp) |D SOJUSA]

ojualweles |
UO0d sopeuoIde|a4 SOSIdaApe

SOJUdAD sajedulld

L'ov

(3N-8'07) AN

dN

dN

EN

N

v'LS

N

dN

(sosaw) [eqo|b

epuaiatddns
ap euelpapy

¥'SE

6L

€l

ad

9've

€61

L'S1

87’0 'YH ‘€6 'SAUN

8+'0

"dHL'LL 'SA Q'Y
(sasaw)
uoisaiboid ap
aiq| epUdAIAIRANS
ap eueipapy

€'ce
661

opezuedje
ON

LYt

L'S1

L'LL'SAEN

6'€L 'SANUN
(sasaw)
ejsandsau g|
ap uoneinp
ap euelpay

ejsandsal

opejesyaid

€L Sl uawiedpuld
opejesyaid

9'€9 44 Sjuswiedpuld
oinaid

L S/ ojualwelel) uis
oune|d

6S 9€L uod opejel}dId
oinaid

8 6€ ojualwelel) uis
ouned

19 SOl uod opejellald
olAa.d ojualwe)ely

(44 €S uis % €L
ouneld

uod opejenaid

(WA} L0L djuswiedpund
qIUI}OZLD SA

85 'SA9L 96C  qluiejo|l—g aseq

gIuIROZLID ‘SA

T9°sAvL G/T  qunebug—e aseq

(%)
eAnafqo

olpnisa [3p
ousasiq

ap ese]

qiundas0ieT

quunoanug

quunaseld

qiunesiad|as

quunoziy

quunoanu3

quuneyioT

quuiebug

ccle 19 uojug

z¢le 39 dweQg

L¢le 19 1abuisaun

ogle 19 uojuq

6212 19 Meys
ITERE

oyzsnizpeizqg

ZNMOdD

o7 1L-VITY

AN

134

LSOY

AV

(uoidenunuod) yd4 ej Jod sopeqoide sopibulp sajusbe so| ap pepidixol A e1oedya ap s9|ytad *L-Z ejqel



ATLAS DE PRUEBAS MOLECULARES PARA TERAPIAS DIRIGIDAS EN CANCER DE PULMON DE LA IASLC

12

eaueind uopdnIs ‘ealtelq

einbiuoJed ‘eaueind uopdnia
‘UoIsnyul e| B SBUOIDDEIY

eUIUIIRAID BP OJUBWINE

‘|SY O eseiajsuesjouiwe
eujuele ap ojuswne ‘ebiye)
‘SO}ILLOA ‘seasneu ‘eallelq

ebiye} ‘| Gy 9p ojuswne
‘eselajsueiioulwe eujuee ap
ojuswne ‘seasneu ‘ealleiq

50} A oynade [9p uopNUIWSIP
‘ealselp ‘0duj1ad ewaps ‘edas
191d ‘SO)WOA ‘seasneu ‘eixalld

elwauiwngeodiy ‘aibues ua
euluiIeald sp ojuswine ‘ealelp
‘seasneu ‘0d1iylad ewap]

ealielp ‘ebney ‘2ibues us
BUIUI}R3ID SP 0JUSWINE ‘SOHWOA
‘seasneu ‘odupyLId ewap3

%6'S
0deWIRY [3 UOD BPRUOIEIRI 01|

% ¥l
0DeWLIRY [3 UOD epeUOoIDeRI |

ealelp
‘elusue ‘ejuado.INau ‘SONWOA
‘epadoje ‘ebney ‘seasneN

ojuajwejes [
U0d SOpeUOIDR|3I SOSIBAPE

SOJUdAS sajedduLd

144

8'te

9'tL

szl

8L

Al

(WA}

€€l

8'0C

dN

dN

8'/L
(sasaw) [eqo|b
epuaAinIadns

€7

dN

dN

'8
(sosawi)
uoisaiboid ap

ap euelpay | 24qi| epuaAIAIadns

ap euelpapy

S'LL

[40]1

LLL

EN

49

(sasaw)
ejsandsai e|
ap uoneinp
ap euelpap

8¢

o

6ty

o

(A4

89

SS

(%)
eAnafqo
ejsandsal
ap ese|

Ll

vl

LS

9¢

66

8¢

[4%

8¢

‘leqo|b epUAAIAIRANS = DS ‘0AIRIYIUBIS OU = N ‘OPRWIOJUI OU = YN
‘9]qewWIISd OU = IN ‘[eId1IsIdUI Jeuow|nd pepawajua = 7| ‘sobsall 9p 3UBID0d = YH ‘|eunisajulosseb = |9 ‘eseuinboysoy euluizeald = Y4 ‘esesdjsueljoulwe oyeriedse = | Sy [SeinjeindiIqy

ouned
uod opejel}ald
ouned
uod opejelidld

ouneld
uod opejeidid

ouneld
uod opejelald

ouneld
uod opeje.idid

oinaid
[SUEIIEEINTIS

o1Aa.d ojualwelely
uis % ¢t

ouned

uod opeje.iaid

onaid
[SUETIEETNTIS

ouneld
uod opejesyaid

ouneld
uod opejeliaid

ouneld

uod opejelidid
o1pn}ss |3p
ouasig

qIUIlI3200qON

gewejueAlwy

qisesbepy

qlselo}os

qlunawen
sew quajeiqeq

quuioda|.

qlunewde)

By/Bw 'S
uedaixnisp
qewnznysel]

By/bw t'9
uedaixnisp
qgewnznjsel|

Bx/bw t'9
uedaxnisp
qgewnznjsel|

2419 noyz

1p1© 39 34ed

opl® 19 duuer

6¢l€ 39 SIPINOXS

¢l 19 peydueld

scle19led

ocl® 39 J10M

<19 0109

pele191

07 Uoxa
4453

SV

dvdd

13N

C¢d3H

(uodenuiRUOd) Y4 e| Jod sopeqoude sopibuip sajuabe so| ap pepIdixol A e1d>edya ap sa|ylad *L-Z ejqeL



RELEVANCIA CLINICA DE LAS PRUEBAS DE BIOMARCADORES EN EL CANCER DE PULMON

en algunas poblaciones, aunque con toxicidad adicional. EI TKI de tercera generacion
osimertinib ha demostrado una mayor eficacia, incluida una mejoria de la supervivencia con
una toxicidad reducida en comparacién con los TKI de primera generacién,?%2!
un nuevo estandar de atencidn para el tratamiento de primera linea de pacientes recién
diagnosticados con mutaciones del EGFR. Recientemente, el osimertinib se convirtié en la
primera terapia dirigida aprobada por la Administracién de Alimentos y Medicamentos de
los Estados Unidos (US Food and Drug Administration, FDA) en el entorno adyuvante dada
su demostrada mejoria de la supervivencia libre de enfermedad.*?

Este concepto de terapia dirigida al tumor recibié una nueva validacion en el desarrollo
de farmacos para el CPNM vy en la practica clinica después de que se describiera el segundo
factor oncogénico, la fusién del gen ALK, en el cancer de pulmén en el 2007.4 Por
casualidad, acababa de iniciarse un ensayo de fase 1 en humanos con crizotinib, un nuevo
TKI multiquinasa desarrollado para inhibir el MET pero del que se sabia que también inhibia
la quinasa del linfoma anaplasico (Anaplasic Lymphoma Kinase, ALK) y el oncogén 1 c-ros
(ROS1).% El disefio del ensayo cambi6 rapidamente el enfoque del MET a la identificaciéon
y reclutamiento de pacientes cuyos tumores albergaban reordenamientos de ALK mediante
hibridacion fluorescente in situ (fluorescence in situ hybridization, FISH), y este ensayo y
los posteriores de fase 3 mostraron una eficacia significativa y mejorias en los resultados
en comparacion con la quimioterapia estandar.?>4>4® En 4 afios, el crizotinib recibié la

estableciendo

aprobacion de la FDA como el primer farmaco estudiado y aprobado de forma especifica para
cada genotipo. El rapido y exitoso desarrollo del crizotinib marcé la pauta para el desarrollo
de farmacos dirigidos que contintia en la actualidad.

Se han desarrollado TKI para ALK de nueva generacién, como ceritinib, alectinib,
brigatinib, ensartinib y lorlatinib, con una mayor eficacia y una mejor penetracion en el
sistema nervioso central (SNC).232426.2747 Cuatro de estos compuestos de nueva generacion
(alectinib, brigatinib, ensartinib y lorlatinib) han demostrado una mayor eficacia que el
crizotinib en ensayos clinicos de fase 3, elevando el nivel de la terapia de primera linea para
el CPNM con ALK reordenado. Estas terapias dirigidas han mejorado los resultados en
comparacién con los controles histéricos*® y han dado lugar a tasas de supervivencia sin
precedentes, con una mediana de supervivencia superior a los 5 afios.?®

Posteriormente, se produjo un rapido desarrollo de inhibidores de la quinasa dirigidos
contra las mutaciones BRAF V600E, las mutaciones de omision del exén 14 de MET, 337
asi como los reordenamientos genéticos del ROS1,282% RET,30:31 y del NTRK1-3%%33, Las
aprobaciones de estas terapias se han basado en gran medida en los resultados de ensayos
de fase 1 o 2 de un solo grupo, que demuestran altas tasas de respuesta en tumores con la
diana oncogénica especifica, sin ensayos de fase 3 que los acompanen, debido en gran parte
a las limitaciones de realizar grandes ensayos clinicos de forma aleatoria en poblaciones
poco frecuentes con estas dianas poco comunes. La utilizacién de nuevas estrategias de
seleccion de dianas, como los anticuerpos biespecificos y los farmacos inmunoconjugados,
ha ampliado el espectro de oncogenes susceptibles a una intervencion preventiva para incluir
las mutaciones del exén 20 del EGFR**? y la mutacién del HER2.>* Y aunque las mutaciones
en la guanosin trifosfato hidrolasa (GTPasa) del KRAS han sido histéricamente dificiles de
atacar,?® el inhibidor KRAS G12C, sotorasib, fue aprobado por la FDA en mayo del 2021,%
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y posteriormente, el adagrasib fue aprobado para esta indicacion en diciembre del 2022 con
base en las tasas de respuesta en pacientes con CPNM previamente tratados.*’

Resistencia a las terapias dirigidas

Laresistencia adquirida acabara por desarrollarse y limitara la eficacia de las terapias dirigidas.
Los temas comunes en la resistencia a las terapias dirigidas son las aberraciones especificas
en la via inhibida y la resistencia inespecifica mediante la adquisicién de vias de derivacién
o la transformacion histolégica en carcinoma microcitico o carcinoma de células escamosas.
Las biopsias posteriores a la progresion pueden ayudar a comprender los mecanismos de
resistencia y guiar la terapia posterior a la progresion en algunos casos. Los mecanismos de
resistencia en el contexto de diferentes factores oncogénicos se debaten con mas detalle en los
capitulos especificos de genes de este atlas.

Resultados de la terapia dirigida por biomarcadores en pacientes con cancer de pulmén
La disponibilidad y el uso de terapias dirigidas ha mejorado los resultados de los pacientes con
CPNM avanzado. La reduccion de la mortalidad en la poblaciéon estadounidense y la mejoria
de la supervivencia tras el diagndstico de CPNM entre el 2013 y el 2016 coincidieron con la
aprobacion de los TKI para EGFR y ALK.>® Los programas de pruebas moleculares regionales
y nacionales a gran escala en Estados Unidos.’! y Europa®*> demostraron la viabilidad
de realizar pruebas para detectar multiples factores moleculares en grandes poblaciones
y el valor de dirigir a los pacientes identificados con alteraciones moleculares a la terapia
dirigida adecuada. El Lung Cancer Mutation Consortium de EE. UU. analizé los tumores de
733 pacientes para 10 genes y pudo identificar una mutacién conductora potencialmente
susceptible de responder al tratamiento en el 64 % de los casos. Los resultados mejoraron en
los pacientes con un factor oncogénico que recibieron un agente dirigido (n = 260, mediana
de supervivencia de 3,5 aflos) en comparacion con los pacientes con un factor oncogénico
que no recibieron terapia dirigida (n = 318, mediana de supervivencia de 2,4 afios).”! Un
programa nacional francés identifico alteraciones moleculares en aproximadamente la mitad
de los 17 664 pacientes con CPNM analizados durante un periodo de 1 afio con un panel
de 6 genes,>? y se observaron mejorias en los resultados, incluidas las tasas de respuesta, la
supervivencia libre de progresion y la supervivencia global en los pacientes que presentaban
alteraciones gendmicas susceptibles a una intervencién preventiva. Del mismo modo, un
estudio aleman en el que participaron 5145 pacientes demostr6é que la genotipificacion de
los tumores era factible y se asociaba a una mejoria de los resultados de supervivencia en
los pacientes con mutaciones del EGFR o reordenamientos de ALK que recibieron la terapia
dirigida apropiada.>® Un analisis en condiciones reales de 4064 pacientes estadounidenses
con CPNM mediante la base de datos electronica Flatiron vinculada con el perfil genémico
estandar de atencion reveld que los pacientes cuyos tumores albergaban una alteracion del
factor oncogénico y fueron tratados con una terapia dirigida adecuada (n = 575) tuvieron una
mejor supervivencia global en comparacién con los que no tenian una alteracion del factor

oncogénico (n = 560) (mediana, 18,6 meses en comparacién con 11,4 meses; P < 0,001).54
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Barreras para la realizacion de pruebas de biomarcadores
Se identificaron varias barreras para la realizacion de pruebas de biomarcadores clinicamente
apropiadas.”>° Aunque el impacto relativo de cada barrera varia segun la ubicacién
geografica (paises desarrollados frente a paises en vias de desarrollo o zonas rurales frente
a zonas metropolitanas) y el entorno asistencial (comunitario frente a académico), se ha
observado una notable coherencia entre los distintos entornos en cuanto a los factores clave.
Uno de los estudios mas integrales para evaluar las barreras para la realizaciéon pruebas en un
entorno global fue el realizado por la International Association for the Study of Lung Cancer.>®
Se identificaron cinco factores comunes en todas las ubicaciones. El mas frecuente en todas
las regiones geograficas fue el costo. La calidad del tejido (muestra inadecuada, manipulacién
suboptima) también fue un factor limitante importante. Otros factores fueron el acceso
a las pruebas (un solo gen en comparaciéon con un panel Gnico mas amplio), tiempos de
respuesta prolongados y la concientizacion (familiaridad con las pautas y dificultades en la
interpretacion de los resultados). Ademas, en los paises en vias de desarrollo y de ingresos
medios, la falta de acceso a diversos agentes dirigidos supone un importante desincentivo
para la realizacién de pruebas de biomarcadores.°

Entre las posibles soluciones para abordar estos problemas se incluyen el uso de protocolos
de pruebas reflejas; la optimizacion de la interaccion entre los proveedores que obtienen las
muestras tumorales, los patologos y los oncologos médicos; la revision de los casos por parte
de juntas tumorales multidisciplinares; y la mejora de los tiempos de respuesta mediante la
creciente utilizacion de pruebas de ADNct basadas en plasma. Dada la rapida evolucion de
multiples nuevas dianas moleculares potencialmente tratables, la mejoria de los esfuerzos
de formacién de los proveedores, en particular los dirigidos a los proveedores comunitarios
y no especializados en el ambito toracico, podria optimizar los esfuerzos en la realizacion
de pruebas moleculares.”® Una encuesta realizada por la Sociedad Americana de Oncologia
Clinica mostré que los médicos de medicina general solicitaban pruebas de biomarcadores
con una frecuencia significativamente mayor para sus pacientes con CPNM escamoso en
comparacion con los especialistas en medicina tordcica, a pesar de la relativa escasez de
oncogenes susceptibles de responder al tratamiento en este tipo de tumor. Ademas, fueron
menos propensos a aplazar el tratamiento con terapias no dirigidas mientras esperaban los
resultados de los biomarcadores en comparacion con los oncélogos especialistas, a pesar de

los beneficios demostrados del uso de terapias dirigidas en el entorno de primera linea.”®

Impacto de no realizar pruebas

El valor de realizar pruebas oportunas y precisas de biomarcadores para guiar las decisiones
sobre el tratamiento en el CPNM avanzado esta bien reconocido. Las tasas de supervivencia a
5 afios delos pacientes que reciben terapias dirigidas o inmunoterapias oscilan entre el 15 % y el
50 % en funcion del biomarcador, en comparacioén con una tasa histérica de aproximadamente
el 6 % con quimioterapia citotéxica.®? Recientemente, 2 estudios han reforzado el impacto
de la adherencia a las pautas de las pruebas de biomarcadores sobre los resultados en el
CPNM.%%93 John et al estudiaron retrospectivamente una cohorte de 28 784 pacientes con
CPNM avanzado procedentes de 280 clinicas oncolégicas estadounidenses.®? Dos tercios de
estos pacientes se sometieron a las pruebas de biomarcadores recomendadas por la National
Comprehensive Cancer Network (NCCN) (grupo adherente). Se observé una mejoria de los
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resultados clinicos, incluido un menor riesgo de mortalidad y una mediana de supervivencia
mayor en el grupo adherente en comparacién con el de los pacientes que no se sometieron
a pruebas de biomarcadores (grupo no adherente). El impacto de una junta de tumores
moleculares (molecular tumor board, MTB) a la hora de ayudar a superar las numerosas
barreras para obtener y aplicar las pruebas de biomarcadores adecuadas quedé demostrado
en un estudio realizado en la Universidad de Kentucky,®® en el que los casos revisados por
la MTB tuvieron mejores resultados de supervivencia que los controles emparejados por
propension sin revision de la MTB (cociente de riesgo [HR], 8,61; P < 0,0001).

Aunque el papel de las pruebas de biomarcadores en estadios mas tempranos de la
enfermedad ha sido menos definido, la aprobacién del osimertinib adyuvante en CPNM
resecados con mutacién EGFR positiva*® y la eficacia de los firmacos inmunooncolégicos
neoadyuvantes y adyuvantes en pacientes cuyos tumores son negativos para EGFR y ALK
también han establecido el papel esencial de las pruebas de biomarcadores en este entorno.

Perspectiva del defensor de pacientes

La nueva era de la medicina personalizada ha proporcionado una esperanza y un optimismo
renovados a los pacientes con cancer de pulmon y a sus familiares cuidadores. Para determinar
el tratamiento personalizado éptimo y lograr los mejores resultados posibles, es crucial
realizar pruebas de biomarcadores. Hay varias consideraciones importantes desde el punto
de vista del paciente o del proveedor de atencion médica.

Acceso, costo y equidad

Aunque, en muchos paises, las pruebas de biomarcadores son rutinarias y estan cubiertas
por los sistemas de salud tras el diagndstico, este no es el caso en todo el mundo. Existen
diferencias significativas entre Europa Occidental/Norte y Europa Oriental, por ejemplo,
como se describe en el documento de posicién de Lung Cancer Europe (LuCE)®* e
importantes disparidades dentro de los paises segtin la raza.®> Ademas, las pruebas repetidas
de biomarcadores para examinar los mecanismos de resistencia adquirida a la terapia dirigida
pueden no ser reembolsadas por los sistemas de salud, lo que obliga a los pacientes a incurrir
en gastos por cuenta propia para acceder a opciones de terapia dirigida posteriores.

Educacion y esperanza

El impacto de identificar una mutaciéon conductora susceptible a una intervencion preventiva
puede ser de grandes proporciones; a veces representa literalmente la diferencia entre
la vida y la muerte. Sin embargo, muchos canceres de pulmoén no son portadores de un
factor oncogénico y, para algunos, las alteraciones genéticas halladas en las pruebas atn no
disponen de las terapias dirigidas correspondientes. Es fundamental que los pacientes y sus
familias reciban asesoramiento en el momento de realizar las pruebas moleculares que cubra
la gama de posibles resultados, la importancia de los posibles hallazgos y las limitaciones de
las pruebas. Es crucial gestionar las expectativas de los pacientes y sus familias. Ademas, la
interpretacion de los informes de patologia molecular puede suponer un reto, razén por la cual
debe facilitarse apoyo. El material educativo comprensible disponible en linea o en formato
impreso de organizaciones de defensa del paciente, profesionales y educativas desempefia
un papel importante, sobre todo para ayudar a quienes no hayan recibido una propuesta
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del proveedor relacionada con las pruebas moleculares y para promover la realizacion de las
pruebas necesarias. Ademas, existen comunidades sociales digitales en las que pacientes y
familiares comparten experiencias y aprenden unos de otros, lo que les proporciona apoyo
y esperanza. Los proveedores de servicios médicos pueden ayudar dirigiendo a los pacientes
recién diagnosticados con cancer de pulmon hacia estos recursos.

Conclusion

El diagnostico y el tratamiento actuales del CPNM dependen en gran medida de la realizacion
de pruebas de biomarcadores tumorales oportunas, bien integradas y exhaustivas, asi como
de la utilizaciéon adecuada de las terapias disponibles. Este atlas es una referencia integral que
les permitira a los lectores proporcionar los enfoques terapéuticos personalizados dptimos
para los pacientes con cancer de pulmoén.
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Adquisicion de muestras y

consideraciones preanaliticas

Los pacientes con cancer de pulmén pueden manifestar la enfermedad de diversas formas y
tenerla en estadio temprano o avanzado en diferentes localizaciones. Independientemente de
su manifestacion, el tratamiento optimo requiere la adquisicion de tejido para el diagnostico
y, en muchos casos, la caracterizacion molecular para indicar cual es la terapia 6ptima. En este
capitulo se revisan los papeles complementarios de los neumologos, radiélogos y cirujanos en
la adquisicion de tejido y las variables preanaliticas que influyen en la evaluacion patoldgica
optima y la caracterizacién molecular del tumor de un paciente.

Perspectiva del neumdlogo

Por Emily Stone y Kwun M. Fong
La época en la que los neumologos solo necesitaban obtener muestras diagndsticas para confirmar
la neoplasia maligna y distinguir el cancer de pulmén microcitico (CPM) del cancer de pulmén
no microcitico (CPNM) ha quedado atrds. La obtencion de tejido diagnéstico adecuado para la
caracterizacion molecular de la forma mas segura posible es ahora una prioridad, en particular
para el CPNM.! Cada procedimiento de toma de muestras debe maximizar el rendimiento, ya que
el tejido sigue siendo realmente lo esencial tanto para el diagndstico histopatolégico como para la
caracterizacion molecular auxiliar, a pesar dela utilidad de la biopsia liquida en algunos contextos.>®

Laadquisicion 6ptima de tejido es un factor preanalitico crucial para el analisis de biomarcadores,
ya sea que se utilicen pruebas de un solo gen, un pequeno panel o un perfil genémico integral de
secuenciacion de nueva generacion (next-generation sequencing, NGS).”"!! Las mejores précticas
tienen como objetivo obtener suficiente tejido para las pruebas histopatoldgicas y moleculares
pertinentes de la forma mas segura, eficaz y accesible, teniendo en cuenta las barreras globales para
las pruebas de biomarcadores. >4

Esto puede suponer un desafio en el cancer de pulmon, sobre todo en el caso de lesiones mas
pequeias o inaccesibles; con comorbilidades del paciente, como una enfermedad pulmonar grave;
o en el contexto de una manifestacion en estadio avanzado que contraindique las muestras de
reseccion quirargica, que proporcionan mas tejido que las biopsias broncoscopicas minimamente
invasivas, la aspiracién con aguja y las biopsias por puncién con aguja gruesa.!®
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Broncoscopia flexible

La broncoscopia flexible convencional tiene un alto rendimiento diagnéstico para las
lesiones centrales y un bajo rendimiento para las lesiones mas pequenas y periféricas. Las
tecnologias mas recientes, como la broncoscopia por navegacion, la ecogratia endobronquial
(endobronchial ultrasound, EBUS) y la broncoscopia ultrafina y robotica, mejoran el alcance
broncoscdpico junto con herramientas de muestreo modernas, por ejemplo, agujas flexibles
y gruesas, junto con herramientas de tunelizacion que estdn cambiando este paradigma.!6-22
El uso tradicional de la broncoscopia para las lesiones centrales y los abordajes transtoracicos
para las lesiones periféricas se esta poniendo en tela de juicio a medida que estas técnicas
avanzadas de broncoscopia mejoran el rendimiento diagnéstico de las lesiones centrales
y periféricas con la capacidad adicional de tomar muestras de los ganglios en el mismo
procedimiento con menor riesgo de neumotérax (tabla 3-1).23

Tabla 3-1. Abordajes broncoscépicos y herramientas de muestreo de uso comun para la adquisicién de tejido de céncer
de pulmoén

Caracteristicas tumorales Modalidad Herramienta de muestreo

Tumor central o endobronquial Broncoscopia Biopsia endobronquial
Criobiopsia
Cepillado
Lavados/lavado broncoalveolar

Tumor periférico Broncoscopia ultrafina  Biopsia transbronquial
EBUS radial Criobiopsia transbronquial
TBNA
Cepillado transbronquial

Lavados/lavado broncoalveolar (diri-
gido)

Tumor mediastinal o tumor extrinseco/ganglio EBUS lineal TBNA
linfatico adyacente a las vias respiratorias

Abreviaturas: EBUS = ecografia endobronquial; TBNA = aspiracion transbronquial con aguja.

Para los abordajes endobronquiales y transbronquiales, se han recomendado 5 biopsias
endobronquiales/transbronquiales con pinzas, considerandose otras 5 biopsias con pinzas o
2 criobiopsias para maximizar la adquisicién de tejido y se ha informado que estas ultimas
tienen un mayor rendimiento diagndstico, pero con un mayor riesgo de complicaciones,
sobre todo de sangrado.!!->4

Las lesiones visibles por broncoscopia o por imagen (EBUS, fluoroscopia, tomografia
computarizada [TC] dehazcénico) también pueden muestrearse con un cepillode cerdas conicas
de lalesion; se colocan como frotis en un portaobjetos para citologia y se agitan enérgicamente
en solucion salina para desprender las células que forman pellets por centrifugacién en un
bloque celular.?> Un estudio sugirié que los cepillados mostraban una adecuacién similar a las
biopsias para inmunohistoquimica (PD-L1, ALK, ROSI) y NGS (EGFR, KRAS, BRAF).?

Los lavados bronquiales proporcionan muestras citoldgicas y bloques celulares, aunque
cualquier célula tumoral desprendida queda diluida por otros tipos celulares y restos. Los
lavados se pueden utilizar para detectar mutaciones somaticas, metilacion aberrante y tincion
de PD-L1, pero son relativamente poco selectivos y estan limitados por una baja proporcién
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de células tumorales en muchos casos. Un lavado broncoalveolar mas selectivo requiere una
vaina gufa por la que se navega a través del broncoscopio hasta la lesion.?”-2°

La aspiracién transbronquial con aguja (transbronchial needle aspiration, TBNA) se
puede realizar sin EBUS. La moderna TBNA guiada por EBUS mejora significativamente
el rendimiento diagndstico para el muestreo de lesiones centrales y ganglios linfaticos
mediastinales e hiliares, y el EBUS radial se aplica cada vez mas para el muestreo de
lesiones periféricas.!#2>3%31 Las muestras de TBNA se pueden colocar como frotis en un
portaobjetos y convertirse en un bloque celular adecuado para analisis histopatolégicos y
moleculares.?? Las agujas de TBNA mads grandes, de calibre 19, pueden obtener “nticleos”,
aunque a menudo consisten en sangre coagulada con fragmentos de tejido atrapados.®® La
gestion multidisciplinaria coordinada y cuidadosa de todas las valiosas muestras es vital para
un diagnéstico y un perfil molecular 6ptimos.>*

Se recomienda la evaluacion rapida in situ (Rapid onsite evaluation, ROSE) para garantizar
que las TBNA y otras muestras de EBUS sean adecuadas para las pruebas moleculares. Sin
embargo, la ROSE requiere recursos adicionales de un citopatélogo/tecnélogo en la sala de
procedimientos para confirmar la presencia de células tumorales y la adecuacién/rendimiento
del muestreo.3>>-37 Cuando se realiza una aspiracion transbronquial con aguja guiada por
ultrasonido endobronquial (Endobronchial ultrasound-guided trans-bronchial needle
aspiration, EBUS-TBNA) sin ROSE, se ha sugerido un minimo de 3 y hasta 5 pases.11

Broncoscopia por navegacion

Los avances tecnoldgicos han dado lugar a nuevas formas de guiar el broncoscopio hasta
la diana. Los sistemas de navegacion, que incluyen la navegaciéon broncoscdpica virtual
(virtual bronchoscopic navigation, VBN) o la navegacion electromagnética (electromagnetic
navigation, EMN), utilizan imagenes tridimensionales del recorrido de la ruta bronquial
anatomica hasta la diana y se utilizan principalmente para lesiones pulmonares
periféricas.!819:25.38-40

Broncoscopia ultrafina

Los broncoscopios ultrafinos pueden alcanzar vias respiratorias mas distales (vias respiratorias
de quinta generaciéon en comparacion con las de cuarta generaciéon) que los broncoscopios
convencionales. Proporcionan un mayor rendimiento diagnostico para las lesiones periféricas
debido a un canal de trabajo desproporcionadamente grande de 1,7 mm, que permite una
sonda EBUS radial pequefia y un muestreo con multiherramienta.?>41:42

Broncoscopia robotica

Otra innovacion es la broncoscopia robdtica tanto para la adquisicion de tejido como para
una posible terapia. Actualmente se dispone de dos sistemas comerciales. Entre sus ventajas
se incluyen la navegacion, la capacidad de mantener la posicion, la mejora de la articulacion
y la maniobrabilidad; sin embargo, su elevado costo puede ser un obstaculo para su adopcion

generalizada 214344
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Preservacion y transferencia de muestras

Las muestras broncoscopicas se suelen recoger en solucién salina normal o formalina para
su transferencia interdepartamental, practica habitual en todo el mundo. No obstante, estan
surgiendo alternativas para superar el impacto negativo de la fijacién con formalina sobre la
calidad del 4cido nucleico, por ejemplo, los fijadores sin formacién de enlaces cruzados.*’
Dado que cada vez se utilizan mas las pruebas basadas en el ARN, los reactivos que preservan
el ARN pueden ayudar a enfrentar el desafio de la degradacion del ARN.46

Conclusiéon

La medicina personalizada depende fundamentalmente de la adquisiciéon de tejido tumoral
en cantidad y calidad suficientes para las pruebas moleculares, lo que resulta especialmente
dificil en el cancer de pulmoén, donde las muestras para el diagndstico son en su mayoria
pequenas. Para las pruebas complementarias, la obtencion de biopsias o bloques celulares
siempre que sea posible aumentara las posibilidades de contar con suficientes células
tumorales. Los neumologos deben optimizar las técnicas actuales y aprender nuevas
habilidades broncoscépicas para garantizar que las muestras proporcionen la calidad y la
cantidad necesarias de células tumorales para los diagnosticos histopatoldgicos y las pruebas
moleculares.3%*’ La orientacién informativa multisociedades y basada en pruebas necesitard
actualizaciones periddicas para abordar las necesidades cambiantes. No obstante, se estan
produciendo avances paralelos en la practica de la broncoscopia avanzada,*®*° de forma tal

que el dilema de probar “mas con menos” puede evolucionar a probar “mds con mas”>°

Perspectiva del radidlogo intervencionista

Por Ritu R. Gill y Apoorva Gogna

La biopsia percutanea transtoracica con aguja (PTNB) guiada por imagenes constituye
el estdndar de atencion en la evaluacién diagnostica de nddulos y masas pulmonares, con
una elevada precision diagnostica tanto para etiologias benignas como malignas, con una
sensibilidad y especificidad acumuladas de 0,95 y 0,99, respectivamente.’’>>2 La TC es el
método imagenoldgico preferido paralasbiopsias guiadas por imagenes y permite un muestreo
seguro de lesiones superficiales y profundas al tiempo que minimiza la morbilidad al limitar
el paso de la aguja a través del pulmén aireado y ayudar a evitar vasos, cisuras y bulas.>® La
ecografia se puede utilizar para lesiones sin interfase pulmonar, asi como para lesiones basadas
en la pared torécica y la pleura.®*>> La fluoroscopia y el arco en C intraoperatorio también se
pueden utilizar para biopsias guiadas por imagenes®®>” pero desempefian un papel limitado
en la obtencién de tejido para el diagndstico y el perfil molecular. Tanto la aspiracién con
aguja fina (fine-needle aspiration, FNA) como la biopsia por puncién con aguja gruesa (core
needle biopsy, CNB) se utilizan para obtener muestras para el diagndstico y la caracterizacion
molecular.>®8 La precision para el diagnéstico y el perfil molecular del cincer de pulmén
mediante biopsias guiadas por imégenes oscila entre el 75 % y el 92 %.°>°-% Dado que
muchos pacientes con cancer de pulmén no son candidatos quirtrgicos, es importante que se
obtenga material suficiente tanto para el diagnostico como para el perfil molecular.
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Evaluacion previa al procedimiento

Los pacientes remitidos para una biopsia guiada por imagenes proceden de muchos servicios,
como cirugia toracica, neumologia, oncologia y medicina general, incluidos pacientes con
lesiones indeterminadas y aquellos con cancer de pulmén conocido. Cualquier solicitud de
biopsia pulmonar debe hacer que el radiélogo revise las imagenes disponibles, normalmente
una TC con contraste; planifique el abordaje y programe al paciente para el procedimiento.
La tomografia por emisién de positrones con flior-18-fluorodesoxiglucosa (18 FDG-PET)
puede ser util en la selecciéon de la lesion, especialmente en caso de una biopsia previa no
diagndstica, pero no es necesaria antes del procedimiento. Los criterios de elegibilidad para
la biopsia incluyen una lesion preferiblemente mayor de 1 cm y una trayectoria accesible
mediante gufa por imdgenes. Las lesiones hipervasculares o la presencia de estructuras
vasculares inevitables en la trayectoria son una contraindicacion para la biopsia guiada por
imagenes (figura 3-1). Las lesiones localizadas en el centro, la coagulopatia no corregible y la
presencia de hipertension pulmonar grave también son criterios de exclusion.

Figura 3-1. Los vasos grandes dentro de la lesién son una contraindicacion relativa para la biopsia.

Procedimiento de la biopsia
La biopsia transtoracica con aguja (Transthoracic needle biopsy, TTNB) suele ser un
procedimiento ambulatorio, y a la mayoria de los pacientes se les da el alta a las pocas horas de
la biopsia. El procedimiento se puede realizar solo con anestesia local o bajo sedacion consciente
intravenosa, y se requieren los preparativos adecuados (ayuno, cuidados posprocedimiento, etc.).
Los procedimientos operativos estandar de las TTNB incluyen la colocaciéon del paciente
en decubito supino, prono o lateral en funcién de la evaluacién previa al procedimiento;
la colocacion de una rejilla de marcaje superficial; y una TC limitada de la zona de interés
para planificar la ruta de biopsia mds corta. Se administra sedacion consciente intravenosa
(intravenous conscious sedation, IVCS), utilizando dosis incrementales tituladas de fentanilo
y midazolam, segun las preferencias del médico y del paciente. Tras preparar y cubrir de forma
estéril el lugar de entrada elegido, se administra anestesia local. A continuacidn, se inserta la
aguja de biopsia en la lesion diana mediante fluoroscopia TC intermitente controlada por el
operador para confirmar la posicion de la aguja antes de obtener muestras de tejido.

25



26

ATLAS DE PRUEBAS MOLECULARES PARA TERAPIAS DIRIGIDAS EN CANCER DE PULMON DE LA IASLC

La decision de realizar una FNA y/o una CNB, el tamafio de la aguja de CNB utilizada
y el uso o no de un sistema introductor coaxial los determina el radiélogo que realiza la
biopsia con base en factores individuales del paciente y de la lesion (figura 3-2), asi como en la
indicacion de la biopsia (diagnéstico patoldgico frente a genémica y protocolo de ensayo). Las
muestras de FNA se obtienen generalmente con una aguja de calibre 22 a 24 de 15/9 cm, y las
muestras de aguja gruesa se pueden obtener con una aguja de biopsia de corte automatizado
de calibre 18 o 20 con longitudes que oscilan entre 6 y 20 cm y longitudes de nucleo de
1 0 2 cm. El tamafio y el modelo de la CNB utilizada pueden ser elegidos por el radiélogo
que la realiza con base en el caso individual y las preferencias del médico. La presencia de
un citélogo in situ puede ayudar a determinar la adecuacién de la muestra mediante una
evaluacion rapida in situ. Tres o mas pases de aguja fina suelen producir suficiente tejido
para el diagnostico y el perfil molecular. Del mismo modo, generalmente se recomiendan
al menos 3 muestras de biopsia por puncién con aguja gruesa para permitir el diagnéstico
y el perfil molecular, aunque no todas las muestras tendran material suficiente. Las lesiones
6seas requieren una consideracion especial, como se describe en la secciéon “Muestras de
tejido y citologia: perspectiva del patologo” Aparte de los pasos necesarios en el laboratorio
de patologia, se recomienda la toma de muestras de cualquier componente de tejido blando y
la recogida de lavados de los instrumentos de toma de muestras dseas (figura 3-3).

Figura 3-2. La biopsia por aspiracién con aguja fina es mas adecuada

que la biopsia por puncién con aguja gruesa si la lesién es pequefa y

estd cerca de vasos o quistes importantes, como se observa en estas
imagenes de tomografia computarizada (TC).
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-

Figura 3-3. La lesion de la pared toracica lateral izquierda (circulo amarillo) es mas adecuada para el perfil
gendmico que las metastasis de la costilla anterior izquierda (circulo rojo). La descalcificacién de las metastasis
Oseas, si es necesaria, hace que el tejido sea subdptimo para la evaluacion genética.

Inmediatamente después del procedimiento, se realiza una radiografia de térax o una
TC de térax para evaluar si hay complicaciones, tales como neumotérax y hemorragia.
A continuacién, se monitorea a los pacientes ambulatorios durante al menos 2 horas en una
unidad de observacion y se realiza una radiografia de torax antes del alta para evaluar si hay
neumotorax retardado y/o hemorragia. Los pacientes hospitalizados son devueltos a la sala
para su monitorizacion, con una radiografia posterior al procedimiento que se realizara a las
2 horas. Los pacientes con complicaciones significativas, por ejemplo, un neumotoérax que
requiera la colocacién de un tubo de térax, son hospitalizados para su posterior manejo y
observacion, segtn lo considere clinicamente apropiado el equipo intervencionista.

Complicaciones de la biopsia

Las complicaciones que se informan con mayor frecuencia en la TTNB son el neumotérax y
la hemorragia, con unas tasas informadas de neumotérax y colocacion de tubo de térax del
12 % al 45 % y del 2 % al 15 %, respectivamente®646> (figura 3-4). El grado de enfisema, el
recorrido mas largo de la aguja, el calibre de la aguja, los tiempos de permanencia y el cruce
de una cisura aumentan las probabilidades de neumotdrax en un factor de 3,7.°6 Las tasas
informadas de hemorragia pulmonar tras la TTNB varfan del 8 % al 65 %,%” y los casos graves
de sangrado pueden requerir embolizacion o intervencién quirurgica. Se han informado
complicaciones poco frecuentes, como embolia aérea y muerte.5®
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Figura 3-4. (A) Biopsia transtoracica con aguja guiada por tomografia computarizada (TC) (B) complicacion
por neumotorax izquierdo posterior a la biopsia. (C) Colocacion de catéter pigtail para tratar el neumotoérax.

Las biopsias pueden no ser diagndsticas, por lo que deben revisarse todos los casos de
muestras insuficientes y plantearse una nueva biopsia solo después de revisar de nuevo las
imagenes (figura 3-5). La necesidad de una estrategia alternativa, imagenes adicionales o un
abordaje alternativo (como el transbronquial) debe considerarse caso por caso.

Figura 3-5. (A) Lesion del 16bulo superior izquierdo previa al procedimiento para una nueva biopsia. (B) El dia
del procedimiento, un gran derrame pleural oscurece la lesion. (C) Tras el drenaje del derrame y el envio para
citologia, también se toma una biopsia por puncién con aguja gruesa de la lesién para garantizar un material
adecuado para el diagnéstico y el perfil molecular.

Conclusiéon

Las biopsias guiadas por imagenes son un método seguro y eficaz para la adquisicion de tejido
para el diagndstico del cancer de pulmon y la elaboracion de perfiles moleculares con una
baja tasa de complicaciones. La guia por TC es el pilar para las biopsias guiadas por imagenes
y para los pacientes sometidos a una nueva biopsia. Un enfoque multidisciplinario es clave
para el manejo 6ptimo de los pacientes, ya que las lesiones mas apropiadas para biopsias
endobronquiales o transbronquiales se deben remitir a neumologia intervencionista. También
son necesarias una comunicacion y un etiquetado eficaces de las muestras para garantizar que
se transmite la informacion clinicamente relevante al patélogo informador, a fin de permitir
un manejo adecuado del tejido para el diagnéstico y las pruebas moleculares (tabla 3-2).

Tabla 3-2. Consideraciones clave en la adquisicion de muestras guiadas radiolégicamente

«+ La biopsia transtoracica con aguja (TTNB) es un método seguro y eficaz de obtener tejido suficiente para el perfil
genoémico.

« Generalmente se prefieren las biopsias por puncion con aguja gruesa para el perfil molecular; sin embargo, si solo es
posible la aspiracion con aguja fina (FNA), deben intentarse 3 o mas pases.
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Perspectiva del cirujano toracico

Por Jessica S. Donington y Paul E. Van Schil

Introduccién

Idealmente, las biopsias son minimamente invasivas y, en un unico procedimiento,
establecen el diagndstico y el estadio, al tiempo que proporcionan tejido adecuado para el
analisis molecular. Por este motivo, el pulmdn rara vez es el lugar ideal para la biopsia de
un CPNM localmente avanzado o metastasico. Las biopsias percutdneas y endoscdpicas con
aguja son la fuente mas comun de tejido diagnéstico en el CPNM, pero no todas las lesiones
son susceptibles a estos abordajes. Cuando se requiere una biopsia quirurgica toracica, se
prefieren los procedimientos minimamente invasivos y la toracotomia para la adquisicion de
tejido ya no es apropiada en la mayoria de las circunstancias. Las biopsias de cirugia toracica
para el CPNM se dividen en 3 grandes categorias: biopsias de ganglios linfaticos, pleurales
y parenquimatosas. El tejido obtenido de las resecciones anatémicas de la enfermedad en
estadio temprano también se puede utilizar para pruebas moleculares con el fin de indicar
cudl es el tratamiento adyuvante o el tratamiento tras la progresion de la enfermedad.

Biopsias de ganglios linfaticos

La adquisicion de tejido de los ganglios mediastinales o hiliares se suele realizar mediante
EBUS. Esta ha sustituido en gran medida a la mediastinoscopia por sus caracteristicas
minimamente invasivas y su capacidad para alcanzar los ganglios linfaticos dentro del hilio
pulmonar.®® La mediastinoscopia sigue teniendo algunas indicaciones, principalmente
para diagnosticar linfomas y tras una EBUS no diagnodstica. Las biopsias obtenidas en la
mediastinoscopia son mas grandes que las obtenidas en la EBUS y, por lo tanto, la adecuacion
del tejido para el analisis molecular rara vez es un problema, pero la comunicacién con el
patdlogo es esencial para asegurar que el tejido se reserva para el analisis molecular en los
casos en los que se solicita un corte congelado. Clasicamente, la mediastinoscopia puede
acceder a los ganglios linfaticos de las estaciones 4R, 4Ly 7, pero los ganglios hiliares y los de
la ventana aortopulmonar (AP) por lo general no se alcanzan.

La afectacion aislada de los ganglios linfaticos de las estaciones 5 o 6 por tumores del lébulo
superior izquierdo es competencia del cirujano toracico. La biopsia guiada por EBUS en esta
localizacion requiere una aguja que atraviese la arteria pulmonar y, aunque se ha informado de ella,
no se ha adoptado de forma generalizada. Del mismo modo, la mediastinoscopia solo puede llegar
a estas estaciones mediante un procedimiento ampliado descrito por Ginsberg et al en 1987, pero
nunca ampliamente adoptado.”® El acceso quirtrgico a la ventana AP se puede realizar mediante
un procedimiento de mediastinotomia anterior (Chamberlain) o mediante cirugia minimamente
invasiva izquierda, utilizando cirugia toracoscopica asistida por video (video-assisted thoracoscopic
surgery, VATS) o cirugia toracoscopica asistida por robot (robotic-assisted thoracoscopic surgery,
RATS). Las ventajas del procedimiento de Chamberlain son que no requiere ventilaciéon pulmonar
unica y se suele realizar sin tubo de térax y como procedimiento ambulatorio. Pero la incision es
dolorosa y antiestética y la visualizacion dentro del térax es limitada. Por ello, los procedimientos de
Chamberlain han sido sustituidos en gran medida por un abordaje VATS o RATS dellado izquierdo
para las biopsias de ventana AP. Estos suelen requerir ventilacion pulmonar tnica, pero se pueden
realizar como procedimientos ambulatorios y permiten una excelente visualizacion intrapleural y
una evaluacién completa del espacio pleural para detectar la propagacion de la enfermedad.
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Biopsia pleural

La diseminacion pleural es un patrén de propagacion en el CPNM, que suele dar lugar a un
derrame pleural. El analisis citolégico proporciona un diagnéstico en hasta el 60 % de los
derrames malignos, pero el diagndstico de los canceres de células escamosas puede ser dificil
solo con la citologfa.”! La visualizacién directa del espacio pleural para el diagnéstico y la
biopsia es necesaria en aproximadamente el 20 % de los derrames malignos, y la VATS ha
sustituido en gran medida a la biopsia pleural cerrada.”? Se recomiendan los procedimientos
de puerto unico y se pueden realizar con anestesia local o general; no es obligatorio el
aislamiento pulmonar. Se realiza una inspeccion superficial tras el drenaje del liquido y se
practican biopsias dirigidas de la pleura parietal. El corte congelado puede ser apropiado para
asegurar el material diagndstico y no se aconseja realizar las biopsias pleurales viscerales. La
precision diagnostica de la biopsia pleural por VATS es superior al 90 % y las complicaciones
son poco frecuentes.”? Las intervenciones paliativas, ya sea pleurodesis o catéter pleural
tunelizado, se deben realizar simultaneamente, pero la adecuacion de la biopsia para el analisis
molecular y la gestion adecuada del tejido deben seguir siendo prioritarias.

Biopsias parenquimatosas

En el CPNM suele ser necesaria la confirmacion de tejido tumoral antes del tratamiento;
una excepcion representa la enfermedad en estadio clinico IA. Algunos cirujanos y pacientes
prefieren la confirmacion patoldgica antes de una reseccién anatémica; la biopsia previa al
tratamiento puede no ser necesaria, especialmente en el contexto de un alto riesgo de neoplasia
maligna, bajo riesgo de enfermedad mediastinal y sin indicacién de terapia de induccién. Una
biopsia quirudrgica en cufia puede ser el paso inicial de una reseccion anatémica planificada, y
el corte congelado se utiliza para determinar la necesidad de proceder o no. La comunicacién
con los patdlogos es fundamental para asegurarse de que son conscientes de que la muestra
resecada representa probablemente toda la extension de la enfermedad del paciente y para
evitar, si es posible, tomar muestras de toda la lesion en el corte congelado. Las biopsias
quirdrgicas en cufa también se realizan con frecuencia en el contexto de la enfermedad
oligometastasica u oligoprogresiva para obtener beneficios terapéuticos y diagnosticos.

Las biopsias pulmonares quirurgicas para el CPNM, si se realizan como parte de una
reseccion planificada mas amplia o como procedimiento independiente, se deben realizar
mediante VATS o RATS siempre que sea posible y deben preservar el parénquima a la vez que
aseguran la escision completa de la lesion sin bisecarla. La localizacion de nddulos pequenos,
no sélidos o profundos puede ser un reto durante la cirugia minimamente invasiva. Las
tecnologias para la localizaciéon de nodulos se dividen en 4 categorias: (1) complementos
imagenologicos intraoperatorios, como la ecografia toracoscopica; (2) marcadores fisicos,
como hilos de gancho, microbobinas y fiduciales; (3) colorantes y “tatuajes” parenquimatosos
utilizados con o sin imdgenes cercanas al infrarrojo (near-infrared, NIR);* y (4) dianas
moleculares.” Lo ideal es que la localizacion y la reseccidn se realicen con un tinico anestésico.
Esto se ve facilitado por los quiréfanos hibridos toracicos que incluyen escaneres de TC de haz
cdnico, navegacion electromagnética, fluoroscopia y equipos de RATS y/o VATS incluidos en
un dnico quiréfano.”®
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Conclusion

La obtencién de tejido para el analisis molecular seguira aumentando en importancia en el
tratamiento multimodal del CPNM. Los cirujanos rara vez tienen problemas significativos
con la adquisicion de biopsias de tamafio adecuado para el andlisis molecular, pero deben ser
conscientes de su papel central en la manipulacién y comunicacién adecuadas de las muestras
de biopsia en la era de la oncologia molecular. Esto sera cada vez mas importante a medida que
mas terapias dirigidas neoadyuvantes y adyuvantes se conviertan en estandares de atencion.

Muestras de tejido y citologia: perspectiva del patélogo

Por Mary Beth Beasley, Lukas Bubendorf y Deepali Jain

Independientemente de si las muestras se obtuvieron por via quirtirgica, percutanea o endoscopica,
las variables preanaliticas tienen el potencial de influir en el diagnostico patologico y en la eficacia
de las pruebas moleculares. Tales factores incluyen el volumen de la muestra, asi como factores de
manipulacién y procesamiento (tabla 3-3). Un tiempo prolongado de isquemia fria puede provocar
la degradacién del ADN y el ARN, lo que puede afectar los resultados de las pruebas. Lo 6ptimo es
que el tiempo de isquemia fria sea inferior a 1 hora, pero la colocacién del tejido en formalina se debe
realizar lo antes posible. Las muestras se deben fijar rapidamente en formalina neutra amortiguada
al 10 %, y se deben evitar los fijadores acidos o que contengan mercurio. Lo ideal es que el tiempo de
fijacion recomendado sea de 6 a 48 horas, con un intervalo 6ptimo de 8 a 18 horas para las muestras
quirtirgicas de mayor tamafio.*>”” Es importante recordar que las muestras de tejido solo se pueden
fijar y procesar una vez. Estos pasos deben ser permisivos con todas las técnicas de diagnostico
que pueda requerir la muestra, incluida la morfologia estiandar, la inmunohistoquimica (IHQ)
y la secuenciacién. Aunque la fijaciéon con formalina y la incrustacién en parafina se utilizan en
laboratorios de todo el mundo como método estandar para preservar el tejido para el diagnostico,
la formalina tiene el potencial de modificar los nucleétidos (cambios de Ca Ty de Ga A). Ademas,
tanto la infrafijacién como la sobrefijacién pueden comprometer la calidad del ADN y el ARN, yla
sobrefijacion provoca ademas una posible fragmentacion del ADN y una alteracion de la secuencia.
La sobrefijacion, en particular, puede dar lugar ademas a enlaces cruzados entre proteinas y acidos
nucleicos que impidan el analisis.”” Aunque las muestras de reseccidén no son inmunes a las variables
preanaliticas (véase el texto posterior), la influencia de la mayoria de las variables preanaliticas tiende
a afectar en mayor medida a las muestras de citologia y de biopsias pequenas.

Dado que a muchos pacientes con CPNM se les diagnostica mediante una muestra
citolégica, como una FNA, o una biopsia tisular pequefia, como una biopsia bronquial o por
puncién con aguja gruesa, y que dicha muestra puede ser el inico material disponible para
las pruebas moleculares, el manejo adecuado de las muestras es fundamental para intentar
maximizar la cantidad de informacién diagnéstica, prondstica y predictiva obtenida.”® La
mayoria de los sistemas actuales de pruebas NGS que abarcan la secuenciacion de ADN
y ARN suelen requerir de 100 a 200 ng de ADN o ARN para obtener resultados optimos,
aunque cantidades mas pequenas (hasta 10-20 ng) pueden ser suficientes para paneles NGS
dirigidos que utilicen métodos basados en amplicones, plataformas de pruebas rapidas menos
integrales basadas en la reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa (reverse
transcription polymerase chain reaction, RT-PCR) multiplex o analisis de un solo gen. Por ello,
la tasa de éxito tanto de las biopsias pequenas como de las muestras citoldgicas suele ser alta; sin
embargo, un manejo cuidadoso puede ayudar a garantizar una mayor probabilidad de éxito.”
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Tabla 3-3. Variables preanaliticas que pueden influir en las pruebas moleculares de las muestras de cancer de pulmén

Todas las muestras
Tiempo de isquemia fria
- Lo éptimo es menos de 1 hora.

- Para una fijacién adecuada, se recomiendan de 6 a 48 horas.

Citologia/pequeias muestras de biopsia
+ Calibre de la aguja
— Calibre de 14 a 20 para biopsias por puncion con aguja gruesa
— Calibre de 20 a 25 para aspiracion transtoracica con aguja fina (FNA)
- Calibre 19, 21 0 22 para FNA transbronquiales por ecografia endobronquial (EBUS)

+ Uso de la evaluacion rapida in situ (ROSE) cuando sea posible

Aunque el numero de células tumorales es importante, al menos 200 como regla
general para los paneles basados en el ADN, lo mas importante es que la muestra tenga una
proporcion suficiente de células tumorales para proporcionar un monto adecuado de ADN
y/o ARN que no se diluya por el presente en las células nucleadas del resto de la muestra.
Idealmente, el bloque de tejido o frotis seleccionado para el analisis gendmico debe tener el
mayor porcentaje disponible de células nucleadas tumorales, éptimamente superior al 20 %
del total de células nucleadas de una muestra. La macro o microdiseccion de las muestras y
la extraccién de muestras de la zona de alta densidad celular tumoral antes de la extraccién
del acido nucleico pueden ayudar a aumentar ain mas la proporcion de células tumorales
respecto a las células nucleadas de fondo de la muestra (enriquecimiento tumoral).”®”?
Aunque se ha demostrado que una superficie tumoral superior a 25 mm? mejora las tasas
de éxito de las pruebas moleculares,” esta cantidad de tumor no siempre se puede obtener en
muestras de biopsia pequenas, incluso aumentando el numero de cortes utilizados.
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Para superar el riesgo de fracaso causado por una muestra inadecuada, el tamano de la
muestra de tejido se debe maximizar cuando sea factible, lo que implica la colaboraciéon del
clinico que realiza el procedimiento diagnéstico. Un documento de pautas sobre la recogida y
manipulacion de pequeiias muestras de biopsia y citologia toracicas del College of American
Pathologists (véase también la seccién anterior) recomienda al menos 3 biopsias por puncién
con aguja gruesa, si es posible, utilizando una aguja de calibre 14 a 20, y se deben tomar
multiples biopsias si es posible durante las biopsias broncoscépicas.*” De forma similar, para
la FNA transtordcica, se recomiendan multiples pases obtenidos utilizando una aguja de
calibre 20 a 25. Para las TBNA guiadas por EBUS, se recomienda utilizar una aguja de calibre
19, 21 0 22 para realizar de 3 a 5 pases cuando sea factible, sobre todo cuando no se disponga
de evaluacion in situ.

El uso de ROSE, aunque no esté disponible en todas las situaciones de la practica, puede
ayudar a garantizar la adecuacion del material y el triaje para pruebas auxiliares. Para todas
las muestras citoldgicas, se debe intentar recoger material adecuado para la preparacion de un
bloque celular.*’ El material de bloque celular fijado con formalina es la preparacion citolégica
mas comun y mas utilizada para la realizacién de estudios moleculares; sin embargo, se
pueden utilizar portaobjetos para frotis u otros métodos, como la citologia de base liquida,
si se validan adecuadamente.8%8! Aunque las recomendaciones anteriores se aplican a las
muestras de aspiracién con aguja, las muestras de citologia de liquido pleural o, con menos
frecuencia, otras muestras, como los lavados bronquioloalveolares/lavados o cepillados
bronquiales, también se pueden utilizar con éxito para las pruebas gendmicas siempre que
haya una proporcién suficientemente alta de células tumorales.32#3 Dado que las muestras
citologicas, incluidas las preparaciones de bloques celulares fijadas en ultima instancia en
formalina, se suelen exponer inicialmente a distintas cantidades de etanol u otros fijadores, se
debe realizar una validacién rigurosa antes de utilizarlas para estudios auxiliares; no obstante,
la mayoria de las preparaciones citoldgicas proporcionan resultados excelentes siempre que
haya suficiente material tumoral.

En el caso de las muestras de biopsias con aguja gruesa o bronquiales, se puede utilizar
la citologia de impresion tactil para evaluar la adecuacion de la muestra; sin embargo, debe
tenerse cuidado, ya que este proceso puede comprometer la muestra de tejido.?* Lo ideal
seria distribuir las biopsias con aguja gruesa o bronquiales en bloques separados, en lugar de
presentarlas integramente en un unico bloque, de modo que pueda utilizarse un bloque para
las tinciones diagnosticas y conservar los bloques restantes para las pruebas moleculares. Este
enfoque, sin embargo, requeriria que todos los fragmentos contuvieran tumor.

Los procedimientos de corte del tejido también deben disefiarse para minimizar el posible
desperdicio de tejido. Los laboratorios deben idear su propio protocolo éptimo basandose en
las capacidades disponibles; sin embargo, se han sugerido diversos enfoques, desde el corte
superficial de un solo portaobjetos hasta una serie de estrategias que implican el precorte de
multiples portaobjetos sin tefiir, a menudo con evaluacion de hematoxilina y eosina (H&E)
de niveles anteriores y posteriores a los utilizados para la extraccion de ADN y ARN. Se
deben tomar precauciones para evitar la contaminacion cruzada en todos los puntos de
procesamiento y corte; esto puede implicar el uso de un micrétomo dedicado y una cuchilla
nueva y sin usar cada vez que se corten secciones para la extraccion de ADN/ARN.
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Ademas, aunque la biopsia de una lesion dsea ofrece la oportunidad de diagnosticar y
estadificar potencialmente un tumor de forma simultanea y puede ser el lugar mas accesible
de la enfermedad, debe tenerse muy en cuenta evitar los agentes descalcificantes si es
posible.#4 Si no se puede evitar la descalcificacién, se debe seguir un protocolo basado en acido
etilendiaminotetraacético (EDTA).® Debe aconsejérsele a los radi6logos intervencionistas
que tomen biopsias de metastasis dseas que enjuaguen la aguja de biopsia o recojan
muestras adicionales de FNA para evitar retrasar el proceso de diagnoéstico por el tiempo de
descalcificacién y proporcionar material adicional para pruebas moleculares.

Las muestras resecadas quirtirgicamente suelen plantear menos problemas en cuanto
a consideraciones de volumen tumoral; sin embargo, otros aspectos pueden influir en los
resultados de las pruebas moleculares. El tiempo de isquemia fria puede verse influido por
el tiempo de transporte al laboratorio y el tiempo necesario para cualquier analisis de corte
congelado y/o recogida de tejido para biobancos y/o fines de investigacién. Ademas, las
muestras de mayor tamafio pueden experimentar una fijacién inadecuada, ya que la formalina
penetra mal en la pleura visceral. Las muestras de reseccion requieren inflarse o inyectarse con
formalina o, en algunos casos, cortarse antes de sumergirlas en formalina para garantizar una
fijacion adecuada. Las muestras de reseccidn tras la terapia neoadyuvante pueden requerir
una manipulacién especial para facilitar la evaluacién del tumor residual > La heterogeneidad
tumoral no suele ser un problema con el perfil gendmico de las mutaciones conductoras,
pero, como se describid con las muestras de biopsia pequenas, el bloque seleccionado para las
pruebas genéticas debe contener la mayor proporcion de células tumorales en relacion con las
células estromales o inflamatorias de fondo.”

Conclusiéon

La forma en que se manipulan las muestras en el laboratorio de patologia es crucial para
determinar el éxito, o el fracaso, en cualquier prueba de biomarcadores moleculares que se
requiera. Las variables preanaliticas relacionadas con la fijacion y el procesamiento de los
tejidos, aunque son esenciales para permitir la microscopia, pueden danar el ADN, el ARN y
la integridad del antigeno/epitopo. Se deben desarrollar procedimientos estandarizados para
facilitar todos los pasos del proceso de diagnostico. Es esencial hacerlo bien a la primera, ya
que las muestras solo se pueden fijar y procesar una vez, y estas muestras suelen ser muy
pequenas y contener poco tumor. Los bloques de parafina se deben cortar el menor niimero
de veces posible; se recomienda el corte reflejo de las secciones en blanco y un uso minimo
de la THQ para el diagndstico. El rendimiento de ADN y ARN se puede mejorar mediante
microdiseccion. Las muestras de tipo citoldgico son perfectamente adecuadas para las pruebas
de biomarcadores moleculares siempre que se procesen correctamente y contengan suficiente
tumor. Aunque las muestras de reseccion quirurgica suelen tener abundante tumor, se deben
prever y evitar los problemas de isquemia fria y mala fijacion.
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Biopsia liquida: adquisicion de la
muestra, estrategias de pruebay

funciones clinicas

Manipulacion, procesamiento y estrategias de prueba de la muestra

Por Fernando Lopez-Rios, Maria E. Arcila y Christian Rolfo

Definidas en sentido amplio, las biopsias liquidas abarcan una gran variedad de componentes
(células tumorales circulantes, vesiculas extracelulares, acidos nucleicos libres de células y
diversos metabolitos, entre otros). Sin embargo, el ADN tumoral circulante (ADNtc) es el que
ha atraido mads atencién en el ambito clinico y constituye el tema principal de este capitulo.
A diferencia de otras fuentes de ADN tumoral, la biologia y los aspectos técnicos del ADNtc
son unicos y mas complejos, con varios factores de confusion que siguen siendo responsables
de las limitaciones para su implantacion generalizada en el diagndstico clinico rutinario.

El ADN libre de células (cfADN) representa la suma de fragmentos cortos de ADN
liberados de células tanto in vivo como in vitro, incluyendo tanto los derivados de células
tumorales como de células normales. Las pruebas demuestran que las variables preanaliticas
en la recogida, el procesamiento y el almacenamiento de las muestras pueden tener efectos
profundos y adversos en el rendimiento total del cfADN, el grado de contaminacién del
ADN gendmico, la integridad general de la muestra y la longitud de los fragmentos de
acidos nucleicos. El tipo de tubo de recogida, los anticoagulantes utilizados, los medios de
estabilizacion, las condiciones de transporte, el momento de la separacién del plasma de la
sangre, la agitacion del tubo, las velocidades y protocolos de centrifugacion, las condiciones
de almacenamiento/duracion del plasma, el nimero de ciclos de congelacién-descongelacion,
la extraccion de cfADN y los métodos de cuantificacion de los acidos nucleicos pueden influir
directamente en el andlisis posterior.!”” En la figura 4-1 se incluyen los principales pasos
preanaliticos que influyen en el rendimiento.

En las muestras de sangre, las consideraciones preanaliticas inmediatas se centran en la
estabilizacion del ADNtc y la prevencion de la contaminaciéon con ADN gendmico de células
hematopoyéticas, que puede hacer que el ADNtc sea indetectable. In vivo, la vida media del
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( N )
g - J
Recogida de sangre Preparacion del plasma Aislamiento del cfADN Almacenamiento
Tubo de recogida EDTA: centrifugar en 2 horas 2 categorias principales —20°C 0 —80°C
« Sin preservante: EDTA Streck: estable hasta 7 dias a 1. Columnas de centrifugado
- Preservante: Streck, temperatura ambiente basadas en membrana de Los ciclos de congelacién-
PAXgene, Norgen, Centrifugacidn en 2 pasos silice: aislamiento de descongelacién disminuyen
Roche 1. Centrifugado lento: separar el fragmentos mas largos notablemente la calidad
plasma de la capa leucocitaria 2. Métodos de aislamiento del cfADN
Temperatura de transporte 2. Centrifugado répido: eliminar el basados en perlas
« Temperatura ambiente material celular restante magnéticas: aislamiento
preferencial de fragmentos
El plasma se puede almacenar mds cortos
congelado: los ciclos de
congelacién-descongelacién
disminuyen notablemente la calidad
(3 ciclos como méximo)
N AN AN J

Figura 4-1. Factores preanaliticos que influyen en el cfADN. Abreviaturas: cfADN = ADN libre de células; EDTA = &4cido
etilendiaminotetraacético.

ADNItc se estima generalmente en unas 2 horas. En ausencia de sistemas fisiologicos activos de
eliminacidn, la vida media in vitro es mayor, pero su aislamiento puede verse comprometido
por la contaminacién con ADN genoémico liberado de los leucocitos (white blood cells,
WBC) durante el proceso de coagulacion o por la lisis celular durante el almacenamiento.
Existen varias opciones de tubos de recogida estabilizadores disponibles en el mercado (por
ejemplo, Streck, PAXgene [BD Biosciences], Norgen Biotek, Roche Diagnostics) y presentan
capacidades variables de preservacion y estabilizacion de los WBC. En contraste con los tubos
de recogida de acido etilendiaminotetraacético (ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA),
estos permiten una ventana de procesamiento mas amplia entre la extraccion de sangre y
la separacion del plasma y permiten la agrupacion de muestras recogidas en diferentes
momentos.!”” Generalmente sigue un protocolo de centrifugacién en 2 pasos, que consiste en
un paso inicial de centrifugacion a baja velocidad para separar el plasma y un ciclo posterior
a alta velocidad para eliminar cualquier material celular restante.®

Existe una gran variabilidad en los métodos de extraccién y en la cantidad de plasma
utilizada para el aislamiento del ADNtc.” Los métodos de aislamiento comunes y los kits
disponibles comercialmente se dividen en 2 categorias principales: columnas de centrifugado
basadas en membranas de silice y métodos de aislamiento basados en perlas magnéticas.!”
El método utilizado afecta al rendimiento, la integridad y el tamafno de los fragmentos. Se
ha informado que los sistemas de perlas magnéticas aislan preferentemente fragmentos de
cfADN mads cortos'! en comparacién con los métodos basados en membranas. Los métodos
basados en precipitacion se asocian a una mayor integridad del ADN en varios estudios.!?"14
El cfADN se puede almacenar durante varios meses a temperaturas bajo cero de -20°C 0 -80°C
para su uso posterior. Se ha informado de una disminucién significativa de la integridad del
cfADN después de 3 ciclos de congelacion-descongelacion.!>1°
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Se han implementado varias metodologias para el andlisis del cfADN en la practica
clinica y con fines de investigacion, incluidos los ensayos basados en la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) y las tecnologias basadas en la secuenciacién de nueva generacion
(NGS).!6 Los enfoques basados en la PCR permiten intrinsecamente andlisis de genes mds
restringidos (una unica diana o unas pocas) pero pueden ofrecer una mayor sensibilidad
para el gen o genes diana. Los enfoques de NGS pueden proporcionar una genotipificacion
tumoral mas completa, identificando no solo mutaciones somaticas, sino también alteraciones
en el nimero de copias, asi como reordenamientos genéticos.!” La creciente demanda de
biomarcadores para guiar el manejo adecuado de los pacientes y el desafio que supone la
disponibilidad limitada de tejido han dado lugar a un cambio drastico en los usos potenciales
de la biopsia liquida en el cancer de pulmén no microcitico (CPNM) avanzado, como se
describe en la siguiente seccion de “Aplicacion clinica” Este cambio drastico ha sido posible
gracias a los importantes avances tecnologicos de los ultimos afios, con varias plataformas
de NGS plasmatica ya disponibles en la practica clinica cuya utilidad esta apoyada por datos
clinicos s6lidos.'®2% En la actualidad, 2 pruebas de cfADN disponibles comercialmente han
obtenido la aprobacién de la Administraciéon de Alimentos y Medicamentos de los Estados
Unidos (US Food and Drug Administration, FDA) para la genotipificacion tumoral en el
CPNM avanzado, y varias terapias dirigidas recientemente aprobadas cuentan con pruebas
diagnosticas con fines terapéuticos basadas en la biopsia liquida.

La hematopoyesis clonal de potencial indeterminado (clonal hematopoiesis of
indeterminate potential, CHIP) se debe tener en cuenta al interpretar los resultados de
cfADN en la practica clinica, sobre todo en pacientes de mas de 70 afios. La CHIP se puede
definir como las variaciones somaticas que adquieren las células madre hematopoyéticas
con la edad. Por ejemplo, entre los genes frecuentemente implicados se encuentran ASXLI,
ATM, CBL, CHEK2, DNMT3A, JAK2, KMT2D (MLL2), KRAS, BRAF, NRAS, MPL, MYD88,
SF3B1, TET2, TP53, y U2AFI. Esta fuente de ruido se puede filtrar secuenciando células
mononucleares de sangre periférica emparejadas con las del paciente o mitigarse utilizando
algoritmos bioinformaticos especializados.?!

Las estrategias de pruebas de biopsia liquida en pacientes con CPNM avanzado sin
tratamiento previo se revisan en detalle en la siguiente seccion de “Aplicacion clinica”. Aunque
las pruebas basadas en tejidos siguen siendo el modelo estandar para la genotipificacion
tumoral en muchos pacientes con cancer, debido a las limitaciones técnicas y bioldgicas del
analisis de ADNtc, el analisis de cfADN se puede utilizar de forma secuencial, cuando el
tejido tumoral es insuficiente o inadecuado para las pruebas, o de forma concurrente, cuando
el tejido es escaso o de adecuacién incierta para la genotipificacién.!%22:23
Ademas, recientemente se propuso un enfoque basado en el plasma para el CPNM

avanzado, a partir de los prometedores resultados de estudios prospectivos®*?7 y

retrospectivos?8-30
genotipificacién tumoral mas completa con un menor tiempo de respuesta en comparacion
con la genotipificacion tisular estindar de atencién, con una sensibilidad y especificidad
comparables para los oncogenes conductores clinicamente relevantes. La principal limitacion
prevista de este enfoque es el hipotético aumento de los costos en comparacion con la

genotipificacion tisular por sisola, aunque un reciente analisis de rentabilidad en una poblacién

que demuestran que la NGS en plasma podria proporcionar una
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canadiense®! demostré que un enfoque concurrente de analisis NGS tisular mas plasmatico
en pacientes clinicamente seleccionados con CPNM avanzado no aumenta los costos del
sistema y eleva la proporcion de pacientes que reciben una terapia dirigida adecuada.

Dado que la NGS plasmdtica aumenta las tasas de deteccion de biomarcadores
clinicamente relevantes en pacientes con resultados tisulares limitados pero no aumenta la
deteccién en pacientes con resultados de NGS tisular disponibles,?” una estrategia de pruebas
concurrentes de plasma y tejido puede ser sensible en el contexto de biopsias tisulares
pequenas con adecuacion incierta para los analisis de NGS, aumentando las posibilidades
de obtener un genotipo tumoral integral para todos los factores oncogénicos recomendados.
Ademas, estudios recientes demostraron que la incorporacion del analisis del cfADN en la
metodologia diagndstica inicial de pacientes con sospecha de CPNM avanzado puede dar
lugar a resultados moleculares mas rdpidos y a un menor tiempo hasta el tratamiento.?>33 Se
necesitan mas estudios prospectivos con poblaciones de pacientes mas grandes para aclarar
mejor la utilidad clinica y la relacién costo-eficacia de este enfoque.

Aplicacion clinica

Por Natasha B. Leighl, Myung-Ju Ahn y David R. Gandara

La aplicacion clinica de la biopsia liquida en el diagnoéstico y la toma de decisiones
terapéuticas para el CPNM sigue evolucionando rdpidamente. En la figura 4-2 se muestra
el proceso continuo de atenciéon del CPNM, desde el cribado y el diagnéstico precoz hasta
la determinacidn de la enfermedad residual minima (minimal residual disease, MRD) en el
entorno posquirurgico de la enfermedad en estadio temprano, pasando por el diagnéstico

Biopsia liquida Biopsia liquida (% biopsia tisular)

<«——— Estadio temprano Estadio IV (enfermedad metastasica) ——»

L Determinacion de

Cribado Recurrenciay

v MRD . los mecanismos
(deteccion temprana) de la terapia de laresp b .
Y
! Neoadyuvante Terapia
H 1 1 adyuvante
] H P
H 1 Cirugia
] ! H
2 i H R N Segunda line
] ecurrencia
g H Primera linea
] 7 .
3 : Mecanismos de
H H resistencia (segunda
K] H ‘A
o H / mutacion o
S H derivacion)
Definir Medir el éxito de la intervencién Detectar la PE antes Toma de decisiones terapéuticas
la biologia y escalar o reducir de los sintomas o y deteccién de mecanismos
del tumor el escalado de la terapia las imé&genes radiogréficas de resistencia

Posibles ventajas del ADNtc plasmatico frente a la biopsia tumoral o la toma de una nueva biopsia

« Refleja el ADN tumoral u otros componentes relacionados con el tumor liberados al plasma, lo que
proporciona una perspectiva global - Alto indice de aceptacién por parte de los pacientes

» Relativamente no invasivo y se puede repetir en serie para el monitoreo de la respuesta y la progresion
del tumor - Alto indice de aceptacion por parte de los pacientes

» Puede determinar los mecanismos de resistencia adquirida en el plasma antes de la deteccion radiogréfica

« Puede definir la MRD tras la reseccién quirtrgica del CPNM en estadio temprano

« Deteccién de enfermedad en estadio temprano en entornos de prediagnéstico y/o cribado

Figura 4-2. Biopsia liquida en el proceso continuo de atencién del cdncer en pacientes individuales. Abreviaturas:
ADNtc = ADN tumoral circulante; MRD = enfermedad residual minima; CPNM = cédncer de pulmon no microcitico;
PE = progresion de la enfermedad. (Adaptado de Wan et al.3%)
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— cfDNA

- CTC

— miARN

— Exosomas
- TEP

Figura 4-3. Componentes de la biopsia liquida. Abreviaturas: cfADN = ADN libre de células; CTC = células
tumorales circulantes; miARN = micro-ARN; TEP = plaquetas educadas por el tumor. (Fuente: Freitas et al.38)

gendémico e inmunodiagndstico de la enfermedad en estadio avanzado.!®3* Cabe destacar
que, si bien el perfilado del tejido tumoral es aplicable en pacientes con CPNM en estadio IV,
la biopsia liquida estd especialmente indicada por su potencial para abordar el cribado de
personas en situacion de riesgo, la determinaciéon de la MRD y la monitorizaciéon de la
respuesta al tratamiento.??

Cribado y deteccion temprana del cancer de pulmén

La deteccion temprana del cancer de pulmon es esencial para reducir la morbilidad y la
mortalidad, especialmente en personas con alto riesgo. El National Lung Screening Trial
(NLST) demostré una disminucion del 20 % en la tasa de mortalidad especifica por cancer
de pulmoén con la tomografia computarizada de baja dosis (low-dose computed tomography,
LDCT) entre las personas con alto riesgo.>> El ensayo europeo NELSON demostré una
disminucién de la mortalidad por cancer de pulmén del 25 % a los 10 afios.*® Sin embargo,
la tasa de falsos positivos, el sobrediagndstico y los procedimientos invasivos innecesarios
siguen siendo un desafio.>’

La biopsia liquida tiene un papel emergente en el cribado y la deteccion temprana del
cancer de pulmdén mediante células tumorales circulantes, ctADN circulante (genémica o
epigenomica), micro-ARN circulantes, exosomas derivados del tumor y plaquetas educadas
por el tumor (figura 4-3).38 La tabla 4-1 resume las ventajas y limitaciones de estos analitos.
Aunque estos biomarcadores son prometedores en la deteccion temprana del cancer de
pulmon, su importancia clinica sigue siendo limitada debido a la importante proporcion de
resultados falsos negativos y a la falta de estandarizacion. Recientemente, varias pruebas de
genotipificaciéon de cfADN en plasma recibieron la designacion de dispositivo innovador
por parte de la FDA (tabla 4-2).3° Antes de su implementacién en la practica clinica para el

43



a4

ATLAS DE PRUEBAS MOLECULARES PARA TERAPIAS DIRIGIDAS EN CANCER DE PULMON DE LA IASLC

Tabla 4-1. Resumen de las ventajas y desventajas en el diagndstico del cancer de pulmon seguin los biomarcadores
basados en biopsia Il’quida

Permite el analisis morfolégico y la Sin prueba validada

caracterizacion molecular del tumor - Poco frecuente en el torrente sanguineo en el

- Se correlaciona con el pronéstico cancer de pulmén no microcitico
- Técnicas emergentes de enriquecimiento - Transicion epitelial a mesenquimal con pérdida
y caracterizacion de marcadores especificos epiteliales

- Falta aclarar el papel en la propagacién del cancer

Exosomas - Contienen varios tipos de biomarcadores, - El método de extraccion, la deteccion y los
como proteinas y acidos nucleicos métodos de caracterizacion son dificiles y

. Aumentan en pacientes con cancer requieren estandarizacion

de pulmoén - Costos elevados

- Estables y accesibles en la mayoria de
los tipos de fluidos corporales

- Kits comerciales disponibles

Abreviaturas: cfADN = ADN libre de células; CTC = célula tumoral circulante; ARNm = ARN mensajero; miARN = micro-ARN;
NGS = secuenciacién de nueva generacién; PCR = reaccion en cadena de la polimerasa; TEP = plaquetas educadas por el tumor.
Fuente: Freitas et al.38

cribado o el diagndstico temprano del cancer de pulmoén, serd necesario desarrollar pruebas
mas sensibles y especificas, asi como nuevos estudios mas grandes y sélidos que combinen
biopsias liquidas con imagenologia.

Enfermedad residual minima en el CPNM

Una de las cuestiones mas importantes en oncologia en general, y en el CPNM en particular,
es la mejora de la identificacion de los pacientes con alto riesgo de recurrencia tras una terapia
local definitiva como la reseccién quirtirgica.®’ En la actualidad, la terapia adyuvante se
administra basandose principalmente en el estadio, una variable clinica que no identifica de
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Tabla 4-2. Pruebas de genotipificacion del cfADN en el plasma del CPNM que han recibido la designacién de dispositivo
innovador como pruebas de deteccion temprana de multiples tipos de cancer

Kit o prueba m Tecnologia y aplicacion Estado segun la FDA

Prueba de GRAIL Prueba de sangre NGS que analiza los Designacion de dispositivo

deteccion patrones de metilacion del ADNtc para innovador por la FDA (mayo

temprana de detectar multiples tipos de cancer del 2019)

multiples tipos

de cancer

CancerSEEK Thrive Earlier Prueba multianalitica que combina la Designacion de dispositivo
Detection detecciéon multiplexada por PCR de innovador por la FDA

mutaciones en el ADNtc en 1933 loci con (agosto del 2018)

mediciones de biomarcadores proteicos
validados para diagnosticar 8 tipos comunes
de cancer, incluidos el de mama, ovario e

higado
Prueba Ivy-Gene Laboratory for Analiza la presencia de ADNtc hipermetilado Designacién de dispositivo
CORE; prueba Advanced Medicine de multiples dianas genéticas para confirmar innovador por la FDA
Ivy-Gene Dx la presencia de cancer de mama, colon, (septiembre del 2019)
para el higado higado y pulmon ya en estadio |
Prueba de Delfi Diagnostics Método basado en el aprendizaje Designacion de dispositivo
deteccion automatico que analiza los patrones de innovador por la FDA
del cancer fragmentacion del cfADN para detectar la (marzo del 2021)
CASCADE-LUNG presencia de cancer

Abreviaturas: cfADN = ADN libre de células; ADNtc = ADN tumoral circulante; FDA = Administracion de Alimentos 'y
Medicamentos de los Estados Unidos; NGS = secuenciacion de nueva generacién; PCR = reaccion en cadena de la polimerasa.
Fuente: Gray et al.3°

Tabla 4-3. Enfoques de biopsia liquida para la enfermedad residual minima

Informado por
Parametro Sin tejido previo el tejido

Adecuacion de la muestra de No se requiere Limitacion practica
tejido tumoral

Sensibilidad Mejora las pruebas especificas para MRD Disminuye el LOD
Especificidad La CHIP requiere algoritmo de filtracién; mejora segun el Especifico

ADNTtc de referencia del tumor
Variantes emergentes Detecta No puede evaluar
Variantes de resistencia Detecta No puede evaluar
Tiempo de respuesta Mucho menor Mayor

Abreviaturas: CHIP = hematopoyesis clonal de potencial indeterminado; ADNtc = ADN tumoral circulante; LOD = limite de
deteccion; MRD = enfermedad residual minima.

forma consistente a los pacientes que han alcanzado la cura quirurgica en comparacion con los
que requieren tratamiento adicional. La determinacion de la MRD mediante biopsia liquida
en plasma, si es suficientemente sensible y especifica, ofrece la posibilidad de seleccionar
mejor a los pacientes que necesitan una intensificacion de la terapia o, por el contrario, en los
que podria omitirse la terapia adyuvante.

En la actualidad, se estan evaluando multiples pruebas de MRD en el CPNM, algunas
basadas unicamente en el ADNtc, otras en combinacién con componentes epigenéticos y
otras “informadas por el tejido” o “agnésticas al tejido” 4> Cada uno de estos enfoques
ofrece ventajas y desventajas potenciales (tabla 4-3). Los estudios completados recientemente
sugieren que, sin importar la metodologia, sera necesario perfeccionar las pruebas de MRD
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BIOPSIA LIQUIDA: ADQUISICION DE LA MUESTRA, ESTRATEGIAS DE PRUEBA Y FUNCIONES CLINICAS

antes de generalizar su aplicacion clinica. Por ejemplo, en un analisis retrospectivo preliminar
de la MRD en el ensayo IMpower-010 de atezolizumab adyuvante, una prueba informada por
el tejido basada en una unica muestra de plasma a las 8 semanas, aproximadamente, de la
intervencion quirurgica result6 insuficiente para alterar un enfoque de terapia adyuvante para
todos los pacientes. Aunque los resultados fueron claramente diferentes en las poblaciones
MRD positivasy MRD negativas, ambos grupos mostraron patrones de recidiva continuos. 344

Se esperan con gran expectacion los resultados de los ensayos prospectivos en curso.

Seleccion del tratamiento de primera linea en el CPNM avanzado
La seleccion de la terapia dptima para los pacientes con CPNM avanzado y, cada vez mas,
en estadio temprano, requiere una evaluacién tanto histopatoldgica como genodmica.
Las pautas recomiendan las pruebas rutinarias de muestras de CPNM no escamoso para
detectar alteraciones gendmicas y PD-L1 susceptibles a una intervencién preventiva.*> Las
pruebas también pueden beneficiar a pacientes con otros subtipos patoldgicos en escenarios
seleccionados (por ejemplo, pacientes mas jovenes, no fumadores o fumadores moderados).
Los pacientes con alteraciones tumorales susceptibles de responder al tratamiento (por
ejemplo, en EGFR, ALK, ROSI1, BRAF, MET, RET, NTRK1-3) obtienen mejores resultados
con la terapia dirigida de primera linea para la enfermedad avanzada. Otros pueden ser
candidatos para agentes dirigidos de segunda linea o terapias emergentes (por ejemplo,
alteraciones en KRAS G12C, EGFR ex6n 20, ERBB2, NRG1). Sin embargo, la obtencién de
tejido suficiente para la evaluacion gendémica puede ser un desafio en pacientes con cancer de
pulmén avanzado.

A menudo, los pacientes son diagnosticados mediante pequefias muestras de biopsia
o citologia que pueden resultar inadecuadas para el analisis de biomarcadores. En algunas
situaciones, el paciente no puede esperar a que se repitan las biopsias o a que se retrasen
los resultados gendmicos.*® Se recomienda el uso de pruebas de cfADN en plasma para
garantizar la genotipificacién completa de los pacientes con tejido insuficiente o no disponible
para la genotipificacion. Estas pruebas desempefian un papel cada vez mas importante como
estrategia de pruebas complementarias incluso cuando se dispone de pruebas de tejido

- Sin evidencia de mutacion T790M del EGFR adquirida
« Los mecanismos de resistencia mas frecuentes fueron la amplificacion del MET y la mutacion C797S del EGFR
- Otros mecanismos incluyeron la amplificacion del ERBB2 (HER2), ademas de las mutaciones del PIK3CA y RAS

NNNNRRRARRARENNNNN %]IIEII[E]II% CECCEEE e = 00 5 L 5 T R
X - =

) . -
Mutaciones secundarias del EGFR: Amplificacidn del HER2: 2%

C797X: 7 %; L7180+C7975:1%; i
; ; Mutacion del HERZ: 1% K
|L L7180 + insercidn el exdn 20 (exa0ins):1%; S7681:1% utacion del SAELIRILSERS

Mutaciones del PIK3CA: 7 % Mutaciones del BRAF (V600E): 3 % RAF
@ Mutaciones del KRAS (G12D/C, A146T): 3 % RAS
MEK

Alteraciones genéticas ERK
b del ciclo celular
' Amplificaciones de CCND: 3 %

Amplificaciones de CCNET: 2 %
Amplificaciones de CDK4/6:5 %

MARRRANNNNN
2222

Amplificacion de MET: 15 %

supewwene-a

@ Dos pacientes presentaron mutaciones T790M de novo de referencia, de los cuales uno adquirié la mutacién C797S en la progresion.

Figura 4-5. Mecanismos de resistencia adquiridos por candidatos con osimertinib en el estudio FLAURA (n = 91).
El mecanismo de resistencia informado se puede solapar con otro. (Fuente: Ramalingam et al.>2 Copyright © 2018, Elsevier).
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Andlisis del perfil molecular en todos los casos con componente no escamoso, no
escamoso o si las caracteristicas clinicas pueden sugerir un conductor molecular

\
No
[ Se dispone de muestra quirdrgica | ————————={ Muestra de biopsia tisular suficiente para pruebas moleculares|
Si Si
\ No
Realizar andlisis molecularesa en Realizar analisis moleculares® Realizar anélisis molecularesa en
la muestra quirtrgica;P se prefiere en biopsia I|qU|dCa (ADNtc); muestras de biopsia tisular;? se prefiere
NGS;® tratar con terapia SOC se prefiere NGS NGS?; tratamiento con terapia SOC
basada en la presencia o ausencia + basada en la presencia o ausencia de
de factor oncogénico; realizar IHQ factor oncogénico; realizar IHQ de
de PD-L1segUn sea necesario PD-L1segUn sea necesario
\ Y
Diana terapéutica Diana terapéutica
negativa negativa
[Toma de nueva biopsia tisular ] (Tratamiento con
terapia SOC basada
Y en la presencia de
factor oncogénicor

Realizar andlisis moleculares? en
muestras de biopsia tisular; se
prefiere NGS;® tratamiento con
terapia SOC basada en la
presencia o ausencia de factor
oncogénico; realizar IHQ de
PD-L1segun sea necesario

2 EGFR, ALK, ROS1y BRAF como minimo, pero un panel
si esta disponible

b Sugerir con firmeza la preservacién de tejidos para
facilitar la participacion en ensayos clinicos

¢ Aunque se prefiere la NGS, en funcién de la
disponibilidad, se aceptan otras pruebas validadas

Figura 4-6. Paciente con enfermedad progresiva o recurrente por CPNM durante el tratamiento con TKI.
Abreviaturas: ADNtc = ADN tumoral circulante; IHQ = inmunohistoquimica; NGS = secuenciacién de nueva
generacién; CPNM = cancer de pulmoén no microcitico; SOC = estandar de atencién; TKI = inhibidor de la tirosina
quinasa. (Fuente: Rolfo et al.>3)

(figura 4-4),'6 lo que permite que mds pacientes accedan a la terapia dirigida. Los resultados
de la biopsia liquida son altamente concordantes con los del tejido, arrojan resultados de
tratamiento similares, ofrecen un tiempo de respuesta mas rapido e incluso pueden suponer
un ahorro de costos.?42>2830.31 Se demostré que una implementacién més temprana de la
biopsia liquida en la via diagndstica acelera el inicio del tratamiento de primera linea en la

enfermedad avanzada, lo que puede mejorar aiin més los resultados en los pacientes.?%47-48

Genomica de la resistencia adquirida en el CPNM en estadio avanzado

Los agentes moleculares dirigidos se asocian a mejoras significativas en los resultados
clinicos de los pacientes con CPNM con factores oncogénicos; sin embargo, la resistencia
adquirida a estos agentes sigue siendo un desafio fundamental sin resolver. Para determinar
el mecanismo de resistencia, es esencial realizar pruebas moleculares integrales, que pueden
ayudar a guiar la terapia posterior. Aunque la genotipificacion tisular se considera el modelo
estandar para la elaboracién de perfiles moleculares,*’ la repeticién de biopsias en el contexto
de la enfermedad recidivante no siempre es factible.?® La biopsia liquida presenta notables
ventajas sobre la genotipificacion tisular en cuanto a su caracter no invasivo, su breve tiempo
de respuesta y su capacidad para captar variantes heterogéneas que surgen en diferentes
localizaciones de la enfermedad. Sin embargo, la biopsia liquida tiene limitaciones, como
el riesgo de resultados falsos negativos cuando el ADNtc no es detectable en la sangre y su
incapacidad para captar informacion histolégica como la transformacion a cancer de pulmon
microcitico. Existen varias pruebas aprobadas por la FDA para la genotipificacién del cfADN
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Terapia dptima de n m . m .
. 8 -  Terapiade g Terapia
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Figura 4-7. Futura integracion de la monitorizaciéon de biopsia liquida en la toma de decisiones sobre el tratamiento.
Abreviaturas: ADNtc = ADN tumoral circulante; CPNM = cancer de pulmén no microcitico.

plasmatico en el CPNM, que incluyen la prueba de mutaciéon del EGFR Cobas basada en
PCR (Roche Diagnostics) y en NGS, y las pruebas diagnosticas con fines terapéuticos (CDx)
Guardant 360 y FoundationOne liquid CDx (Foundation Medicine).

La mutaciéon T790M del EGFR es el mecanismo de resistencia mas comun a los
inhibidores de la tirosina quinasa (tyrosine kinase inhibitors, TKI) del EGFR de primera o
segunda generacion, y la evaluacion de la T790M es crucial para iniciar el osimertinib como
terapia posterior. En las consultas en las que se utilizan TKI del EGFR de primera o segunda
generacion en el entorno del tratamiento de primera linea, se puede utilizar la biopsia
liquida en la progresion en lugar de la biopsia tisular para detectar la resistencia impulsada
por la mutacién T790M; sin embargo, si las pruebas realizadas en plasma son negativas, se
recomienda la biopsia tisular.* El osimertinib se recomienda como tratamiento preferente de
primera linea con base en los resultados del ensayo FLAURA;*° los mecanismos heterogéneos
de resistencia al osimertinib detectados en la progresion tras el tratamiento de primera linea
se han caracterizado mediante biopsia liquida (figura 4-5).>1>2 Aunque la deteccién de
mecanismos de resistencia tras el tratamiento con agentes dirigidos contra otros factores
oncogénicos no es obligatoria, las pruebas integrales mediante cfADN pueden utilizarse
para guiar el tratamiento posterior y probablemente desempefaran un papel de manejo mas
importante en el futuro. La figura 4-6 muestra un diagrama de flujo recomendado por la
International Association for the Study of Lung Cancer para el uso de la biopsia liquida en
pacientes que progresan durante el tratamiento con TKI.>

Monitorizacion del tratamiento en el cancer de pulmén

Los niveles de ADNtc en plasma se han revelado como un posible sustituto del pronéstico
y de la respuesta al tratamiento. Varios estudios han confirmado que la ausencia de ADNtc
plasmatico en pacientes con cancer de pulmoén avanzado antes de iniciar la terapia es un factor
de buen prondstico asociado a mejores resultados independientemente del tratamiento.>*
La eliminacion o disminucién del ADNtc plasmatico se ha asociado con la respuesta a los
TKI, la inmunoterapia y la quimioterapia.>*>° En la enfermedad localmente avanzada, la
persistencia de ADNtc tras la quimiorradiacion puede identificar a una poblacién con mayor
riesgo de recaida, identificando a posibles candidatos para una terapia de consolidacion mas
intensificada.®® En los pacientes que reciben una terapia a largo plazo con inhibidores de
puntos de control (checkpoint inhibitor, CPI), el ADNtc detectable en plasma puede identificar
a los pacientes con riesgo de recidiva, mientras que la ausencia puede identificar a aquellos
que podrian suspender los CPI de mantenimiento y permanecer libres de progresion.®! Sin
embargo, aun estd por demostrar la utilidad clinica de la monitorizacién mediante biopsia
liquida para fundamentar las decisiones sobre el tratamiento, como la intensificaciéon o la
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reduccion escalonada segura de la terapia. El riesgo de resultados falsos positivos o negativos
en las pruebas seriadas sigue siendo una limitacidon técnica importante. Multiples estudios
estan examinando la monitorizacion de los niveles de ADNtc y el tratamiento con inhibidores
de la quinasa del EGFR (NCT02856893, NCT04410796), asi como la inmunoterapia y
la quimioterapia (NCT04093167, NCT04966676; figura 4-7). Aunque el uso actual de la
monitorizacion con biopsia liquida para fundamentar las decisiones sobre el tratamiento no
esta listo para la practica rutinaria, es un importante criterio de valoracion indirecto potencial
que se esta investigando activamente.

Biomarcadores predictivos para la inmunoterapia de puntos de control

Se esta desarrollando un gran nimero de biomarcadores para la CPI, lo que refleja la
complejidad de las interacciones entre el microentorno tumoral y el estroma, asi como la
naturaleza continua de los resultados de la mayoria de estas pruebas (por ejemplo, PD-L1
y cargas mutacionales tumorales [tumor mutational burdens, TMB]), en contraste con los
biomarcadores discretos (por ejemplo, estado del gen mutante frente al de tipo salvaje).'®
De ellos, actualmente, el mas pertinente para la biopsia liquida es la TMB. Aunque la TMB
evaluada en tejido es un biomarcador pan-tumoral aprobado por la FDA en Estados Unidos,
los diferentes resultados y las variaciones en la metodologia de la prueba, la definicién del
punto de corte y otros parametros han complicado su aplicacion clinica. Las pruebas basadas
en la carga mutacional tumoral en sangre (blood TMB, B-TMB) se han validado y evaluado
analitica y clinicamente en estudios retrospectivos y prospectivos.®>®3 Mas recientemente,
se ha informado de la cohorte de fase 3 del BFAST, en la que los pacientes con CPNM
avanzado sin tratamiento previo y B-TMB elevada (=16 mt/Mb) se asignaron aleatoriamente
a atezolizumab o a quimioterapia basada en platino.®* Aunque el criterio de valoracién
principal de la supervivencia libre de progresion mostré una tendencia hacia el grupo de
atezolizumab (cociente de riesgo [HR] 0,77; 0,59-1,00; p = 0,054), las diferencias no fueron
estadisticamente significativas. Cabe destacar que los resultados favorecieron a los pacientes
con histologia escamosa, mientras que no hubo beneficios en los de la cohorte no escamosa.
Por lo tanto, en la practica habitual, el uso de B-TMB no esta indicado actualmente para
la seleccion del tratamiento en pacientes con cancer de pulmdn avanzado. Aunque se esta
desarrollando una amplia variedad de pruebas basadas en plasma, incluida la medicién del
PD-L1 mediante ARN mensajero o vesiculas extracelulares, por el momento siguen en fase
de investigacion.®>%0
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Tecnologias para la deteccion
de biomarcadores

Por Yasushi Yatabe, Lynette M. Sholl, Sanja Dacic,
Keith M. Kerr, Erik Thunnissen y Anders Skanderup

Existen multiples tecnologias para la deteccion de biomarcadores y tienen distintas

capacidades para detectar variantes genéticas y cambios en las proteinas. En la actualidad

existen 5 anomalias genéticas y proteicas principales relevantes para la practica clinica del
cancer (tabla 5-1):

1.

Variante de nucleétido unico (SNV): un nucleétido se sustituye por otro cuando
se compara con la secuencia de referencia. Las variantes de nucleétido unico (single
nucleotide variants, SNV) patogénicas son no sinénimas y dan lugar a un cambio de
aminoacido que puede originar una ganancia de funcién oncogénica (por ejemplo,
EGFR L858R, KRAS G12C, y BRAF V600E) o una pérdida de funcién en el caso de
genes supresores tumorales (por ejemplo, TP53 y RBI). En el caso de las mutaciones
que provocan codones de terminacion (TAA, TAG y TGA), la proteina no se genera
a partir de la mutacién (mutacién terminadora). Las SNV no siempre dan lugar a
cambios de aminoacidos (cambios de nucledtidos sinénimos) y estos son tipicamente
no patogénicos, aunque algunas SNV sinénimas pueden inducir cambios funcionales
debido a la alteracién del empalme de los transcritos.!

Insercion y/o delecion (indel): la indel se define como una insercién o delecion
de 1 o mas nucledtidos que puede alterar la secuencia de aminoacidos y conducir
potencialmente a un cambio en el marco de lectura. Las indel pueden conferir una
actividad oncogénica o una alteracion funcional. Las deleciones del exon 19 del EGFR
dentro del marco de lectura y las inserciones del exén 20 del HER2 son ejemplos de
mutaciones oncogénicas, mientras que la mayoria de las indel en genes supresores
tumorales, como el TP53, el APCy el RB1, suelen estar mas fuera del marco de lectura
y provocan un deterioro funcional del alelo mutado.
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Tabla 5-1. Alteraciones genéticas clinicamente relevantes en el cancer de pulmon

Principales genes

implicados en el

Alteraciones genéticas cancer de pulmoén Métodos de deteccion
SNV, indel EGFR, KRAS, BRAF, HER2  Secuenciacion directa por PCR, PCR especifica de
mutacion, NGS-amplicén, NGS-captura hibrida, ddPCR
Amplificacion genética FGFR, MET FISH, NGS-captura hibrida, ddPCR
Reordenamiento genético ALK, ROS1, RET, NTRK, Secuenciacion directa por RT-PCR, NGS (basado en
NRG ADN o ARN), FISH, IHQ (ALK)
Expresion/sobreexpresion proteica ALK, PD-L1, HER2 IHQ, ELISA,2 espectrometria de masas?

Abreviaturas: ddPCR = reaccién en cadena de la polimerasa digital en gotas; ELISA = ensayo inmunoabsorbente
ligado a enzimas; FISH = hibridacién fluorescente in situ; IHQ = inmunohistoquimica; indel = insercién y/o delecién;
NGS = secuenciacién de nueva generacion; RT = transcripcién inversa; SNV = variante de nucleétido unico.

@ No se utiliza en la practica clinica habitual.

3. Amplificacién genética, variacion del nimero de copias: la amplificaciéon genética
describe los aumentos en el numero de copias de un segmento especifico de ADN que
pueden llevar a la sobreexpresion proteica. La variacion del numero de copias es un
término mas general que se utiliza para incluir el aumento o la disminucién de copias
de genes, por ejemplo, 4 copias de MET, que pueden no ser oncogénicas.

4. Reordenamiento genético: los reordenamientos cromosémicos (también conocidos
como translocaciones) se producen cuando un segmento cromosémico se desprende y
se une a otro cromosoma o a un lugar diferente del mismo cromosoma. Las inversiones
se producen cuando el segmento se vuelve a unir al mismo cromosoma en sentido
inverso. Los reordenamientos pueden dar lugar a fusiones de genes oncogénicos (por
ejemplo, EML4::ALK, CD74::ROS1 y KIF5B::RET).

5. Expresion/sobreexpresion proteica: la amplificacion y el reordenamiento de genes
se pueden traducir en una sobreexpresion proteica aberrante. La sobreexpresion de
HER2 se puede deber a una amplificacion genética. Los reordenamientos genéticos
pueden dar lugar a alteraciones de la expresion proteica (por ejemplo, la fusion del
gen quinasa del linfoma anaplasico (Anaplasic Lymphoma Kinase, ALK) da lugar a
una expresion anormal del dominio quinasa de la ALK). La expresion anormal de
una proteina puede ser patogénica pero no estar directamente relacionada con una
alteracion genética (por ejemplo, los canceres de pulmoén que sobreexpresan PD-L1
no demuestran alteraciones en el gen CD274/PD-L1I salvo en escasas ocasiones).

Para detectar anomalias, se han desarrollado varios métodos para diferentes pruebas,
que van desde la deteccion in situ de alteraciones proteicas o genéticas en cortes fijados
en formalina e incrustados en parafina (formalin-fixed paraffin-embedded, FFPE) hasta la
deteccion simultanea de multiples alteraciones genéticas en ADN o ARN extraidos. Cada
prueba tiene ventajas y desventajas en relacion con los tipos de muestras que pueden analizarse,
las alteraciones detectadas, el costo y el tiempo necesario para informar (tiempo de respuesta
[turnaround time, TAT]). Comprender las propiedades de la prueba es importante para una
seleccion 6ptima de la misma y es fundamental para evitar dificultades.
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Tiempo de respuesta

El TAT se define como el tiempo que transcurre desde que se solicita una prueba hasta que
se recibe el informe. En la practica clinica, el TAT es un factor crucial y se relaciona con
la prueba especifica, asi como con otros factores, como la transferencia de muestras entre
laboratorios, la dotaciéon de personal del laboratorio y la agrupacién de casos. Los dias
laborables dptimos de laboratorio para diversas pruebas (que se comentan a continuacion) son
los siguientes: menos de 2 dias laborables para la inmunohistoquimica (IHQ), de 2 a 3 dias para
la hibridacién fluorescente in situ (fluorescence in situ hybridization, FISH), de 3 a 4 dias para
la secuenciacion directa por reaccién en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction,
PCR)/PCR con transcripcion inversa (RT-PCR), de 4 a 5 dias para la secuenciacion basada
en amplicones y de 5 a 14 dias para la secuenciaciéon de nueva generacién (next-generation
sequencing, NGS) basada en captura hibrida.

En el caso del analisis hibrido de ADN/ARN, es posible que no se obtenga un resultado
de ADN o de ARN, ya sea por insuficiencia cuantitativa o cualitativa de la muestra. (Véase
el capitulo 3, “Adquisicién de muestras y consideraciones preanaliticas”). Se debe tener en
cuenta el tiempo global hasta la decision de tratamiento del paciente, no solo el tiempo de
trabajo nominal de la prueba de laboratorio. Es importante tener en cuenta que, si todos los
resultados se devuelven como fallos del analisis, el estado clinico volvera al principio.

Inmunohistoquimica

La THQ es una herramienta diagnostica poderosa, y los protocolos se han vuelto sdlidos
para la deteccién de proteinas relevantes para la clasificacion patoldgica de tumores y la
identificacion de algunas alteraciones moleculares susceptibles de responder al tratamiento. En
la figura 5-1 se muestra una representacion grafica simplificada de la IHQ directa e indirecta.
La técnica basica se describio en el Atlas de inmunohistoquimica diagnéstica de la Asociacion
Internacional para el Estudio del Cancer de Pulmén (International Association for the Study
of Lung Cancer, IASLC). El método en si es mds cualitativo que cuantitativo.? Sin embargo,
se puede lograr una evaluacién semicuantitativa mediante una cuidadosa construccién y
validacién del protocolo a lo largo de un rango corto (factor de 2) de concentracién proteica.

Principios basicos

El procedimiento basico que da como resultado un color visible microscépico in situ contiene
los siguientes pasos: recuperacion del epitopo, incubacion con anticuerpo primario, lavado
para eliminar los anticuerpos no unidos, incubacién con anticuerpo secundario marcado que
se une a la cadena pesada del anticuerpo primario, lavado para eliminar los anticuerpos no
unidos y posterior visualizacion con un paso de realce de sefal.

Validacion de IHQ para pruebas predictivas

Losmétodos devalidacion difierenligeramente enlos marcadores diagndsticos en comparacion
con los predictivos. Para fines diagnoésticos, en Estados Unidos se suele exigir un conjunto de
validacién minimo de 20 muestras, que contenga controles positivos y negativos claros.” Para
las pruebas predictivas de marcadores, el umbral de una prueba desempefia un papel crucial.
Como no todas las pruebas de PD-L1 son iguales,6’7 la validacidn clinica analitica e indirecta
parece ser la mejor aproximacién posible.”
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Figura 5-1.Representacion gréfica simplificada de diferentes tecnologias de analisis espacial de proteinas tisulares.

@ Se requiere una alta concentraciéon de epitopos para la absorcion visual de la sefial de color o de la etiqueta
fluorescente. Para esta Ultima, se requiere una concentracion de epitopos ligeramente inferior a la de un cromoégeno.

b Realce de sefial mediante (1) unién con varios anticuerpos secundarios (por ejemplo, anti-conejo de ratén;
anti-humano de cabra, etc.) marcados con (2) enzima para la generacion de cromégeno insoluble (por ejemplo,
diaminobencidina marrén); (3) amplificacién inicial con complejo estreptavidina-biotina (streptavidin-biotin,
SAB) y posteriormente con polimeros (factor 5-20x superior al complejo SAB).

“Tras la primera ronda de captura de imagen, etiquetado fluorescente indirecto y captura de imagen digital,
se requiere la inactivacién/eliminacion del colorante con una captura posterior de imagen digital de fondo/
autofluorescencia. El procedimiento se puede repetir en el mismo corte con diferentes anticuerpos primarios.
La imagen anterior a la incubacion del anticuerpo primario (con autofluorescencia) se sustrae de laimagen
posterior al etiquetado. Se pueden proyectar (superponer) marcadores Unicos o multiples en el mismo corte.

d Cada anticuerpo primario se conjuga con un cédigo de barras tnico (ADN). Se incuban varios anticuerpos
primarios a la vez. Las etiquetas con fluoréforo y cadena complementaria a un cédigo de barras se unen al
anticuerpo primario con un maximo de 3 fluoréforos a la vez (en la representacion esquematica se muestran

2 fluoréforos diferentes). Tras la imagenologia y la eliminacion de las etiquetas de fluoréforo y la captura de
imagenes, se puede incubar un siguiente conjunto (normalmente hasta 3) de etiquetas complementarias Unicas
(cada una con un fluoréforo diferente). Este procedimiento se puede repetir. Todos los marcadores se pueden
examinar individualmente o cualquier combinacion superpuesta en el corte.

€ Con etiquetas de oligonucledtidos Unicas y anticuerpos marcados con enlaces fotoescindibles con union de
alta afinidad sobre un epitopo en el corte histoldgico, una regién de interés puede recibir selectivamente la luz,
provocando la liberacién de oligonucleétidos fotoescindibles, que luego se extraen y se utilizan para la lectura
con, por ejemplo, secuenciacion de nueva generacion, citometria de flujo o espectrometria de masas. La lectura
se puede superponer digitalmente a la imagen digital del corte histolégico.*

fLos filtros implican 1 filtro antes de que la luz pase por el tejido/células y 1 entre el tejido y el ojo/camara. El
primero bloquea la luz de mayor longitud de onda, y el segundo la de menor longitud de onda. Solo la luz con
una longitud de onda emitida pasara el segundo filtro.

9 Para la representacion gréfica, los epitopos se muestran en forma de triangulo. In vivo, la caracteristica esencial
es una estructura tridimensional (3-D), donde el dominio variable del anticuerpo se une estereolégicamente con
alta afinidad. Los distintos epitopos tienen estructuras 3-D diferentes.

En todos los enfoques digitales, es necesario determinar la regién de interés (que también puede ser una
célula). Para ello sera necesario segmentar la region/objeto. Para ello, es necesario que el nimero de pixeles
de la cdmara con dispositivo de carga acoplado (charge-coupled device, CCD) coincida con la resolucion de la
lente del objetivo del microscopio. Para mantener baja la tasa de error de la segmentacion es necesario utilizar
camaras CCD de alta calidad.
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Microscopia de fluorescencia

Con el etiquetado por fluorescencia (inmunofluorescencia) se consigue una mayor sensibilidad
que con un sustrato de absorcion. Esto implica que la microscopia de fluorescencia puede ser
necesaria para detectar sefiales con una menor concentracion de epitopos.® Para visualizar
imagenes fluorescentes se utilizan 2 filtros. El primero se coloca antes de que la luz llegue al
corte tisular y permite el paso de laluz a una longitud de onda relativamente baja pero, bloquea
la luz a una longitud de onda mayor. En el corte, la luz alcanzara el colorante fluorescente y
provocara la excitacion del mismo a una longitud de onda mayor. El segundo filtro bloquea la
luz de longitud de onda menor y deja pasar la luz de longitud de onda mayor. Para capturar
una imagen digital se puede utilizar un sistema de cdmara en lugar de los ojos. Cuando se
utilizan multiples fluoréforos, la longitud de onda que pasara a través de estos filtros se puede
reducir (con filtros de paso de banda), donde 1 de los fluoréforos se excita a una longitud
de onda menor y el otro emite una longitud de onda esencialmente mayor después de la
excitacion. Aunque la inmunofluorescencia es una técnica muy sensible para la deteccion de
proteinas, actualmente no se utiliza en la practica clinica habitual para el cancer de pulmon.

THQ especifica de mutacion
Dado que una mutacién patogénica adquirida del EGFR dara lugar a un cambio en la
estructura tridimensional de la proteina, puede estar presente un epitopo que sea unico para
esta mutacion y que difiera de la proteina de tipo salvaje. Ademas, algunas mutaciones del
EGEFR se producen con gran frecuencia, especialmente la L858R en el ex6n 21 y las deleciones
en el exon 19. Esto ha conducido al desarrollo de anticuerpos especificos contra las mutaciones
del EGFR.>"13 Estos pueden aplicarse en casos de muestras de tamafio limitado inadecuadas
para las pruebas basadas en el ADN. Una reaccion IHQ positiva esta probablemente asociada
a la mutacién. Sin embargo, los anticuerpos pueden tener reacciones cruzadas con las
mutaciones de insercion en el ex6n 20 del EGFR que son insensibles para los inhibidores de
la tirosina quinasa (tyrosine kinase inhibitors, TKI) del EGFR de primera generacion, y la tasa
de deteccion de las deleciones del exén 19 puede variar. Las inserciones del exén 20, A769
insercién ASV y D770 insercién SVD, fueron positivas para los anticuerpos en 1 estudio,'? y
es posible que no se detecte la delecion del exdn 19, distinta de la delecion de 5 aminoacidos
(ELREA).!! Es importante destacar que una tincién negativa no excluye la presencia de una
mutacion del EGFR clinicamente susceptible a una intervencion preventiva.

También se han desarrollado anticuerpos especificos contra la mutacién BRAF V600E!41°
y son muy sensibles. A diferencia de los anticuerpos especificos de la mutaciéon EGFR, la ITHQ
especifica de la mutacion BRAF V600E no presenta reacciones cruzadas con las mutaciones
que no sean V60OE.!6

La alta sensibilidad con anticuerpos especificos de mutaciones sugiere que este enfoque
de THQ se puede utilizar como herramienta de cribado para sus respectivas mutaciones
especificas. No obstante, en los casos IHQ negativos, sigue siendo posible la presencia de
otras mutaciones en el mismo gen con posibles mutaciones susceptibles a una intervencion
preventiva. Ademas, puede estar justificada la confirmacién mediante una prueba molecular.
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Figura 5-2. Hibridacién fluorescente in situ utilizando sondas de fusion y sondas de rotura para la deteccion
de translocacién.

ITHQ para deteccion o cribado de reordenamientos genéticos

Las pruebas predictivas de IHQ con anticuerpos de tipo salvaje, como para la proteina ALK,
son muy sensibles y especificas para las alteraciones del ALK, ya que la proteina ALK no se
expresa en el tejido pulmonar normal.!”"! En cambio, la ITHQ para ROS1 y NTRK tiene una
especificidad menor, por lo que se requiere una técnica ortogonal (por ejemplo, FISH o NGS)
para demostrar la presencia de un reordenamiento.??! Mientras que la sensibilidad de la
IHQ para ROS1 es alta, lo que la hace adecuada para el cribado, la sensibilidad de la IHQ para
NTRK es de aproximadamente el 80 %,%>% lo que implica que se pueden detectar la mayoria
de las fusiones del NTRK, pero no todas.

Hibridacion fluorescente in situ

Se han desarrollado pruebas FISH para detectar una serie de alteraciones gendmicas
que incluyen amplificaciones, reordenamientos/traslocaciones, ganancias y pérdidas de
cromosomas enteros o de regiones cromosomicas especificas. Para la FISH se utilizan varias
sondasbdsicas, entre ellaslas sondas de enumeracion cromosémica (chromosome enumeration
probes, CEP) y las sondas de identificacion especifica de gen/locus (gene/locus-specific
identification probes, LSI). Las CEP se utilizan a menudo para distinguir la polisomia de la
verdadera amplificacion genética, ya que las CEP reflejan el nimero de cromosomas.
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Deteccion de reordenamientos

Se han disefiado dos tipos de sondas FISH para detectar reordenamientos cromosdmicos:
de fusion y de rotura (figura 5-2). Los conjuntos de sondas de fusién consisten en sondas
marcadas diferencialmente para 2 loci distintos, en los que los 2 genes fusionados no estan
normalmente situados cerca el uno del otro. Se pueden producir sefiales falsas positivas
en células en las que las 2 sondas se encuentren cerca la una de la otra. Por lo tanto, cada
laboratorio debe probar los casos de control negativo y desarrollar criterios de corte para el
porcentaje de nucleos que contienen un patrén de fusion. Las sondas de rotura consisten en
2 sondas marcadas diferencialmente que hibridan con el mismo gen, pero son especificas
para regiones que se encuentran en lados opuestos del punto de rotura de la translocacion.
Esta estrategia de rotura es especialmente valiosa para detectar las translocaciones que
afectan a los denominados genes promiscuos (es decir, el ALK), en los que se pueden producir
fusiones con multiples genes compaieros. Se suele definir una distancia entre las 2 sefiales y
un porcentaje minimo (15 % para el ALK) de nucleos que muestran las sefiales separadas para

diagnosticar la presencia de una translocacion genética.?*

Deteccion de la amplificacion genética

Las pruebas para la amplificacién genética emplean una sonda especifica para el gen diana de
interés y a menudo se combinan con una sonda marcada diferencialmente para el centromero
correspondiente. Se observan multiples sefiales del gen diana en el entorno de la amplificacién
y, al calcular la relaciéon entre las senales del gen diana y las del centrémero, se pueden
distinguir incluso niveles bajos de amplificacion de la polisomia para todo el cromosoma.

Muestras para el analisis FISH

Un analisis satisfactorio de muestras de tejido o citologia utilizando cualquier protocolo
FISH requiere una fijacién adecuada y, en el caso de los bloques de parafina de archivo,
condiciones de almacenamiento.?>2¢ Los tejidos procesados en soluciones 4cidas fuertes
no son adecuados para la prueba FISH, mientras que una descalcificacion leve con acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) o 4cido férmico no suele afectar al rendimiento de la
prueba. Se deben seguir las recomendaciones sobre los pasos preanaliticos descritas en las
pautas de practica de patologia del College of American Pathologists (CAP), la Association
for Molecular Pathology (AMP), la International Association for the Study of Lung Cancer
(IASLC) y otras.””>?8 El TAT se determina mediante diferentes protocolos de FISH. En
general, los protocolos sencillos y automatizados son mejores que los manuales. Casi siempre,
los pasos basicos son similares a los de la IHQ, es decir, una prueba de 2 dias que requiere
aproximadamente de 3 a 4 horas el primer dia y 30 minutos el segundo. Dependiendo del
flujo de trabajo del laboratorio, puede ser necesario un dia adicional para la interpretacion.

Seleccion de pruebas FISH

Aunque actualmente se comercializan pruebas FISH aprobadas por la Administracion de
Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (US Food and Drug Administration, FDA),
algunos laboratorios pueden optar por desarrollar sus propias sondas “caseras’, que suelen ser
mas rentables. Los vectores de clonacion, como los cromosomas artificiales bacterianos, son
excelentes fuentes de sondas FISH caseras. Es esencial verificar que se obtuvo el clon correcto,
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ya sea cribando la secuencia de ADN de interés mediante PCR o realizando FISH en metafase.
Tanto si se utiliza la prueba comercial aprobada por la FDA como si no, se debe caracterizar
en detalle el conjunto de sondas utilizado para las pruebas clinicas, y los valores de corte
deben mostrar un rendimiento reproducible con controles normales y muestras de pacientes
y/o lineas celulares anormales conocidas para obtener resultados exactos y precisos.?’ La
especificidad y la sensibilidad deben ser equivalentes a las de su contraparte comercial. En el
caso de los laboratorios que opten por utilizar sondas desarrolladas en el laboratorio, también

PCR/Extension del cebador
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Figura 5-3. Esquema generalizado de la prueba de extensién de nucleétido unico.3' Abreviaturas: dNTP =
desoxinucledtido trifosfato; ddNTP = didesoxinucleétido trifosfato MALDI-TOF = desorcion/ionizacion por
laser asistida por matriz con tiempo de vuelo [espectrometria de masas]; PCR = reaccién en cadena de la
polimerasa; SNV = variante de nucleétido uUnico.
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se debe prestar atencion a la variabilidad de los lotes de los clones, las enzimas de etiquetado
del ADN y otros reactivos.?’

PCR, RT-PCR y ddPCR

Reaccion en cadena de la polimerasa

La PCR es un método de amplificacion del ADN utilizado habitualmente para detectar
mutaciones de tipo SNV/indel. Debido a la cantidad extremadamente pequefia de ADN que
queda en los tejidos biopsiados para los analisis directos, el ADN tisular se debe amplificar
mediante PCR. Ademas, las mutaciones oncogénicas, como las del EGFR, se producen en 1
de los 2 alelos, y las muestras clinicas contienen sistematicamente una mezcla de tejidos no
neoplasicos; por lo tanto, se han desarrollado diversos enfoques para detectar alelos mutantes
y se han establecido como pruebas clinicamente viables. Las siguientes pruebas se utilizan
habitualmente y estan aprobadas para la deteccién de mutaciones del EGFR.

Pruebas de PCR en tiempo real especificas de alelo

La prueba clave de PCR en tiempo real especifica de alelo es una sonda que complementa la
secuencia mutada eidentifica el alelo mutante con una técnica particular. Therascreen (Qiagen)
utiliza una sonda Scorpion,?® mientras que las mutaciones se detectan por desplazamiento y
escision del colorante reportador y las sondas marcadas con extintor en funcién de la actividad
exonucleasa 5'-3" cuando se hibridan con la secuencia complementaria en el sistema Cobas
(Roche Diagnostics). Amoy Diagnostics (AmoyDx) utiliza una sonda TagMan, cuyo sistema
de deteccion es similar al Cobas utilizando la Taq polimerasa. En estos sistemas, las sefiales
mutantes se pueden detectar como niveles fluorescentes aumentados.

Pruebas de extension de cebador monobdsico

En las pruebas de extension de cebador monobasico, las regiones diana, incluidos los sitios
de mutacion, se amplifican mediante PCR. Se anilla la sonda adyacente al sitio de mutacion
y se realiza una extensiéon monobdsica utilizando un didesoxinucledsido distinguible. La
diferencia de alelos mutados y de tipo salvaje en bases incorporadas se detecta mediante
colorante fluorescente (SNaPshot [ThermoFisher Scientific]) o espectrometria de masas
(MassArray [Agena Bioscience]) (figura 5-3).

Reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa

La RT-PCR se utiliza habitualmente para detectar genes de fusion, que son dificiles de detectar
mediante PCR de ADN debido a las largas secuencias de intrones. Para cubrir varios patrones
de fusion, se suele realizar una PCR multiplex con multiples conjuntos de cebadores. Por
ejemplo, se han desarrollado 6 conjuntos de cebadores para la PCR multiplex para cubrir
diferentes fusiones EML4-ALK .0

Reaccion en cadena de la polimerasa digital en gotas

Con la PCR digital en gotas (droplet digital PCR, ddPCR), el ADN de la muestra experimenta
una diluciéon limitante en compartimentos de pequefio volumen. Lo dptimo es que cada
compartimento contenga una unica molécula diana. La amplificacién positiva con PCR en
el compartimento indica la presencia de moléculas diana. Basandose en la distribuciéon de
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(A) Secuenciacion con lon Torrent
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Figura 5-5. Plataformas de secuenciacion de (A) ThermoFisher Scientific lon Torrent y (B) el sistema lllumina.38 Abreviaturas:
dNTP = desoxinucledtido trifosfato; NGS = secuenciacion de nueva generacién; PCR = reaccién en cadena de la polimerasa.
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la presencia o ausencia en unidades de microrreaccion, el nimero de copias/densidad de la
molécula diana se estima con la distribucién de Poisson (PCR digital).?! Para crear unidades
de microrreaccion, la tecnologia de gotas de emulsion de agua-aceite proporciona una prueba
de alto rendimiento y rentable para la ddPCR. Dado que la ddPCR es ventajosa por su alta
sensibilidad y su cuantificacion precisa, es una técnica preferida para el andlisis del ADN
tumoral circulante a partir de biopsia liquida (figura 5-4).

Secuenciacion de nueva generacion

Principios basicos

La NGS ofrece un enfoque de secuenciacion paralela de alto rendimiento para caracterizar el
panorama molecular de un tumor.

Secuenciacion dirigida del genoma completo/secuenciacion del exoma completo

Mientras que la secuenciaciéon del genoma completo (whole genome sequencing, WGS)/
secuenciacion del exoma completo (whole exome sequencing, WES) se aplica con
frecuencia en grandes cohortes tumorales para descubrir y caracterizar nuevos conductores
y biomarcadores de la enfermedad,® la secuenciacion NGS dirigida se utiliza mas
comunmente en la practica clinica. El principio de secuenciacion por sintesis es el nucleo de
la tecnologia.>® En pocas palabras, los fragmentos de ADN aislados de una muestra tumoral
se fijan a una matriz y se secuencian en paralelo sintetizando secuencialmente los fragmentos
complementarios inversos (lecturas). Los instrumentos de NGS pueden realizar este proceso
de forma masivamente paralela permitiendo la secuenciacion de hasta 10 000 millones de
lecturas en 1 dia.

Prueba basada en amplicones Prueba basada en captura de hibridacion
(Enfoque de amplicén en mosaico)
Amplificacion
basada en
cebadores de
plantillas de ADN

Ligadura de
adaptadores

1

ll

PCR + cédigo de
barras y ligadura
de adaptadores

Hibridacién con
sondas de captura

L. personalizadas y
l Secuenciacion o1 aislamiento de las

_ }o-

Amplicén 1 regiones diana
Lecturas Lavado, elucién,
directas amplificacién y

secuenciacion
Lecturas
inversas
Amplicén 2
— Exon 1 Exon 2 Exon 3
Hotspot de mutacion del gen X Regiones grandes de interés

Figura 5-6. Comparacion entre las pruebas basadas en amplicones y las basadas en captura hibrida.
Abreviatura: PCR = reaccién en cadena de la polimerasa. (Fuente: Jennings et al 2017.3%)
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Tecnologia de secuenciacion

Existen 2 grandes plataformas que se basan en principios diferentes para la secuenciaciéon
en paralelo (figura 5-5). En el sistema Ion Torrent PGM (ThermoFisher Scientific), los
fragmentos de ADN con secuencias adaptadoras especificas se diluyen hasta una sola molécula
del fragmento y se realiza una PCR en emulsion, lo que da lugar a productos amplificados
que se unen en la superficie de las perlas (figura 5-5A). A continuacidn, las perlas se cargan
en pozos sensores de protones y, a medida que se procede a la secuenciacién, se incorpora
secuencialmente un desoxinucleétido trifosfato (deoxynucleotide triphosphate, dNTP) de
los sitios adaptadores, con protones liberadores. Las diferencias en el nimero de protones
liberadores segun los nucledtidos incorporados se convierten en secuencias de nucleétidos.
Con este secuenciador semiconductor se generan algo menos de datos por corrida, pero los
tiempos de operacion son mds cortos con lecturas mas largas (~400 pares de bases).

En cambio, el sistema Illumina HiSeq utiliza un método diferente, con 2 pasos: PCR puente
y posterior secuenciacion por sintesis (figura 5-5B). Tras la ligaciéon final de 2 secuencias
adaptadoras diferentes, el ADN diana desnaturalizado se hibrida con las secuencias
adaptadoras de los extremos 5' y 3 prefijadas en la celda de flujo (formacién del puente). En
este estado, la ADN polimerasa realiza una reaccion de elongacién del ADN y desnaturaliza
el ADN dando lugar a 2 fragmentos de ADN monocatenario. Posteriormente, repitiendo las
reacciones de union en puente, elongacion y desnaturalizacion, se puede amplificar localmente
un gran numero de fragmentos de ADN monocatenario y fijarlos como racimos en la celda
de flujo (PCR en puente). Para la secuenciacion, la ADN polimerasa realiza una elongacion
monobasica del extremo 3’ bloqueando los ANTP fluorescentes. A continuacion, el colorante
fluorescente unido a la base se excita mediante un rayo laser y la emision se registra en forma
de fotografia. Se toman cuatro fotografias (A, C, G, T) para determinar las 4 bases diferentes
en racimos individuales. Este proceso se repite hasta secuenciar toda la longitud.

Una decision clave a la hora de aplicar la NGS a una muestra tumoral es la seleccion de las
regiones diana para la secuenciacion. Las pruebas NGS dirigidas tipicas se centran en 100 a
500 genes con relevancia para el cancer. Por el contrario, las pruebas que secuencian todos los
genes humanos o el genoma completo suelen denominarse WES y WGS, respectivamente.>®
Existe un claro equilibrio entre las pruebas dirigidas y las amplias (WES/WGS). Una prueba
dirigida suele proporcionar una mayor profundidad de secuenciaciéon y sensibilidad para
detectar mutaciones en genes seleccionados. Por el contrario, las WES/WGS tienen una menor
profundidad de secuenciacion, pero un mayor potencial para descubrir nuevas mutaciones
de biomarcadores y variantes estructurales. Estas pruebas amplias también suelen requerir
mas datos de secuenciacidn, tienen mayores requisitos computacionales y TAT mas largos,
lo que a menudo conlleva costos més elevados en comparacién con las pruebas dirigidas.3”

Captura basada en amplicones y captura hibrida

Al realizar la secuenciacion dirigida, otro punto de decision clave es la tecnologia utilizada
para seleccionar y enriquecer los fragmentos de ADN en los genes de interés. Dos técnicas
comunmente utilizadas son la secuenciacién por amplicones y la captura hibrida (figura 5-6),3
ambas soportadas por la mayoria de las plataformas (por ejemplo, AmpliSeq Focus Panel y
TruSight Oncology 500 como tecnologias de enriquecimiento de amplicones y captura en la
plataforma Illumina, respectivamente).
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La captura hibrida utiliza sondas de ADN complementario para unir y capturar fragmentos
de ADN de los genes seleccionados. La secuenciacion por amplicones selecciona y enriquece
los fragmentos de ADN de los genes de interés utilizando cebadores y amplificacién por PCR
multiplexada. La secuenciacién por amplicones es potencialmente ventajosa porque puede
trabajar a partir de menores cantidades de ADN de entrada; sin embargo, sigue asociada al
riesgo de introducir sesgos especificos de alelos en los datos procedentes de la amplificacion
por PCR. Ademas, la secuenciacién por amplicones impone un limite al nimero de genes/
regiones que se pueden secuenciar, lo que suele restringirla a pequeios paneles de genes o
regiones hotspot. Por el contrario, la captura hibrida no tiene ese limite y puede ampliarse
a todo el exoma.?” Ademas, la seleccién de fragmentos de ADN basada en sondas con la

captura hibrida también es més adecuada para la deteccién de proteinas de fusién.

Contenido de células tumorales

El contenido de células tumorales (también conocido como celularidad tumoral o pureza
tumoral) de la muestra es una consideracion clave para realizar la NGS. Algunas muestras
tumorales pueden tener un bajo niimero y una baja proporcion de células tumorales debido
a la mezcla de tejido no neoplasico, como células estromales e inmunocitos. El ADN de las
células no tumorales diluira las sefiales de mutacion e influira negativamente en el proceso
de deteccion de mutaciones somaticas con la NGS, lo que se traducira en una sensibilidad
reducida de la detecciéon de mutaciones y variaciones del nimero de copias en muestras
con bajo contenido de células tumorales.® Este problema se puede paliar parcialmente
realizando una secuenciaciéon mas profunda; sin embargo, cuando sea factible, dar prioridad
a las muestras con alto contenido de células tumorales para el andlisis con NGS puede ser
una estrategia mds rentable.3” Como valor estandar, la mayoria de los paneles de NGS estén
diseniados para un contenido de células tumorales del 20 % o mas.

Estimacion de la carga mutacional tumoral

La carga mutacional tumoral (tumor mutational burden, TMB) ha surgido como un
biomarcador de respuesta a la inhibicién de puntos de control inmunitarios* y se puede
evaluar utilizando la misma prueba empleada para identificar alteraciones genéticas
susceptibles de responder al tratamiento. La TMB se define como el numero de mutaciones
somaticas por megabase de secuencia genémica interrogada, y la NGS permite la deteccion
paralela y sin sesgos de mutaciones somaticas en un gran numero de genes, lo que posibilita
la estimacion cuantitativa de la TMB en una muestra. Sin embargo, si el panel genético de
la NGS es demasiado pequefio, puede que la TMB no se estime de forma fiable.*® Ademas,
dado que el contenido de células tumorales puede afectar a la sensibilidad de deteccion de
mutaciones de la prueba NGS, la celularidad tumoral también se debe considerar como una
posible variable de confusién para la estimacién de la TMB.*!

Pruebas de panel disponibles comercialmente
Enla tabla 5-2 se muestran las pruebas de panel disponibles comercialmente actuales y de uso
comun. Los paneles individuales se caracterizan por los siguientes factores.
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Nucleétido diana (basado en ADN, en ARN o en ambos)

Debido aque el ADN es mas estable que el ARN, los paneles basados en ADN se han establecido
por delante de los paneles basados en ARN. Sin embargo, existen algunas limitaciones con
los paneles de ADN.#? El reordenamiento de genes particulares con intrones grandes y/o
repetitivos o deleciones, como NTRK, puede no detectarse con el analisis basado en ADN.
Por lo tanto, se pueden utilizar otros enfoques como los paneles hibridos de ADN/ARN o
las pruebas de panel secuenciales (secuenciacion de panel de ARN si se obtienen resultados
negativos en el panel de ADN).

Método de enriquecimiento (captura hibrida en comparacion con amplicones)

Los tejidos de biopsia pequefios o la necesidad de un TAT rapido se pueden beneficiar de
la secuenciacion por amplicones, mientras que el analisis gendmico integral mediante
secuenciacion por captura hibrida permite evaluar otras alteraciones para posibles
ensayos clinicos.

Cobertura genética

Seguin la naturaleza de un panel dirigido, la cobertura genética de los paneles no es idéntica,
incluso después de incorporar alteraciones importantes. Ademas, el rendimiento de la
deteccion de indel mas grandes, incluso con 12 pares de bases o mas, es diferente entre paneles
debido a la elecciéon de las herramientas bioinformaticas.

Entrada de ADN/ARN necesaria

Las pruebas individuales requieren diferentes entradas de ADN/ARN. Incluso utilizando
tejido del tamafo recomendado, los rendimientos del ADN/ARN extraido pueden diferir,
posiblemente relacionados con factores como la fijacion del tejido y el almacenamiento de
bloques y cortes sin tefir. En particular, las muestras descalcificadas, los tejidos fijados de
forma inadecuada y los bloques envejecidos (=5 afos) pueden tener rendimientos inferiores
en comparacion con las muestras FFPE estandar.

Conclusiéon

Este capitulo ha proporcionado una amplia descripcion general de las diversas tecnologias
disponibles actualmente para la deteccidn clinica de biomarcadores moleculares en el cancer
de pulmén, incluidas sus ventajas y desventajas y su capacidad para identificar diversas
variantes genéticas y cambios proteicos. Puesto que no existe una tinica tecnologia adecuada
para todos los biomarcadores y dados los rapidos avances en este campo, la comprension de
las tecnologias actuales y emergentes es esencial para ofrecer una atencién clinica dptima y
eficaz a los pacientes con cancer de pulmoén.
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Una perspectiva global de las
guias sobre pruebas moleculares

y sus practicas

Por Deepali Jain, Wendy A. Cooper, Lizza E. Hendriks, Fred R. Hirsch, Mehdi Karkouri,
Keith M. Kerr, Dongmei Lin, Ming-Sound Tsao y Yasushi Yatabe

En la ultima década y media, el manejo del cancer de pulmoén, especialmente del cancer de
pulmén no microcitico (CPNM), se ha orientado cada vez mas hacia la incorporacién de
terapias dirigidas.!? Las pruebas moleculares durante o después de los estudios diagnésticos
del cancer de pulmén se han convertido en una herramienta esencial para identificar
biomarcadores predictivos para la seleccién de pacientes para terapias personalizadas.>* La
mayoria de estos biomarcadores se detectan mediante técnicas moleculares modernas como
la reaccidn en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction, PCR) o métodos basados
en secuenciacion, que proporcionan resultados rapidos y precisos. Ademas, se recomienda
encarecidamente que las pruebas genéticas necesarias para apoyar el manejo de los pacientes
se realicen en laboratorios que cumplan los estandares nacionales y locales especificos (por
ejemplo, las normativas de las Enmiendas para la Mejora de los Laboratorios Clinicos en
Estados Unidos). Ademas, multiples pautas publicadas por diferentes grupos internacionales
(College of American Pathologists [CAP], Asociacion Internacional para el Estudio del Cancer
de Pulmoén [Internacional Association for the Study of Lung Cancer, IASLC], Association
for Molecular Pathology [AMP], American Society of Clinical Oncology [ASCO], Sociedad
Europea de Oncologia Médica [European Society for Medical Oncology, ESMO], National
Comprehensive Cancer Network [NCCN]) proporcionan recomendaciones detalladas para
la seleccién de pacientes con cancer de pulmén para pruebas y tratamiento, requisitos de
muestras y métodos y plataformas de pruebas moleculares.>>” El objetivo de este capitulo
es proporcionar una descripcion general de la implementacion de estas y otras guias sobre
pruebas moleculares para pacientes con cancer de pulmoén a nivel mundial.
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Desarrollo de guias y guias

En el pasado, la toma de decisiones clinicas dependia en gran medida de la experiencia y la
habilidad del médico responsable. Sin embargo, una vez que la medicina basada en la evidencia
(evidence-based medicine, EBM) fue propuesta por Guyatt en Canadd en 1991,% el concepto
se extendid a diversos campos clinicos junto con una creciente concientizacién social sobre
la necesidad de una atenciéon médica de calidad. Las guias de practica actuales se basan en
un informe del Instituto de Medicina (Institute of Medicine, IOM) del 2011, Clinical Practice
Guidelines We Can Trust,” que se deriva del concepto de EBM. Este informe proporciona la
definicion de una guia de practica, asi como de algunos métodos para el desarrollo de guias.
La valoracion, desarrollo y evaluacion de la clasificacion de las recomendaciones (Grading
of Recommendations Assessment, Development and Evaluation, GRADE) es el sistema mas
utilizado en el mundo.!? Las pautas para la toma de decisiones (GuideLines Into Decision
Support, GLIDES) es un sistema resultante de un proyecto contratado por la US Agency for
Healthcare Research and Quality (AHRQ) entre 2008 y 2013.!! Ambos sistemas determinan
el nivel de pruebas mediante revisiones sistematicas. Las recientes guias sobre pruebas
moleculares del CAP/IASLC/AMP se han elaborado utilizando este sistema.!?

CAP/IASLC/AMP, ASCO y NCCN

Ciertas guias, como las del panel de pruebas moleculares del CAP/IASLC/AMP, se han
centrado en la comunidad de laboratorios y facultan al patélogo y/o al especialista en
diagnoéstico molecular para dirigir el uso de pruebas moleculares que consumen muchos
recursos y garantizar una seleccion de pruebas adecuada a las terapias dirigidas disponibles.
La guia original del CAP/IASLC/AMP se publico en el 2013 y ha servido de modelo para los
esfuerzos nacionales e internacionales posteriores.!® La guia original y su actualizacién en el
2018 suscitaron el respaldo de la ASCO y sirven como referencias clave para las guias de la
NCCN.>%!4 Estos documentos divergen en sus recomendaciones de pruebas y tratamiento
como resultado de su cronologia en relacion con el rapido ritmo de aprobaciones de terapias
dirigidas en la ultima década. Las guias del CAP/TASLC/AMP se encuentran actualmente en
fase de revision y se espera una publicacion actualizada en el 2024.

Sociedad Europea de Oncologia Médica
La ESMO publica periédicamente guias para el manejo de pacientes con cancer de pulmon,
que incluyen recomendaciones sobre el analisis de una amplia gama de dianas para las que la
Agencia Europea de Medicamentos (European Medicines Agency, EMA) haaprobado terapias.”
La aprobacion de la EMA es permisiva pero no garantiza el acceso a los farmacos en cada
pais. Al menos en el contexto de los sistemas nacionales de salud publica, cada pais puede
aprobar los firmacos y, en un grado variable, facilitar las pruebas. Asi pues, el principal factor
determinante que impulsa las pruebas es la disponibilidad de terapias dirigidas pertinentes;
esto da lugar a innumerables guias nacionales o incluso regionales que reflejan la variacion
en la practica local. Las dianas recomendadas para las pruebas no son coherentes en todos
los paises; sin embargo, EGFR, ALK, ROSI y PD-L1 se recomiendan en todas las guias y
BRAF y NTRK en la mayoria, pero las pruebas de KRAS, MET, RET y ERBB2 (HER2) no
se abordan en muchas.!® La realizacién de las pruebas depende entonces del acceso a las
instalaciones de laboratorio y de los acuerdos para el reintegro de las pruebas.!> Aunque la
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Tabla 6-1. Resumen de las guias de Estados Unidos y Europa

Pacientes recién EGFR Cualquier método validado para cubrir mutaciones
diagnosticados en el exon 18-21 (preferiblemente NGS de ADN)
ALK NGS de ARN; IHQ * confirmacién molecular
(NGS, FISH)
ROST NGS de ARN; cribado con IHQ, esencial la
confirmaciéon molecular (NGS, FISH)
RET, MET, NTRK, ERBB2 Prueba con panel de NGS de ADN/ARN
ESMO del (HER2), KRAS, BRAF
2023 PD-L1 IHQ
T790M del EGFR, MET PCR/NGS/ISH
(seguin sea adecuado)
(cFADN/ADN tisular)
Pacientes EGFR (categoria 1) Perfil molecular amplio (NGS)©
con recidiva
que reciben
terapias
dirigidas

Abreviaturas: AMP = Association for Molecular Pathology; ASCO = American Society of Clinical Oncology; CAP = College of
American Pathologists; cfADN = ADN libre de células; ESMO = Sociedad Europea de Oncologia Médica; FISH = hibridacion
fluorescente in situ; IASLC = International Association for the Study of Lung Cancer; IHQ = inmunohistoquimica;

ISH = hibridacién in situ; NCCN = National Comprehensive Cancer Network; NGS = secuenciacién de nueva generacion;

PCR =reaccién en cadena de la polimerasa.

aSe prefieren los paneles de secuenciacién multiplexados a las pruebas de un solo gen. La ASCO respaldé estas guias
ademas de incluir la de la mutacién de BRAF.>

bGuias de la ESMO del 2023.7

“También se busca detectar biomarcadores emergentes como la amplificacion de alto nivel de MET y la mutacion ERBB2 (HER2).

secuenciacion de nueva generacion (next-generation sequencing, NGS) esta incluida como
recomendacion en las guias de la ESMO y en muchas guias nacionales, el acceso a la NGS esta
lejos de ser universal.!® Las iniciativas dentro de la Unién Europea estan dirigidas a abordar
esta disparidad. Segun las guias del 2023 de la ESMO sobre el CPNM metastasico adicto a
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oncogenes, los biomarcadores recomendados para las pruebas son EGFR, ALK, ROS1, BRAF,
RET, MET (omision del exon 14 asi como amplificacion), NTRK, mutacion ERBB2 (HER2),
mutacion de insercion en el exdn 20 del EGFR, y mutacién G12C del KRAS.” En la tabla 6-1
se ofrece un resumen de las guias estadounidenses y europeas.

Practicas de pruebas de biomarcadores especificas para cada region

La seleccién de biomarcadores varia segtin el pais en funcion de sus necesidades especificas
y la disponibilidad de recursos. Para muchos paises, la implementacion de estas practicas de
pruebas de biomarcadores para el cribado molecular con el fin de identificar biomarcadores
predictivos supone un desafio debido a las limitaciones operativas y logisticas.!>!”"18 Por
lo tanto, la mayoria de los paises siguen sus propias practicas de pruebas de biomarcadores
para el cribado molecular del cancer de pulmoén en su region, que no solo incluye paises
de ingresos bajos o medios, sino también algunas naciones desarrolladas. Cada pais tiene
sus propias limitaciones, que incluyen el costo de las pruebas moleculares, la disponibilidad
de infraestructura para las pruebas, el acceso a los conocimientos técnicos e interpretativos,
las politicas gubernamentales relativas al seguro médico y el reembolso, y los requisitos
para la aprobacion de las pruebas por parte de las autoridades locales. En algunos paises,
los tratamientos dirigidos no estan disponibles o son inaccesibles desde el punto de vista
financiero para los pacientes a pesar de la disponibilidad de la prueba molecular.!>!*20 La
figura 6-1 muestra las practicas de pruebas de biomarcadores en diferentes paises. Aunque en
la mayoria de los paises se realizan las pruebas de EGFR, ALK, ROSI1 y PD-L1, hay algunos
en los que se ofrece EGFR o solo EGFR y ALK. A continuacion, se ofrecen algunos ejemplos
especificos de cada pais.

Norteamérica

Estados Unidos

En Estados Unidos, las guias de la NCCN son de amplio uso para orientar las decisiones sobre
el tratamiento y como punto de referencia para los pagadores (principalmente aseguradoras
privadas).® Estas guias representan opiniones de expertos basadas en datos clinicos actuales
y estan muy influidas por las aprobaciones de farmacos por parte de autoridades reguladoras
(Administracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos [US Food and Drug
Administration, FDA]). Dado que las guias de la NCCN se pueden actualizar varias veces al
ano parareflejar las nuevas aprobaciones, tienden a reflejar el entorno de pruebas y tratamiento
mds actualizado. En cambio, las guias sistematicas, como las del CAP/IASLC/AMP, dependen
de una revisién rigurosa y prolongada de las pruebas publicadas y revisadas por expertos!?y,
por razones practicas, solo se actualizan cada ciertos afios.

A pesar del papel y el valor reconocidos de las guias disponibles, el cumplimiento de
sus recomendaciones sigue siendo subdptimo. Una encuesta basada en datos del mundo real
recopilados en consultas oncoldgicas comunitarias entre el 2018 y el 2020 mostrd que, aunque
al 91 % de los pacientes con CPNM metastasico no escamoso se les realizd al menos 1 anélisis
de un solo gen, solo al 49 % se le evaluaron 5 o mds genes terapéuticamente relevantes, y en
el 39 % solo se realizo NGS.?? El examen de bases de datos de atencion de salud amplias y de
gran alcance también revel6 disparidades raciales significativas en relacién con las pruebas
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de NGS entre los pacientes con CPNM en Estados Unidos, con aproximadamente un 55 % de
pacientes blancos que recibieron NGS en algin momento de su atenciéon en comparacién con
alrededor del 44 % de pacientes negros.2* En vista delos desafios reconocidos dela insuficiencia
de muestras y los prolongados tiempos de respuesta de las pruebas basadas en tejidos, el
analisis de ADN libre de células (cfADN) (biopsia liquida) ha ganado un importante arraigo
en la practica estadounidense. Aunque en Estados Unidos no existen guias sobre pruebas
especificas del cfADN, las guias actualizadas del CAP/IASLC/AMP reconocen su utilidad en
pacientes que carecen de tejido tumoral suficiente para realizar pruebas de biomarcadores,
o en aquellos que necesitan una caracterizacion molecular tras una recidiva en la terapia
dirigida.!? La IASLC publicé recomendaciones en el 2021,24 aunque basadas en la opinién de
expertos, no en una revision sistematica de la literatura. (Véase el capitulo 4).

Canadad

En Canadi, el sistema de atenciéon de salud estd financiado casi en su totalidad por el
gobierno, por lo que el alcance de las pruebas moleculares disponibles de forma rutinaria
para los pacientes con cancer viene determinado por las autoridades de atencion de salud.
Dado que los gobiernos provinciales tienen jurisdiccion sobre la atencidn de salud, el tipo y
el sistema de pruebas disponibles para los pacientes pueden variar de una provincia a otra.
Las pruebas se realizan principalmente en laboratorios de diagnéstico molecular, la mayoria
de los cuales estan establecidos dentro de los departamentos de medicina de laboratorio o
patologia de los principales hospitales. En general, la mayoria de las autoridades provinciales
encargadas de la atencion del cancer inician una deliberacion sobre la financiacion de las
pruebas de biomarcadores cuando se considera la financiacién publica de un nuevo farmaco
que ha sido aprobado por Health Canada. Entre las principales cuestiones que se tienen
en cuenta en dichas deliberaciones se incluyen la rentabilidad de la prueba y los métodos/
ensayos de prueba que se proponen, asi como su impacto en la prestacion de atencién al
paciente para los tipos de cdncer pertinentes.”>?8 Aunque la financiacién suele seguir las
guias aceptadas internacionalmente (por ejemplo, CAP/IASLC/AMP, ASCO, ESMO),
las publicaciones periddicas de consenso o revisién de grupos de lideres canadienses de
opinion clave en oncologia médica, patologia y patologia molecular pueden proporcionar
recomendaciones en el contexto canadiense.?’-*> En la actualidad, para el cdncer de pulmon,
se recomiendan pruebas moleculares para todas las alteraciones susceptibles de responder al
tratamiento, incluidas las mutaciones T790M del EGFR, ALK, ROSI, BRAF V600F, NTRK,
KRAS G12C y EGFR en pacientes con CPNM mutante para EGFR que hayan presentado
progresién con inhibidores de la quinasa de EGFR de primera y/o segunda generacién.> Se
incluiran nuevos marcadores a medida que se aprueben en Canada los farmacos dirigidos
correspondientes. También se recomienda realizar pruebas para detectar la mutaciéon T790M
del EGFR circulante en muestras de plasma (biopsia liquida) como método alternativo
(preferido) o complementario. Aunque la elecciéon del método de prueba la determina el
laboratorio, con base en aportaciones multidisciplinarias, se exige a los laboratorios que sigan
las guias aceptables para validar las pruebas individuales antes de su implementacion clinica.
Esto es crucial, ya que, a diferencia de lo que ocurre en Estados Unidos, Health Canada suele
asociar las aprobaciones de farmacos especificos a una “prueba validada’, en lugar de a una
prueba diagndstica especifica con fines terapéuticos. Este enfoque ha impulsado la realizacién
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de varios estudios multicéntricos canadienses para optimizar y estandarizar las pruebas de
biomarcadores pulmonares, como las de EGFR, ALK, ROSI y PD-L1.%6-3

Europa

Seglin una encuesta realizada en el 2019,%’ los médicos europeos conocen las guias (inter)
nacionales sobre las pruebas de biomarcadores del CPNM. Los criterios de seleccion para
las pruebas son similares en todos los paises: PD-L1 para todos los pacientes con CPNM
metastasico y pruebas moleculares para factores oncogénicos en aquellos con CPNM no
escamoso o histologia de células escamosas, pero sin antecedentes de tabaquismo. La situacion
de las pruebas moleculares en Europa es muy heterogénea. En aproximadamente dos tercios
de los paises europeos, las “pruebas reflejas” (dirigidas por los patélogos) son habituales; en
los demas, las pruebas se realizan por encargo. Las pruebas se suelen realizar de forma interna
o en un laboratorio regional. En alrededor de tres cuartas partes de los paises, la NGS es una
préctica habitual; en los demas, se utiliza la PCR en tiempo real.!>4?

Los paises europeos tienen una gran diversidad de sistemas de atencién y economias
en materia de salud, que repercuten en la realizacién de perfiles moleculares tumorales.1>42
En todos los paises se dispone de pruebas de EGFR, ALK y PD-L1, pero la practica del
reembolso varia entre la cobertura total por parte del seguro médico nacional o privado o
la financiacion por parte de las compariias farmacéuticas, hasta la ausencia de financiacion o
incluso la ausencia de pruebas para determinados biomarcadores.*’ En paises como Francia,
existen programas estructurados apoyados por el gobierno para lograr pruebas moleculares
sistemadticas centralizadas en un niimero limitado de centros.*3

Aunque existe concientizacion sobre los criterios de las pruebas, no todos los pacientes
tienen acceso a ellas, e incluso en los paises con acceso, no todos los tumores que cumplen los
criterios de las pruebas se someten a ellas, aunque las tasas de realizacion de pruebas estan
aumentando con el tiempo.'>#447 Es importante destacar que el conocimiento por parte de
los pacientes de los resultados de sus pruebas de biomarcadores parece escaso, ya que en una
encuesta europea, el 23 % de los pacientes que sabian que sus tumores se habian sometido a
pruebas desconocian los resultados.*

Region Asia-Pacifico

La region de Asia-Pacifico es muy diversa e incluye paises como Japén, donde se reembolsan
las pruebas de NGS, asi como otros paises como Indonesia, donde el acceso a la atencion
oncolégica es suboptimo. En Asia se hace menos hincapié en las pruebas diagndsticas con
fines terapéuticos, y el costo y el reembolso de la NGS dependen en gran medida de cada pais.
Muchos adoptan un enfoque pragmatico en el que las pruebas de biomarcadores se basan en
el acceso a terapias novedosas, teniendo en cuenta que las aprobaciones locales de farmacos a
menudo pueden retrasarse hasta 2 aflos con respecto a las aprobaciones de la FDA/EMA. Este
es el caso incluso en Hong Kong, Taiwan y Singapur.

Australia

En Australia, las pruebas para las alteraciones del EGFR, ALK, ROS1 y MET, asi como la
inmunohistoquimica (IHQ) del PD-L1, se realizan de forma rutinaria y estan financiadas
por el gobierno. Aunque en los centros mas grandes se realizan pruebas de panel NGS, no
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estan disponibles en todo el mundo. En el caso del ALK y ROSI, se realiza un cribado THQ
y actualmente se requiere la confirmacién de un reordenamiento mediante una prueba de
hibridacion fluorescente in situ (fluorescence in situ hybridization, FISH) para acceder a los
agentes dirigidos. Las pruebas para fusiones menos comunes, como RET y NTRKI-3, estan
menos disponibles. En la actualidad, las pruebas moleculares mediante biopsias liquidas se
realizan con poca frecuencia en Australia y no estdn financiadas por el gobierno.*’

China

Las dianas terapéuticas aprobadas en China continental incluyen mutaciones de EGFR y
BRAF, fusiones de ALK, ROS1, RET y NTRK, y mutaciones de omision del exén 14 de MET.
Por lo tanto, las guias chinas recomiendan que se analicen los genes anteriores. Los fairmacos
dirigidos contra la mutacién de los genes KRAS y ERBB2 (HER2), la amplificacién genética
de MET'y otros genes se encuentran atn en fase de ensayo clinico, por lo que se recomiendan
estas dianas como componentes de las pruebas ampliadas.>*>!

Los métodos basados en PCR y la NGS son los métodos de prueba recomendados para las
mutaciones, mientras que las fusiones genéticas se detectan mediante FISH, reaccién en cadena
de la polimerasa (polymerase chain reaction, PCR) del sistema de mutacion alelo-refractario
(allele-refractory mutation system, ARMS), NGS (basada en ARN) e IHQ. La IHQ de ALK
(D5F3) se recomienda como prueba diagnostica con fines terapéuticos, mientras que la IHQ
de ROS1 y del receptor de tirosina quinasa neurotrépico (NTRK/pan-TRK) se recomiendan
como pruebas de cribado.’*>>% Las pruebas moleculares se realizan de forma rutinaria en
muestras quirurgicas de CPNM con histologia no escamosa en estadio IB o superior. Para el
CPNM avanzado, se prefieren las biopsias tisulares. También se puede considerar la biopsia
liquida si no se dispone de muestras tisulares. Ademas, la deteccion del PD-L1 es igualmente
importante y se deberfa realizar al mismo tiempo.>*>°

India
Las guias indias recomiendan pruebas secuenciales o simultianeas segun el criterio del
oncélogo.*® En la actualidad, la mayoria de las terapias para nuevas dianas genéticas (BRAF,
MET, RET, HER2, KRAS) no estan disponibles en la India. Por lo tanto, estos genes no se
incluyen en las pruebas moleculares de rutina en todos los pacientes con CPNM avanzado,
pero se pueden analizar en pacientes que presentan progresion o desarrollan resistencia a
la terapia de primera linea. Los paneles de expertos recomiendan los genes EGFR, ALK, y
ROS1, asi como la proteina PD-L1, como biomarcadores de primera linea para las pruebas
moleculares.>®

Dependiendo del criterio del oncélogo y de los medios econémicos del paciente, se
aconsejan tanto las pruebas de un solo gen como la NGS. La ARMS-PCR, la PCR digital y
la NGS son los métodos preferidos para las pruebas de la mutacién del EGFR en el CPNM.
Se recomienda la IHQ para el reordenamiento de ALK y la expresién del PD-L1, mientras
que el cribado del reordenamiento de ROSI se realiza mediante IHQ seguida de FISH para
su confirmacion.

Debido a la disponibilidad limitada del osimertinib en los entornos de primera linea, los
pacientes suelen someterse a la prueba de la mutacion T790M del EGFR en la biopsia liquida
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en el momento de la recidiva. Sin embargo, se les aconseja someterse a una biopsia tumoral si
los resultados de la biopsia liquida son negativos.

Japon

Las pruebas de biomarcadores en Japon estan reguladas por la politica de atencion de salud
del gobierno, y la mayoria de las pruebas predictivas de biomarcadores estan cubiertas por
el seguro médico. Los pacientes con cancer de pulmén avanzado suelen ser examinados con
pruebas multiplex focalizadas tras el diagndstico, y la prueba de perfil genémico integral se
aplica en algunos pacientes que presentan progresion tras la terapia estdéndar.’”->® En cuanto
a las guias de tratamiento, la Japanese Lung Cancer Society (JLCS) publica guias para el
tratamiento del cancer de pulmon que se elaboran mediante el sistema GRADE y se actualizan
cada ano; en la literatura internacional se ha informado de un resumen parcial.59 En cuanto
a los biomarcadores predictivos individuales, el comité de biomarcadores de la JLCS facilita
la implementacion adecuada de las pruebas moleculares con orientacién para EGFR, ALK,
ROS1, BRAF, MET, KRAS y las pruebas multiplex. Las orientaciones para ALK,?® MET.0! y
las pruebas multiplex®® estan disponibles en inglés.

Africay oriente medio

Las pruebas de biomarcadores para pacientes con CPNM en Africa y Oriente Medio
son heterogéneas, ya que la region incluye paises de ingresos altos y de ingresos bajos a
medios. A diferencia de lo que ocurre en los paises de ingresos altos de Oriente Medio, la
disponibilidad de pruebas de biomarcadores de cancer de pulmén es muy limitada en los
paises subsaharianos.>%® La experiencia local en pruebas también es escasa. Puede que ni
siquiera existan centros de pruebas en el pais o que estén situados en un lugar céntrico, lo
que da lugar a tiempos de respuesta prolongados. Varios paises recurren a la subcontratacion
de laboratorios europeos para las pruebas moleculares. En la mayoria de los casos, el
paciente corre con el costo de la prueba. En paises como Sudafrica, el acceso a las pruebas de
biomarcadores y a las terapias dirigidas viene dictado en parte por el acceso del paciente a los
servicios de atencién de salud del sector privado en comparacién con los del sector ptiblico.®*
Esto se aplica también a las herramientas de diagnodstico, ya que las pruebas de laboratorio de
histopatologia pueden no estar disponibles en todo el pais, y las técnicas rutinarias en otros
entornos, como la inmunohistoquimica, pueden ser dificiles de encontrar.® Esto significa
que, en determinados paises, ni siquiera se dispone de una tipificacién histologica basica
del CPNM mediante inmunohistoquimica, por no hablar de las pruebas moleculares.'’
Ademas, el acceso a las terapias dirigidas es muy limitado y el costo de la terapia no suele estar
cubierto por la mayoria de los sistemas de salud publica. Esta importante brecha se traduce
en un retraso en la atencion del CPNM vy obstaculiza los esfuerzos por proporcionar la mejor
atencion posible a estos pacientes.

Conclusion

Laimplementacion global de las guias estandar para las pruebas de biomarcadores en el cancer
de pulmoén depende de factores locales y regionales especificos de cada pais que incluyen
la disponibilidad de recursos e infraestructuras, la asequibilidad, las politicas de reembolso
por parte del gobierno o de entidades privadas, el acceso a las pruebas y los mecanismos de
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aprobacion de farmacos. Aunque las recomendaciones sobre las pruebas especificas no son
coherentes en todos los paises, las pruebas para EGFR, ALK, ROS1,y PD-L1 estan ampliamente
implementadas. Con el aumento de la disponibilidad de nuevas terapias dirigidas, prevemos
que esta lista se amplie, lo que requerira un cambio hacia las pruebas multiplexadas.
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Estructura y funcion de los genes
Elreceptordelfactordecrecimientoepidérmico (epidermal growthfactorreceptor, EGFR/ErbB1),
con ErbB2 (HER2), ErbB3 (HER3) y ErbB4 (HER4), es un miembro de la familia de receptores
ERBB. Estos miembros de la familia de receptores sefializan como homo y heterodimeros tras
la unién del ligando, con la excepcion de HER2, que participa en la dimerizacién en ausencia
de un ligando conocido.! La proteina EGFR es un receptor transmembrana tirosina quinasa que
comprende un dominio extracelular (extracellular domain, ECD), un dominio transmembrana
(transmembrane domain, TMD), un dominio yuxtamembrana (juxtamembrane domain,
JMD), un dominio tirosina quinasa (tyrosine kinase domain, TKD) y un extremo C-terminal.?
Tras la unidn a los distintos ligandos, incluidos el factor de crecimiento epidérmico
(epidermal growth factor, EGF), el factor de crecimiento transformante a (transforming growth
factor a, TGFa), la anfiregulina (amphiregulin, AREG), etc.,? los cambios conformacionales en el
ECD permiten la dimerizacion del receptor.? Esta dimerizacién induce la interaccién asimétrica
entre los l16bulos C y N de los TKD, lo que da lugar a la autofosforilacién del sitio receptor
tirosina quinasa y de los sitios de fosforilacién en el extremo C-terminal. Se ha demostrado
que el JMD estabiliza esta interaccion a través de un mecanismo de enganche yuxtamembrana
(figura 7-1).%> Dentro del TKD, esta fosforilacién induce cambios conformacionales en
el posicionamiento de la hélice aC y, en consecuencia, en el posicionamiento del bucle de
activacion, que adopta una conformacién abierta permisiva para la unién de sustratos.® Dentro
del extremo C-terminal, los sitios de acoplamiento fosforilados unen mediadores adicionales de
la sefializacion descendente. La activacion del EGFR conduce en tltima instancia a la activacion
de multiples vias de sefalizacién descendentes, incluidas las vias de la proteina quinasa
activada por mitégeno (mitogen-activated protein kinase, MAPK), la fosfoinositol 3-quinasa
(phosphoinositide 3-kinase, PI3K)/AKT y la quinasa Janus (Janus kinase, JAK)/transductores
de sefiales y activadores de la transcripcion (signal transducers and activators of transcription,
STAT), que promueven el crecimiento y la supervivencia celular.”
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Figura 7-1. Estructura de la proteina EGFR en las conformaciones inactiva y activa. La union del ligando EGF
induce cambios conformacionales que permiten la dimerizacion proteica. La interaccion entre los dominios
tirosina quinasa permite la activacion catalitica de la quinasa asi como el acoplamiento de mediadores de la
sefnalizacion descendente en el extremo C-terminal. Abreviaturas: EGF = factor de crecimiento epidérmico;
C =lébulo C; JMD = dominio yuxtamembrana; N = [6bulo N; TMD = dominio transmembrana. (Adaptado de
Jura etal®)

Caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e histologicas

La incidencia global de las mutaciones del EGFR varia, oscilando aproximadamente entre el
12 % de los adenocarcinomas de pulmén en poblaciones europeas, el 15 % en Norteamérica
y el 49 % en poblaciones asiaticas.® La prevalencia es mayor en las mujeres, en las personas
sin antecedentes de consumo de tabaco y en los pacientes més jovenes.” Las pruebas siguen
siendo importantes en todos los pacientes con adenocarcinoma, ya que las mutaciones
activadoras del EGFR son detectables en todas las poblaciones de pacientes con cancer de
pulmon. Por ejemplo, en una serie de casos, mientras que en el 52 % de los pacientes sin
antecedentes de consumo de tabaco se detectaron mutaciones activadoras del EGFR, las
mutaciones del EGFR estuvieron presentes ademas en el 21 % de los que habian consumido
tabaco anteriormente y en el 6 % de los que seguian consumiendo tabaco.!? Del mismo modo,
aunque las mutaciones del EGFR son poco frecuentes en el cancer de pulmén no microcitico
(CPNM) con histologia escamosa, siguen detectindose con baja prevalencia, sobre todo en
aquellos con otras caracteristicas demograficas clasicas (por ejemplo, personas que nunca han
fumado) o con histologia adenoescamosa mixta.!!

Por el momento, la epidemiologia molecular de las mutaciones del EGFR se debe
interpretar con mucha cautela, ya que las frecuencias dependen de las diferentes estrategias de
prueba, que deben tener en cuenta la heterogeneidad geografica de las mutaciones del EGFR.
Por ejemplo, el uso de la reacciéon en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction,
PCR) en tiempo real podria ser un enfoque sensato en zonas de alta incidencia, aunque se
pasen por alto algunas mutaciones poco comunes y compuestas.'? Por el contrario, el uso de
la secuenciacion de nueva generacién (next-generation sequencing, NGS) podria cambiar

nuestra comprensién de la frecuencia de las mutaciones poco comunes.!?
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Tabla 7-1. Métodos para la deteccién de mutaciones del EGFR

Anotacion
precisa Frecuencia

Sensibilidad | Sensibilidad | de las de alelos ADN de Tiempo de
Técnica analitica diagnéstica | variantes informada | entrada| Costo respuesta

PCRy Mas baja Excelente i Alto Mas bajo 3-4 dias

secuenciaciéon

directa

PCRy Variable Intermedia A veces No Alto Bajo 3-4 dias

pirosecuenciacién

PCRen Alta Intermedia A veces No Bajo Bajo De horas a

tiempo real 1-2 dias

PCR digital Mas alta Baja Si No Mas Bajo De horas a
bajo 1-2 dias

Dirigida por Variable (alta) Variable Si Si Bajo Intermedio  Entre 1-2y

NGS y basada (alta) 10 dias

en amplicon

Captura de Variable (alta) Variable Si Si Alto Intermedio  15-20 dias

hibridacién (alta)

dirigida por NGS

NGS-exoma Variable Excelente Si Si Alto Alto Semanas

completo

NGS-genoma Variable Excelente Si Si Alto Mas alto Semanas

completo

Abreviaturas: NGS = secuenciacion de nueva generacion; PCR = reaccion en cadena de la polimerasa.
Adaptado de Pao et al'4; Pennell et al.'®

Estrategias de prueba
Todas las personas implicadas en las pruebas de biomarcadores del cancer de pulmon deben
conocer las métricas de rendimiento de las diferentes técnicas que se utilizan habitualmente
para identificar las mutaciones del EGER (tabla 7-1).1%!5 En la siguiente seccién se analiza
cada uno de los tipos de pruebas disponibles para detectar las mutaciones del EGFR. La
secuenciacion directa (o de Sanger) y los métodos de PCR rapida se utilizaron principalmente
cuando se descubrieron las mutaciones del EGFR.'®!7 En las ultimas 2 décadas, al principio
se desarrollaron pruebas comerciales de PCR en tiempo real, seguidas de la aplicacion clinica
de paneles de NGS.18-20 En consecuencia, esas son las 2 técnicas mas utilizadas para detectar
mutaciones del EGFR, y existen varias pruebas de PCR en tiempo real y paneles de NGS
aprobados por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (US
Food and Drug Administration, FDA). La mayoria de las guias nacionales e internacionales
recomiendan la realizacién de pruebas de biomarcadores integrales, por lo que cada vez se
adoptan mds las pruebas del EGFR basadas en NGS.21:%2

La sensibilidad analitica (a menudo denominada simplemente sensibilidad) es el limite
de deteccidn, el porcentaje mas pequeio de células tumorales que se puede detectar en una
muestra determinada. La sensibilidad diagndstica esta relacionada con la exhaustividad de
la prueba o con el porcentaje de todas las mutaciones descritas para el gen detectables por la
prueba dada.!® En esta linea, algunas de estas pruebas no pueden discriminar entre variantes
(es decir, los resultados se presentan como “mutacién detectada” vs. “mutaciéon no detectada”
0 “delecion del exdn 19, no especificada”), y solo los paneles de NGS ofrecen una estimacion
fiable de la fraccion de alelos. Las tasas de éxito suelen estar relacionadas con la cantidad de
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ADN presente en la muestra, ya que los paneles de NGS de captura de hibridacién requieren
mucho mas ADN de entrada que las pruebas NGS basadas en amplicones o la PCR en tiempo
real. Por ultimo, cabe destacar que los kits de PCR en tiempo real ultrarrapidos o incluso los
flujos de trabajo de NGS totalmente automatizados, con un tiempo manual minimo, pueden

proporcionar resultados en 1 o 2 dfas.?3-2°

Tipo de alteraciones del EGFR e implicaciones clinicas
Para comprender mejor las estrategias de analisis y las implicaciones clinicas de las mutaciones
del EGFR en pacientes con CPNM, resulta ttil dividirlas en las 5 categorias siguientes.

1. Mutaciones comunes
Las mutaciones activadoras del EGFR mas comunes son las deleciones dentro del marco de
lectura del exdén 19 (residuos de aminoacidos 747-750) y las mutaciones puntuales L858R
del ex6n 21, que representan entre el 80 % y el 85 % de todas las mutaciones del EGFR.!
Los pacientes con CPNM que presentan estas mutaciones responden bien a los inhibidores
de la tirosina quinasa (tyrosine kinase inhibitors, TKI) del EGFR, y los TKI del EGFR son el
estandar de atencion actual en el tratamiento de primera linea de la enfermedad avanzada/
metastasica. Los TKI del EGFR de primera generacion, incluidos el gefitinib y el erlotinib, asi
como los TKI del EGFR de segunda generacién, como el afatinib o el dacomitinib, mostraron
una supervivencia libre de progresién (SLP) estadisticamente mads larga y significativa en
comparacién con la quimioterapia basada en platino en el entorno de primera linea.?®-3* En
un ensayo de fase 2, se informé una SLP mas larga con el afatinib en comparacién con el
gefitinib, pero sin diferencias en la tasa de supervivencia global (SG).>!*> Del mismo modo,
en un ensayo de fase 3, con el dacomitinib, otro TKI del EGFR de segunda generacion, se
informé una mejora significativa de la SLP pero no de la SG (valor de p requerido 0,025,
valor de p alcanzado 0,04) en comparacién con el gefitinib. Sin embargo, a diferencia del
ensayo con afatinib, en el ensayo con dacomitinib no se permitieron pacientes con metastasis
cerebrales.>*3> Aunque con los TKI del EGFR de segunda generacion se informaron mejores
resultados, estos TKI del EGFR se asocian a una mayor incidencia de toxicidades, como
erupciones cutaneas y diarrea, en comparacién con el gefitinib.3-33

El osimertinib, un TKI del EGFR de tercera generacion, se desarroll6 inicialmente para
pacientes con mutacion T790M resistente adquirida tras un fracaso con un TKI del EGFR
previo de primera o segunda generacion en el estudio de fase 1 AURA y en el estudio de fase 3
AURA3.%6-38 Con la alentadora eficacia en la cohorte de pacientes sin tratamiento previo en el
estudio AURA,* se evalué el uso del osimertinib en el entorno de primera linea en el estudio
FLAURA. En este estudio, los pacientes sin tratamiento previo con delecién del exon 19 del
EGFR avanzada/metastdsica y mutacion L858R del exén 21 fueron asignados aleatoriamente a
recibir tratamiento con osimertinib en comparacion con erlotinib o gefitinib. El estudio mostré
que el osimertinib mejoro significativamente la SLP, el criterio de valoracién principal, y el
andlisis de seguimiento de la SG también mostré los beneficios del osimertinib.*%4! Ademds, el
osimertinib mostr6 una mejor actividad en el sistema nervioso central (SNC) en comparacién
con los TKI del EGFR de primera generacién.*? En la actualidad, el osimertinib es la opcién de
tratamiento de primera linea preferida de la enfermedad avanzada/metastasica. Sin embargo,
los TKI del EGFR de tercera generaciéon aumolertinib,** furmonertinib,* y lazertinib,*> ya
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han informado de tasas de SLP mas prolongadas que las obtenidas con el gefitinib en entornos
de primera linea en pacientes con CPNM avanzado con mutacion del EGFR. Ademas, en el
entorno de primera linea, el ensayo MARIPOSA (NCT04487080) evalta la combinacion de
lazertinib mas amivantamab (un anticuerpo monoclonal biespecifico EGFR-MET); el ensayo
FLAURA2 (NCT04035486) evalta el beneficio de afiadir quimioterapia basada en platino al
osimertinib; y el estudio ECOG-ACRIN 5182 de fase 3 (NCT04181060) evalua el osimertinib
con o sin bevacizumab. Recientemente, un ensayo clinico adyuvante con osimertinib mostrd
una marcada mejora de la supervivencia libre de enfermedad en comparacién con el placebo
en pacientes con CPNM resecado quirurgicamente en estadios IB a IIIA con enfermedad
positiva a la mutacién del EGFR.4

2. Mutaciones poco frecuentes (o atipicas)
Las mutaciones poco frecuentes o atipicas incluyen todas las mutaciones, excepto las
deleciones del exdn 19, las mutaciones L858R y T790M. Las identificadas con mas frecuencia
son la G719X en el exén 18 (0,9 %-4,8 % de todas las mutaciones del EGFR), la L861X
en el exén 21 (0,5 %-3,5% de todas las mutaciones del EGFR) y la S768I en el exdén 20
(0,5 %-2,5 % de todas las mutaciones del EGFR).*” Son poco frecuentes y no se incluyen en
algunos paneles mas limitados, por lo que puede ser necesaria la NGS para identificarlas; es
importante buscar estas mutaciones poco frecuentes porque pueden ser sensibles a los TKI
del EGFR. Estas mutaciones atipicas del EGFR muestran una respuesta clinica al gefitinib o al
erlotinib; sin embargo, la tasa de respuesta global (TRG) y la tasa de SLP son inferiores a las
de las mutaciones comunes del EGFR.#%%° El afatinib mostré actividad para las mutaciones
G719X, L861Qy S7681 y recibid la aprobacién de la FDA.>%>! El osimertinib también mostrd
actividad clinicamente significativa para mutaciones poco frecuentes en un estudio de fase 2
de un solo grupo,” asi como en un estudio retrospectivo de la vida real.”>

Entre las alteraciones menos comunes del EGFR que pueden tener implicaciones clinicas
se encuentran las duplicaciones del dominio quinasa (kinase domain duplications, KDD) y
las fusiones oncogénicas del EGFR. Los pacientes con KDD del EGFR mostraron respuesta
clinica a los TKI del EGFR con distintas duraciones de respuesta.®*>® Las KDD son una
alteracion genomica activadora poco frecuente que se encuentra en todos los miembros de
la familia ERBB. Las KDD del EGFR son el resultado de la duplicacién en tdindem dentro del
marco de lectura del TKD del EGFR (exones 18-25). Ocurren hasta en el 1,4 % de los casos
de CPNM vy se encuentran ademas en otros tumores solidos, mas comunmente en el glioma
y las neoplasias malignas gastrointestinales (GI). Las KDD del EGFR producen una proteina
que forma dimeros intramoleculares de TKD constitutivamente activos sin necesidad de
la unién del ligando del EGE>7 Las fusiones oncogénicas del EGER son otra alteracién del
factor oncogénico poco frecuente de la que se informa en entre el 0,5 % y el 0,13 % de los
casos de CPNM con diversas fusiones asociadas del EGFR, siendo la mas comun la fusién
EGFR-RAD51.%8 Estas fusiones son capaces de impulsar la dimerizacién y la sefializacién
oncogénica y pueden influir en la degradacion de la proteina EGFR.>® Varias series de casos
han demostrado la actividad de la terapia con TKI del EGFR contra las fusiones EGFR
activadoras.>®60

Histéricamente, la amplificacion y la sobreexpresion del EGFR se han evaluado como
biomarcadores de respuesta a las terapias dirigidas al EGFR. Aunque la sobreexpresion del
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Figura 7-2. Mecanismo de resistencia adquirida al osimertinib

EGFR no ha ofrecido un biomarcador fiable para la actividad de las terapias con TKI del
EGFR,%! la adquisicion de amplificacién o sobreexpresion del EGFR en la resistencia adquirida
(RA) ala terapia con TKI del EGFR para el manejo de las mutaciones conductoras del EGFR
clasicamente susceptibles a una intervencién preventiva sigue siendo un area de investigacion
clinica activa.6263

3. Insercion en el exon 20 del EGFR

Las inserciones en el exon 20 del EGFR son el mayor subconjunto de mutaciones atipicas
(0,8 %-4,2 % de todas las mutaciones del EGFR)!'?!347 que actualmente son susceptibles a
una intervencién preventiva pero muy heterogéneas, desde un punto de vista bioldgico y
clinico, por lo que se requiere NGS para detectar toda la gama de inserciones en el exén 20
y proporcionar una anotacion precisa de la variante.?! Los pacientes con insercién en el
ex6n 20 del EGFR no responden bien a los TKI convencionales del EGFR, excepto quiza el
subtipo FQEA.>%6* El poziotinib es un TKI del EGFR irreversible y mostré actividad clinica
en pacientes con insercion en el exén 20 del EGFR, pero la elevada tasa de toxicidades, como
erupciones cutdneas y diarrea, dio lugar a frecuentes interrupciones y disminuciones de la
dosis que provocaron una SLP de duracién relativamente corta.®>% Recientemente, en el
CPNM refractario al platino, un nuevo TKI del EGFR, el mobocertinib®’ y el amivantamab®®,
mostraron una mejor TRO y SLP en comparacién con el control histérico. Por lo tanto, la
FDA ha concedido la aprobacién condicional al mobocertinib y amivantamab para pacientes
con CPNM metastasico y mutaciones de insercion en el exén 20 del EGFR, cuya enfermedad
presentd progresion con o después de la quimioterapia basada en platino. Otros farmacos,
como el sunvozertinib, el CLN081 y el furmonertinib, se estan probando en esta poblacion

con resultados iniciales prometedores.5%7!

4. Mutaciones compuestas

Las mutaciones compuestas también se han denominado dobles, complejas o miultiples, ya
que por definicion se trata de multiples mutaciones independientes del EGFR en la misma
muestra, y representan entre el 4 % y el 26 % de todas las mutaciones del EGFR. Se puede
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encontrar cualquier tipo de combinacion: 2 frecuentes (10 %-20 %), frecuente y poco
frecuente (30 %-50 %), 2 poco frecuentes (25 %-40 %), y también la presencia de una
mutacién frecuente o poco frecuente con una mutacién T790M de novo (10 %-50 %).”>

5. Mutaciones de resistencia

En los pacientes con cancer de pulmén con mutaciéon del EGFR tratados inicialmente con
TKI del EGFR de primera y segunda generacion, entre el 50 % y el 60 % de los casos pueden
desarrollar la mutacién T790M de RA del EGFR en el exén 20 que confiere sensibilidad a la
eficacia del osimertinib en este entorno.*’

Para los pacientes tratados inicialmente con osimertinib en el entorno de primera linea,
los mecanismos de RA al osimertinib son heterogéneos y complejos 7* y se pueden dividir
en 3 categorias principales (figura7-2): resistencia en la diana (10 %-20 %), resistencia
fuera de la diana a través de la activacion de vias oncogénicas de derivacion (30 %-60 %), y
transformacion histoldégica (5 %-15 %). La caracterizacion de estos mecanismos puede revelar
conocimientos susceptibles a una intervencién preventiva para seleccionar tratamientos
posteriores o reclutar a pacientes en ensayos clinicos. Por lo tanto, se recomienda volver a
realizar una biopsia (liquida, tisular o ambas) cuando haya progresién de la enfermedad.?!
Cabe destacar que la biopsia liquida no captara la transformacion histolégica como mecanismo
de RA. Sin embargo, en hasta la mitad de los pacientes, los mecanismos de RA al osimertinib
siguen siendo desconocidos, y podrian estar relacionados con concentraciones plasmaticas
sub6ptimas de TKI.”* En una reciente cohorte prospectiva de fase 2 (estudio ELIOS), solo el
39 % de los pacientes tuvieron biopsias tisulares pareadas en el momento de la progresién con
el osimertinib. En este estudio, se inform¢ de resistencias en la diana en el 15 % de los casos, y
se produjo un mecanismo de derivacion en el 17 % de los casos. Estos datos ponen de relieve
los desafios que plantea la obtencion de biopsias tisulares tras la progresion y la necesidad de
métodos de prueba no invasivos més integrales.”>

Resistencia en la diana luego del osimertinib

El osimertinib bloquea selectivamente el EGFR mutado uniéndose de forma irreversible a
su residuo C797 en el exdn 20. Las mutaciones en este punto son los mecanismos de RA
dependientes del EGFR mas comunes, normalmente una sustitucion a serina, que da lugar a
la mutacién C7978S. La incidencia de C797X en el entorno clinico difiere en funcién de la linea
de tratamiento de osimertinib (7 % en primera linea y 15 %-22 % en segunda linea).”®78 En
los entornos de segunda linea, para superar el CPNM resistente al osimertinib con mutacién
T790M positiva y C797X adquirida en los casos cis (el mismo alelo, en el 66 % de los casos), se
han desarrollado TKI del EGFR de cuarta generacion, como EAI045, JBJ-04-1252, BBT-176
y BLU-945, con los que se ha informado actividad preclinica.”-8! En el estudio de fase 1
SYMPHONY (NCT04862780), con el BLU-945 mas osimertinib se ha informado de una
actividad clinica dependiente de la dosis en 11 pacientes con CPNM positivo para EGFR/
T790M/C797S y resistente al osimertinib. Del mismo modo, en el entorno de segunda linea
para aquellos pacientes con mutaciéon C797X adquirida y mutacién T790M en casos trans
(alelo diferente, 34 % de los casos), los datos preclinicos y algunos informes de casos apoyan
la combinacién de TKI del EGFR de primera o segunda generacion més osimertinib.”82
Por ualtimo, el uso de TKI del EGFR de primera o segunda generacion tras el fracaso del
osimertinib en el entorno de primera linea en tumores con mutacién C797X en ausencia de
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mutacién T790M coexistente podria ser una opcién.” En este entorno, los modelos preclinicos
sugieren que el OBX02-011 y el BLU-701 pueden ser un nuevo TKI del EGFR prometedor
para superar la resistencia mediada por C797S en el CPNM.# De hecho, se ha informado de
que el BLU-701 es un farmaco que penetra al cerebro (Kp,,, >0,9).83 Sin embargo, las pruebas
clinicas de todas las estrategias anteriores siguen siendo limitadas, y la quimioterapia basada
en platino con o sin inhibidores de puntos de control inmunitarios y bevacizumab son una
opcién de tratamiento estdndar de segunda linea.83%* No obstante, el papel de la quimioterapia
mas inmunoterapia en este entorno sigue siendo controvertido tras los resultados del ensayo
CheckMate 722, que no informaron de la SLP y la SG con esta estrategia en comparacion
con la quimioterapia por si sola.8® Recientemente, los agentes fairmaco inmunoconjugados
(antibody-drug conjugated, ADC), como el patritumab deruxtecxan anti-HER3% y el
antiantigeno 2 de la superficie celular del trofoblasto (TROP2), datopotamab deruxtecan,3®
demostraron actividad clinica abarcando mecanismos de resistencia a los TKI del EGFR
conocidos y desconocidos, lo que sugiere que estos farmacos son posibles estrategias de
tratamiento agnostico cuando los enfoques basados en biomarcadores no son factibles o en
ausencia de un mecanismo especifico de RA.

Resistencia fuera de la diana

La amplificacion del MET es el mecanismo fuera de la diana mas comun de RA al osimertinib
(15 % y 20 % en osimertinib de primera y segunda linea, respectivamente, ambos detectados
en biopsias liquidas, lo que podria subestimar la incidencia real).”®”” Cabe destacar que las
diferentes herramientas de diagndstico y las definiciones inconsistentes de amplificacién
del MET utilizadas en diversos ensayos clinicos han confundido el uso de inhibidores de
MET en la practica clinica. En la actualidad, la definicién mas ampliamente adoptada de la
amplificacion del MET es la presencia de un numero de copias del gen MET igual o superior a
5 0 una proporcién MET/CEP7 igual o superior a 2.8 La resistencia a la amplificacién del MET
desencadena la fosforilacion independiente del EGFR de ERBB3 y la activacion descendente
de la via PI3K/AKT, lo que proporciona una via de derivacién incluso en presencia de un
inhibidor del EGFR.?

Tradicionalmente, este mecanismo de RA se ha abordado clinicamente mediante la
adicion de un TKI del MET al TKI del EGFR, y la eficacia de esta combinacion se establecié
con solidez en varios ensayos clinicos de fase 1 y 2°!%* y se confirmé recientemente en
los ensayos INSIGHT2 y SAVANNAH.?>% De hecho, los datos iniciales sugieren que
esta estrategia personalizada mejora el resultado en comparacién con la quimioterapia
estandar;® sin embargo, se debe confirmar en los ensayos clinicos aleatorizados de fase 3
en curso: GEOMETRY-E (NCT04816214), SAFFRON (NCT05261399) y MARIPOSA-2
(NCT04988295). Del mismo modo, se inform¢é de actividad clinica con la combinacion de
amivantamab mas lazertinib en el CPNM recidivante tratado con osimertinib. El beneficio
fue similar independientemente del tratamiento previo con quimioterapia, y se produjeron
respuestas en pacientes con y sin resistencia identificada al EGFR/MET, pero el resultado
fue de especial interés en pacientes con un puntaje positivo en inmunohistoquimica (IHQ)
(puntaje EGFR + MET >400).9%7 Por tltimo, en el caso del CPNM recidivante tratado con
osimertinib, se informo de actividad con la combinacion de osimertinib y telisotuzuamb (un
ADC anti-MET) en tumores con sobreexpresion de MET (=25 % de células tumorales con
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intensidad 3+).”® Aunque la expresién de MET es un biomarcador sencillo, la clasificacién
de los pacientes por IHQ podria variar hasta en un 40 % entre las distintas éreas tumorales.”

También se examind la eficacia del osimertinib con TKI especificos segun el patron
de resistencia identificado con otros mecanismos de resistencia por derivacion, como la
fusién RET'0%101 y Ja mutacién BRAF V600E,'%%1%3 aunque las pruebas son aun limitadas.
El ensayo ORCHARD (NCT03944772) evalua prospectivamente el papel de la estrategia
basada en biomarcadores en la progresion con diferentes enfoques combinatorios junto con

osimertinib. Cabe destacar que se informé de la eficacia del patritumab deruxtecxan®”

en
varios mecanismos de RA al TKI del EGFR, incluidos los mecanismos de derivacion. Por
ultimo, otras posibles opciones de tratamiento agnostico en tumores T790M negativos son
la combinacién de osimertinib con necitumumab (un anticuerpo monoclonal anti-EGFR)!04
o selumetinib (un inhibidor de la quinasa MAPK/quinasa regulada por sefial extracelular

[MEK/ERK]).10°

Transformacion histologica

El mecanismo de transformacion histolégica de la RA se asocia a malos resultados clinicos.
Los tumores con mutaciéon TP53 o Rb de referencia y firmas APOBEC hipermutadas
tienen un mayor riesgo de transformacién en cancer de pulmén microcitico (CPM),!06:107
asi como aquellos con amplificacién TERT adquirida.!®® Los tumores con transformacién
en CPM conservan la mutacién del EGFR,'% lo que indica que no se trata de cdnceres de
novo independientes. Aunque la quimioterapia con platino-etopdsido es el tratamiento
estandar, su eficacia es limitada.!!® También se informo de la transformacién en carcinoma
de células escamosas en el 15% de los tumores recidivantes tratados con osimertinib,
independientemente de la linea de tratamiento.®? Los tumores con transformacion escamosa
presentaron una complejidad gendmica considerable, y sigue sin saberse si el mejor método de
tratamiento debe ser la quimioterapia con o sin inhibidores de puntos de control inmunitario.

Papel de la biopsia liquida

En la practica diaria, debido a la localizacién o el tamafio de la progresion de la enfermedad,
no todos los pacientes que inician tratamiento con los TKI del EGFR de primera, segunda o
tercera generacion son candidatos adecuados para nuevas biopsias tisulares en el momento
de la progresion, lo que puede retrasar el inicio del tratamiento. Ademas, la heterogeneidad
tumoral es un problema bien reconocido que hace que una sola biopsia tisular en un foco de
metastasis no sea representativa de todo el panorama genémico del tumor en el momento
de la progresion.!!1-113 Por lo tanto, las biopsias liquidas se han establecido como buenas
herramientas para la elaboracion de perfiles genémicos tanto de referencia como en el
momento de aparicion de la RA. En la actualidad, la mayoria de los mecanismos de RA al
osimertinib de primera linea se han informado basandose en la evaluacion de la biopsia
liquida.”® (Véase también el capitulo 4.)
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ALK

Por Wendy A. Cooper, Malinda Itchins y Yasushi Yatabe

Estructura y funcion del gen ALK

El gen de la quinasa del linfoma anapldsico (anaplastic lymphoma kinase, ALK) esta situado en
el brazo corto del cromosoma 2 (2p23) y codifica un receptor tirosina quinasa que pertenece a
la superfamilia del receptor de la insulina.> Codifica una proteina de 1620 aminoacidos que
forma un receptor transmembrana de cadena tinica que comprende un dominio extracelular
de unidén al ligando, una regién transmembrana y un dominio catalitico intracelular de
quinasa (figura 8-1).1? La proteina tiene una gran homologia con los dominios intracelulares
de la tirosina quinasa leucocitaria, asi como con el c-ROS y la quinasa del receptor 1 del
factor de crecimiento similar a la insulina.? Al unirse al ligando, el receptor de la ALK
experimenta una homodimerizacion, una fosforilacion de la tirosina en el dominio quinasa y
la posterior activacion de multiples vias de senalizacion descendentes, como la fosfoinositol
3-quinasa (phosphoinositide 3-kinase, PI3K)/Akt, la PI3K/fosfolipasa C-gamma, la quinasa
Janus/transductor de sefial y activador de la transcripcién (Janus kinase/signal transducer
and activator of transcription, JAK/STAT) y la RAS/proteina quinasa activada por mitégeno
(mitogen-activated protein kinase, MAPK), con papeles en el crecimiento, la diferenciacién
y la supervivencia celular.>~> Tanto la pleiotropina como la midquina se han propuesto como
ligandos fisiologicos de la ALK, aunque existe cierta incertidumbre y otros no han podido
corroborar los hallazgos.*® La sefializacién en mamiferos a través de la ALK estd implicada
en el desarrollo del sistema nervioso y la supervivencia celular.>? La expresién proteica se
produce en el sistema nervioso durante el desarrollo y se reduce postnatalmente, observandose

expresion en algunos nervios en adultos.>°

Tipos de alteraciones y papel en la oncogénesis

Aligual que otros receptores tirosina quinasas, el potencial oncogénico dela ALK es el resultado
de variantes genéticas activadoras, como reordenamientos, mutaciones o amplificaciones. Se
describid originalmente en linfomas anaplasicos de células grandes, donde se descubrié que
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Senializacion fisiolégica

de la ALK tras la unién del
ligando al dominio extracelular Senalizacién EML4-ALK
independiente de la unién

del ligando

Dominio
N-terminal EML4
TKD

Extracelular

Via
PI3K/PLCy

Via
JAK/STAT a i
RAS/MAPK PI3K/Akt
{ J
[

Proliferacion
Diferenciacién Antiapoptosis

Figura 8-1. Senalizacion ALK fisiolégica tras la union del ligando al dominio extracelular (izquierda) y
sefnalizacion EML4-ALK constitutiva sin union del ligando (derecha). Abreviaturas: JAK = Janus quinasa;
MAPK = proteina quinasa activada por mitégeno; PI3K = fosfoinositol 3-quinasa; PLCy = fosfolipasa
C-gamma; STAT = transductor de sefal y activador de la transcripcién; TKD = dominio tirosina quinasa.

formaba un gen de fusién oncogénico con la nucleofosmina (NPM1::ALK) causado por una
translocacion entre los cromosomas 2 y 5 (2;5)(p23;935).1? Posteriormente se han descrito
translocaciones activadoras oncogénicas en diversas neoplasias malignas, como el cancer
de pulmén no microcitico (CPNM), los tumores miofibroblasticos inflamatorios y, con
menor frecuencia, en melanomas, mesoteliomas y diversos carcinomas, como el carcinoma

colorrectal y el carcinoma de mama.*1%11

En un subgrupo de adenocarcinomas de pulmon, se pueden producir translocaciones
oncogénicas que afectan al ALK, la mayoria de las veces debido a una pequefia inversion en el
cromosoma 2 que fusionaelextremo 3'delgendela ALK, que contieneeldominio citoplasmatico
de la quinasa (exones 20-29) con el extremo N-terminal del gen de la proteina 4 similar a

Tabla 8-1. Variantes de fusion mas comunes de EML4::ALK

Tipos de fusion EML4::ALK Frecuencia (%)

1 E13;A20 55
2 E20;A20 10
3a/b E6a/b;A20 30
4 E14;ins11del49A20 3
5a/b E2:A20 (5a), E2ins117A20 (5b) 1
6 E3;ins69A20 1
7 E14;del12A20 <1
8a/b E17;ins30A20 (8a), E17ins30;ins65A20 (8b) <1

Adaptado de Choi etal y Li et al.'81°
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la proteina asociada a microtubulos equinodermos (echinoderm microtubule-associated
protein-like 4, EML4), que codifica una proteina de 120 kDa crucial para la formacién de
microtabulos (Inv[2] [p21;p23]).12"14 Hasta la fecha se han descrito al menos 13 variantes de
fusion EML4::ALK, y todas ellas incorporan la misma porcién del ALK que codifica el dominio
tirosina quinasa (tyrosine kinase domain, TKD) intracelular y longitudes variables del EML4
que incluyen el dominio de hélice superenrollada (tabla 8-1).13-15-19

Ademas del EML4, que representa aproximadamente el 95 % de las fusiones asociadas al
ALK en el CPNM, hastala fecha se han identificado al menos 90 asociaciones nuevas diferentes,
y el uso creciente de la secuenciaciéon de nueva generaciéon (next-generation sequencing,
NGS) acelera la identificacién de asociaciones nuevas.!? Las fusiones asociadas se localizan
con mayor frecuencia en el brazo corto del cromosoma 2, pero también pueden estar en otros
cromosomas e incluyen KIF5B, TFG, KLCI1, PTPN3, HIP1, STRN, TPR, DCTN1, SQSTM1,
NPM1, BCL11A, y BIRC6.19-121520 ] og genes de fusién oncogénicos codifican oncoproteinas
aberrantes, en su mayoria con actividad quinasa constitutiva, lo que conduce a propiedades
oncogénicas que incluyen la proliferacién y la supervivencia incontroladas.»!> Los genes
de fusion aberrantes llevan caracteristicamente a la sobreexpresion de la proteina ALK.
También se ha descrito un aumento del niumero de copias del gen ALK en varios tumores,
incluido el CPNM.!? Las translocaciones del ALK son mutuamente excluyentes con otras
alteraciones oncogénicas, aparte de los informes poco frecuentes de casos en la literatura. Se
pueden producir mutaciones puntuales secundarias adquiridas en el CPNM tras la terapia
con el inhibidor de la tirosina quinasa de la ALK (ALK tyrosine kinase inhibitor, ALKi) como
mecanismo de resistencia adquirida.'?

Caracteristicas epidemiologicas, clinicas
e histologicas

El adenocarcinoma de pulmon con reordenamiento Espectro [l 3

del ALK constituye entre el 4% y el 5% de los Region — narania il
adenocarcinomas de pulmodn, con una incidencia 2p23 del Espectro

similar informada en poblaciones asidticas y no punto de verde il
asidticas.!>?! Las fusiones del ALK se producen ronl‘;aAc:j(

con mayor frecuencia en personas que nunca han
fumado o en fumadores moderados, donde la
incidencia es del 12 %, pero se asocian con menos
solidez al sexo femenino que las mutaciones del
EGFR.?? La mediana de la edad de los pacientes con
cancer de pulmoén con reordenamiento del ALK
es unos 10 afios menor que la de otros pacientes
con CPNM, y una mayor proporcién de personas
presenta la enfermedad en estadio avanzado.’!
El reordenamiento del ALK en el cancer de
pulmon se asocia con solidez con la histologia del ~Figura8-2. Esquema del disefio de la sonda de
. . , hibridacion fluorescente in situ (FISH) de rotura del
adenocarcinoma, en particular con el patrén de .
ALK con sonda marcada en naranja que se une al
crecimiento acinar y/ 0 solido, o con caracteristicas  extremo 3’ del ALK y sonda marcada en verde que

se une al extremo 5’ del ALK, con cada sonda a cada
lado del punto de rotura.

celulares de carcinoma de células en anillo de sello.?!
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Figura 8-3. Hibridacion fluorescente in situ (FISH) del ALK utilizando una sonda de rotura. (A) Dos sefales
fusionadas que indican una célula sin reordenamiento del ALK. (B) Un par normal de sefales fusionadas y
una divisién de las sefales roja 3' y verde 5’ que indican una célula con un reordenamiento del ALK, indepen-
dientemente de la fusién asociada. (C) Un par normal de sefales fusionadas y una Unica sefal roja 3’ con el
dominio quinasa del ALK también indica una célula positiva para el reordenamiento del ALK.

Estrategias de prueba

La inmunohistoquimica (IHQ), la hibridacién fluorescente in situ (fluorescence in situ
hybridization, FISH), la reaccién en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa
(reverse transcription polymerase chain reaction, RT-PCR) o las pruebas de NGS se pueden
utilizar para identificar los CPNM con reordenamiento del ALK.

Hibridacion fluorescente in situ

La FISH fue la primera prueba diagnodstica con fines terapéuticos utilizada para detectar
fusiones del ALK en el CPNM. Se adoptaron sondas de rotura, en lugar de sondas de sefal
de fusién dual, para detectar un reordenamiento independientemente de la fusién asociada
(figura 8-2). En la fusiéon EML4::ALK mas frecuente, a menudo se observan sefales de FISH
divididas muy préximas debido a la pequefa inversién en el cromosoma 2. Una célula
positiva por FISH se define por senales divididas con una separacion de al menos el doble del
diametro de la sefial mas grande o la pérdida de la senal 5’ en al menos el 15 % de las células
con un minimo de 50 células contadas (figura 8-3).

: R 22 R G &
Figura 8-4. (A) Adenocarcinoma ALK-positivo con arquitectura cribiforme y unas pocas células en anillo de
sello. (B) La inmunohistoquimica para ALK (clon D5F3) muestra una tincion citoplasmatica positiva, que muy
probablemente indica un reordenamiento del ALK.
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Inmunohistoquimica

LaIHQ dela ALK que utiliza clones de alta sensibilidad, como D5F3 0 5A4, se puede utilizar de
forma fiable como sustituto del reordenamiento funcional del ALK en el CPNM (figura 8-4).2
Los primeros estudios descubrieron que la expresion de la proteina ALK fusionada era menor
en el CPNM que en el linfoma, y se requieren clones de alta afinidad que utilicen métodos de
deteccion mas sensibles para la IHQ de la ALK en el CPNM. Las pruebas IHQ de la ALK son
ahora una herramienta clinicamente estdndar, y las pruebas IHQ comerciales, como Ventana
ALK D5F3, han sido aprobadas como diagndsticas con fines terapéuticos para la seleccion
del inhibidor anti-ALK alectinib en algunos paises. Entre las posibles dificultades a la hora de
interpretar laIHQ dela ALK se incluyen la interpretacion de falsos negativos debido ala mucina
intracelular citoplasmadtica y la tincién positiva en algunos carcinomas neuroendocrinos
a pesar de la ausencia de fusiones del ALK.>* Aunque la THQ de la ALK que utiliza clones
apropiados es muy sensible a los reordenamientos del ALK, se han informado numerosos
casos de resultados discrepantes entre FISH e IHQ, y hay algunos datos que sugieren que
los casos IHQ-positivos/FISH-negativos para ALK responden menos al tratamiento, incluso
en el contexto de un evento de fusién probado por NGS.2>2° No est4 clara la base de esta
discrepancia ni el impacto aparentemente adverso en los resultados clinicos.

Reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa

Inicialmente no se recomendaba la RT-PCR para la identificacion clinica rutinaria de fusiones
del ALK debido a la dificultad de obtener ARN de alta calidad a partir de tejido fijado en
formalina e incrustado en parafina (formalin-fixed paraffin-embedded, FFPE) y a la presencia
de multiples patrones de fusidn/genes asociados y el consiguiente riesgo de resultados falsos
negativos.?” Sin embargo, el ARN se puede conservar relativamente bien en muestras FFPE
rutinarias manipuladas con métodos preanaliticos estandarizados y técnicas de extraccion
mejoradas, y en la actualidad se comercializan varias pruebas de RT-PCR que utilizan una
curva de fusion. La principal limitacion de la RT-PCR es la incapacidad de identificar nuevas
fusiones no incluidas en el disefio de la prueba. Ademds, las pruebas NGS basadas en ARN,
con una sensibilidad clinica mejorada, también confirmaron la deteccién fiable de fusiones
del ALK utilizando ARN derivado de FFPE.

Pruebas de secuenciacion de nueva generacion

Las fusiones del ALK se pueden detectar mediante NGS utilizando pruebas basadas en ADN
0 ARN a partir de FFPE y permiten la deteccién de variantes conocidas (pruebas basadas en
amplicones) o de variantes de fusion tanto conocidas como desconocidas. Las pruebas de NGS
tienen la ventaja de identificar la variante de fusion o la fusion asociada, asi como la capacidad
de probar simultdneamente alteraciones en otros genes ademas del ALK. Las limitaciones de
las pruebas NGS en la identificacién del CPNM con reordenamiento del ALK incluyen:

o Necesidad de cantidades relativamente grandes de tejido: las muestras de biopsia
pequenas o de citologia escasas pueden no ser adecuadas para las pruebas NGS basadas
en captura hibrida, dados los requisitos relativamente altos de acidos nucleicos. Los
paneles de hot spot basados en amplicones y la PCR multiplex anclada (anchored
multiplex PCR, AMP)/NGS tienen la ventaja de que los requisitos de ADN/ARN son
menores. La AMP/NGS es una forma de NGS dirigida que permite la deteccion de
fusiones oncogénicas sin conocimiento previo de las fusiones asociadas.
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« Falsos negativos en las pruebas NGS basadas en ADN: los puntos de rotura genémica
en el ADN son mas diversos en comparacién con los patrones de fusién en el ARN.
Por lo tanto, algunas fusiones ALK pueden pasar desapercibidas por la NGS de ADN y
requerir la secuenciacién del ARN para su identificaciéon.?

« Sensibilidad subdptima para muestras con bajo contenido de células tumorales: dado
que la NGS se basa en las frecuencias de alelos de interés, la deteccion de fusiones en
muestras con bajas proporciones de células tumorales puede resultar dificil, aunque
esto no es exclusivo de la evaluacién del ALK. El codigo de barras molecular y la
secuenciacion profunda son ttiles para intentar superar este desafio.

Implicaciones clinicas

Los CPNM con reordenamiento del ALK son sumamente sensibles a las terapias con ALKi.
Las pruebas histdricas de los ensayos clinicos de fase 3 apoyaron por primera vez al ALKi
crizotinib como tratamiento estandar de atencion superior a la quimioterapia con dobletes de
platino en el 2014, con una marcada ventaja en la supervivencia libre de progresion (SLP) y la
tolerabilidad, antes de que se confirmara la superioridad de la supervivencia global (SG) con
un 57 % de pacientes vivos a los 4 afios con crizotinib de primera linea.?%-3

A medida que evolucionaba la experiencia, se informé de que el 70 % de los pacientes
tratados con crizotinib sufrieron una progresién en el sistema nervioso central (SNC)3!;
intrinsecamente, el CPNM con reordenamiento del ALK conlleva una propension a hacer
metastasis en el cerebro, y alrededor del 25 % presentaba enfermedad del SNC en el momento
del diagnéstico.?

En consecuencia, las terapias con ALKi de nueva generacion se desarrollaron en primer
lugar para ser activas en caso de fracaso del crizotinib y superar los mecanismos de resistencia
al farmaco, para penetrar en gran proporcion el cerebro y para proporcionar una mayor
afinidad “en la diana” a la ALK.3>-%7

Una vez demostrada la seguridad y eficacia tras el tratamiento con crizotinib, los ALKi
de segunda generacidn (ceritinib, alectinib, brigatinib y ensartinib) pasaron rapidamente a
la fase 3 de investigacion de primera linea. Todos demostraron superioridad respecto a su
grupo de comparacion, que fue la quimioterapia con ceritinib y crizotinib para el resto como
estandar de atencion en el disefio del ensayo.’®4! En vista de la mediana de supervivencia
numérica menor con ceritinib en comparacién con las terapias con ALKi de segunda
generacion alternativas, y la menor tolerabilidad, ha disminuido el lugar del ceritinib en el
paradigma de tratamiento empirico para la ALK. Sin embargo, la comparacion cruzada entre
ensayos de alectinib, brigatinib y ensartinib, concluye una SLP comparable, con una sefal
de mayor eficacia en el SNC con alectinib y brigatinib en comparacién con el ensartinib. La
mediana de la SLP mas larga hasta la fecha se observo con alectinib a los 35 meses (evaluada
por el investigador), asi como datos maduros de fase 3 sobre la tasa de SG, con un 63 % vivo
alos 5 afios, y se espera que la mediana de la tasa de SG de todos los participantes supere los
8 afios.*?

Los perfiles de toxicidad entre las terapias con ALKi conllevan algunos efectos de clase
consistentes y efectos adversos potenciales unicos entre las terapias con ALKi, que pueden
llegar a ser clinicamente relevantes a la hora de seleccionar un ALKi alternativo en caso de
una toxicidad inaceptable.
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Los datos de fase 1y 2 de un solo grupo de tercera generacion con el ALKi de alta actividad
y penetracion cerebral lorlatinib establecieron ahora la eficacia en personas pretratadas
después de 1 a multiples lineas previas de ALKi.3®*3 El lorlatinib es eficaz en el contexto
de mutaciones comunes que confieren resistencia a las terapias con ALKi de generacion
anterior.** La investigacion de fase 3 de primera linea con lorlatinib (en comparacién con
crizotinib) arrojé ya datos provisionales positivos, sin que se haya alcanzado aun la mediana
de SLP; sin embargo, los datos de referencia demuestran que el 64 % estan libres de progresion
a los 3 aflos, y el 50 % lo estan en aquellos con metastasis en el SNC de referencia. Son los
datos de supervivencia en primera linea inmaduros mds convincentes hasta la fecha.*>4¢

En el 2022, las terapias con ALKi de cuarta generaciéon han entrado en fase temprana de
investigacion, demostrando actividad preclinica en mutaciones compuestas de resistencia del
ALK, incluidas las panresistentes a terapias previas con ALKi.*”*® Se estan llevando a cabo
ensayos clinicos prospectivos de terapias combinadas novedosas, que incluyen terapias con
ALKi con una terapia adicional, a menudo dirigida, para investigar si esta estrategia puede
prevenir o superar la aparicion de resistencia al farmaco, mejorar la supervivencia y preservar
la tolerabilidad.

En la actualidad, no existen biomarcadores moleculares adicionales que guien de forma
rutinaria la seleccion de un ALKi especifico en la practica clinica habitual. La presencia de
metastasis cerebrales de referencia olaintencion de proteger el cerebro pueden ayudar a seleccionar
la terapia 6ptima con ALKi. La mayoria de las personas recibiran cada linea de terapia de forma
empirica con base en la disponibilidad del farmaco y los limitados datos de secuenciacion.

Mecanismos de resistencia

A pesar de la eficacia y tolerabilidad superiores de los ALKi en la enfermedad avanzada, la
resistencia a los farmacos sigue siendo inevitable. El mecanismo subyacente se explica en
parte porque estas terapias albergan mayores propiedades citostaticas que citotdxicas, dando
lugar al fenomeno de la selecciéon clonal.

Los mecanismos de resistencia a los fairmacos se describieron por primera vez con el
crizotinib y se clasificaron a grandes rasgos en resistencia primaria y adquirida (secundaria) y
en mecanismos “adquiridos” a “dependientes de la ALK” 0 “independientes de la ALK”#%*° La
resistencia primaria es poco frecuente y se puede deber a una genotipificacion falsa positiva o
a un fenotipo molecular o histolégicamente diverso. En la resistencia secundaria, pocas veces
se puede producir una transformacion histolégica, que incluye células pequenias, escamosas
o neuroendocrinas, y es probablemente mas frecuente con las terapias con ALKi de ultima
generacion, que son mds potentes contra la ALK.>1>2

Los mecanismos dependientes de la ALK suelen implicar la aparicién de una mutacién
de resistencia al ALK, que con frecuencia se produce en el bolsillo intracelular de unién al
farmaco del TKD. Se han descrito en un 25 % a mas del 50 % de los casos tratados con terapias
con ALKi de primera y segunda generacion y pueden implicar 1 o multiples mutaciones que
evolucionan en las mismas células tumorales o en clones de células tumorales diferentes.>® Para
determinar el mecanismo de resistencia, se requiere una biopsia tisular y/o liquida que utilice
un amplio panel de secuenciacion genética molecular, que capture tanto los genes no ALK
clinicamente relevantes como el dominio quinasa de la ALK de la forma mas integral posible.
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Dependiente de la ALK Independiente de la ALK
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Figura 8-5. Mecanismos de resistencia a los inhibidores de la ALK. Los mecanismos de resistencia pueden ser dependientes
o independientes de la ALKy son heterogéneos dentro de los pacientes y entre ellos. Abreviaturas: HSP = proteina de cho-
que térmico; i = inhibidor; KD = dominio quinasa; TKD = dominio tirosina quinasa. (Adaptado de Lovly.%%)
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Para el crizotinib, el TKD mas comun es la mutacion “gatekeeper” L1196M, que bloquea
directamente la unién al firmaco, mientras que con las terapias con ALKi de segunda
generacion, la mas comun es la mutacion de frente solvente G1202R, que repele la unién
al formaco mediante impedimento estérico.** Se han descrito mas de 50 mutaciones de
resistencia al ALK, y los datos preclinicos y clinicos establecen la sensibilidad de las terapias
con ALKi en presencia de una serie de mutaciones de resistencia emergentes que a menudo
difieren entre las exposiciones al ALKi, dadas sus estructuras y propiedades moleculares
unicas. Cuando se producen multiples mutaciones del TKD, es mas probable que estas sean
resistentes a las terapias con ALKi de primera generacion y, si ocurren de forma concurrente
con la mutacién G1202R, es més probable que también sean resistentes a lorlatinib.>*

La variante individual de fusion del ALK puede predisponer atin mas la eficacia duradera
delos ALKi y dar lugar a un perfil de resistencia unico debido a las diferentes estabilidades de
la oncoproteina y vulnerabilidades genéticas. Ha habido informes preclinicos y clinicos que
sugieren que la variante de fusion concreta puede predecir el rendimiento de los ALKij, y la
variante 1 de la fusion EML4::ALK, la mas comun, sugiere una SLP superior con inhibidores
de primera y segunda generacion; sin embargo, la variante 3 de la fusion EML4::ALK,
en comparacién con la variante 1, muestra resultados superiores con lorlatinib.>>->?
Curiosamente, la variante albergada también puede predisponer a diferentes manifestaciones
de resistencia, con mayor dependencia de la ALK en la variante 3 e independencia de la ALK
en la variante 1.57 Al margen de las mutaciones de resistencia al ALK, otro mecanismo de
resistencia dependiente del ALK puede ser la ganancia de nimero de copias del gen ALK y el
aumento de la expresion de la oncoproteina ALK; estas caracteristicas no se prueban de forma



ALK

rutinaria, ni se han establecido las técnicas y los umbrales dptimos para definir la ganancia del
numero de copias del gen o del nivel de proteina clinicamente relevantes.

Los mecanismos de resistencia independientes de la ALK (activacion de mecanismos
mediados por vias de derivacién) se pueden producir de forma aislada o, lo que es mas
habitual, en concierto con variantes de resistencia dependientes de la ALK y se pueden
demostrar en mas del 50 % de los pacientes tratados con ALKi de nueva generacion
(figura 8-5). La resistencia independiente de la ALK aumenta en frecuencia con las lineas de
terapia recibidas y la exposicion a ALKi de ultima generacién. Los mecanismos de resistencia
independientes de la ALK incluyen la activacion de vias aberrantes secundaria a alteraciones
enlos genes KRAS, ERBB2, BRAF, EGFR, MET, MEK, KIT, y més.*-°0:60-63 Ciertas mutaciones
concomitantes no ALK en el contexto del reordenamiento del ALK predicen una respuesta
atenuada a la monoterapia con ALKIi, siendo la mas establecida la mutacion TP53.58 En el
caso de la resistencia independiente de la ALK, faltan determinar las mejores estrategias
terapéuticas. Los datos preclinicos y unos pocos informes de casos describen combinaciones
terapéuticas dirigidas eficaces; sin embargo, el acceso a estas estrategias de combinacion
en la practica puede ser limitado.®>%>%7 Los ensayos clinicos estdn examinando estrategias
terapéuticas de combinacion para todos los pacientes, no de forma personalizada informada
por biomarcadores. Entre los ensayos que aparecen en ClinicalTrials.gov se incluyen la
administracion de terapias con ALKi con un inhibidor del factor de crecimiento endotelial
vascular (vascular endothelial growth factor, VEGF), SHP2 o MAPK; un segundo ALKi; o
con quimioterapia o radioterapia.
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Por Sylvie Lantuejoul, Luis E. Raez, Yuchen Han y Sai-Hong Ou

Estructura y funcion de los genes

El protooncogén ROS 1 (ROS1) es un receptor tirosina quinasa (receptor tyrosine kinase,
RTK) que pertenece a la familia de los receptores de insulina y es evolutivamente proximo a la
familia ALK. El gen ROSI se ubica en el cromosoma 6 (region 6q22.1) y codifica una proteina
receptora transmembrana con caracteristicas dnicas. El dominio extracelular N-terminal
abarca los exones 1 a 32, lo que lo convierte en uno de los dominios extracelulares mas
grandes de toda la familia RTK humana. La parte C-terminal de ROSI codifica un dominio
quinasa (kinase domain, KD) y un tnico dominio transmembrana (transmembrane, TM)
(figura 9-1). Se conoce muy poco acerca del papel fisiolégico de la proteina ROS1 de tipo
salvaje, y no se han identificado sus ligandos en humanos.!?

Tipos de alteraciones y papel en la oncogénesis

Los reordenamientos oncogénicos del gen ROSI se producen en el extremo 5’ de los exones 32,
34, 35 0 36, 0 en los intrones 31 o 33.>* El dominio extracelular coil-coil no se incluye en las
fusiones de ROS1I, en contraste con el KD intracitoplasmatico, que se fusiona con el extremo
N-terminal delos genes comparfieros. Los principales genes compaiieros identificados son CD74
(38 %-54 %), EZR (13 %-24 %), SDC4 (9 %-13 %), SLC34A2 (5 %-10 %), TPM3 (3 %-15 %) y

Cromosoma 6 ROS1

.......................... 43

PR

Exones que codifican el dominio extracelular ™ KD

Figura 9-1. Esquema del gen ROST en el cromosoma 6. Abreviaturas: KD = dominio quinasa;
TM = transmembrana.
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FIG o GOPC (2 %-3 %), con hasta 28 compaferos mas reportados hasta la fecha, pero que
representan menos del 1 % cada uno.” La proteina de fusién ROS1 es una quinasa activada
con propiedades oncogénicas, que puede activar diferentes vias de sefializacién a través de
la fosforilacion, como la via de la fosfoinositol 3-quinasa (PI3K)-AKT-diana mecénica de la
rapamicina quinasa (mTOR), implicada en la diferenciacion, proliferacién, crecimiento y
supervivencia celular. Las fusiones oncogénicas del ROSI pueden ocurrir en una gran variedad
de canceres diferentes al cancer de pulmén no microcitico (CPNM), incluyendo el glioblastoma,
el colangiocarcinoma, y el tumor miofibroblastico inflamatorio. No se han reportado
mutaciones o amplificaciones activadoras del gen ROSI en el CPNM, y los reordenamientos
de ROSI que ocurren con mutaciones concomitantes son muy poco frecuentes, representados
principalmente por mutaciones del EGFR o KRAS.®

Caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e histologicas

Las fusiones del ROS1 son poco frecuentes en el cancer de pulmén con un rango de frecuencia
del 0,9 % al 2,9 %. Estas fusiones son mas prevalentes en pacientes jévenes, mujeres, y personas
que nunca han fumado.”® Suelen diagnosticarse en pacientes con adenocarcinomas positivos
para el factor de transcripcion tiroideo 1 (thyroid transcription factor-1, TTF1) en estadio
avanzado y solo muy rara vez se encuentran en carcinomas de células escamosas o de
células grandes.!% Los tumores con reordenamiento del ROSI suelen tener una arquitectura
solida, a menudo con caracteristicas cribiformes, un estroma rico en cuerpos de psamoma
y células tumorales en anillo de sello.!” Los pacientes pueden tener un mayor riesgo de
tromboembolias y coagulacién intravascular diseminada.!!12

Estrategias de prueba

La hibridacioén fluorescente in situ (FISH) es el modelo estandar para la deteccion de la fusion
del ROS1, ylamayoria delos laboratorios utilizan sondas de rotura de doble color (por ejemplo,
sonda de rotura de doble color para ROSI [CytoCell], sonda de rotura de doble color para
ROS1 ZytoLight SPEC [ZytoVision/Zytomed], o sonda de rotura por FISH para ROSI Vysis
[Abbott]). El principio consiste en etiquetar la parte 3’ (centromérica) del punto de rotura de
la fusién con 1 fluorocromo y la parte 5" (telomérica) con otro fluorocromo. Se consideran
diagndsticos dos patrones de reordenamiento de ROSI. Uno es el patrén clésico de rotura,
con 1 sefial de fusién (ROSI nativa) y 2 sefiales 3’ y 5’ separadas. El otro, denominado atipico,
tiene en cuenta una sefial 3’ (verde) aislada, con 1 sefial de fusion (ROSI nativa) y ninguna
sefial 5'.21314 Se deben analizar al menos 50 células tumorales, idealmente 100, y el umbral
de positividad es del 15 % o mas de células positivas. Un recuento de 5 a 25 células positivas
se considera no concluyente y necesita un segundo analisis por otro observador.

Dado que los reordenamientos del ROSI son poco frecuentes, y que la prueba FISH
requiere mucho tiempo y no estd implementada en todos los laboratorios de patologia, puede
utilizarse la inmunohistoquimica (IHQ) como técnica de cribado.!® Existen tres anticuerpos
anti-ROS1 comercializados: el clon D4D6 (Cell Signaling Technology), utilizado en estudios
clinicos; el clon SP384 (Roche Tissue Diagnostics, anteriormente conocido como Ventana); y
el clon 1A1 (Origene). Todos ellos tienen una alta sensibilidad (90 %-100 %) en comparacién
con la prueba FISH y la secuenciacién de nueva generacion (next-generation sequencing,
NGS), pero con una especificidad menor, que oscila entre el 70 % y el 90 %, y se requiere
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(B)

Figura 9-2. (A) Inmunohistoquimica (IHQ) para ROS1 (clon D4D6) adenocarcinoma de pulmén con fusion
CD74:ROST; tincion citoplasmatica fuerte y difusa. (B) IHQ para ROS1 (clon D4D6) en un adenocarcinoma
de pulmoén con mutacion del exdn 21 p.L858R del genEGFR; sin tincion. (C) IHQ para ROST (clon D4D6) en
un adenocarcinoma de pulmén con mutacion del exén 21 p.L858R del gen EGFR; tincidn citoplasmatica
débil y focal. (D) IHQ para ROS1 (clon D4D6) en un adenocarcinoma de pulmoén con fusion KIF5B::RET; tincion
citoplasmatica débil y focal.

la prueba FISH u otras técnicas moleculares para confirmar el reordenamiento del ROSI
en tumores IHQ-positivos.? Se recomienda encarecidamente el uso de un control externo
positivo, como una muestra tumoral o linea celular con reordenamiento del ROS1, asi como
la participacién en programas externos de control de calidad. Aunque no existe un sistema
de puntuaciéon universalmente aceptado, es mas probable que una tincién citoplasmatica
fuerte y difusa indique un tumor con reordenamiento del ROS1-que una tincién en parches.!®
Aunque la tincién suele ser citoplasmatica y granular, en algunas variantes (CD74 y EZR)
se han descrito tinciones en el aparato de Golgi o en la membrana.!* Cabe destacar que a
menudo se tiflen los neumocitos normales de tipo II y macréfagos, asi como un tercio de
los CPNM determinados por EGFR, ALK o MET'>'7 (figura 9-2). Para confirmar la fusién
del ROSI en tumores IHQ-positivos se requiere y se puede realizar por medio de la prueba
FISH o técnicas moleculares. Estas ultimas incluyen la reacciéon en cadena de la polimerasa
con transcripcion inversa (RT-PCR) multiplex y la NGS.!° Se prefiere la NGS hibrida basada
en ADN-ARN o en ARN disefiada para detectar reordenamientos en regiones intrénicas.'®
Curiosamente, las tecnologias de perfil genémico integral son ahora capaces de detectar
cualquier fusion en hasta el 92 % de las muestras de ADN tumoral circulante (ADNtc) y 10
de 13 fusiones del ROS1."°

Implicaciones clinicas: tratamiento de tumores ROSI en pacientes con CPNM
El crizotinib y el entrectinib son los dos agentes aprobados por la Administracion de Alimentos
y Medicamentos de los Estados Unidos (US Food and Drug Administration, FDA) y la Agencia
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Tabla 9-1. Inhibidores de ROS1 (aprobados y en desarrollo)

mSLP
Fase (estudio clinico) TRG (%) (meses)

Ceritinib

Lorlatinib

Taletrectinib

Ensartinib

Abreviaturas: mOS = mediana de supervivencia global; mSLP = mediana de supervivencia libre de progresién;
NA = no aplicable; NR = no informado; TRG = tasa de respuesta global; TKI = inhibidor de la tirosina quinasa

@ Entorno de primera linea.

b Entorno de segunda linea y mas alla.

¢ Sin tratamiento previo con crizotinib.

d Resistencia al crizotinib.

Europea de Medicamentos (EMA) para el tratamiento del CPNM con reordenamiento del
ROSI-?%-23, aunque también se han desarrollado otros agentes (tabla 9-1).

El crizotinib tiene actividad contra los tumores con reordenamientos de ALK y ROSI,
y fue aprobado con base en el ensayo PROFILE 1001 para el CPNM metastasico con
reordenamiento del ROSI, con una tasa de respuesta global (TRG) del 72 %, una tasa de
control de la enfermedad (DCR) del 90 %, una mediana de duracion de la respuesta (DOR) de
24,7 meses, y una mediana de supervivencia libre de progresion (SLP) y supervivencia global
(SG) de 19,3 y 51,4 meses, respectivamente.“. En el ensayo de fase 3 AcSé se observd una
TRG del 47,2 %, con una mediana de la SLP y la SG de 5,5 y 17,2 meses, respectivamente.?”
Los estudios EUCROSS y METROS mostraron una TRG del 70 % y el 65 %, respectivamente,
con una mediana de la SLP de 20 y 22,8 meses.2%27 Los efectos secundarios mds frecuentes,
todos de grado 1y 2, fueron alteraciones de la vision (82 %), diarrea (44 %) y nauseas (40 %).
Dado que el crizotinib tiene una baja penetracion en el sistema nervioso central (SNC), se
desarrollaron metastasis cerebrales en hasta el 47% de los pacientes, ademas del 36% de los
pacientes con CPNM con reordenamiento del ROSI- que tenian metastasis cerebrales en el
momento del diagnéstico.>?

El ceritinib tiene actividad contra los tumores con reordenamientos de ALK y ROSI1%,y
en un estudio de fase 2, 32 CPNM con reordenamiento del ROSI, la mayoria en entornos
de primera linea (1L), alcanzaron una TRG del 62 % y una mediana de SLP de 9,3 meses®’;
8 pacientes con metastasis cerebrales tuvieron una TRG del 63 %. El perfil de toxicidad fue
aceptable con un 37 % de eventos adversos grado 3
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El entrectinib actia contra las fusiones de ROS1, ALKy NTRK en el CPNM.23 El estudio
de fase 2 STARTRK-2 confirmo la eficacia del entrectinib en 172 pacientes con CPNM con
reordenamiento del ROSI,3132 con una TRG del 69 %, una mediana de SLP de 17,7 meses
y una mediana de SG a 1 afo del 81 %. Debido a su penetraciéon del SNC, la TRG fue del
79,2 % en pacientes con metastasis cerebrales. Los eventos adversos mas frecuentes fueron
disgeusia(41,4 %), fatiga (27,9 %), vértigo (25,4 %), y estrefiimiento (23,7 %).

El lorlatinib tiene actividad contra ALK y ROS1, con una TRG en pacientes de 1L del
62 %, una mediana de SLP de 21 meses y una TRG cerebral del 64 %.33->> En pacientes ya
tratados con crizotinib, la TRG, la mediana de SLP y la TRG intracerebral fueron del 35 %,
8,5 meses y 50 %, respectivamente. Los eventos adversos mads frecuentes de grados 3 o 4 se
produjeron en el 43 % y el 6 % de los pacientes, respectivamente, siendo los mas frecuentes
la hipercolesterolemia (65 %), la hipertrigliceridemia (42 %), el edema periférico (39 %) y las
neuropatias periféricas (35 %).

El repotrectinib puede dirigirse contra ROS1, NTRK o ALK y tiene actividad en el SNC.
Los modelos preclinicos mostraron actividad antitumoral frente a metastasis cerebrales,
tumores sin tratamiento previo, tumores resistentes al ceritinib y tumores con mutacion
resistente a 1G2032R.%° Esta en marcha un ensayo clinico de fase 1y 2.

El ensartinib (X-396) es un inhibidor de la tirosina quinasa (TKI) con eficacia demostrada
contra ALK,*” y un ensayo de fase 2 de CPNM positivo para ROSI mostrd una eficacia baja
con una TRG del 27 % pero actividad en el SNC en tres cuartas partes de los pacientes.?

Mecanismos de resistencia

Los mecanismos de resistencia en la diana incluyen mutaciones adquiridas del ROS1,%*4
siendo G2032R la mas comun seguida de D2033N, y ambas son mutaciones de frente
solvente. Cabe destacar que L2086F se esta convirtiendo en una mutacién de resistencia
importante, ya que confiere resistencia a todos los TKI ROS1 de tipo I (crizotinib, lorlatinib,
taletrectinib).**4> Otras mutaciones de resistencia adquirida poco comunes incluyen las
mutaciones “gatekeeper” L2026M, G2032K, S1986F/Y, L2000V y F2004V.3-4°

El lorlatinib es eficaz contra las mutaciones de resistencia K1991E o S1986F, pero es mas
limitado contrala mutacion G2032R33,33:46 ytrasel fracaso con entrectinib.*’ El uso secuencial
de crizotinib y lorlatinib ha dado lugar a mutaciones compuestas de G2032R/L2086F, pero
afortunadamente se espera que el cabozantinib supere estas mutaciones compuestas.*+48 Se
dirige selectivamente a MET, VEGFR2, RET, ROS1 y AXL, con buena penetracién cerebral.
Puede utilizarse para superar la resistencia contra crizotinib, ceritinib y entrectinib a pesar
de la presencia de mutaciones de resistencia, como D2033N o G2032R.3%4%30 E] brigatinib,
otro inhibidor de ROSI1, ha demostrado actividad antitumoral contra varios mecanismos
de resistencia a crizotinib,”! incluida la mutacién L2026M, pero no contra la mutacion
G2032R.>1-33 El taletrectinib es un inhibidor de ROS1 y NTRK dirigido a CPNM resistentes
con reordenamiento de ROS1,*® con actividad in vitro frente a las mutaciones G2032R,
L1951R, S1986F y L2026M, pero menor frente a la mutaciéon D2033N.

Los mecanismos de resistencia fuera de la diana incluyen la amplificaciéon de MET,
las mutaciones de KRAS y la transformacién de pequefias células del pulmén.*6>45> Por
ultimo, como en todos los CPNM con fusiéon RTK positiva, la progresion en el SNC es
siempre un mecanismo de resistencia,”® y los TKI ROS1 que confieren actividad en el SNC
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y superan muchas de las mutaciones de ROSI adquiridas pronosticadas en los CPNM con
reordenamiento de ROSI deberian ser el tratamiento de eleccion en este entorno.

Recientemente, durante el Congreso Europeo sobre Cancer de Pulmén (ELCC) del 2022,

se dieron a conocer los datos de TQ-B3101, un nuevo inhibidor de RTK de molécula
pequena dirigido a ALK, ROS1 y MET, que demostré que en 111 pacientes con CPNM
con reordenamiento de ROSI puede alcanzar una TRG del 78,4 % y una TCE del 87,4 %.
La mediana de SLP fue de 15,6 meses y la mediana de DOR fue de 20,3. La mediana de SG
no se ha alcanzado y la tasa de SG a 12 y 24 meses fue del 98,1 % y 88,1 %, respectivamente.

Aun no se han publicado datos sobre la resistencia.
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Por Paul Hofman, Anja C. Roden, Jin-Haeng Chung y David Planchard

Estructura, sefializacion y funcion de los genes

El gen V-raf homoélogo B del oncogén viral del sarcoma murino (BRAF) codifica la quinasa
BRAF un miembro de la familia RAF de serina/treonina quinasas que son componentes de la
via de sefalizacion del factor de crecimiento RTK-RAS-RAF-MEK-ERK (sefializacién RAS/
MAPK)!. La quinasa BRAF es un paso importante en la sefializacion intracelular despues de
la activacion del EGFR. BRAF es una proteina serina/treonina quinasa de 95 kDa codificada
en el brazo largo del cromosoma 7 (7q). A nivel global, BRAF desempena un papel central
en la regulacion de la proliferacion, division y muerte celular. En los tejidos normales, la
quinasa BRAF suele silenciarse por medio de retroalimentacion negativa una vez que la sefial
ha pasado al siguiente punto en el flujo descendente. Las mutaciones de BRAF provocan la
activacion de la via RAS-RAF-MEK-ERK, lo que da lugar a un crecimiento y una proliferacién
celular descontrolados.

Tipos de alteraciones y papel en la oncogénesis

Mutaciones

Se han identificado cerca de 300 mutaciones distintas de BRAF en diversos tumores y lineas
de células cancerosas, incluyendo el melanoma, cancer colorrectal, cancer papilar de tiroides
y cancer de pulmén no microcitico (CPNM). La mayoria de estas mutaciones se producen
en el bucle de activacion, cerca del codon V600, o en el bucle de union a fosfato, en los
residuos 464 a 469, y se han clasificado en 3 clases.? Las clases de mutaciones del BRAF se
notifican de acuerdo con aspectos clave: (1) actividad quinasa, (2) estado de dimerizacién, y
(3) dependencia de RAS.

Las mutaciones del BRAF de claseI se consideran independientes del RAS debido a
su elevada actividad quinasa incluso en su estado monomérico. A esta clase pertenecen las
mutaciones puntuales en el codon 600 del exon 15 (BRAF V600), que dan lugar a la sustitucion
de valina por otros aminoacidos como glutamato (V600E), lisina (V600K), aspartato (V600D),
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metionina (V600M), leucina (V600L) y arginina (V600R). Los mutantes de clase I promueven
la activacion constitutiva de la via de la proteina quinasa activada por mitégeno (MAPK),
provocando una fuerte activacion de la quinasa BRAF. Este tipo de mutaciones suelen ser
altamente sensibles a los inhibidores de quinasa BRAF y MAPK (MEK).

Las mutaciones del BRAF de clase II se caracterizan por una actividad quinasa intermedia
que permite la independencia de RAS pero requiere la formaciéon de homodimeros para
estar completamente activa. Los mutantes de clase II, incluidas las mutaciones K601, L597,
G464 y G469, se localizan en el segmento de activacion o bucle P y sefializan como dimeros
independientes de RAS.

Las mutaciones del BRAF de clase III tienen una actividad quinasa comprometida, por
lo que requieren la activaciéon de RAS y la formacion del heterodimero CRAF de tipo salvaje
para ser plenamente funcionales. Los mutantes de clase III se producen en el bucle P, el bucle
catalitico o el motivo DFG, y tienen una actividad quinasa de BRAF deficiente. Las mutaciones
de clase IT y III son mutaciones no V600. Aproximadamente el 50 % de las mutaciones del
BRAF en el CPNM son mutaciones no V600.

Mutaciones concurrentes en CPNM con mutacion del BRAF

Se pueden identificar alteraciones genéticas simultaneas en hasta el 90 % de los pacientes
con CPNM con BRAF mutante. El TP53, STK11, KRAS, NF1 y algunos receptores de tirosina
quinasa son los genes que presentan con mayor frecuencia alteraciones simultaneas tanto en
muestras de tejido como en el ADN libre de células (cfADN). Las alteraciones en SMAD4 y
PIK3CA se asocian con BRAF V600E, mientras que las alteraciones en KEAPI, NF1, MET,
RICTOR, KRAS, MYC, STK11y TP53 se producen con mayor frecuencia con mutaciones del
BRAF no V600E.

Deleciones

Las mutaciones de delecion del BRAF se pueden producir en tumores sdlidos y pueden servir
como un tipo de mecanismo de resistencia a los inhibidores de BRAF y a los inhibidores de
MEK. Las mutaciones de delecién ocurren adyacentes a la hélice aC en el dominio quinasa
de BRAF, dando lugar a una mayor actividad de quinasa al suprimir la hélice aC en su
conformacion activa.

Fusiones

Se han encontrado al menos 18 fusiones asociadas 5’ diferentes en distintos tipos de cancer,
incluido el CPNM. La fusién asociada mas comun es del AGK en el CPNM. La tasa de
aparicion de fusiones de BRAF es inferior al 1 % en el CPNM, y todos los CPNM con fusiones
de BRAF son adenocarcinomas.’ La mayoria de los patrones de fusién de BRAF estdn dentro
del marco de lectura con puntos de rotura en el dominio quinasa de BRAF. Las fusiones del
BRAF activadoras se producen por el truncado del dominio autoinhibitorio N-terminal CR1,
lo que conduce a la activacion constitutiva de la via BRAF que se asemeja a los mutantes
BRAF de clase II.
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Amplificaciones

Laresistencia adquirida alos inhibidores de MEK1/2 (MEKi) surge a través de la amplificacién
de BRAF V600E o KRAS para restablecer la sefnalizacion ERK1/2. La amplificacion de
BRAF V600E vy la resistencia a MEKi son reversibles tras la retirada del farmaco. Las células
con una amplificacion de BRAF V600E son adictas a MEKi para mantener un nivel preciso
de sefalizaciéon ERK1/2 que es Optimo para la proliferacion y supervivencia celular y el
crecimiento tumoral in vivo. La amplificacion de BRAF V600E confiere una desventaja
selectiva tras la retirada del farmaco, lo que valida la dosificacion intermitente para prevenir
la resistencia.

Caracteristicas epidemiolodgicas, clinicas e histologicas

Las mutaciones del BRAF se presentan en el 8 % de los canceres humanos, de forma
predominante en la leucemia de células pilosas (100 %), el melanoma (40 % a 50 %), el
carcinoma de tiroides (10 % a 70 %, dependiendo del subtipo histoldgico), el cancer colorrectal
(10 %), y el CPNM (3 % a 8 %).

En el CPNM, las mutaciones del BRAF se detectan en el 3,7 % de los pacientes varones
y en el 4 % de las mujeres.*> Las mutaciones del BRAF se han asociado a antecedentes de
tabaquismo y se detectan en aproximadamente el 4,7 % de los exfumadores o fumadores
actuales y en el 3 % de las personas que nunca han fumado. El adenocarcinoma representa el
patron histolégico mas frecuente, ya que las mutaciones del BRAF se detectan en alrededor
del 4 % de los adenocarcinomas y en el 0,6 % de los no adenocarcinomas.*® Las mutaciones
del BRAF se detectan en aproximadamente 4 % de los pacientes con enfermedad en
estadio I o Il y en el 7,6 % de los pacientes con canceres en estadio III o IV. Las mutaciones
BRAF V600E representan el 54 % de todas las mutaciones del BRAF en el CPNM, con una
mayor prevalencia en pacientes de sexo femenino (71 % frente al 38 % en los casos masculinos
con mutaciones del BRAF) y en la enfermedad en estadio III o IV (57% frente al 48 % en los
casos con mutaciones del BRAF en estadio I-II). A nivel global, las mutaciones del BRAF
estan mayormente asociadas a pacientes de sexo femenino, pero las mutaciones no V600E
parecen ocurrir con mayor frecuencia en pacientes masculinos.” La mayorfa de los pacientes
con mutaciones del BRAF en el CPNM son fumadores o exfumadores pero con diferencias
en la prevalencia: entre el 20 % y 30 % de los pacientes portadores de mutaciones V600E son
personas que nunca han fumado, y casi todos los pacientes con alteraciones no V600E son
fumadores cronicos.?

El CPNM con mutacién del BRAF es propenso a afectar al sistema nervioso central.
Cabe notar, que la incidencia de metastasis cerebrales en el momento del diagndstico es
significativamente mas baja en pacientes con alteraciones clase I en comparacién con las
clases II y III. La significacion prondstica de mutaciones del BRAF en el CPNM no es clara.
En estadios tempranos, los pacientes resecados por CPNM con mutaciéon BRAF V600E
muestran tasas de supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global (SG) mas cortas
en comparacion con los pacientes con mutaciones de tipo salvaje, pero tal diferencia no surgié
al comparar a todos los pacientes con mutaciones de BRAF (tanto V600E como no V600E)
con la poblacién de tipo salvaje. En el contexto metastasico, no se han identificado diferencias
en la supervivencia libre de progresion ni en la SG entre los pacientes con enfermedad con
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Figura 10-1. (A y B) Adenocarcinoma sélido (reseccion de tumor pulmonar, 40x). (A) Hematoxilina y eosina
(H&E). (B) Inmunoperoxidasa (anti-BRAF V600E; clon VE1). (C y D) Adenocarcinoma mucinoso invasivo
(biopsia bronquial). (C) H&E. (D) Inmunoperoxidasa (anti-BRAF V600E; clon VET).

mutaciones en BRAF y los de tipo salvaje, pero se ha informado de un peor resultado clinico
tras la quimioterapia basada en platino en los pacientes con tumores con mutaciones en
BRAF V600E en comparacion con los no V600E.

Estrategias de prueba

Inmunohistoquimica

El anticuerpo utilizado para la inmunohistoquimica (IHQ) de la proteina BRAF mutante es el
clon VEI (figura 10-1).% El objetivo de la IHQ es identificar un cambio cualitativo (es decir, la
presencia o ausencia de la proteina). La limitacion de esta prueba es que solo puede detectar
la mutacién BRAF V600E y no las mutaciones no V600E.”? Los datos son limitados, pero
el clon VELI tiene el potencial de tefiir entre el 90 % y el 100 % de los adenocarcinomas con
mutacién p.V60OE.!? En la actualidad, no se ha establecido ninguna recomendacién estdndar
o consenso para el uso de la prueba IHQ de BRAF p.V600E en el CPNM.

Pruebas moleculares

Las mutaciones del BRAF se identifican mediante técnicas de secuenciaciéon del ADN como la
reaccion en cadenadela polimerasa (PCR) especifica dealelo olasecuenciacion de nueva generacion
(NGS). Estos 2 métodos poseen una sensibilidad, especificidad y tasa de concordancia comparables
en muestras de tejido; sin embargo, debido a su capacidad para identificar simultdneamente
multiples alteraciones oncogénicas, la NGS se considera ampliamente la prueba preferida.
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Reaccion en cadena de la polimerasa

La prueba utilizada mas comtinmente es la PCR con transcripcién inversa (RT-PCR). En
la actualidad, la prueba Cobas 4800 de mutacion BRAF V600 (Roche Diagnostics) y el kit
THxID-BRAF (Biomérieux) son pruebas diagndsticas con fines terapéuticos aprobadas por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA). También se han
utilizado otras pruebas desarrolladas en laboratorios para comprobar el estado de la mutacion
del BRAFY, dependiendo de las aprobacioneslocales, otros métodos pueden o no ser necesarios
a efectos de reembolso. Las principales ventajas de la RT-PCR son su rapidez en el tiempo de
respuesta, su reproducibilidad, especificidad, sensibilidad y menor costo en comparacién con
los métodos de secuenciacién de genes. Sin embargo, algunos de estos métodos se limitan a la
mutacion BRAF V600E localizada en el exdn 15. Por lo tanto, pueden carecer de la capacidad
de detectar mutaciones del exén 11 que también se observan en el CPNM.

Secuenciacion de nueva generacion

La NGS con un panel de genes multiples se debe utilizar para evaluar la mutacion BRAF V600E
y las mutaciones no V600OE que pueden producirse en el exén 11 y el exén 15.11 Ademas, con
el descubrimiento de nuevos genes conductores poco frecuentes, hay una mayor necesidad
de pruebas multigénicas en comparacion con los enfoques de un solo gen. Entre las ventajas
de la NGS estan:

+ Requiere relativamente poco tejido tumoral

o Facilita la prueba de multiples biomarcadores

« Incluye biomarcadores emergentes para el reclutamiento en ensayos clinicos

o Puede detectar mutaciones concomitantes que se producen con las mutaciones BRAF

Generalmente, también es mas econémica que las pruebas secuenciales. Sin embargo,
debido a la cantidad de datos, la interpretacion de los informes de la NGS puede ser compleja,
y la NGS no esta disponible de forma universal. El tiempo de respuesta de la NGS es mas largo
que el de las pruebas de RT-PCR e THQ.

Pruebas del BRAF con biopsias liquidas

Las mutaciones BRAF V600E se pueden detectar en el cfADN mediante PCR digital en gotas
o RT-PCR.!? Las mutaciones BRAF V600E y no V600E también se pueden detectar mediante
NGS en el ADN libre circulante. Faltan datos sobre si el c¢fADN podria ser un analito
alternativo para identificar mutaciones del BRAF si no se dispone de muestras de tejido. El
emparejamiento de plasma con muestras tumorales fijadas en formalina e incrustadas en
parafina dio como resultado una alta tasa de concordancia para las mutaciones del BRAF
cuando se utilizaron técnicas de PCR o NGS.!3

Implicaciones clinicas

El tratamiento de pacientes con CPNM con mutaciéon del BRAF se divide principalmente
en 2 tipos, uno para la mutaciéon BRAF V600, el otro para los casos de mutacion BRAF no
V600. Los actuales farmacos dirigidos aprobados se disefiaron especificamente en torno a la
estructura de BRAF V600E, mientras que se siguen explorando nuevas estrategias terapéuticas
para BRAF no V600E de clase II/III en ensayos clinicos.
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Terapia dirigida

La identificacion de las mutaciones del BRAF y la implicaciéon de la via MAPK en el CPNM
han conducido al desarrollo de varios inhibidores de MAPK altamente potentes y selectivos
que compiten con el trifosfato de adenosina (ATP), disefiados especificamente para unirse al
bolsillo de unién al ATP de la conformacion activa del BRAF, especialmente BRAF V600E,
como vemurafenib o dabrafenib.14 Sin embargo, a pesar de su eficaz actividad antitumoral,
con el tiempo se desarrollan resistencias a los inhibidores de BRAF, principalmente debido ala
reactivacion de la via descendente MEK/REK. La adicién de inhibidores de MEK1/2, como el
trametinib, mejoro significativamente los resultados del tratamiento (tasa de respuesta global
[TRG] y mediana de supervivencia sin progresion [SLPm] del 33 % y 5,4 meses frente al 68 %
y 10,2 meses para dabrafenib o dabrafenib mas trametinib, respectivamente, en pacientes con
CPNM metastésico con mutacién BRAF V600 previamente tratados).!>1® Hasta la fecha, la
FDA vy la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) han aprobado el tratamiento dirigido
dual (dabrafenib y trametinib) para el CPNM con mutacién BRAF V600E, que también
recomiendan las guias de la National Comprehensive Cancer Network (NCCN) y la Sociedad
Europea de Oncologia Médica (ESMO).!7-2!

Inmunoterapia

Muy pocos datos acerca del beneficio de inhibidores de puntos de control inmunitario (ICI)
estan disponibles en la poblacién con mutaciones del BRAF. Los resultados de los estudios
retrospectivos generalmente son decepcionantes. El estudio internaciona IMMUNOTARGET
mostro resultados deficientes en pacientes con enfermedades con mutacién BRAF, con una
TRG del 24 % y una SLPm de 3,1 meses.?? En otro estudio retrospectivo, la TRG a ICI fue
del 9 % en los tumores con alteraciones de clase I y del 26 % en los de clase II/III, con una
mediana de tiempo en tratamiento de 1,9 meses en ambos grupos.?® Se necesitan ensayos
clinicos prospectivos para identificar el uso 6ptimo de ICI con o sin terapia dirigida a BRAF
para estos pacientes.?® Los resultados refuerzan el fuerte lugar de las terapias dirigidas en
pacientes con CPNM con mutaciéon BRAF V600E.

Quimioterapia
Los resultados de la quimioterapia son poco conocidos en esta poblacién. No hay pruebas
claras de que el estado de BRAF influya en la SLP o la SG de los pacientes tratados con
quimioterapia.?*

Mecanismos de resistencia

Al igual que ocurre con otras terapias dirigidas para el CPNM, inevitablemente se
produce resistencia a los inhibidores de la via BRAF, lo que conduce a la progresion de la
enfermedad.>?>?6 Los mecanismos subyacentes de resistencia a los inhibidores de BRAF
siguen siendo poco conocidos en el contexto del CPNM. La reactivacion de la sefalizacion
de la quinasa regulada por sefal extracelular (ERK) a través de la via MAPK representa el
principal mecanismo que implica la resistencia secundaria a los inhibidores BRAF y puede
producirse tanto ascendente como descendentemente de las quinasas BRAF. Los mecanismos
implicados incluyen mutaciones secundarias en otros genes implicados enla via de sefializacion
MAPK que conducen a la reactivacion independiente de BRAF de la sefializaciéon ERK, como
mutaciones NRAS/KRAS o MEK1/2 o variantes de empalme de BRAF y amplificaciones de
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genes que aumentan el nivel de homodimeros BRAF V600E. La mutacion adquirida en el gen
BRAF rara vez se describe como un mecanismo de resistencia. La activacion por derivacion es
la principal causa de resistencia secundaria de la terapia dirigida. Las alteraciones de falta de
funcién del homdlogo de la fosfatasa y la tensina (PTEN) pueden contribuir a la resistencia a
las combinaciones de dabrafenib y trametinib en tumores BRAF V600E.
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NTRK

Por Lukas Bubendorf, Alexander Drilon y Mari Mino-Kenudson

Estructura y funcion de los genes

Los genes del receptor neurotrépico de la quinasa para la tropomiosina (neurotrophic
tropomyosin receptor kinase, NTRK), NTRKI en 1q21-22, NTRK2 en 9q22.1, y NTRK3
en 15925, codifican TRKA, TRKB y TRKC, respectivamente. Estas proteinas pertenecen
a la familia de los receptores tirosina quinasa (receptor tyrosine kinase, RTK). Al igual
que otros RTK, el TRK (en lo sucesivo TRKA, TRKB y TRKC) tiene dominios quinasa de
unioén al ligando a nivel extracelular, transmembrana e intracelular. La unién del ligando de
neurotropina y la activaciéon de TRK conducen a la homodimerizacién del receptor y a la
sefializacion descendente, incluidas las vias de la proteina quinasa activada por mitégeno
(mitogen-activated protein kinase, MAPK), la fosfoinositol 3-quinasa (phosphoinositide
3-kinase, PI3K) y/o la proteina quinasa C (protein kinase C, PKC).1? Los receptores TRK
estan implicados en el desarrollo del sistema nervioso central, incluidas la proliferacion, la
migracion, la diferenciacion y la apoptosis celular. En los tejidos del adulto, la expresion de
TRK estd restringida al tejido neuronal y a los testiculos.?

Tipos de alteraciones y papel en la oncogénesis

Las fusionesactivadoras del NTRK conducen a una sobreexpresion constitutiva de las proteinas
TRKy son altamente predictivas de la respuesta a los inhibidores de TRK. En dichas fusiones
de genes oncogénicos, el dominio tirosina quinasa C-terminal del NTRK se fusiona con la
region 5’ de un gen compariero, y la proteina quimérica conduce a la activacion constitutiva
de las vias descendentes de forma independiente del ligando. Las fusiones oncogénicas del
NTRK pueden dar lugar a una fuerte sobreexpresion de la proteina TRK detectable mediante
inmunohistoquimica (IHQ).*> Hasta la fecha se han descrito mds de 80 fusiones asociadas del
NTRK diferentes en varios tipos de tumores. Las asociaciones especificas pueden variar segiin
el tipo de tumor. En particular, el ETV6-NTRK3 es prevalente en el 90 % de los carcinomas
secretores de mama y los carcinomas secretores de las glandulas salivales (anteriormente
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conocidos como carcinoma analogo secretor de mama) para los que la fusion sirve tanto de
marcador diagndstico como predictivo. En el cancer de pulmon se han identificado al menos
16 fusiones asociadas de NTRKI, NTRK2, o NTRK3.2:46-9

Caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e histologicas

Las fusiones del NTRK son muy poco frecuentes y solo se han encontrado en el 0,1 % al 0,3 %
de los casos de cédncer de pulmén no microcitico (CPNM).!? Aunque los datos sobre la
distribucién de las fusiones en los 3 genes NTRK son aun escasos, la fusion puede implicar a
cualquiera de los 3 genes. Las fusiones del NTRK1 y NTRK3 parecen ser mas frecuentes que
las del NTRK2.* Las fusiones del NTRK se enriquecen en cinceres con ausencia de mutaciones
conductoras candnicas.”!! Aunque las fusiones del NTRK se han encontrado sobre todo en
adenocarcinomas de pulmon, también pueden darse en otras histologias como los carcinomas
de células escamosas y los carcinomas neuroendocrinos.'? Aunque las fusiones del NTRK se
consideran mutuamente excluyentes con otros conductores de novo en el CPNM, pueden
surgir como mecanismos de resistencia a la terapia con inhibidores de la tirosina quinasa
(tyrosine kinase inhibitor, TKI), como los TKI del EGFR de tercera generaci(')n.13 Las fusiones
del NTRK se han informado sobre todo en no fumadores de mediana edad o en personas que
nunca han fumado, pero también pueden darse en cualquier paciente con CPNM.!?

Estrategias de prueba

Existen varios métodos para detectar las fusiones del gen NTRK. Cada técnica tiene sus
méritos y limitaciones, y la eleccién de las pruebas depende de los recursos y del contexto
clinico.!* Por lo general, el perfil molecular integral (secuenciacién basada en 4cidos nucleicos
mediante paneles de secuenciacion de nueva generacion [next-generation sequencing, NGS]
adecuados) es el método recomendado para las pruebas del NTRK en tumores en los que
las fusiones del NTRK son poco frecuentes, como el CPNM.!4 La NGS basada en ARN es
preferible a la NGS basada en ADN, ya que esta ultima no puede cubrir grandes regiones
intrénicas del NTRK3, lo que conduce a una sensibilidad reducida. Ademas, en la NGS
basada en ARN se tolera un menor nivel de pureza debido a la sobreexpresion de la fusién
genética. Por el contrario, la calidad inestable del ARN puede ser motivo de preocupacion,
especialmente en material envejecido y archivado. También existen otros métodos basados en
el ARN, como la tecnologia de cddigo de barras digital multiplexado con cédigo de colores
(nCounter [NanoString]) en un corte tisular.!>® La reaccién en cadena de la polimerasa
con transcripcion inversa (reverse transcription polymerase chain reaction, RT-PCR) se
ha utilizado principalmente para detectar fusiones canonicas del ETV6-NTRK3 en tipos
tumorales enriquecidos para detectar dichas alteraciones.!”

La hibridacién fluorescente in situ (fluorescence in situ hybridization, FISH) es un método
bien establecido para detectar fusiones genéticas. En el caso del NTRK, es necesario realizar
pruebas separadas para NTRK1, NTRK2y NTRK3. La prueba FISH se utiliza principalmente
para el analisis de confirmacion en el entorno de alta prevalencia (es decir, para tumores con
una alta probabilidad de contener una fusiéon del gen NTRK), pero no es la primera opcién
para el CPNM.

La expresion de la proteina pan-TRK detectada mediante IHQ es un sustituto de la
presencia de una fusién del NTRK, ya que la TRK de tipo salvaje no se expresa altamente
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en muchos tejidos no neoplasicos. Los clones comercialmente disponibles de pan-TRK son
EPR17341 (Abcam) y A7H6R (Cell Signaling Technology). También esta disponible una
prueba pan-TRK de diagndstico in vitro (in vitro diagnostic, IVD) Ventana (Roche Tissue
Diagnostics). La IHQ es rentable, tiene un tiempo de respuesta rapido y puede integrarse
facilmente en los flujos de trabajo de los laboratorios de diagndstico. Ademas, la THQ solo
requiere un numero relativamente pequeno de células tumorales en cortes tisulares o muestras
citoldgicas.!8 La expresién de TRK por IHQ puede mostrar una intensidad y una localizacién
subcelular variables (citoplasmatica, nuclear o membranosa), que podrian depender del gen
de fusién 5" asociado.'* La IHQ puede servir como herramienta de cribado ttil para tipos
tumorales con una prevalencia baja, especialmente cuando la NGS no esta disponible o no se
realiza de forma rutinaria (figura 11-1).

(B)
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Figura 11-1. Ejemplos deinmunohistoquimica (IHQ) utilizando el anticuerpo pan-TRK 17341 (Ventana [Roche
Tissue Diagnostics]). (A) Metastasis 6sea de adenocarcinoma de pulmén con fuerte presencia citoplasmatica
de TRK. Fusién CLIP1-NTRK1 confirmada (secuenciacidon de nueva generaciéon [NGS] basada en ARN mediante
kit Archer FusionPlex Custom [Diagnostica Longwood]). (B) Adenocarcinoma de pulmén con tincion TRK
membranosa caracteristica. La fusion del NTRK no se confirmé a pesar de utilizar varios métodos (NGS basada
en ARN por Archer y Oncomine [ThermoFisher Scientific] integral, e hibridacion fluorescente in situ [FISH]
utilizando 3 sondas FISH contra NTRK1, NTRK2 y NTRK3). (C) Metastasis cerebral pan-TRK IHQ-negativa de ade-
nocarcinoma de pulmon; el tejido cerebral neuronal adyacente sirve como control interno positivo de tincion.

Se han publicado pocos estudios sobre el protocolo de tincidn, la sensibilidad y la
especificidad de la IHQ de TRK. La sensibilidad actualmente informada de la IHQ para
TRK para las fusiones del NTRK1 o NTRK2 es del 96 % y el 100 %, respectivamente, pero
solo del 55 % al 79 % para el NTRK3.*8 Mientras que la especificidad de la IHQ para TRK
en el CPNM fue del 100 % (24:24) en 1 estudio, otros informaron de la tincién de TRK en
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ausencia de una fusion del NTRK en aproximadamente el 1,8 % (11/617) de los casos, lo que
corresponde a un valor predictivo positivo estimado del 10 %.!> La prevalencia y significacién
de la expresiéon de TRK en ausencia de una fusién del NTRK requiere mads estudios.
Curiosamente, entre el 3 % y el 4 % de los CPNM albergan una amplificacién genética del
NTRKI segtin cBioPortal.!” Queda por estudiar si tales amplificaciones pueden explicar la
expresion de TRK en el CPNM. Cabe destacar que se informd de una respuesta parcial al
inhibidor de TRK larotrectinib en un carcinoma esofégico amplificado con NTRK.?°

La mayoria de los estudios han utilizado un valor de corte de al menos un 1 % de tincién
de la célula tumoral por encima del fondo.> Sin embargo, actualmente no hay consenso sobre
la mejor manera de definir la positividad de TRK por THQ. Asi pues, cualquier expresion
por IHQ requiere confirmacién mediante una prueba ortogonal, preferiblemente basada en
4cidos nucleicos.*

La figura 11-2 muestra una propuesta de algoritmo de pruebas diagnoésticas para el
CPNM no escamoso. Este algoritmo se ajusta a las recomendaciones de la Sociedad Europea
de Oncologia Médica (European Society for Medical Oncology, ESMO)!* y con las guias
sobre pruebas moleculares amplias recomendadas para detectar alteraciones predictivas,
incluidas mutaciones o reordenamientos oncogénicos. En la mayoria de los carcinomas
de células escamosas de pulmén avanzados, las pruebas moleculares amplias atin no son
un estandar; sin embargo, deberia considerarse la realizaciéon de pruebas moleculares que
incluyan al NTRK en funcioén del perfil clinico (paciente joven y que nunca ha fumado o que
es fumador moderado).

Adenocarcinoma de pulmén
avanzado o CPNM, NOS

| Panel de ADN dirigido |
|

: - !
Mutacién Mutacién Positiva/ | Negativa |

conductora positiva || conductora negativa confusa

Panel de fusién
de ARN dirigida

Figura 11-2. Algoritmo de pruebas diagnésticas propuesto para las fusiones del gen NTRK en el adenocarci-
noma de pulmon o el CPNM, NOS. Como alternativa a las pruebas secuenciales, las pruebas NGS simultaneas
basadas en ADN y ARN son una opcién que depende del entorno de la préctica local y de la cobertura de
los costos adicionales. Abreviaturas: IHQ = inmunohistoquimica; NGS = secuenciacién de nueva generacion;
CPNM, NOS = céncer de pulmén no microcitico, no especificado. (Adaptado de Koehne de Gonzalez et al.2")
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Implicaciones clinicas

Los inhibidores de TRK son muy activos en pacientes con canceres positivos para la fusion
del NTRK. En muchos pacientes se alcanza rdpidamente la respuesta y se observa un control
duradero de la enfermedad. La tasa de respuesta global (TRG) al larotrectinib en todos los
canceres positivos para fusion del NTRK es del 75 %, independientemente de la edad del
paciente o del tipo de tumor.?? En los cénceres de pulmén positivos para la fusién del NTRK, la
TRG es del 83 %, con una mediana de duracion de la respuesta (median duration of response,
DOR) y una mediana de supervivencia libre de progresion (SLP) que no se han alcanzado. La
mediana de supervivencia global es de aproximadamente 41 meses. En pacientes con tumores
sélidos positivos para la fusion del NTRK, la TRG del entrectinib, un inhibidor de TRK y
TROSI, es del 57 %.%3 En los canceres de pulmén positivos para la fusion del NTRK, la TRG
es del 69 %, la mediana de DOR no se ha alcanzado, la mediana de la SLP es de 15 meses y la
mediana de supervivencia global (SG) es de 15 meses.

Estos estudios condujeron a las aprobaciones histdricas por parte de la Administracion de
Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (US Food and Drug Administration, FDA) y
la Agencia Europea de Medicamentos (European Medicines Agency, EMA) de los inhibidores
de TRK de primera generacion, larotrectinib y entrectinib, en pacientes de diversas edades
con tumores solidos avanzados positivos a la fusiéon del NTRK, independientemente de la
histologia del tumor. De hecho, el uso de un inhibidor de TRK en canceres positivos a la fusiéon
del NTRK esta actualmente aprobado o autorizado en hasta 40 paises de todo el mundo.

Mecanismos de resistencia

A pesar de estas respuestas rapidas y duraderas a los inhibidores de TRK, lamentablemente se
desarrolla resistencia en la mayoria de los pacientes. Los mecanismos de resistencia conocidos
son, en la diana o fuera de ella. La resistencia en la diana implica mutaciones del NTRK1/2/3
que dan lugar a sustituciones de aminoacidos en diferentes regiones: el frente solvente, el
“gatekeeper” o el motivo DFG caracterizado por 3 aminodcidos secuenciales, acido aspartico
(D), fenilalanina (F) y glicina (G), del dominio quinasa de TRK.?* Estas mutaciones dentro
de la diana pueden ser el objetivo de los inhibidores de TRK de nueva generacién, como
selitrectinib, repotrectinib y taletrectinib, entre otros.2 Los mecanismos fuera de la diana
implican mutaciones o amplificaciones adquiridas de la via MAPK, como las mutaciones
KRAS GI12D, BRAF V600E o MEK, o la amplificacién del MET.>?>26 Adn no se han descrito
los datos relativos al espectro de mecanismos fuera de la diana en el CPNM, pero las terapias
dirigidas combinadas (por ejemplo, un inhibidor de TRK con una segunda molécula pequeiia
dirigida contra la resistencia a la derivaciéon) han demostrado una actividad de prueba de
concepto en pacientes seleccionados con resistencia fuera de la diana.?
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Por Sanja Dacic, Jessica J. Lin y Mauro Papotti

Estructura y funcion de los genes

El gen de REordenamiento durante la Transfeccion (RET) del cromosoma 10q11.21 se identifico
originalmente mediante una prueba de transfeccién de una linea celular de fibroblastos NIH3T3
con ADN de linfoma humano. Su producto es un receptor de membrana que contiene dominios
extracelulares (con 4 repeticiones similares a las cadherinas, 1 sitio de unién al calcio y un sitio
rico en cisteina), transmembrana e intracelulares (figura 12-1). Este ultimo contiene una porcién
yuxtamembrana, la tirosina quinasa, y 2 colas RET (RET-9 y RET-51) generadas por empalme
alternativo, que determinan 2 isoformas dela proteina RET. Losligandos de RET incluyen la familia
del factor neurotrdpico derivado de la glia (glial-derived neurotrophic factor, GDNF) que se une
al correceptor GFRa y al GDF15, que se une al correceptor del receptor tipo a de la familia GDNF
(GFRAL), formando un complejo ternario con el dominio extracelular de RET y desencadenando
la dimerizacion de RET y la fosforilacion y activacion de la tirosina. La transduccion descendente
de sefales implica a las vias RAS/MAPK, PI3K/AKT/mTOR y JAK/STAT. Fisiol6gicamente, el

RET desempeifia un papel en el desarrollo de los rifiones y el sistema nervioso entérico.!?

Tipos de alteraciones y papel en la oncogénesis
Se encontraron mutaciones, fusiones y amplificaciones del RET en el 39 %, 31 % y 25 % de los
tumores, respectivamente, segiin un amplio estudio de mas de 4800 canceres diversos.? Las
mutaciones de la linea germinal del RET causan enfermedades y tumores hereditarios, incluida
la neoplasia endocrina multiple (multiple endocrine neoplasia, MEN) tipos 2A y 2B. En todas
las neoplasias malignas se producen alteraciones somaticas, incluidas mutaciones y fusiones.
Las mutaciones de ganancia de funcién del RET que dan lugar a una activacion aberrante
de RET se producen en el carcinoma medular de tiroides (medullary thyroid carcinoma, MTC)
esporadico o hereditario y rara vez se describen en otros canceres. Estas mutaciones afectan a
la porcidn rica en cisteina del dominio extracelular en el caso del MTC familiar y la MEN2A
o al dominio tirosina quinasa en el caso de la MEN2B y casos esporadicos.
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Figura 12-1. (A) Estructura del oncogén RET e interacciones entre ligando y receptor. (B) Las alteraciones
genéticas incluyen mutaciones y reordenamientos genéticos con diferentes companeros. Abreviaturas:
CLD =dominio similar a la cadherina; CRD = dominio rico en cisteina; EC = porcidn extracelular; GDNF = factor
neurotrépico derivado de la glia; GFRa = coreceptor alfa 1 del factor GDNF; IC = porcién intracelular;
JM = segmento yuxtamembrana; P = sitio de fosforilaciéon; TKD = dominio tirosina quinasa; TM = porcion
transmembrana. (Adaptado de Ferrara et al y Radonic et al.’®)
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Las fusiones del RET suelen implicar reordenamientos intracromosdmicos, pero rara
vez pueden implicar reordenamientos intercromosdmicos, lo que da lugar a la fusién de la
region que codifica el dominio quinasa del RET en el extremo 3’ con la region 5'-terminal de
varios genes compafieros.? Estas fusiones dan lugar a una oncoproteina de fusién quimérica
constitutivamente activa. Se han descrito fusiones del RET en el carcinoma papilar de tiroides
y en el cancer de pulmoén no microcitico (CPNM), ademas de en otros tipos de tumores como
los adenocarcinomas colorrectales, de glandulas salivales y de ovario. En el cancer de pulmoén,
las fusiones asociadas al RET més comunes son KIF5B (72 %), CCDC6 (23 %), NCOA4 (2 %),
EPHAS5 (1 %)y PICALM (1 %).° En cambio, en el cdncer papilar de tiroides, CCDC6 y NCOA4
son los genes compafieros ascendentes més comunes.”"1

Raramente se ha informado de amplificaciones del RET en carcinomas pancreaticos y de
mama (entre otros), con una expresion elevada pero heterogénea de la proteina RET incluso
en ausencia de una fusion del RET.!!

Caracteristicas epidemiologicas, clinicas e histologicas

Se han identificado fusiones del RET en el 1 % y el 2 % de los adenocarcinomas de pulmén.$
Los pacientes con canceres de pulmdn positivos para fusion del RET tienden a ser mas
jovenes (<60 afios) con una distribucién por sexos relativamente igual. La mayoria de los
pacientes nunca han fumado, aunque se ha informado de la incidencia en fumadores actuales
y exfumadores.!? No se ha observado ninguna asociacién con la exposicién a la radiacién
terapéutica en los adenocarcinomas de pulmén con fusiones del RET.!3

Estrategias de prueba
Aun no se han estandarizado los métodos de cribado para detectar fusiones del RET. Para
identificar las fusiones del RET se ha utilizado inmunohistoquimica (IHQ), reaccién en
cadena de la polimerasa con transcripcion inversa (reverse transcription polymerase chain
reaction, RT-PCR), hibridaciéon fluorescente in situ (fluorescence in situ hybridization,
FISH) y secuenciacién de nueva generacion (next-generation sequencing, NGS) basada en
ADN/ARN. Cabe destacar que, a diferencia de la IHQ para ALK, la IHQ para RET tiene una
sensibilidad baja (55 %-65 %) y una especificidad variable (40 %-85 %).!11314 La sensibilidad
de la THQ también puede variar segun la fusion asociada.!! Por lo tanto, actualmente no
se recomienda la IHQ para RET para cribado de fusiones o mutaciones del RET en el
adenocarcinoma de pulmén. !>

La prueba FISH para RET suele ser muy sensible (100 %), aunque con una sensibilidad
menor para la fusién poco frecuente NCOA4-RET (66,7 %).!! Se ha informado de que la
especificidad de la prueba FISH para el RET oscila entre el 55 % y el 100 %.!3'* Dado que
las fusiones del RET en los canceres de pulmoén pueden implicar una variedad de genes
compaiieros, se prefieren las sondas de rotura a las sondas de fusién. Las guias para la prueba
FISH del RETy su puntaje son similares a las de la deteccion de otros genes de fusion. La prueba
es positiva si mds del 15 % de las células tumorales muestran seal dividida o sefial 3’ tnica.

Aunque la RT-PCR es especifica, esta limitada a la deteccion de fusiones conocidas. Las
pruebas basadas en NGS ofrecen la ventaja de identificar fusiones del RET, incluso con fusiones
asociadas novedosas, y ademas permiten realizar pruebas multiplex para otras dianas susceptibles
auna intervencion preventiva.!® LaNGS basada en ADN tiene limitaciones ala hora de identificar
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fusiones complejas, y aqui, la NGS basada en ARN puede anadir valor. Las pruebas basadas en
NGS del ADN libre de células (cfADN) también pueden detectar fusiones del RET, y se debe
considerar un resultado positivo como indicativo de la presencia de una fusion del RET.!718

Orientacion terapéutica de las fusiones del RET en el CPNM

Los esfuerzos iniciales para actuar sobre RET en el CPNM positivo para fusion del RET se
centraron en la reconversion de los inhibidores de multiquinasa con actividad anti-RET
(por ejemplo, vandetanib, cabozantinib, lenvatinib).!?* Aunque se informaron grados
variables de eficacia, las respuestas fueron tipicamente modestas. Ademads, la tolerabilidad se
vio limitada por toxicidades relacionadas con la inhibicion de la multiquinasa, como la del
receptor 2 del factor de crecimiento endotelial vascular (vascular endothelial growth factor
receptor 2, VEGFR2).

El selpercatinib (antes LOXO-292) y el pralsetinib (antes BLU-667) son inhibidores
orales de la tirosina quinasa (TKI) desarrollados para actuar de forma potente y selectiva
contra las fusiones y mutaciones oncogénicas del RET. En consonancia con su selectividad, el
selpercatinib y el pralsetinib demostraron unos perfiles de seguridad favorables en ensayos de
fase 1y 2.2%26 En el ensayo LIBRETTO-001 de fase 1y 2 de registro, el selpercatinib demostrd
una eficacia solida en el CPNM avanzado positivo para fusion del RET, con unas tasas de
respuesta global (TRG) del 85 % entre los pacientes sin tratamiento previo y del 64 % entre
los pacientes pretratados con quimioterapia basada en platino.?”> En el ensayo ARROW de
fase 1 y 2 de registro, el pralsetinib tuvo una eficacia similar, con TRG del 70 % y el 61 %,
respectivamente, en estas poblaciones.?® Cabe destacar que tanto el selpercatinib como el
pralsetinib mostraron actividad contra las metastasis cerebrales. Con base en estos resultados,
el selpercatinib y el pralsetinib han recibido aprobaciones condicionales de linea agnostica
por parte de la Administraciéon de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos para
el tratamiento del CPNM avanzado positivo para fusiéon del RET. Estos agentes han recibido
ademas autorizaciones condicionales por parte de la Agencia Europea de Medicamentos para
la indicacion de pretratamiento con inmunoterapia o quimioterapia basada en platino para el
selpercatinib y para la indicacion de linea agnoéstica para el pralsetinib.

Mecanismos de resistencia a los inhibidores selectivos de RET
A pesar de su eficacia, la aparicion de resistencia a los TKI de RET sigue siendo un desafio
importante. Se han identificado mecanismos de resistencia tanto dentro la diana como
fuera de ella. El primer mecanismo de resistencia del que se inform¢é fue la mutaciéon G810
del frente solvente del RET, que causa una interferencia estérica con la unién de los TKI
y se ha identificado entre el 7% y el 11 % de las biopsias posteriores a la progresién.’-3
Las mutaciones Y806C/N en la region bisagra del RET también causan resistencia al
selpercatinib y al pralsetinib.>®3! Se han identificado mutaciones L730V/I en la region
del techo en muestras resistentes al pralsetinib, pero se prevé que sigan siendo sensibles al
selpercatinib.?®32 Hay novedosos inhibidores de RET en fase de desarrollo clinico que pueden
ayudar a abordar la resistencia dentro de la diana (por ejemplo, LOXO-260 [NCT05241834],
TAS0953/HMO06 [NCT04683250], TPX-0046 [NCT04161391]).

También se estan delineando los mecanismos de resistencia a selpercatinib y pralsetinib
fueradeladianayhastaahora parecen predominar en comparacién conlos mecanismos dentro
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deladiana (83 %-90 % en comparaciéncon 10 %-17 %, respectivamente).?3-3 La amplificacién
del MET se ha identificado de forma recurrente en pacientes que presentan progresién con
selpercatinib y pralsetinib.?8-3033 Los informes de casos sugieren que la inhibicién dual de
RET y MET puede representar un enfoque terapéutico viable en estos casos.>> También se han
identificado amplificacién o mutaciones del KRAS, mutacién BRAF V600E, amplificacion del
FGFRI1 y fusién del NTRK3.28-30:34 Sin embargo, los mecanismos de resistencia a los TKI
selectivos de RET siguen sin determinarse en una proporcion sustancial (40 %-80 %) de los
casos, lo que subraya la necesidad de realizar mas estudios para dilucidar la biologia y las
estrategias de tratamiento dptimas para los canceres resistentes a los TKI de RET.
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Por Lynette M. Sholl, Ibiayi Dagogo-Jack, Soo-Ryum Yang y Yi-Long Wu

Estructura y funcion de los genes

Elprotooncogén MET receptor tirosina quinasa (receptor tyrosine kinase, MET), también conocido
como receptor del factor de crecimiento de hepatocitos, es el responsable de la codificacién de la
proteina MET, un receptor del factor de crecimiento que se expresa predominantemente en células
endoteliales y epiteliales con papeles esenciales en el desarrollo, la regeneracion y la homeostasis.
La desregulacion de MET es un conductor bien establecido de la oncogénesis en muchos tipos
de céncer, incluido el de pulmén."? Clonado inicialmente a partir de una fusién oncogénica
inducida en una linea celular de osteosarcoma, MET vy su ligando, el factor de crecimiento de
hepatocitos (hepatocyte growth factor, HGF), se dieron a conocer posteriormente por sus papeles
en la morfogénesis (ramificacion tubular, incluso en el higado, el rifén y el pulmoén), la motilidad
y la invasién (carcinoma) y la mitogénesis (incluida la regeneracién de hepatocitos).>”

MET es una proteina receptora transmembrana de paso unico definida por un dominio
de union al ligando extracelular (Sema); un dominio de plexina-semaforina-integrina (PSI);
un dominio de factor de transcripcién de plexina similar a inmunoglobulina; y dominios
transmembrana, yuxtamembrana intracelular y tirosina quinasa.” Tras la unién de su ligando,
el HGF, MET se homodimeriza, lo que conduce a la fosforilacion de las tirosinas 1234/1235
(dominio quinasa) y 1349/1356 (dominio de acoplamiento), con la subsiguiente activacion
descendente delasvias dela proteina quinasa activada por mitdgeno (mitogen-activated protein
kinase, MAPK) y PI3K-mTOR-AKT.® Fundamentalmente, la regulacién de la expresion de la
proteina MET en la superficie celular estd mediada por laligasa de ubiquitina E3, Cbl, que se une
al Y1003 fosforilado en el dominio yuxtamembrana del receptor.” La ubiquitinacién mediada
por Cbl desencadena la endocitosis del receptor!'? (figura 13-1); curiosamente, el transito de
MET al compartimento endosomal parece necesario para la activaciéon de todo el rango de
seflales descendentes, incluso a través de la quinasa regulada por senales extracelulares-1, -2
(extracellular signal-regulated kinase, ERK1/2) y el transductor de sefiales y activador de la
transcripcién-3 (signal transducer and activator of transcription-3, STAT3).1!
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Figura 13-1. Representaciéon esquemdtica de los modos mas comunes de activaciéon del gen MET. (A) Tras
la unién del ligando, la expresion superficial de Met se regula normalmente a la baja por la unién de Cbl a la
tirosina fosforilada en el codén 1003 en el dominio yuxtamembrana de Met, lo que conduce a su internalizacion
y degradacion. (B) Las mutaciones de omision del exdn 14 de MET afectan de forma preferencial a las regiones de
empalme que flanquean el exén 14, lo que conduce a la delecion de la region yuxtamembrana que contiene Y1003
e impide la interaccién con Cbl. De forma alternativa o concomitante, (C) MET puede sufrir un aumento relativo del
numero de copias, causado por el cromosoma 7 (D) que sufre una o mas rondas de reduplicacion que conducen
a la polisomia o (E) causado por la amplificacion focal de MET. Esta ultima esta mas fuertemente asociada con la
activacién de Met y la dependencia oncogénica. (Adaptado de Drilon et al.'?)

CEP7 MET

c-Cbl

=

Amplificacién

Tipos de alteraciones y papel en la oncogénesis

La desregulacion de la via MET en el cancer de pulmon se produce a través de varios mecanismos
moleculares que incluyen mutaciones genéticas, amplificaciones, sobreexpresion de proteinas y
fusiones.!? Se han descrito varios mecanismos mutacionales de oncogénesis en el MET, incluso en
los hotspots del dominio quinasa (F12001, Y1230X y M1250T) en el carcinoma papilar de células
renales y potencialmente dentro del dominio extracelular Sema en varios tipos de tumores.!*!1>
Sin embargo, el mecanismo dominante en el cancer de pulmén no microcitico (CPNM) es la
introduccién de una diversidad de mutaciones con cambio de sentido y de delecion-insercion en
y alrededor de los sitios de empalme que flanquean el exdén 14, que conducen a la “omision del
exo6n 147 y a la pérdida del dominio regulador yuxtamembrana que contiene el sitio de unién de
Cbl'6 en Y1003 (figura 13-2). La sefializacién oncogénica persistente a través del receptor MET
unido a la superficie se asocia con un aumento de la invasién celular y la metastasis.'®!”

Las amplificaciones del MET se pueden clasificar principalmente en 2 subtipos: de novo'y
adquiridas. La amplificacion del MET de novo se produce entre el 1 % y el 5 % de los CPNM
y se asocia a un mal pronéstico.!®1 Cabe destacar que la prevalencia de las amplificaciones
del MET varia entre los distintos estudios, dependiendo del valor de corte y de las pruebas
diagnosticas utilizadas. En un subconjunto de casos, las mutaciones de omision del exén 14
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van acompanadas de una amplificacion selectiva del alelo mutado, un acontecimiento que
probablemente facilita el estado de adiccién del oncogén.?0-22

En raras ocasiones, la amplificacion del MET de novo de tipo salvaje esta implicada como
el unico factor oncogénico; lo mas tipico es que la amplificacion del MET se observe con una
alteracién del factor mitogénico concurrente, incluso en el EGFR y el KRAS.>* La amplificacién
adquirida del MET se puede identificar en entre el 5 % y el 20 % de los pacientes con CPNM con
mutacion en el receptor del factor de crecimiento epidérmico (epidermal growth factor receptor,
EGEFR) tras la progresion con inhibidores de la tirosina quinasa (tyrosine kinase inhibitors, TKI)
del EGFR de primera, segunda y tercera generacién,?>-?’ y ahora se reconoce como un mecanismo
recurrente de resistencia adquirida a las terapias dirigidas contra ALK, RET y ROS1.%8

Lasfusiones intergénicas que afectan al MET son poco frecuentes, pero se han identificado diversas
fusiones asociadas. Tales fusiones se han descrito en gran medida en tumores distintos al CPNM,
incluidos el glioma, el carcinoma papilar de células renales y el tiroideo.?” La frecuencia exacta de la
fusion del MET en el CPNM estd mal definida; las mejores estimaciones sugieren que se producen en
el 0,5 % de los adenocarcinomas de pulmén que, por lo demés, son negativos para oncogenes.*” Los
puntos de rotura dentro del gen MET parecen estar enriquecidos en el intrén 14, y los productos de
fusion yuxtaponen un compaiero 5’ que contiene un dominio de hélice superenrollada para facilitar
la homodimerizacién con un dominio de Met quinasa intacto.”®? Las pruebas relativas al papel
predictivo de las fusiones del MET para las terapias dirigidas a Met se derivan en gran medida de
informes de casos y series pequefias, pero sugieren que estas estrategias son prometedoras.!

La sobreexpresion de MET es frecuente en el CPNM vy se puede detectar aproximadamente
entre el 20 % y el 48 % de los pacientes mediante inmunohistoquimica (IHQ).*2% Sin embargo, la
correlacion entre la sobreexpresion de MET y las alteraciones o amplificacion del MET es débil, y solo
un subconjunto de tumores positivos a la mutacién de omision del exon 14 del MET demuestran una
expresion significativa dela proteina MET (figura 13-3A-D). Ademas, se puede observar una expresion
de alto nivel en el contexto de otras alteraciones del factor oncogénico?!*6% (figura 13-4A,B).

Caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e histologicas

Las mutaciones de omision del ex6n 14 del MET se producen entre el 3 % y el 4 % de los pacientes
con CPNM en poblaciones blancas, mientras que, en China, la frecuencia es solo del 0,9 96.38-40
La limitada secuenciacion sistematica en otras poblaciones impide realizar estimaciones fiables de
la frecuencia de mutaciones del ex6n 14 del MET. Los esfuerzos de secuenciacion a gran escala
han descubierto un posible enriquecimiento de las mutaciones y amplificaciones del MET en
pacientes de ascendencia judia asquenazi.! Las mutaciones de omisién del exén 14 del MET se
informan con mayor frecuencia en adenocarcinomas de pulmoén, pero también se informan en
carcinomas de células escamosas de pulmén, donde posiblemente estén enriquecidas en pacientes
con antecedentes como fumadores moderados o que nunca han fumado.*>*? Varios estudios han
identificado un aparente enriquecimiento en el carcinoma sarcomatoide pulmonar entre el 5 % y
el 32 % de los casos.2#> La mediana de la edad de los pacientes con mutaciones de omisién del
exon 14 del MET (>70) es elevada en relacion con la de aquellos con otros tumores impulsados
por oncogenes.?!"?3 La mayorta de los estudios indican que las mutaciones del MET se producen
independientemente del habito de fumar.?>#! Las mutaciones de omisién del exén 14 del MET
suelen ser mutuamente excluyentes con otras mutaciones conductoras de oncogenes; sin embargo,

se hainformado de comutaciones de KRAS G12X en aproximadamente el 4 % de los casos.?!2338:46
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y niveles muy variables de expresion de la proteina MET (clon inmunohistoquimico SP44 [Spring Biosciencel).
(A) Reseccion pulmonar que muestra un adenocarcinoma de pulmoén de predominio acinar con (B) niveles
apenas perceptibles de expresion total de la proteina MET. (C) Biopsia pulmonar con aguja gruesa que muestra
racimos desprendidos de adenocarcinoma de pulmoén poco diferenciado con caracteristicas micropapilares y
(D) expresion fuerte y difusa de la proteina MET.

35 VBT >k i ; b o 5. B0y 4
Figura 13-4. Adenocarcinoma de pulmdn con mutacién de KRAS que muestra una expresion fuerte y difusa
de la proteina MET y amplificacién de MET en forma de racimos de sefales (regiones de tincion homogénea)
mediante hibridacién cromogénica in situ (sefiales negras = MET; sefiales rojas = CEN 7).

K s

Estrategias de prueba

Dada la diversidad de alteraciones activadoras del MET, la evaluacién integral de los
biomarcadores del MET (susceptibles a una intervencion preventiva) requiere un enfoque
diagndstico integrado. Es importante tener en cuenta la idoneidad y las limitaciones de cada
prueba e implementar una estrategia de pruebas que garantice una amplia cobertura de las
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Tabla 13-1. Pruebas clinicas para la deteccion de biomarcadores del MET

Pruebas basadas en tejidos ADN-NGS ADN-NGS ADN-NGS IHQ
FISH ARN-NGS ARN-NGS
RT-PCR FISH
RT-PCR
Pruebas basadas en liquido/  ADNtc-NGS ADNtc-NGS ADNtc-NGS N/A
plasma?

Abreviaturas: ADNtc = ADN tumoral circulante; FISH = hibridacion fluorescente in situ; IHQ = inmunohistoquimica;
N/A = no aplicable; NGS = secuenciacién de nueva generacion; RT-PCR = reaccién en cadena de la polimerasa con
transcriptasa inversa.

2 Aunque los métodos de biopsia liquida con ADNtc se pueden utilizar para detectar la amplificacién del MET, la omision
del exén 14y las fusiones, la sensibilidad limitada para el analisis del nimero de copias y la deteccién de fusiones requiere
que los resultados negativos se confirmen en tejido.

NGS basada
en ADN

Omisién del exén 14 del MET
Fusién del gen MET

I
v v v v v v

| Limitrofe o ' Deteccién de | Variantes de
. Detectada Negativa negativa con i variantes ! Negativa significacion
| ) pureza baja ¢ candnicas | desconocida

____________________________

FISH para
amplificacion del MET

NGS basada en ARN

| Detectada ' Negativa | Detectada | Negativa

Figura 13-5. Posible estrategia de prueba para detectar biomarcadores del MET. Abreviaturas:
FISH = hibridacion fluorescente in situ; NGS = secuenciacién de nueva generacién.

diferentes clases de alteraciones del MET, incluidas la amplificacion, las mutaciones, los
transcritos alternativos y las fusiones (tabla 13-1).

En la figura 13-5 se muestran conceptos diagndsticos importantes para detectar
alteraciones patogénicas del MET en la clinica y una estrategia de pruebas. Dada la creciente
adopcion dela secuenciacion de nueva generacion (next-generation sequencing, NGS) basada
en ADN como prueba diagndstica estandar para el CPNM y su capacidad para detectar
multiples tipos de alteraciones del MET, proponemos un posible flujo de trabajo diagnostico
utilizando la NGS basada en ADN como prueba de cribado inicial para el perfil del MET.
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Al evaluar la amplificacion del MET, la amplificacién de alto nivel y la ausencia de
amplificacion en el contexto de una pureza tumoral suficiente representan resultados
fiables que no requieren pruebas adicionales. Sin embargo, en los casos con amplificaciéon
limitrofe o ausencia de amplificacién en un caso con baja pureza tumoral, la realizacién
de pruebas adicionales mediante hibridacion fluorescente in situ (fluorescence in situ
hybridization, FISH) puede proporcionar un andlisis mas granular y ayudar a confirmar
los resultados de la NGS. Para la omision del exén 14 del MET vy las fusiones del MET, la
deteccion de variantes candnicas proporciona informacién suficiente para el manejo clinico.
Sin embargo, los resultados negativos y las variantes de significacion desconocida deben
evaluarse mas a fondo mediante pruebas basadas en ARN. Por otra parte, los enfoques de
pruebas que ofrecen analisis paralelos basados en ADN y ARN pueden eludir la necesidad de
seguir una estrategia de pruebas secuenciales. Las pruebas basadas en ARN optimizadas para
la deteccion de fusiones pueden descubrir fusiones ocultas pasadas por alto por la NGS basada
en ADN y proporcionar confirmacion funcional para variantes de patogenicidad incierta.

La omision del exon 14 del MET esta mediada por mutaciones patogénicas en los sitios de
empalme donantes/aceptores y grandes deleciones genémicas que dan lugar a un transcrito del
MET alternativo que carece del ex6n 14. En la mayoria de los casos, estas alteraciones se pueden
detectar mediante NGS basada en ADN si existe una cobertura suficiente de los sitios de empalme
y de las regiones intrénicas que flanquean al ex6n 14.47 Dado que existen mutaciones cripticas
que alteran el empalme en regiones intrénicas profundas, puede ser necesaria una cobertura
completa de los intrones 13 y 14 (ademds del exon 14) para obtener una sensibilidad optima.3848
Sin embargo, esto puede suponer un desafio debido al gran tamario de los intrones y a la presencia
de secuencias repetitivas, dos factores que pueden afectar la precision de la secuenciacion basada
en ADN. Por esta y otras razones, se prefiere la NGS basada en captura hibrida a la NGS basada
en amplicones, debido a problemas técnicos como el sesgo de secuenciacion y el abandono de
alelos.**>% Sin embargo, incluso con la NGS basada en captura hibrida, se sabe que la secuenciacién

i'A |
i A
Inl Mutacién del sitio
NGS basada : i : de empalme del MET
en ADN A i ¢.3028+1G>A
iA p-X1010_empalme
im i
C CAGAAGTGTA ATA ATTT
p E D
Exén 14 Intrén 14
NGS basada : . H . H . H ) , Transcrito del ARNm
en ARN : Exon 12 : Exon 13 : Exon 15 : Exon 16 : del MET carente del exon 14

Figura 13-6. La secuenciacion de nueva generacion (NGS) basada en ADN y en ARN detecta la mutacion
del sitio de empalme y el evento de omisién de exén a nivel de los transcritos de ARN, respectivamente. La
estrategia de secuenciacion basada en ARN ofrece pruebas directas de una anomalia de empalme, mientras
que los efectos de una mutacion a nivel del ADN solo se pueden inferir basandose en la localizacién dentro
de la regién de empalme.
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Figura 13-7. (A) Sefales aumentadas en MET (verde) y CEP7 (rojo) que sugieren polisomia del cromosoma 7.
(B) Heterogeneidad de la amplificacién del MET. La célula tumoral del extremo derecho muestra niveles
elevados de copias del MET en comparacién con otras células tumorales con niveles variables de ganancia y
amplificacién del MET.

de ADN pasa por alto las alteraciones de omision del ex6n 14 y puede detectar variantes nuevas y
no candnicas cuyo efecto sobre el empalme no esté claro.”!

Por el contrario, la secuenciacién basada en ARN y la reaccién en cadena de la polimerasa
con transcripciéon inversa (reverse transcription polymerase chain reaction, RT-PCR)
pueden sortear estos desafios asociados al analisis a nivel del ADN vy evaluar directamente
el producto oncogénico del empalme alterado, lo cual permite un enfoque mas sensible y
funcional®? (figura 13-6). De ahi que las pruebas basadas en ARN puedan ser importantes
para confirmar los resultados negativos de la NGS basada en ADN y para evaluar mas a fondo
las mutaciones intrénicas no candnicas. Sin embargo, se han observado falsos positivos de
bajo nivel en la omision del exén 14;53:54 por lo tanto, para los casos de mutacion negativa,
puede ser importante incorporar un umbral inferior validado para la deteccion de la omision
del exdén 14 a nivel del ARN para garantizar la especificidad y correlacionar estos hallazgos
con los datos de secuenciacion del ADN.

La amplificacién genética del MET se ha evaluado tradicionalmente mediante FISH.
Se han propuesto diferentes sistemas de puntaje que incluyen el nimero de copias del gen
(gene copy number, GCN) MET 'y la relacion MET/CEP7, siendo este tltimo método capaz de
distinguir la amplificacién de la polisomia del cromosoma 7.°>°% Aunque no existen umbrales
estandarizados para la amplificacion del MET que se utilicen para guiar la terapia, los estudios
han mostrado que la amplificacién del MET de alto nivel definida por una relacion MET/CEP7
de 4 a 6 0 mas y/o un GCN de 10 o mas puede predecir la respuesta a la inhibicién de MET
en entornos de resistencia de novo y adquirida.>’->°

Mas recientemente, la NGS basada en ADN se ha utilizado cada vez mas para el cribado de
la amplificacién del MET.%6! Al igual que ocurre con la prueba FISH, no existe consenso sobre
la metodologia y los valores de corte para determinar la amplificacion del MET. Las ventajas de
la NGS sobre la FISH incluyen la capacidad de proporcionar (1) una evaluacion mas integral
del nimero de copias en todo el corte tumoral, superando asi la heterogeneidad potencial y
(2) el analisis multiplexado de alteraciones adicionales en el MET y otros genes susceptibles
a una intervencion preventiva. Sin embargo, el analisis del niimero de copias basado en NGS
esta limitado por los requisitos de pureza del tumor para la determinacion fiable del niimero
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de copias (~20 % de pureza del tumor).5? Los casos negativos con bajo contenido tumoral
o resultados limitrofes de la NGS se pueden beneficiar de pruebas FISH adicionales, ya que
proporcionan un analisis de mayor resolucion a nivel unicelular (figura 13-7A,B).

Las fusiones del gen MET se pueden detectar mediante diversos métodos basados en ADN
y ARN. La técnica FISH de rotura representa un método rapido y econémico para identificar
reordenamientos genéticos en los que interviene el MET. Sin embargo, esta técnica no revela
la fusion asociada, el punto de rotura o la localizacion del dominio quinasa, que pueden ser
importantes para confirmar la patogenicidad. Por otra parte, la NGS basada en ADN se puede
utilizar para detectar variantes estructurales (structural variants, SV) que se prevé que formen
fusiones patogénicas. Al igual que ocurre con otras fusiones genéticas, los puntos de rotura
gendmica subyacentes a las fusiones del MET se producen en su mayoria en intrones, lo que
limita la sensibilidad de la secuenciacién basada en ADN.3%%* Ademés, la especificidad puede
ser un problema en el caso de fusiones novedosas o complejas de significacién incierta. En
general, estas limitaciones se pueden resolver mediante métodos basados en ARN que evaliian
directamente los transcritos de la fusiéon oncogénica. Mientras que la RT-PCR suele requerir el
conocimiento de la fusioén asociada y del punto de rotura, la NGS basada en ARN carece de estos
requisitos y puede detectar fusiones con compaiieros y puntos de rotura novedosos.

Muchos estudios han mostrado que la sobreexpresion proteica de MET por IHQ es
un mal sustituto de la amplificacion del MET y de la omisién del exén 14 del MET.3437:64
Sin embargo, hay datos emergentes que sugieren que la sobreexpresion de MET puede
predecir la sensibilidad a las terapias dirigidas a MET en pacientes con alteraciones de
omisién del exon 14 del MET.%> Aunque actualmente la ITHQ de MET no tiene ningun papel
como biomarcador sustituto, la importancia terapéutica de la expresion de MET en pacientes
con alteraciones activadoras del MET puede evolucionar con datos futuros.

Implicaciones clinicas

Los TKI de MET se dividen en 2 grupos que se distinguen por el mecanismo de unién.
Los inhibidores de Met de tipo I (por ejemplo, crizotinib, capmatinib, tepotinib, savolitinib)
tienen como diana a MET en su configuracion activa. Entre los TKI de tipo I, el crizotinib
es unico en su dependencia de las interacciones con el residuo G1163, lo que ha llevado a su
designacion como inhibidor de tipo Ia para distinguirlo del resto de inhibidores de tipo I,
que se consideran agentes de tipo Ib. A diferencia de los inhibidores de MET de tipo I, los
inhibidores de tipo II (por ejemplo, cabozantinib, merestinib, glesatinib) se unen a MET en
su conformacion inactiva.

50

Hasta la fecha, los estudios clinicos prospectivos que evaltan los inhibidores de MET en el
CPNM con alteracion del MET han examinado en gran medida la eficacia de los inhibidores de
tipo L. Estos estudios han evaluado de forma independiente la eficacia en pacientes con CPNM
que presentaban amplificacién del MET o alteraciones de omision del exén 14 del MET. Cabe
destacar que, en ausencia de una definicion estandarizada de la amplificacion del MET, los criterios
utilizados para definir este evento genético han variado en los distintos estudios clinicos. La eficacia
de los inhibidores de MET de tipo I, incluida la actividad intracraneal, ha sido especialmente
alentadora en el subconjunto de tumores que albergan alteraciones de omision del exén 14.

Por ejemplo, se informé de respuestas objetivas inducidas por capmatinib en el 41 % de
los pacientes tratados previamente en el estudio GEOMETRY mono-1 de fase 1 y 2, con una
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mediana de supervivencia libre de progresién (SLP) de 5,4 meses.”” Entre los pacientes con
CPNM no tratados que recibieron capmatinib, la tasa de respuesta global (TRG) y la mediana
de SLP fueron de 68 % y 12,4 meses.”” En el estudio de fase 2 VISION, se observo una TRG
del 46 % y una mediana de SLP de 8,5 meses con el tepotinib, con una eficacia comparable en
todas las lineas de terapia previa.®® Con base en estos 2 estudios, el capmatinib y el tepotinib
obtuvieron las aprobaciones reguladoras mundiales de linea agndstica para el tratamiento
de los CPNM que albergan la omision del exén 14 del MET. El TKI de MET multiquinasa
tipoIa crizotinib también ha demostrado una actividad prometedora en cohortes de
pacientes con CPNM con exén 14 del MET positivo (TRG del 32 %) o con MET amplificado
(TRG del 28,9 %) en el estudio PROFILE 1001.°%%7 Tanto en el estudio PROFILE 1001 como
en el GEOMETRY mono-1, la actividad de los TKI de MET fue mayor en los tumores con
mayor nivel de amplificacién del MET.>” Por ejemplo, la TRG del capmatinib mejoré del
12 % al 40 % y la mediana de la SLP aument6 de 2,7 a 4,1 meses cuando el valor de corte del
GCN MET se ampli6 de 6 a 9 copias hasta 10 o mas copias.’’

Ademis de los TKI de MET, los anticuerpos contra el MET y los farmacos inmunoconjugados
también se han sometido a ensayos clinicos en el CPNM con MET alterado, incluido el CPNM
con sobreexpresion de MET. Histéricamente, los anticuerpos anti-MET han demostrado
una eficacia limitada.®®%° Sin embargo, los formacos inmunoconjugados del MET en fase
de investigacion y los anticuerpos biespecificos con actividad MET han mostrado resultados
iniciales prometedores en pacientes con CPNM con sobreexpresion de MET o mutaciones del

ex6n 14 de MET en estudios en curso.”°

Mecanismos de resistencia

Como se describid anteriormente, los TKI del MET se clasifican en varios grupos en funcion de
la mecénica de unién. Los 2 TKI del MET aprobados (capmatinib y tepotinib) se unen al receptor
en su conformacion activa en una configuracién que se basa en interacciones con la region bisagra
del receptor y el residuo Y1230 del bucle de activacion de la quinasa. La union se ve facilitada
por un puente salino, en el que intervienen los residuos D1228 y K1110, que estabiliza el bucle
de activacion. Se han identificado mutaciones recurrentes que implican a D1228 e Y1230, que se
prevé que desestabilicen el puente salino o alteren la posicién de Y1230, en muestras clinicas de
pacientes que han desarrollado resistencia a los inhibidores de tipo I, incluidos el capmatinib y el
crizotinib.”!"73 Dado que estas mutaciones confieren resistencia cruzada a los inhibidores de tipo [,
los beneficios de la terapia secuencial con los TKI del MET de tipo I existentes son limitados.5>74

Por el contrario, los estudios preclinicos y los informes de casos sugieren que los TKI de MET de
tipo II (por ejemplo, cabozantinib, merestinib, glesatinib y foretinib) no dependen delas interacciones
con el bucle de activacion y, por tanto, conservan la eficacia contra las mutaciones D1228 e Y1230 del
MET 7>7576 Ademds de estas mutaciones mas frecuentes, se ha identificado la mutacion G1163R del
MET en una muestra resistente al crizotinib.”” El residuo G1163 del frente solvente es critico para la
union del crizotinib pero no es tan esencial para la unién de otros TKI de MET.

Ademas de las alteraciones adquiridas dentro de la diana, los mecanismos de resistencia
independientes de MET contribuyen a la resistencia tanto adquirida como intrinseca a los
inhibidores selectivos de MET.®® Los mecanismos de derivacién descritos hasta la fecha
incluyen la reactivacion de la via MAPK vy la amplificacion de EGFR/ERBB2/ERBB3.46:6577.78
La identificacién de mutaciones de G12X del KRAS en un pequefio subconjunto de CPNM con
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omision del exén 14 de MET en el entorno de pretratamiento destaca la activacion de KRAS como
una forma de resistencia primaria a la terapia dirigida a MET.*¢ Las mutaciones y amplificaciones
del KRAS representan aproximadamente un tercio de los mecanismos de resistencia secundaria
a las terapias dirigidas a MET.”? Se han observado tanto amplificaciones del KRAS como del
EGFR en pacientes con omision del exdn 14 del MET con progresion en la terapia con crizotinib;
curiosamente, los estudios de FISH en este contexto demuestran que los eventos de amplificacion
se producen en poblaciones celulares independientes, lo que sugiere un papel para la sefializacion
paracrina entre diferentes poblaciones de células resistentes a los firmacos.” La inhibicién de
MET en el contexto de la activacion de la via KRAS parece impulsar la senalizacion preferente
a través de la fosfoinositol 3-quinasa (PI3K); las mutaciones de la via PI3K (incluidas las de
PIK3CA vy fosfatasa y tensina homologa [PTEN]) también representan mecanismos frecuentes
de resistencia adquirida a las terapias dirigidas a MET.8" Se est4 investigando el papel de la terapia
combinada que utiliza MET con inhibidores de EGFR o PI3K 8081
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Por Ignacio Wistuba, Philippe Joubert y Laura Mezquita

Estructura y funcion de los genes

El RAS (homodlogo del oncogén viral del sarcoma de rata) codifica una proteina unida a
membrana, descrita inicialmente por Harvey! y Kristen? como un oncogén retroviral implicado
en la proliferacién, diferenciacién y supervivencia celular.® El RAS pertenece a una clase de
proteina denominada guanosin trifosfatasa (GTPasa) pequefia, que se expresa en todas las
células de mamiferos.*> La familia de genes RAS consta de 3 miembros (HRAS, NRASy KRAS)
que codifican las isoformas correspondientes.” Sin embargo, en particular, la isoforma KRAS
(oncogén viral del sarcoma de rata Kirsten) representa aproximadamente entre el 75 % y el
80 % de todaslas mutaciones del RAS en el cancer, seguida dela NRAS (12 %) e, irregularmente,
de la HRAS (3 %).%” La proteina RAS estd compuesta por 3 elementos principales:

1. El dominio G estd muy conservado entre las isoformas del RAS y contiene los
bucles de conmutaciéon 1 y 2. Es responsable del intercambio guanosin trifosfato
(guanosine triphosphate, GTP)-guanosin difosfato (guanosine diphosphate, GDP).

2. El dominio C-terminal, denominado region hipervariable, muestra variaciones
significativas entre las isoformas del RAS.

3. Lacaja CaaX C-terminal impulsa las modificaciones postraduccionales.®-!!

La proteina RAS actiia como un conmutador molecular, cambiando entre un estado
activo unido a GTP y un estado inactivo unido a GDP.3!2 La conversién de la proteina
RAS a su forma activa es facilitada por factores de intercambio de nucledtidos de guanina
(guanine nucleotide exchange factors, GEF) mientras que las proteinas activadoras de
GTPasa (GTPase-activating proteins, GAP) tienen un papel en el mantenimiento del RAS
en su estado inactivo a través de la activacién de RAS-GTPasa y la hidrdlisis de GTP.®12
Cuando KRAS esta mutado, la proteina RAS se bloquea en la forma activa unida a GTP, que
a su vez activa de forma constitutiva las vias de sefializacién descendentes, como las vias
RAF-MEK-ERK y PI3K-AKT-mTOR, confiriendo un fenotipo maligno®!? (figura 14-1).
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Figura 14-1. Una representacion diagramatica de la proteina KRAS unida a la membrana celular y algunas de
sus relaciones con otras proteinas y vias de sefalizacion. (Nota: la representacion genérica del receptor tirosina
quinasa [RTK] de membrana es solo ilustrativa). Existen muchos ligandos y RTK, incluida la familia EGFR/HER,
que pueden formar homo y heterodimeros (véanse los capitulos pertinentes). El KRAS de tipo salvaje puede
activarse a su estado unido a guanosin trifosfato (GTP), facilitando la sefalizacién descendente a través de
RAF/MEK/ERK y a través de PI3K/AKT/TSC1-2. Esta activacion estd mediada por factores de intercambio de
nucledtidos de guanina (GEF), de los que SOS1 es uno de los principales, y proteinas relacionadas como GRB2 y
SHP2. Las mutaciones en KRAS provocan una disminucién tanto de la hidrélisis del GTP como de la interaccion
con las proteinas activadoras de la guanosin trifosfatasa (GTPasa) (GAP) (no se muestran en el diagrama). Estos
cambios mantienen a la proteina KRAS en un estado activado, impulsando la oncogénesis. Se estan explotando
terapéuticamente varios puntos de esta compleja via (véase el texto). Los mas avanzados clinicamente en este
entorno son farmacos como el sotorasib y el adagrasib, que funcionan para mantener a KRAS en un estado
inactivo unido a GDP3''3 Abreviatura: PTEN = homoélogo de fosfatasa y tensina. (Adaptado de Punekar et al'3).

Tipo de alteraciones y papel en la oncogénesis (mutaciones, fusiones,
amplificacion, expresion proteica)
El KRAS es el oncogén mutado con mayor frecuencia en el cancer.!* Asimismo, las
mutaciones activadoras en el KRAS son los factores oncogénicos mas prevalentes tanto
en el adenocarcinoma de pulmén temprano como en el avanzado, produciéndose entre
aproximadamente el 25 %y el 32 % de los tumores.!>!¢ La mayoria de las mutaciones puntuales
del KRAS se producen en los exones 2 y 3, afectando principalmente a los codones G12, G13
y Q61.° En el cancer de pulmon, la G12C (es decir, la mutaciéon del aminoacido glicina a
cisteina) es la mds comun (41 %), mientras que G12V y G12D representan el 21 % y el 17 %
de las mutaciones del KRAS, respectivamente!” (figura 14-2). La significacién bioldgica y
clinica de las mutaciones del KRAS varia en funcidn del subtipo de mutacion en el cancer
de pulmén. Por ejemplo, G12C y G12D tienen afinidades significativas para unirse a las vias
RATGDS-Ral-FLIP y PI3K-AKT-mTOR, respectivamente.!® Ademas, las mutaciones del
KRAS G12C mostraron una mayor fosforilacion de la quinasa regulada por sefal extracelular 1
y 2 (extracellular signal-regulated kinase-1 and -2, ERK1/2) que aquellas con KRAS G12D."°
Como se ha visto con otras mutaciones conductoras susceptibles a una intervencion
preventiva en el adenocarcinoma de pulmon, las mutaciones del KRAS no suelen coexistir



KRAS

G12F (1%)
G12R (1%)

G12C (41 %)

Figura 14-2. Prevalencia de las mutaciones del KRAS mdas comunes en el adenocarcinoma pulmonar.

en el contexto de otros oncogenes conductores, como los tumores determinados por EGFR,
ALK y ROS. Aunque las mutaciones del KRAS y del EGFR suelen producirse de forma

17.20 informes empiricos muestran pruebas de
21-23

mutuamente excluyente en el cancer de pulmon,
la coocurrencia de mutaciones del KRAS y del EGFR en pacientes con cancer de pulmon.
Se han descrito mutaciones del KRAS en el cancer de pulmoén con translocacion del ALK,
en su mayoria asociadas a mecanismos de resistencia a los inhibidores de la tirosina quinasa
(tyrosine kinase inhibitors, TKI) de la ALK.?4 La mutacién del KRAS G12C y otras mutaciones
de este ocurren con mayor frecuencia junto con la amplificaciéon del MET tanto en el cancer de
pulmén no microcitico (CPNM) localizado?® como en el metastasico?® sin tratamiento previo.
La amplificacion de ERBB2 (P = 0,002) y las mutaciones de ERBB4 (P = 0,025) se encontraron
con mayor frecuencia en los tumores con mutacién del KRAS G12C en comparacion con los
tumores sin dicha mutacién.>2¢

También se ha informado en el CPNM de alteraciones en el niimero de copias del KRAS,
incluido el desequilibrio alélico y el aumento del ntimero de copias.?”-?® La amplificacién del
KRAS también demostrd ser un mecanismo de resistencia a los TKI del receptor del factor
de crecimiento epidérmico (epidermal growth factor receptor, EGFR).?® Las mutaciones
concomitantes en el gen KRAS son frecuentes, ya que se observaron en aproximadamente el
3,4 % de los tumores con una mutacién del KRAS y en el 8 % de los tumores con mutacion del
KRAS G12C. Las mutaciones concurrentes mas frecuentes asociadas al KRAS G12C fueron el
KRAS G12F y G12V.?° En este estudio, la presencia de una mutacién concurrente provocé un
aumento de la resistencia a un inhibidor especifico de G12C. En aproximadamente la mitad de
los tumores con mutaciones del KRAS, y especialmente en los que se producen en fumadores,
pueden encontrarse también otras mutaciones, las llamadas mutaciones concomitantes, que
pueden tener significacién bioldgica.>2¢

Los datos actuales muestran que las alteraciones genéticas concurrentes tienen un
impacto significativo en la evolucidn bioldgica, los resultados clinicos y la respuesta a los
tratamientos.!>3%-3* Los estudios de secuenciacién a gran escala han establecido un censo
de las principales mutaciones concomitantes del KRAS en el adenocarcinoma de pulmoén.!>
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Las mutaciones concomitantes en el TP53 (~40 %), STK11 (es decir, la serina/treonina
quinasa 11;20 %) y KEAP]I (es decir, la proteina 1 asociada a ECH similar a Kelch; 13 %-24 %)
son las mas frecuentes.’®3 Estos 3 subconjuntos se asocian a diferentes propiedades
bioldgicas y sensibilidades terapéuticas!® y podrian actuar a través de vias de seializacién
RAS intrinsecas, asi como sobre el microentorno tumoral. En particular, el CPNM con
mutacion del KRAS/TP53 demostré mayores niveles de marcadores inflamatorios y
moléculas efectoras de puntos de control inmunitario, mientras que el KRAS/KEAPI mostr6
menores niveles de marcadores inmunitarios, incluido el ligando 1 de muerte programada
(programmed death-ligand 1, PD-L1).1

Ademas de promover la tumorigénesis a través de efectores descendentes, se ha descubierto
que las células con mutaciones del KRAS interactian con el microentorno tumoral. En los
canceres colorrectales, las mutaciones del KRAS pueden mediar en la regulacion a la baja de
la expresion de la molécula principal de histocompatibilidad de clase 1, un efecto que consiste
en interferir en el cebado y la presentacién del antigeno tumoral de las células T.>3>

Del mismo modo, las mutaciones del KRAS se asocian a una mayor expresion del PD-L1
en el CPNM, contribuyendo asi al agotamiento de las células T.>” Cabe destacar que se ha
informado de una puntuacion de proporcién tumoral (tumor proportion score, TPS) del PD-L1
del 50 % o mas en un rango del 34 % al 41 % para los pacientes con mutacion del KRAS G12C
en comparacion con entre el 20 % y el 26 % de los pacientes con tumores de tipo salvaje del
KRAS.333% En lineas celulares de CPNM con mutaciones del KRAS, se descubri6 que la expresiéon
ectdpica del PD-L1 estaba modulada por las vias MAPK y STAT3 descendentes del KRAS.>4

Caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e histologicas
La distribucion de las mutaciones del KRAS suele ser especifica del tipo de cancer, y las
frecuencias son relativamente estables en todo el mundo en varios tipos de cancer, con la
excepcién del CPNM, en particular en la histologia del adenocarcinoma.” Se han observado
diferencias geograficas en la prevalencia del KRAS en el CPNM en todo el mundo, con la
incidencia mas alta en Europa, seguida de Norteamérica, y la mas baja en las regiones de Asia
Oriental y la India.®” Esto contrasta con la prevalencia del EGFR, lo que sugiere el impacto
dela genética o el entorno, con una creciente investigacion actualmente en curso.” Asimismo,
se informo que las mutaciones del KRAS G12C fueron mas frecuentes en pacientes negros y
blancos que en pacientes asiaticos (P < 0,001), mientras que en el CPNM, las mutaciones del
)%2>4 y muy pocas veces
(<1 %) informadas en el carcinoma de células escamosas cuando se realiza una evaluacion
patolégica rigurosa.3%42:43

En el adenocarcinoma, se han descrito frecuencias mds altas de mutaciones del KRAS en
carcinomas mucinosos invasivos (61 %-71 %).4%%> Las mutaciones del KRAS en el CPNM
se asocian a menudo con los antecedentes de tabaquismo (es decir, 7 % en personas que

KRAS son mas frecuentes en la histologia del adenocarcinoma (32 %

nunca han fumado en comparacién con 32 % y 37 % en exfumadores y fumadores actuales,
respectivamente?®), y la distribucion del tipo de variante en el CPNM varia entre fumadores y
personas que nunca han fumado.?® En el caso de la mutacién del KRAS G12C, comtinmente
vista en la poblacion fumadora (41 % de las mutaciones del KRAS), se ha relacionado con la
firma 4 (una firma relacionada con el tabaquismo), que se asocia con transiciones C>A.%’
Ademas, la mutacion del KRAS G12C parece ser mas frecuente en mujeres (es decir, 43 %;
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P =0,007) y pacientes mas jovenes (es decir, mediana de edad de 63 afos; P = 0,0092) en
comparacién con otras mutaciones del KRAS?>#? y KRAS de tipo salvaje. Las mutaciones
G12D se dan sobre todo en personas que nunca han fumado, con un 56 % de las mutaciones
del KRAS.*! A pesar de algunos resultados contradictorios,®#>46 las mutaciones del KRAS
en el CPNM parecen estar asociadas a un peor pronéstico.*’# Se ha informado que los
pacientes con CPNM con mutaciéon G12C tienen un peor prondstico en comparacion
con los casos con otras mutaciones del KRAS o con KRAS de tipo salvaje.25 Ademas, los
pacientes con mutaciéon del KRAS G12C positiva presentan una mayor tasa de metastasis
en el momento del diagndstico en comparacion con los pacientes con KRAS de tipo salvaje
(es decir, 94 % frente a 88 %).38

Estrategias de prueba

La deteccion de la mutacion del KRAS, incluida la variante G12C, en el cancer de pulmon,
a partir de ADN extraido de tejido tumoral, muestras celulares (citologia) y ADN libre
de células (cfADN) obtenido de sangre y otros fluidos (es decir, derrame pleural, liquido
cefalorraquideo) es sencilla. Las mutaciones puntuales del KRAS se albergan en hotspots
en codones (12, 13 y 61), que se cubren facilmente utilizando paneles de genes sondeados
tanto por la reaccion en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction, PCR) como
por la secuenciacién de nueva generacion (next-generation sequencing, NGS).*8->! Cuando
se utilizan con una entrada adecuada de acido nucleico (10-100 ng de ADN y un contenido
tumoral del 5 %-15 %), la mayoria de las diferentes plataformas comerciales, ya sean basadas
en PCR o NGS, mostraron una precision general excelente y un alto nivel o concordancia,
aunque la NGS parece mostrar un rendimiento ligeramente superior en comparaciéon con
las pruebas no NGS.%2%7 Tal y como recomiendan varias guias, para el diagnéstico de tejido
tumoral, los paneles de NGS son un enfoque preferente. El cfADN se podria utilizar como
enfoque complementario alternativo cuando la muestra de tejido se haya agotado, el tumor
no sea accesible para una biopsia o el rendimiento del tumor o del ADN no sea suficiente
para realizar pruebas moleculares adecuadas.”! El analisis molecular se podria utilizar para
identificar mecanismos de resistencia relacionados con el genoma que surjan de los enfoques
terapéuticos dirigidos a KRAS, como los inhibidores del KRAS G12C.

Implicaciones clinicas

A pesar de las exhaustivas investigaciones preclinicas y clinicas, las mutaciones del KRAS
se han considerado durante mucho tiempo un objetivo no susceptible de tratamiento con
farmacos. Sin embargo, recientemente se han desarrollado varios inhibidores covalentes de
KRAS GI12C, como el AMG510 (sotorasib) y el MRTX849 (adagrasib), para tumores con
mutacion del KRAS G12C.%8%0 La accion de estos agentes dirigidos a GI2C se basa en la
union covalente a la cistina 12 y a la region del bolsillo de unién del conmutador 2 cuando
KRAS G12C se encuentra en su estado inactivo del GDP.®! Varios estudios han demostrado
que los inhibidores de KRAS G12C atrapan al KRAS en su estado inactivo unido a GDP
reduciendo su susceptibilidad a los factores de intercambio de nucle6tidos®> y que la
eficacia de la inhibicién de KRAS G12C requiere una actividad GTPasa intacta.%%3 Cabe
destacar que el ensayo clinico CodeBreaK100 demostré un efecto beneficioso del sotorasib en
pacientes con CPNM avanzado portadores de mutaciones KRAS G12C,%* y en mayo del 2021,
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la Administracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (US Food and Drug
Administration, FDA) aprob0 el sotorasib para pacientes con CPNM con mutacion del KRAS
G12C que hubieran recibido al menos 1 terapia sistémica previa.

Por el contrario, los inhibidores del KRAS G12C no proporcionan respuestas duraderas,
y la mediana de la supervivencia libre de progresion (SLP) de los pacientes con CPNM
tratados con sotorasib fue de 6,8 meses.®* En el ensayo de fase 3 CodeBreaK 200, el sotorasib
demostré una mejora de la SLP en comparacion con el docetaxel en pacientes con CPNM con
mutacion del KRAS G12C que habian presentado progresion tras una quimioterapia previa
basada en platino y un inhibidor de puntos de control (cociente de riesgo [hazard ratio, HR],
0,66; IC del 95 %, 0,51-0,86; P = 0,002), también con una tasa de respuesta global (TRG; 28,1 %
frentea 13,2 %) mayor y un perfil de seguridad mas favorable.® Sin embargo, no se observaron
diferencias en la supervivencia global (SG) entre ambos grupos, aunque el estudio no tuvo
potencia para determinar la SG y se permiti6 el cruce (que afect6 al 34 % de los pacientes).

El Adagrasib es el segundo inhibidor irreversible y selectivo del KRAS G12C que ha
pasado a ensayos clinicos, mostrando eficacia clinica (TRG, 42,9 %; SLP, 6,5 meses), sin nuevas
sefiales de seguridad en ensayos clinicos de un solo grupo,®® lo que condujo a la aprobacién
de la FDA en diciembre del 2022 para el CPNM localmente avanzado o metastasico con
mutacion de KRAS G12C, segun lo determinado por una prueba aprobada por la FDA, para
pacientes que hayan recibido al menos una terapia sistémica previa; este fairmaco se optimizé
para mostrar una vida media larga y una amplia distribucién tisular.®”-%¢ Actualmente se estén
llevando a cabo varios estudios que evaltan la eficacia de estos inhibidores de KRAS G12C
en comparacion con la terapia convencional en estudios de fase 3 y también otros ensayos
clinicos tempranos que buscan sinergias con combinaciones con otras terapias (por ejemplo,
inmunoterapia, quimioterapia, etc.). Curiosamente, se ha demostrado que las mutaciones del
STK11 y KEAPI confieren peores resultados clinicos a la inhibicién de puntos de control
inmunitarios® y a la quimioterapia’® entre los pacientes con mutaciones del KRAS, incluida
la variante G12C.7°

Mecanismos de resistencia

Las TRG obtenidas para sotorasib o adagrasib son notablemente inferiores en comparacion
con las obtenidas con la inhibicién de EGFR y ALK en el CPNM,”!72 lo que sugiere la
presencia de mecanismos intrinsecos de resistencia a los inhibidores de KRAS G12C. Aunque
todavia se estan investigando, se han informado varios mecanismos intrinsecos de resistencia
a ambos inhibidores, incluida la reactivacion adaptativa por retroalimentaciéon de las vias
de sefializacién de RAS, como RAS-MAPK.” En cuanto a los mecanismos adquiridos de
resistencia, tanto el uso de modelos de laboratorio como el andlisis de muestras tumorales de
pacientes tratados sugieren 3 mecanismos principales:

1. Mecanismos en la diana, representados por la deteccion de otras mutaciones
activadoras del KRAS (es decir, sotorasib, G13D, R68M y A59S; adagrasib, Q99L,
Y96D y R68S0).2474-76

2. Mecanismos de derivacion, incluida la activacién de receptores tirosina quinasas y
vias de sefializacion descendentes del RAS, a través de mecanismos relacionados con
MET (incluida la amplificacién genética) y el factor de crecimiento de hepatocitos
(hepatocyte growth factor, HGF),”” el receptor 1 del factor de crecimiento similar a la
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insulina (insulin-like growth factor receptor-1, IGFR-1) y el receptor 1 del factor de
crecimiento de fibroblastos (fibroblast growth factor receptor-1, FGFR-1).68

Plasticidad de linaje y adquisicion de caracteristicas de transicion epitelial

a mesenquimal, incluidos los informes iniciales de cambio de histologia de
adenocarcinoma a carcinoma de células escamosas’® y la regulacién a la baja de la
cadherina E y al alza de la vimentina,®® respectivamente.
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HER2

Por Maria E. Arcila, Federico Cappuzzo, Sabina Berezowska y Yasushi Goto

Estructura y funcion de los genes

El receptor2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2/ERBB2) es un
receptor tirosina quinasa de la familia ERBB, que interviene en el control del crecimiento,
la supervivencia, la diferenciacién y la migracion celular.> Codificada por el gen ERBB2
(v-erb-b2 oncogén viral homdlogo 2 de la leucemia eritrobldstica aviar) en el brazo largo del
cromosoma 17 (17q11.2-q12), esta proteina comparte una amplia homologia estructural con
los demds miembros de su familia, tanto a lo largo del dominio intracelular catalitico como de
las regiones extracelulares putativas de unién al ligando (figuras 15-1y 15-2). Sin embargo, a
diferencia de otros miembros, HER2 no tiene un ligando directo identificado y, en su lugar,
funciona como el companero de dimerizacion preferido para todos los demas receptores de
la familia ERBB.>> La union del ligando al dominio extracelular de EGFR (HER1), HER3
y HER4 da lugar a la formacién de homo y heterodimeros cataliticamente activos, que a su
vez activan varias vias descendentes que facilitan la sefalizacion de la proliferacion celular.
Ademas de la capacidad superior de heterodimerizacion observada, el HER2 también es
menos propenso a la internalizacion y la degradacion, lo que le confiere una actividad quinasa
activada y una transduccion de sefiales mas prolongadas.

Tipos de alteraciones y papel en la oncogénesis

Ladesregulacion del gen HER2, a través de la sobreexpresion proteica, laamplificacion genética
y las mutaciones, ha sido bien descrita en el cancer de pulmén no microcitico (CPNM).>8 En
contraste con otros tumores solidos, la biologia del HER2 en el CPNM parece mas compleja,
y los papeles explicitos de algunas alteraciones siguen sin estar claros. La consecuencia comin
de las alteraciones oncogénicas del HER2 es la hiperactivacion del receptor, que conduce a
una proliferacion celular descontrolada. Las mutaciones se producen principalmente en el
dominio intracelular dentro del exdn 20, siendo la variante A775_G776insYVMA la mds
frecuente. Se han identificado otras mutaciones en los dominios intracelular, transmembrana
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y extracelular (figura 15-1; tabla 15-1),>10 aunque con frecuencias mucho menores, y muchas
se clasifican como variantes de significacion desconocida.

i Dominio L del receptor (1y 111)) @ Dentro del marco de lectura

@l Dominio tipo furina (Il) ® Mutacién con cambio de sentido - conductora
(i Dominio del receptor del factor de crecimiento (IV) @ Mutacién con cambio de sentido - VUS
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& Dominio quinasa @ Truncado VUS
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Figura 15-1. El esquema representa la estructura del HER2 (ERBB2), la distribucién de los dominios y la prevalencia de
las alteraciones somaticas mas comunes en el cancer de pulmén no microcitico (CPNM). Se muestran los dominios
estructurales que codifican los componentes extracelular, transmembrana y citoplasmatico de la proteina. La proteina HER2
tiene 185 kDa y esta compuesta por 1255 aminoacidos (aa), codificados por 27 exones. El dominio extracelular de unién
al ligando (aa 1-652), el dominio transmembrana (aa 653-675) y el dominio intracelular (aa 676-1255) comparten una
homologia estructural significativa con miembros de la misma familia. La prevalencia de las mutaciones mas comunes
del HER2 en el CPNM no escamoso y su ubicacion se muestran basandose en los datos disponibles publicamente de
cBioPortal.!" Las mutaciones mas frecuentes son inserciones en el exén 20; la duplicaciéon Y772_A775, también denominada
A775_G776insYVMA es la mas frecuente, seguida de las inserciones en el codén G776. Las mutaciones de aminodacido en
los exones 8, 17 y 19 se observan con frecuencias de entre el 2% y el 5 %. Las mutaciones poco frecuentes fuera de estas
regiones se clasifican principalmente como variantes de significacion desconocida (variants of unknown significance, VUS).

Caracteristicas epidemiologicas, clinicas e histologicas

Las tasas de incidencia tanto de la amplificacion como de la sobreexpresion de HER2 varian
ampliamente segun los estudios. La amplificacién se ha demostrado en entre el 2 % y el 22 %
delos casos de CPNM, mientras que la sobreexpresién se informa entre el 2,4 % y el 38 %.!2-1>
Esta variacion puede estar influida por el método de evaluacion, el pais o la region, asi como
por el entorno clinico y patoldgico, y se justifica una mayor investigaciéon. A diferencia
de otras neoplasias malignas, sobre todo los carcinomas de mama y de la unién gastrica/
gastroesofagica (gastroesophageal junction, GEJ), en los que la amplificacién genética y la
sobreexpresion de proteinas enla membrana celular estan muy correlacionadas, esta asociacion
es escasa en el cancer de pulmoén. Mientras que algunos estudios documentan asociaciones
significativas,'6-18

varios estudios demuestran una asociacién negativa entre las mutaciones del HER2 y la
1521

otros las informan como eventos no relacionados.!>1%2% De forma similar,

amplificacion,

t 1 lificacion.??24 E 1, est danci i d
concurrentes con la amplificacion. n general, esta escasa concordancia sugiere que cada
una de las alteraciones puede representar subconjuntos clinicopatolégicos distintos.

con solo una proporcién menor de informes que muestran mutaciones
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HER2 EGFR
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Anticuerpo monoclonal
transtuzumab

Farmaco inmunoconjugado
transtuzumab deruxtecan
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Figura 15-2. Estructura, sefalizacion y dianas de tratamiento del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano
(HER2). EI HER2 se activa mediante la formacion de homodimeros o heterodimeros con otros receptores de la misma familia.
La dimerizacion da lugar a la fosforilacion de residuos especificos de tirosina en los dominios intracelulares, lo que, a su
vez, conduce a la activacion de la proteina quinasa activada por Ras/Raf/mitdégeno, la fosfoinositol 3-quinasa/Akt y otras
vias. Han surgido varias estrategias dirigidas para inhibir el HER2: (1) anticuerpos monoclonales de un solo epitopo que se
unen a un Unico dominio extracelular, como el trastuzumab (unién al dominio IV); (2) farmacos inmunoconjugados, como
el trastuzumab deruxtecan; y (3) inhibidores de moléculas pequenas, como afatinib, dacomitinib, neratinib, poziotinib,
disefiados para unirse al dominio tirosina quinasa intracelular del HER2.

Tabla 15-1. Lista de mutaciones comunes en HER2 (ERBB2)
(icscon —[Tpo  [Mumon ]

Exon 19 p.D769H, p.D769N, p.D769Y, p.I767M/F, p.L755A/M/P/S/W
Indel p.L755_E757delinsS, p.L755_T759delLRENT

Abreviaturas: indel = insercion y/o delecién; SNV = variante de nucleétido unico.
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La amplificacion del HER2 se puede identificar como una alteraciéon de novo en

15 O COmo un

aproximadamente el 2 % al 3 % de los casos de CPNM sin tratamiento previo
mecanismo de resistencia a los inhibidores de la tirosina quinasa (tyrosine kinase inhibitors,
TKI) del EGFR de primera generacion, donde puede encontrarse hasta en el 13 % de los
pacientes.?> En general, no se observan caracteristicas clinicopatoldgicas distintas en los
pacientes con amplificacién de HER2 o expresién de HER2 en el entorno de novo!®1%:2226
mientras que, en el entorno de la resistencia, las caracteristicas estan determinadas por el
conductor sensibilizante original.

Las mutaciones del HER2 se detectan en menos del 2 % de todos los CPNM vy se han
asociado principalmente con la histologia del adenocarcinoma, la condicién de no fumador
o que nunca ha fumado y el sexo femenino. Los pacientes con tumores con mutaciones del
HER?2 suelen desarrollar metastasis cerebrales, notificadas hasta en el 47 % de los casos.?”
Las mutaciones son mutuamente excluyentes con otras alteraciones moleculares conductoras
y no se suelen asociar a la amplificacién o sobreexpresion del HER2.21282 El porcentaje
de pacientes con mutaciones concurrentes del HER2 y expresion de PD-L1 (puntuacion de
proporcion tumoral [tumor proportion score, TPS] 21 %) es menor en comparaciéon con
otros tumores adictos a oncogenes, y no mas del 20 % de los casos muestran niveles altos
de expresion (TPS >50 %).3° En contraste con la amplificacién del HER2, las mutaciones
del HER2 o la sobreexpresion de HER2 no se han asociado con resistencia adquirida a
terapias dirigidas.

Estrategias de prueba

Los métodos utilizados para evaluar las alteraciones del HER2 varian en funcion del tipo
de alteracion y abarcan diversas técnicas basadas en la reacciéon en cadena de la polimerasa
(polymerase chain reaction, PCR) y en la secuenciacion (secuenciacion de nueva generaciéon
[next-generation sequencing, NGS] y no NGS), la inmunohistoquimica (IHQ) y la hibridacion
fluorescente in situ (fluorescence in situ hybridization, FISH).2>*1-3> En la tabla 15-2 se presenta
un resumen de la metodologia, junto con los criterios actuales sugeridos para la interpretacién
de la THQ y la FISH.3¢ El tejido tumoral es el patrén preferido para las pruebas de HER2. Sin
embargo, cuando no se dispone de tejido o este es demasiado limitado, se puede utilizar ADN
libre de células®>-3” y permite la deteccién de mutaciones y amplificaciones, si hay suficiente
ADN tumoral circulante (ADNtc), pero impide la evaluacion de la expresion de HER2.

Implicaciones clinicas

Las implicaciones prondsticas de las mutaciones del HER2, en su conjunto, siguen siendo
controvertidas, ya que los datos disponibles son aun escasos y contradictorios. En algunos
estudios se ha observado una tendencia a un efecto prondstico negativo,?%-3
otros informan de un posible resultado indolente para los casos mutados cuando se comparan
con una poblacién de CPNM no seleccionada.?® Cuando se estratifica en subconjuntos, la
mutacion especifica puede influir en el prondstico, como se informé en un estudio reciente
que identificd una peor supervivencia asociada con A775_G776insYVMA en comparacion

mientras que

con alteraciones menos frecuentes del HER2.3° En general, los tumores con mutacién del
HER?2 parecen menos sensibles al pemetrexed,*’ un agente generalmente eficaz en otros
CPNM adictos a oncogenes. Los datos disponibles sobre la sensibilidad a la inmunoterapia,
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en gran medida retrospectivos, también sugieren que los tumores con mutaciéon del HER2
son menos sensibles a los inhibidores de puntos de control, de forma similar a los hallazgos

en el CPNM con mutacion del EGER o reordenamiento de la ALK 4142

Varias terapias dirigidas han mostrado actividad en pacientes con tumores con mutaciones
del HER2. Han surgido tres estrategias de tratamiento dominantes: los TKI, los anticuerpos
monoclonales y los fairmacos inmunoconjugados (antibody-drug conjugates, ADC; figura 15-2).
Los TKI de HER2, incluidos afatinib, dacomitinib, neratinib y poziotinib, han mostrado
una actividad modesta con una toxicidad consistente.!34344 Se han observado resultados

mads prometedores con anticuerpos monoclonales, como trastuzumab, en combinacién con

quimioterapia, demostrando una actividad notable solo en investigaciones retrospectivas.
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Tabla 15-2. Resumen de los métodos para la deteccion de alteraciones del HER2 (ERBB2) e implicaciones clinicas

Alteracion
genética Amplificacion Sobreexpresion

Descripcion Mutaciones puntuales
Inserciones

Método Secuenciacion:

deprueba . o sanger

« NGS (preferida)

Otros:

« Analisis de fragmentos
« ARMS-PCR

- dPCR

Implicacion
clinica

Factores oncogénicos,
mutuamente excluyentes
con otros conductores

Trastuzumab deruxtecan

aprobado por la FDA para el
tratamiento de segunda linea

en el CPNM avanzado con
mutacién del HER2 (ERBB2)

Numero anormalmente elevado de copias
del gen HER2 (ERBB2)

FISH: método preferido y recomendado para
las pruebas en estudios clinicos relacionados
con el CPNM

Criterios de amplificacion del HER2 por FISH?
» Proporcion del HER2 con respecto a CEP17
>2,0 o senales del HER2 conectadas en
racimos: amplificacion del HER2 positiva
» Proporcién del HER2 con respecto a CEP17
<2,0: numero de copias del HER2 >6,0:
amplificacion del HER2 positiva

«  Numero de copias de HER2 <4,0:
amplificacién del HER2 negativa

» Numero de copias del HER2 >4,0 pero <6,0:

no se puede determinar el estado de la
amplificacion

Otros métodos: qPCR, NGS

+ Enlapractica clinica actual, la NGS es un
método de uso frecuente para detectar la
amplificacion del HER2 en el CPNM

« Criterios de interpretacion aun no
desarrollados

Factor oncogénico de novo o secundario
como mecanismo de resistencia

Implicaciones del tratamiento en fase de
investigacion

Expresion anormalmente
alta del receptor de la
proteina en la superficie
de las células tumorales

La IHQ es el método
estandar y puede
puntuarse de la misma
forma que para el
carcinoma de mama;
sin embargo, la IHQ de
HER2 no esta indicada
actualmente en la
practica clinica para

el CPNM

La amplificacion

y la expresién son
independientes, a
diferencia del carcinoma
de mama, y actualmente
no hay implicaciones
clinicas para evaluar la
expresion de HER2 en

el CPNM

Abreviaturas: ARMS-PCR = sistema de mutaciones refractarias a la amplificacién-reaccion en cadena de la polimerasa;
CEP17 = centrémero del cromosoma 17; dPCR = PCR digital; FDA = Administracién de Alimentos y Medicamentos de los
Estados Unidos; FISH = hibridacion fluorescente in situ; HER2 = receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano;
IHQ = inmunohistoquimica; NGS = secuenciacién de nueva generaciéon; CPNM = cancer de pulmén no microcitico;

qPCR = PCR cuantitativa.

2 Los valores de corte para la FISH del HER2 no estan estrictamente establecidos para el CPNM. Se han adaptado los

criterios del cancer de mama.
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Mas recientemente, se demostro que el trastuzumab deruxtecan, un ADC HER2, proporcionaba
una actividad anticancerosa duradera en pacientes con CPNM con mutacion del HER2
previamente tratados,*? lo que le convirtié en el primer formaco aprobado por la Administracién
de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (US Food and Drug Administration, FDA)
para el tratamiento del CPNM con mutacién del HER2. Se observd eficacia en la mayoria de los
pacientes independientemente de la expresién IHQ de HER2 o del estado de amplificacién.*647

Cabe destacar que la eficacia diferencial de los regimenes de tratamiento dirigido en tipos
de mutacién especificos es un area de investigacion activa, pero sigue sin estar totalmente
definida. En estudios anteriores se ha observado que los tumores que albergan la mutacion
A775_G776insY VMA del HER2sonlos que menos responden al tratamiento con TKI dirigidos
al HER2.484% En cambio, recientemente se ha informado de una mayor supervivencia global
y una mejor respuesta para esta mutacion, en comparacion con alteraciones menos comunes
cuando se utilizan terapias basadas en trastuzumab en una cohorte retrospectiva del mundo
real de un solo centro.*

Mecanismos de resistencia

Histéricamente, la amplificaciéon del HER2 se ha considerado uno de los mecanismos de
resistencia de derivacion de los TKI del EGFR, detectada en el 13 % de los pacientes que
presentaron progresion tras el tratamiento.?” En la actualidad, el grado en que la amplificacién
puede conferir resistencia sigue estando mal definido, ya que los resultados de los estudios
son controvertidos y algunos de ellos informan incluso de una mejor respuesta a los TKI del
EGFR en los tumores con amplificaciéon del HER2.>°

En el entorno de los CPNM con HER2 alterado de novo tratados con terapias dirigidas,
actualmente son escasas las pruebas de mecanismos de resistencia secundaria. Un estudio
in vitro, en el que se investig6 una resistencia adquirida al poziotinib, un inhibidor del HER2,
identificé la mutacidon secundaria del HER2, C805S, en el sitio de unién covalente del farmaco
como un mecanismo potencial de resistencia adquirida, y los inhibidores del HSP90 presentan
una posible estrategia terapéutica.”!

Con la excepcién de unas pocas mutaciones, la mayoria de las inserciones en el exén 20
del HER2 han mostrado resistencia primaria a los TKI pan-HER disponibles. Aunque los
mecanismos de resistencia siguen en gran medida sin definirse, los analisis estructurales
y de dinamica molecular sugieren que el panorama conformacional de la insercién que
afecta al dominio quinasa tiene efectos variables en la afinidad y la sensibilidad a los TKI.*
La mutaciéon A775_G776insY VMA, por ejemplo, conduce a una gran rigidez conformacional
que hace que el sitio de unién del adenosin trifosfato (adenosine triphosphate, ATP) sea
menos accesible a los TKI de moléculas pequenas en comparacion con otras mutaciones.
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NRG1

Por Natasha Rekhtman, Stephen V. Liu y Jason C. Chang

Estructura y funcion de los genes

Elgendelaneuregulina-1 (NRGI),situado enelcromosoma 8, tieneaproximadamente 1,4 Mbde
longitud y representa uno de los genes humanos mas grandes.! El gen contiene grandes regiones
intrénicas y solo el 0,3 % del gen codifica la proteina (neuregulina-1), que representa 1 de las
4 proteinas de la familia de la neuregulina que interactian con la familia de receptores ErbB.!
La proteina NRGI se produce en al menos 31 isoformas diferentes como resultado del empalme
alternativo; sin embargo, todas las isoformas comparten un dominio similar al factor de
crecimiento epidérmico (epidermal growth factor, EGF), que les permite unirse y activar el
ErbB3 (HER3) y, con menor frecuencia, el ErbB4 (HER4).2# Tras la unién del ligando, los
receptores del ErbB3 forman homodimeros o heterodimeros con el ErbB2 (HER2), lo que
conduce a la activacion de las vias PIK3-AKT y MAPK.>® Las distintas isoformas de la NRG1
son esenciales durante la embriogénesis y desempefian un papel central en la proliferacion,
diferenciacién y supervivencia de las células gliales, las neuronas y los cardiomiocitos.!

Tipos de alteraciones y papel en la oncogénesis

Las alteraciones del factor oncogénico que implican al NRGI se producen en forma de
fusiones. Las fusiones del NRGI pueden implicar a muchos genes compaiieros diferentes,
siendo el CD74 el compafero mas frecuente, que representa aproximadamente el 30 %
de los casos.”® El componente NRGI1 contribuye con el dominio similar al EGE, que sirve
como ligando para el ErbB3, mientras que el gen compariero contribuye tipicamente con un
dominio transmembrana que une la proteina quimérica a la membrana celular.” La proteina
quimérica conserva su dominio similar al EGE lo que le permite interactuar con el ErbB3 en
la misma célula o en una célula adyacente y conduce a la activacion de las vias descendentes.”
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Tabla 16-1. Estrategias de prueba

NGS dirigida basada en La prueba multigénica proporciona Baja sensibilidad para la fusion del NRG1
ADN”2 informacién sobre otros conductores debido a la escasa cobertura/falta de
cobertura

Abreviaturas: FISH = hibridacion fluorescente in situ; NGS = secuenciacién de nueva generacioén.

Caracteristicas epidemiologicas, clinicas e histoldgicas
Las fusiones del NRG1 se producen con baja frecuencia en multiples tipos de tumores, con una
incidencia global en tumores solidos del 0,2 %.° Entre los cdnceres de pulmén no microciticos
(CPNM), las fusiones del NRGI se producen con una tasa del 0,3 %.° Las fusiones del NRG1I
se producen principalmente en personas que nunca han fumado y en tumores con el histotipo
de adenocarcinomas mucinosos invasivos (invasive mucinous adenocarcinomas, IMA),
anteriormente conocidos como carcinomas bronquioloalveolares mucinosos.®!1"13 Entre
los IMA, las fusiones del NRGI se producen con una frecuencia del 7 % y son mutuamente
excluyentes con las mutaciones del KRAS y otros factores oncogénicos. Entre los IMA de tipo
salvaje para el KRAS, la frecuencia de fusién del NRGI es del 17 % al 25 %.!1:13

Entre los IMA, las fusiones del NRGI se asocian a caracteristicas histoldgicas y clinicas
mas agresivas, incluida una mayor tasa de metdstasis a distancia y una peor supervivencia en
comparacién con los IMA que albergan mutaciones del KRAS.!3

Aunque poco frecuentes, las fusiones del NRGI también se producen en otros tipos de
tumores solidos, como el adenocarcinoma pancreatico, el carcinoma de vesicula biliar, el
carcinoma de células renales, el carcinoma ovarico, el carcinoma de mama y el carcinoma y
sarcoma de vejiga; la incidencia de fusiones del NRG1 en estos tumores es del 0,1 % al 0,5 %.°
De forma similar al adenocarcinoma de pulmon, las fusiones del NRG1 en el adenocarcinoma
pancreatico son mutuamente excluyentes con las mutaciones del KRAS y, por lo tanto, estan
altamente enriquecidas en los tumores KRAS de tipo salvaje.!*

La tabla 16-1 resume las estrategias de prueba para los tumores positivos para NRGI.

Implicaciones clinicas

La presencia de una fusiéon del NRG1 en el CPNM se ha asociado a malos resultados en la terapia
estandar. En el Registro Multicéntrico Global eNRGy1 de mas de 100 casos de CPNM con fusion
del NRGI positiva, la respuesta a la quimioterapia con doblete de platino fue solo del 13 %, con
una mediana de supervivencia libre de progresion (SLP) de 5,8 meses.!? La mediana de SLP
con quimioinmunoterapia fue ain mads corta, de solo 3,3 meses. Sin embargo, existen opciones
terapéuticas emergentes que se dirigen a la via HER2/HER3 desencadenada por la proteina de
fusion NRGL. El afatinib, un inhibidor de la quinasa pan-ErbB, ha demostrado una clara eficacia
con una tasa de respuesta (response rate, RR) del 25 % en el registro retrospectivo eNRGy1.1?



NRG1

Multiples informes de casos y series también han demostrado respuestas al afatinib en tumores
positivos para la fusién del NRG1,'>17 con estudios prospectivos en curso. El anticuerpo
biespecifico de HER2-HER3 zenocutuzumab mostré una eficacia temprana en tumores
positivos para la fusion del NRGI, incluyendo respuestas tanto en CPNM como en cancer de
pancreas.'® El ensayo de fase 2 eNRGy en curso informé de una RR inicial del 34 % (n = 79)
con una mediana de duracién de la respuesta de 9,1 meses.!® El anticuerpo monoclonal HER3
seribantumab se esta estudiando en tumores positivos para la fusién del NRG1 y ha informado
de una RR del 33 % (n = 12).!° Tanto el zenocutuzumab como el seribantumab recibieron la
designacion de via rapida por parte de la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los
Estados Unidos (US Food and Drug Administration, FDA).

Mecanismos de resistencia
Se sabe poco sobre la resistencia adquirida o intrinseca a cualquiera de los agentes de
investigacion precedentes, y esta sigue siendo un area de estudio activo.
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Nuevas dianas y tecnologias

Por Kurt A. Schalper y David M. Hwang

Las vias terapéuticas novedosas y emergentes para tratar a los pacientes con cancer de pulmén
comprenden un amplio abanico de estrategias, que aprovechan las caracteristicas moleculares
tumorales de diversas maneras, entre ellas:

« La explotacion de la expresion diferencial de proteinas en el tumor con respecto a
las células no tumorales para dirigir y enriquecer localmente los agentes citotoxicos
mediante farmacos inmunoconjugados (antibody-drug conjugates, ADC).

« El uso de moléculas pequeias para dirigirse a proteinas mutantes presentes en las
células cancerosas con efecto oncogénico o implicadas en procesos metabolicos criticos
(por ejemplo, KRAS [no G12C], PIK3CA, STK11, KEAP1).

o La provision de terapias inmunoestimuladoras que modulen los receptores
coestimuladores de las células T o las enzimas reguladoras, utilizando citoquinas
proinflamatorias modificadas con indices terapéuticos favorables, vacunas dirigidas a
neoantigenos especificos del tumor o el reconocimiento selectivo y la eliminacion de
células tumorales que expresen proteinas de superficie especificas utilizando células T
con receptores quiméricos de antigenos (chimeric antigen receptor, CAR) modificadas.

Gracias a ellas, los ADC han mostrado una actividad clinica destacada en multiples tipos
de tumores, incluido el cancer de pulmon, lo que conlleva la necesidad potencial de nuevas
pruebas de biomarcadores y enfoques diagnosticos. Ademas, las novedosas plataformas
de analisis molecular que permiten la interrogacién simultdnea de numerosas alteraciones
con alta sensibilidad, resolucién unicelular y/o preservacion del contexto espacial estdn
ampliando el arsenal de herramientas para descubrir y desarrollar biomarcadores novedosos
para la seleccién y el monitoreo de pacientes.

Farmacos inmunoconjugados
Los ADC constan de 3 componentes fundamentales: (1) un anticuerpo monoclonal humanizado
dirigido a un antigeno que se sobreexpresa en las células tumorales pero que muestra una
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B L— Farmaco Ojiva para destruir las
citotoxico células cancerosas

Figura 17-1. Estructura y caracteristicas de los formacos inmunoconjugados (Fuente: Fu et al®).

expresion limitada o estd ausente en las células normales, (2) una carga ttil del farmaco
citotéxico y (3) un enlace covalente que une el agente citotdxico al anticuerpo'™ (figura 17-1).
En la actualidad, las dianas de los ADC en desarrollo clinico para el cancer de pulmoén incluyen
numerosas proteinas expresadas en células tumorales como HER2, HER3, MET, TROP2,
CEACAMS, DLL3, mesotelina, EGFR y PTK7. Los componentes de la carga util citotdxica
de los ADC se dividen a grandes rasgos en 3 categorias basadas en el mecanismo de accion:
inhibidores de los microttibulos (por ejemplo, DM1, la carga ttil del farmaco emtansina),
inhibidores de la topoisomerasa (por ejemplo, DXd, la carga util del firmaco deruxtecan) y
agentes de escision del ADN (por ejemplo, calicheamicina, ozogamicina).>* Se esta investigando
activamente un nimero creciente de ADC para el tratamiento tanto del cancer de pulmén no
microcitico (CPNM) como del cdncer de pulmén microcitico (CPM)* (figura 17-2), entre los
que se incluyen:

« ADC dirigidos al receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2 o
ERBB2): la ado-trastuzumab emtansina y el trastuzumab deruxtecan se han estudiado
en tumores con sobreexpresién de la proteina HER2>”7 y/o con mutacién del HER2>%7,
y se ha demostrado una mayor actividad en tumores con mutacién del HER2, con
o0 sin sobreexpresién demostrable de la proteina HER2.%° En agosto del 2022, la
Administracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (US Food and
Drug Administration, FDA) concedié la aprobacién condicional del trastuzumab
deruxtecan para pacientes adultos que habian recibido terapia sistémica previa para
CPNM no extirpable o metastasico con mutaciones activadoras del HER2 (ERBB2),
detectadas mediante una prueba aprobada por la FDA.!? Las pruebas diagndsticas
con fines terapéuticos aprobadas por la FDA para esta indicacion fueron la prueba
Oncomine Dx Target (ThermoFisher Scientific) para pruebas basadas en tejidos y la
Guardant360 CDx (Guardant Health) para pruebas basadas en plasma.

« ADC dirigidos al receptor 3 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER3 o
ERBB3): Aunque la HER3 muestra una expresion aberrante en multiples tipos de cancer,
ha despertado interés como diana de ADC principalmente en el entorno de los canceres
de pulmén con mutacién del EGFR que han desarrollado resistencia a los inhibidores
de la tirosina quinasa (tyrosine kinase inhibitors, TKI) del EGFR.!! El patritumab
deruxtecan es un ADC dirigido a la HER3 que ha demostrado actividad en tumores con
mecanismos de resistencia a los TKI del EGFR tanto conocidos como desconocidos en
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Figura 17-2. Mecanismos de varios farmacos inmunoconjugados (ADC) que se estan estudiando en el cancer de
pulmén no microcitico y microcitico (Fuente: Desai et al.* © 2021 Elsevier B.V. Todos los derechos reservados).

todo un rango de expresién de la proteina HER3.12 En diciembre del 2021, el patritumab
deruxtecan recibio la designacion de terapia innovadora de la FDA para el tratamiento
de pacientes con CPNM metastasico o localmente avanzado con mutacién del EGFR
con progresion de la enfermedad en o después del tratamiento con un TKI de tercera
generacion y terapias basadas en platino.!3

« ADC dirigidos al receptor del factor de crecimiento de hepatocitos (MET): en otra
parte de este atlas se han debatido diversas alteraciones del factor oncogénico MET en el
CPNM (véase el capitulo 13). La monoterapia con telisotuzumab vedotin demostrd una
prometedora actividad antitumoral en pacientes con tumores con sobreexpresion de MET
evaluados mediante inmunohistoquimica (IHQ)!* y se est4 investigando activamente en
varios entornos, incluido el CPNM con mutacién del EGFR que demuestra sobreexpresion
de MET.!> En enero del 2022, el telisotuzumab vedotin recibié la designacion de terapia
innovadora por parte de la FDA para el tratamiento de pacientes con CPNM no escamoso
avanzado/metastasico con EGFR de tipo salvaje con niveles elevados de MET, cuya
enfermedad progresé con o después de una terapia basada en platino.!®

« ADC dirigidos al antigeno 2 de superficie celular del trofoblasto (trophoblast cell surface
antigen 2, TROP2): el TROP2 es una glicoproteina transmembrana sobreexpresada en
muchos tumores, incluido el cancer de pulmon. El datopotamab deruxtecan es un ADC

17 comosin'®alteraciones

gendmicas susceptibles a una intervencion preventiva. El sacituzumab govitecan es otro

ADC dirigido al TROP2 que se esté investigando en varios ensayos clinicos para CPNM*
9

dirigido al TROP2 que se estd investigando en el CPNM, tanto con

y también ha demostrado actividad en pacientes con CPM en un ensayo colectivo.!
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« ADC dirigidos a la molécula5 de adhesién celular relacionada con el antigeno
carcinoembrionico (carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 5,
CEACAMS5, o CD66e): La CEACAMS5 es una glicoproteina que demuestra una
expresion aumentada en algunos canceres de pulmon. El SAR408701 (tusamitamab
ravtansina) mostr6 una prometedora actividad antitumoral y se esta evaluando en un
ensayo de fase 3 para el CPNM no escamoso positivo para CEACAM5.%0

o ADC dirigidos a la proteina delta tipo 3 (delta-like protein 3, DLL3) del ligando
NOTCH:laDLL3 se expresa ampliamente en la mayoria delos CPM. La rovalpituzumab
tesirina mostrd actividad modesta contra los CPM que expresan DLL3 en un ensayo
de fase 2 de tercera linea,?! pero present6 unas tasas de supervivencia global inferiores
en comparacién con las del topotecdn en el entorno de segunda linea.?? Se estian
investigando la rovalpituzumab tesirina y otros ADC dirigidos contra DLL3 en
diversos entornos de tratamiento del CPM.*

Agentes novedosos dirigidos contra las mutaciones oncogénicas

Se estan realizando multiples esfuerzos para atacar eficazmente las mutaciones oncogénicas
comunmente reconocidas en los carcinomas de pulmén, como las variantes del KRAS
no G12C y PIK3CA (véase el capitulo 14). Estas estrategias terapéuticas muestran resultados
variables e incluyen el ataque directo a la(s) proteina(s) mutante(s) mediante inhibidores
de moléculas pequeias o la modulacion de sefiales de activacion descendentes como MEK,
AKT, mTOR, SOS1 y SHP2.23-2% Se estén realizando estudios adicionales para atacar genes
frecuentemente mutados concomitantes en carcinomas de pulmoén y asociados a alteraciones
metabolicas intracelulares y a un peor prondstico como STK11 y KEAP1.2%?426 Hasta la
fecha, estas terapias estdn en fase de investigacion y no han recibido la aprobacion reguladora
para su uso clinico.

Terapias inmunoestimuladoras novedosas

Aunque se han propuesto innumerables estrategias nuevas de inmunoterapia para tratar a
pacientes con tumores sdlidos, actualmente se estan evaluando, en pacientes con CPNM,
anticuerpos monoclonales dirigidos contra 1 o mas receptores coestimuladores de células
T/natural killer (NK) o enzimas inmunosupresoras, como LAG3, TIM3, TIGIT, NKG2A
y CD73.27-32 Actualmente, estas terapias se estan probando en diferentes entornos de
tratamiento y no han recibido la aprobacién reguladora para su uso clinico.

Nuevas tecnologias de analisis molecular con potencial diagndstico

La creciente incorporacion de modalidades y dianas terapéuticas ha sido equiparada por
el rapido desarrollo de novedosas herramientas de andlisis molecular para interrogar la
expresion/ubicacion de dichas dianas terapéuticas o identificar marcadores adicionales
con potencial biomarcador. Estos avances incluyen (1) la ampliaciéon de la capacidad de
multiplexado de las pruebas para dar cabida simultdneamente a numerosos marcadores,
(2) el aumento de la sensibilidad de la identificacion del marcador o marcadores para
mejorar el limite de deteccién/cuantificacién, (3) la implementacién de herramientas de
analisis molecular de alta dimensién con preservacién del contexto espacial y/o resolucién
unicelular, y (4) la interrogacién de la morfologia tumoral mediante inteligencia artificial
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Deteccion de proteina HER2 Deteccion de proteina EGFR PD-L1y TIL

Figura 17-3. Andlisis localizado de dianas terapéuticas y linfocitos infiltrantes tumorales (TIL) en CPNM humano
mediante inmunofluorescencia multiplex. (A) Expresion y colocalizacién de la proteina HER2 (rojo) en células tumorales
positivas para citoqueratina (CK, verde). Los nucleos se tiien con DAPI. (B) Tincién de la proteina EGFR (rojo) con patrén
membranoso/perinuclear en células de adenocarcinoma de pulmén. (C) Mismo tumor y campo de visién que en
el panel B tefiido con citoqueratina (verde) y DAPI (azul). (D) Carcinoma de pulmoén poco diferenciado con tincién
simultdnea para DAPI (azul), citoqueratina (verde), PD-L1 (rojo), CD8 (magenta), y TIL CD20+ (amarillo).

para predecir eventos de mutacion o fusion genética. Para interpretar los resultados suelen ser
necesarios marcados avances en los métodos computacionales para extraer sistemdticamente
la informacién e integrar los datos de alta dimension.

Analisis molecular cuantitativo y espacial de muestras tumorales

Las plataformas utilizadas tradicionalmente para el analisis in situ de marcadores moleculares
en cortes histologicos fijados con preservacion del contexto morfolégico incluyen la THQ
cromogénica y la hibridacion in situ (in situ hybridization, ISH o fluorescencia ISH [FISH])
de segmentos de ADN o transcritos de ARN mensajero (ARNm). El uso extendido de la
patologia digital ha incrementado el empleo de herramientas informaticas, como la inteligencia
artificial, para cuantificar la tincion IHQ/ISH/FISH mediante pasos de segmentacion tisular,
unidos a la enumeraciéon de células individuales y la medicién de la intensidad de la sefial
en compartimentos tisulares definidos por el usuario. Las ventajas de estos analisis incluyen
su resultado cuantitativo, su naturaleza objetiva y su mayor capacidad de reproducirse en
relacion con el puntaje semicuantitativo de la sefial basado en el patélogo. Se ha examinado
la automatizacién de la evaluacion de sefiales a partir de portaobjetos teiiidos con THQ
para dianas terapéuticas como HER2 y PD-L1.%3-37 Las principales limitaciones de estas
plataformas incluyen los desafios que plantea la implementacion, la consecucién de una
segmentacion tisular/celular coherente y rapida, y la presencia de incertidumbres sobre la
informacion 6ptima de los puntajes continuos y el marco normativo.

La inmunofluorescencia multiplex (multiplex immunofluorescence, mIF) se ha utilizado
cada vez mas en la investigacion traslacional y para la identificacion de biomarcadores. Este
meétodo es conceptualmente similar ala IHQ y utiliza anticuerpos conjugados con fluoréforos
para detectar proteinas o acidos nucleicos en portaobjetos con tejidos. Sin embargo,
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Figura 17-5. Analisis transcriptomico espacial pareado del CPNM primario y metastasico. (A) Se estudiaron cortes
fijados de carcinoma pulmonar mediante tincién con hematoxilina y eosina (izquierda) para el contexto morfolégico y
mediante analisis transcriptémico completo con la plataforma Visium (derecha). (B) El anélisis no supervisado identificé
racimos transcriptdmicos espaciales multidimensionales individuales, algunos de los cuales estaban representados de
forma diferencial en la lesién primaria (verde) y metastasica (rojo). En cada racimo espacial se identificaron transcritos
de ARNm y vias especificas que indicaban su identidad de tipo celular y su significacion bioldgica.

y a diferencia de la IHQ, la mIF es un método de generacién de sefial emisiva que aumenta
su sensibilidad y rango dindmico.>®3° Ademds, la sefial de la mIF se evaltia generalmente
utilizando microscopios multiespectrales que contienen filtros de fluorescencia especificos,
lo que permite la separacion objetiva de los canales de sefial y la medicion independiente de
multiples marcadores incluidos en la misma prueba/panel.

Multiples estudios han analizado la expresion de dianas terapéuticas como HER2, PD-L1
y EGFR dentro de poblaciones celulares especificas o compartimentos de tejido tumoral
definidos por la tincién conjunta simulténea de marcadores adicionales*’-4? (figura 17-3).
También es posible la identificacion de poblaciones celulares especificas con potencial
biomarcador, como los linfocitos infiltrantes tumorales (tumor infiltrating lymphocytes,
TIL).*>** Los desafios actuales para el uso clinico sistematico de la mIF incluyen la
identificacion de pruebas con un claro valor biomarcador mas alla de las pruebas IHQ clinicas
de un solo complejo, la implementacién de protocolos de tinciéon automatizados y sélidos
en los laboratorios clinicos, la estandarizacion en el puntaje de la sefal y la elaboracion de
informes; asi como la disponibilidad de un marco normativo que apoye el uso clinico.

Otros avances en la obtencién de imdgenes moleculares espaciales de muestras tisulares
incluyen el uso de métodos de alto complejo para medir simultaineamente numerosas proteinas
y/o transcritos de ARNm mediante el etiquetado metalico de anticuerpos o sondas de ARN
seguido de la ablacién tisular de alta energfa®>-4” (figura 17-4), protocolos de tincion ciclica con
o sin microfluidos,*3->0y el uso de enfoques de c6digos de barras moleculares para aumentar la
capacidad de multiplexado de las pruebas y minimizar las interferencias moleculares durante
la tincién.”!->7 Estas plataformas permiten la deteccién simultanea de numerosos marcadores
que van desde decenas a cientos de proteinas y hasta varios miles de transcritos de ARNm
(figura 17-5). Aunque la mayoria de estas plataformas se utilizan actualmente en el entorno
de la investigacion, se espera que se incorporen progresivamente a entornos de tipo clinico.
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La capacidad de estas plataformas para detectar simultineamente proteinas y dcidos
nucleicos con resolucion espacial abre nuevas posibilidades para mapear dianas terapéuticas
y alteraciones moleculares susceptibles a una intervencién preventiva en células tumorales,
asi como la medicion de poblaciones celulares adicionales y caracteristicas del microentorno
tumoral. Los desafios para la implementacion de estas plataformas de alta dimensién incluyen
su elevado costo, su rendimiento limitado, su dificil validacién/estandarizacién y el complejo
analisis de los datos, que suele requerir personal y recursos especializados.

Conclusion

Constantemente surgen nuevas dianas terapéuticas y enfoques novedosos para abordarlas.
Aungque la tecnologia existente, como la secuenciaciéon de nueva generacion y la IHQ, puede
ser suficiente para algunos, sigue siendo posible que los enfoques multiplex emergentes
proporcionen nuevos datos que puedan informar mejor la seleccion de algunos farmacos.
Aunque una tecnologia cada vez mas compleja, unida a herramientas sofisticadas de analisis
de datos, puede proporcionar biomarcadores hasta ahora imposibles de definir, siempre
hay que tener en cuenta las implicaciones practicas de una prestacion de servicios clinicos
oportuna y rentable.
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Resultados de las pruebas moleculares
y papel de las juntas multidisciplinarias

de tumores moleculares

Por Paul Hofman, Chien-Feng Li, Andrew G. Nicholson y Shani Shilo

Las pruebas moleculares en oncologia toracica son cada vez mas complejas y requieren un enfoque
bien estructurado para traducirse en recomendaciones diagnosticas o terapéuticas adecuadas.

Informe de los resultados de las pruebas moleculares

Los informes moleculares deben enumerar los nombres de los genes ylosloci, exones o hotspots
especificos analizados; las secuencias intronicas analizadas para los genes que se producen en
la translocacion que genera genes de fusion; y, si procede, el espacio genémico cubierto para
evaluar la carga mutacional tumoral y el tipo de microsatélites analizados para evaluar su
inestabilidad.! Siempre se debe proporcionar la interpretacion de los resultados. Tres escalas
para clasificar las alteraciones moleculares con base en su posible utilidad clinica clasifican
las dianas moleculares en un nivel de susceptibilidad clinica a una intervencién preventiva:

1. Recomendacién consensuada conjunta de la Association for Molecular Pathology
(AMP), el American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG), la
American Society of Clinical Oncology y el College of American Pathologists para la
notificacion de variantes genéticas en el cancer

2. Escala de la Sociedad Europea de Oncologia Médica para la susceptibilidad clinica a
una intervencion preventiva de las dianas moleculares

3. OncoKB que distingue 4 niveles de susceptibilidad a una intervencion preventiva y

3 niveles de resistencial

Este escalado facilitarfa una eventual convergencia hacia estindares comunes para anotar
las decisiones sobre el tratamiento.* Todos los hallazgos moleculares se deben clasificar
segun las pruebas mas actualizadas para distinguir las alteraciones benignas o neutras de las
patogenas, incluso confirmadas o probables. Para ello, existen diferentes bases de datos en linea,
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entre las que se incluyen ClinVar, My Cancer Genome, Cosmic u OncoKB.2>7 En particular,
OncoKB es el primer archivo de mutaciones somaticas aprobado por la Administracion de
Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos.? Cabe destacar que se pueden identificar
ciertas alteraciones gendmicas de significacién médica potencial que no estan relacionadas
con el proposito principal de las pruebas (hallazgos secundarios), en especial con pruebas de
paneles mas grandes. El ACMG ha recomendado una lista de hallazgos genéticos secundarios
(secondary genetic findings, SF) que se deben informar en la secuenciaciéon genémica clinica
con base en el fenotipo, la capacidad de penetracién y la susceptibilidad a una intervencion
preventiva.9’12 Basdndose en la lista actualizada de SF v3.1 del ACMG, se deben informar
determinados genes relacionados con fenotipos de cancer, fenotipos cardiovasculares, fenotipos
de errores innatos del metabolismo y fenotipos diversos (por ejemplo, amiloidosis hereditaria
de TTR).!? En consecuencia, los sujetos con hallazgos secundarios confirmados deben remitirse
para una evaluacion y manejo adicionales por el aumento del riesgo de enfermedad.'?

Juntas multidisciplinarias de tumores moleculares e interpretacion de los
resultados de los biomarcadores tumorales

Las juntas multidisciplinarias de tumores, también conocidas como equipos multidisciplinarios
(multidisciplinary teams, MDT), se retinen para evaluar a los pacientes con un enfoque
organizativo basado en pruebas para implementar una practica mas eficaz en oncologia. En estas
juntas de tumores participan distintos especialistas. Normalmente, en los MDT de oncologia
toracica participan oncélogos clinicos, patélogos, cirujanos toracicos, radiélogos, oncélogos
radioterapeutas, neumologos y personal de enfermeria, entre otros. Los mismos miembros
también deberian participar en las juntas de tumores moleculares (molecular tumor boards,
MTB), pero junto a otros especialistas como patdlogos genéticos, cientificos moleculares,
bidlogos en ciencias de la informacion y farmaceutas en oncologia. Por ultimo, dado que se puede
acceder a los farmacos a través de ensayos clinicos, en la MTB puede participar un coordinador
de investigacion/ensayos clinicos. Por lo tanto, estas juntas son herramientas poderosas para
fomentar el debate, la discusion y la comunicacién en general entre distintos profesionales, lo
que supone un importante facilitador hacia el desarrollo de la oncologia toracica de precision.

Las reuniones de las MTB suelen decidir los tratamientos estaindar de atencién (standard-of
care, SOC) para los pacientes con cancer de pulmén precoz o avanzado,'* por lo que las MTB se
consideran herramientas valiosas para promover la calidad de la atencién en oncologia toracica
reduciendo la vulnerabilidad de una sola persona y promoviendo equipos y sistemas solidos.
Ademas, los miembros dela MTB identifican y debaten todas las posibles estrategias terapéuticas
basadas en andlisis genéticos para los pacientes.!>!8 Por lo tanto, se puede consultar a las MTB
si es necesario incluir a pacientes con céncer de pulmén avanzado en ensayos clinicos.!®°
Las MTB proporcionan recomendaciones que siempre se basan en un debate multidisciplinario,
incluyendo las alteraciones moleculares especificas del cancer de pulmoén, asi como todas las
caracteristicas relativas al paciente (por ejemplo, estado funcional y comorbilidades).

Los miembros de las MTB debaten los resultados de la secuenciacion de nueva generacion
(next-generation sequencing, NGS) junto con cualquier otra prueba molecular relevante, que
puedeincluir pruebas dereaccion en cadena dela polimerasa con transcripcion inversa (reverse
transcription polymerase chain reaction, RT-PCR), hibridacién gendmica comparativa en
matriz o incluso secuenciacion del exoma completo. Las MTB suelen ocuparse de pacientes
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con casos dificiles, y las recomendaciones deben estar claramente documentadas y pueden
incluir parametros como:

o Mutaciones conductoras/numero de copias/variaciones estructurales, incluidos los
genes de fusion.

o Alteraciones moleculares susceptibles de tratamiento con farmacos.

« Inestabilidad de microsatélites.

« Carga mutacional tumoral.

« Alteraciones que indiquen resistencia a los farmacos.

« Expresion de proteinas en el corte tisular, especialmente PD-LI.

« Conclusiones y recomendaciones de la MTB.

« Posibles ensayos clinicos.

El tratamiento debe debatirse en funcién de la patogenicidad de la variante o variantes
detectadas. La patogenicidad de una variante viene determinada por su capacidad de causar
enfermedad.?’ En el caso del cdncer de pulmoén, una variante es patogénica cuando se sabe
que contribuye a la transformacion maligna. En este contexto, la patogenicidad se clasifica
utilizando una version adaptada de las guias del ACMG/AMP del 2015, que proponian
un esquema de 5 niveles (patogénica, probablemente patogénica, variante de significacion
clinica desconocida o incierta [variant of unknown or uncertain clinical significance, VUS],
probablemente benigna, benigna).?! Sin embargo, hasta ahora no ha habido un verdadero
consenso (inter)nacional sobre como se debe hacer la interpretaciéon de la patogenicidad.
Ademas, es importante buscar e informar de las distintas variantes patogénicas de linea
germinal, ya que algunas de ellas se pueden asociar a relevancia terapéutica.?

Algunas plataformas pueden utilizar la innovadora tecnologia de MTB virtual basada
en la nube, que incluye una base de conocimientos y un entorno de colaboracién para la
atencion del cancer basada en la oncologia de precision.?? La MTB también se podria utilizar
como herramienta educativa clave en hospitales universitarios o de ensefianza, donde la
presentacién de casos dificiles da inicio a la consulta.?*

Juntas multidisciplinarias de tumores moleculares y calidad de la atencion y
resultados de los pacientes con cancer de pulmon
Las MTB son criticas, tanto en el diagnéstico como en la progresion tumoral, para algunos
pacientes, como los que presentan alteraciones moleculares muy poco frecuentes o complejas,
los pacientes con tumores portadores de alteraciones sin aprobacion de farmacos dirigidos en
la practica clinica, los pacientes con neoplasias adictas a oncogenes que no responden a los
farmacos moleculares disponibles o los pacientes con neoplasias toracicas poco frecuentes
sin enfoques terapéuticos reconocidos. Por lo tanto, es importante gestionar el tiempo de
respuesta tanto de las pruebas como de las MTB a la hora de generar resultados. Es obligatorio
contar con un tiempo de respuesta adecuado para garantizar el inicio de la terapia dirigida
en un plazo beneficioso. Segtin las guias internacionales, las pruebas de biomarcadores
obligatorias para un tratamiento inicial 6ptimo del cancer de pulmén no microcitico no
escamoso avanzado se deben completar en un plazo de 10 dias laborables.?”

En el momento de la progresion del tumor, puede ser apropiado seguir debatiendo con el
paciente en la MTB. También puede ser pertinente realizar pruebas moleculares adicionales,
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posiblemente con paneles de genes mds amplios; y asi, se requiere un equilibrio entre la
urgencia del tratamiento y el retraso necesario para recopilar datos y tomar una decisiéon
informada sobre los siguientes pasos del tratamiento.

Ademas, un acceso adecuado a la MTB, que facilite las mejores practicas en oncologia
tordcica, también deberia proporcionar beneficios a la comunidad oncoldgica en general, y
no solo a los pacientes hospitalizados en centros académicos. Por lo tanto, la creacion de una
MTB global virtual puede ser beneficiosa en oncologia torédcica.?® Los pacientes que reciben
terapia basada en la MTB se ajustan mejor a la diferente alteracién genémica que aquellos
que solo tienen la eleccién de un tnico médico.'>?” En consecuencia, aquellos pacientes
manejados mediante una MTB (en comparacion con la eleccién de un tinico médico) tienen

unas tasas de supervivencia global y libres de progresién significativamente mayores.!>2”

Desafios de las juntas multidisciplinarias de tumores en oncologia toracica

A pesar de la organizacion recomendada de la atencidn al paciente con cancer de pulmén
basada en el debate de la MTB, siguen existiendo algunos desafios. No todos los servicios de
cancer de pulmon funcionan mediante una MTB. Esto se puede deber a la falta de recursos
adecuados o incluso, en algunas situaciones, a la falta de voluntad para abrir debates sobre
el manejo. Lo mas pertinente para este debate es saber si es posible hacer funcionar una
MTB, y como podria interactuar cualquier MTB en funcionamiento con el MDT toracico.
Algunos servicios consiguen integrar los debates sobre datos moleculares en el MDT
principal, otros organizan reuniones separadas. En este ultimo escenario, la MTB puede ser
un debate especializado en tumores toracicos o una MTB general que considere una serie
de casos de tumores, incluido el cancer de pulmon.

La cuestion del tiempo de respuesta clinicamente importante tanto para las pruebas
moleculares como para la evaluacion de casos del MDT/MTB sigue siendo pertinente.
Muchos pacientes corren el riesgo de sufrir un rapido deterioro clinico debido a la progresion
de su cancer de pulmoén subyacente, por lo que incluso pequefos retrasos pueden ser muy
perjudiciales. Sin embargo, el nimero cada vez mayor de opciones de tratamiento determinadas
por biomarcadores y la incompatibilidad de algunas de ellas entre si por el aumento de la
toxicidad, hacen que sea dificil esperar a que se disponga de toda la informacién necesaria. La
situacion en los casos con recidiva de la enfermedad puede ser atin mas dificil, con retrasos
en la obtencion de biopsias repetidas, la repeticion de los analisis de NGS y la consideracion
de ensayos clinicos (que suelen requerir la repeticion obligatoria de la biopsia). En cuanto
a los ensayos clinicos, los complejos criterios de inclusion, los largos procedimientos de
cribado y los anilisis de laboratorio central obligatorios también pueden afiadir retrasos,
sobre todo porque muchos ensayos clinicos, en particular los patrocinados por la industria,
exigen pruebas de laboratorio centralizadas para la confirmacién de biomarcadores en lugar
de aceptar analisis realizados en laboratorios locales acreditados.

A pesar de que existen datos moleculares de un paciente que podrian apoyar el uso de
farmacos ampliamente aprobados o el acceso a un ensayo clinico o a un tratamiento fuera de
indicacion, algunos sistemas de salud ofrecen un acceso relativamente restringido a tratamientos
que pueden estar disponibles en otros lugares; nunca hay un acceso universal a ensayos que
puedan aprovechar cualquier perfil molecular adecuado. El acceso a un farmaco puede ser un
impedimento mayor para la prestacion de servicios terapéuticos basada en biomarcadores que el
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acceso a las pruebas o a un debate adecuado. Las MTB pueden desarrollar y utilizar herramientas
digitales para ayudar a integrar los perfiles clinicos y gendmicos y buscar ensayos clinicos
disponibles, y estos desarrollos podrian, en el futuro, utilizar la inteligencia artificial para mejorar
la toma de decisiones. Cuando los recursos lo permitan, las MTB deberian incluir personal que
facilite el acceso a los farmacos, como se llevé a cabo con éxito en el ensayo [-PREDICT.?

En la actualidad, no existen guias internacionales para informar sobre las pruebas
moleculares y los informes de las operaciones de la MTB, lo que da lugar a una considerable
heterogeneidad de un pais a otro y de una institucién a otra.?’ Por lo tanto, se requiere
un esfuerzo considerable para estandarizar mejor la presentacion e interpretacién de las
alteraciones moleculares en términos de susceptibilidad a una intervenciéon preventiva,
indicaciones terapéuticas y, posteriormente, el valioso registro de los datos de resultados.

Por ultimo, dado que las recomendaciones de la MTB pueden trascender los tratamientos
basadosen guias,es muyimportante revisar, evaluary auditarlas operaciones yrecomendaciones
de la MTB y su implementacion. Desarrollar un registro de revisiones de casos y resultados
puede ayudar a este esfuerzo, deberia reforzar el valor educativo de las MTB y ayudar
en la evaluacion de patrones de respuesta en cohortes de pacientes con cancer de pulmoén
con variantes poco frecuentes susceptibles a una intervencidon preventiva. En definitiva, las
recomendaciones de la MTB pueden beneficiar tanto al paciente individual como, a través de
la investigacion, a las futuras generaciones de pacientes con cancer de pulmoén.
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Algoritmos para las pruebas de
biomarcadores moleculares

Por Ming-Sound Tsao, Fernando Lopez-Rios, Erik Thunnissen,
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Justin F. Gainor e Ivy Elkins

Con un nimero cada vez mayor de nuevas terapias guiadas por biomarcadores que reciben la
aprobacion para el tratamiento de pacientes con cancer de pulmon, los algoritmos de pruebas
moleculares en cancer de pulmoén siguen evolucionando. Este capitulo se centra principalmente
en los algoritmos de pruebas que implican biopsias de tejido tumoral o muestras de reseccion,
ya que los algoritmos que implican biopsia liquida se tratan en el capitulo 4.

Las pruebas basadas en inmunohistoquimica para biomarcadores proteicos predictivos
también se incluyen en este capitulo como parte de las pruebas moleculares. Existen muchos
algoritmos potenciales que podrian lograr el fin requerido. Este capitulo presenta algunas
posibilidades, pero también los principios sobre los que se pueden desarrollar otras versiones
que se adapten a las necesidades locales. Se remite a los lectores a los capitulos pertinentes
para obtener detalles sobre los problemas de las pruebas relacionadas con genes especificos.

Algoritmos de pruebas moleculares en el diagnodstico del cancer de pulmén

Las pruebas de biomarcadores predictivos para guiar las terapias solo se deben realizar una
vez establecido el diagnostico de cancer; no se deben utilizar para establecer el diagndstico.
En el cancer de pulmén, la mayoria de las pruebas moleculares se realizan en muestras de
biopsia porque entre el 60 % y el 70 % de los pacientes se diagnostican clinicamente en un
estadio avanzado (IIIB-IV). En todo este proceso, tanto si se realizan pruebas limitadas como
extensas, hay 3 principios fundamentales en juego:

1. Rapidez: el tiempo de respuesta es primordial, ya que los pacientes con cancer de
pulmon avanzado se pueden deteriorar rapidamente.

2. Precision: importante tanto en términos de diagndstico del cancer como de un
correcto perfil molecular.
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3. Pruebas adecuadas: perfil genético completo para cubrir todas las dianas para las que
se dispone de farmacos.

En este entorno, es fundamental que los patélogos conozcan la consideraciéon de las
mejores practicas en patologia, introducida en el 2011 por los expertos multidisciplinarios
de la International Association for the Study of Lung Cancer (IASLC), que recomendaba que
“las muestras de tejido se deben manejar no solo para el diagndstico, sino también para
maximizar la cantidad de tejido disponible para estudios moleculares”! Este principio se ha
adoptado posteriormente en la cuarta y quinta edicién de la clasificacion de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) sobre cdnceres de pulmén y toracicos.>* De conformidad con
este principio, en anteriores atlas de la IASLC se han introducido algoritmos (figura 19-1)
para el corte inicial de bloques de biopsias tumorales fijadas en formalina e incrustadas en
parafina (formalin-fixed paraffin-embedded, FFPE).%>

El principio también anima a realizar un conjunto minimo de marcadores diagndsticos
para la clasificacion patoldgica del cancer de pulmon, pero solo cuando sea necesario, ya que
el uso de TTF1 y p40 puede reducir el numero de casos de cancer de pulmén no microcitico,

/ (A) Cortes de pruebas de biomarcadores/moleculares preparados junto con el corte de H&E

Tincién de H&E para
diagnéstico histolégico

I ParalHQ

Para pruebas moleculares

| (protocolo especial para
preparar cortes para pruebas
de mutaciones)

INORCRUSORORURURLAL

/— (B) Cortes de pruebas de biomarcadores/moleculares preparados

después de la evaluacioén inicial con H&E \

! - } Tincién de H&E para
. — diagnéstico histolégico
Protocolo especial =
para preparar cortes !. — } Para IHQ e
para pruebas — x\\
de mutaciones — o
Para
—
pruebas
—
moleculares
[—
[

Figura 19-1. Estrategias para maximizar el tejido para el diagnéstico y las pruebas de biomarcadores
moleculares. El nimero de cortes sin teiir que se deben preparar viene determinado por la estrategia
institucional/departamental para el uso éptimo del tejido con el fin de reducir la pérdida de muestras
tisulares y el tiempo de respuesta. Muchos laboratorios hacen los cortes para la extraccion de ADN/ARN en

un micrétomo dedicado para evitar la contaminacion cruzada. Abreviaturas: H&E = hematoxilina y eosina;
IHQ = inmunohistoquimica. (Fuente: Tsao et al.8).
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Figura 19-2. Algoritmodiagndstico paraguiarlas pruebas moleculares predictivasen el cancerde pulmén.Todos
los CPNM no escamosos se deberian someter a pruebas moleculares integrales. En algunos entornos, el CCE y el
CNECG también se deberian considerar para pruebas moleculares (por ejemplo, CCE en un no fumador o en una
persona que nunca ha fumado). Abreviaturas: ADC = adenocarcinoma; ADSQC = carcinoma adenoescamoso;
CNECG= carcinoma neuroendocrino de células grandes; NE = neuroendocrino; NOS = no especificado;
CPNM = céncer de pulmén no microcitico; CPM = cancer de pulmén microcitico; CCE= carcinoma de células
escamosas. (Adaptado de Travis et al y Junta Editorial de la Clasificacion de Tumores [Classification of Tumours
Editorial Board] de la OMS23).

no especificado (CPNM-NOS) a menos del 5 % o el 10 % (figura 19-2).° En esta linea, se han
publicado recomendaciones de mejores practicas para la inmunohistoquimica diagndstica en
el cdncer de pulmoén.”

Pruebas moleculares en el cancer de pulmdn no microcitico en estadio avanzado

Elalgoritmo de pruebas mas utilizado se basa en las guias actuales de la National Comprehensive
Cancer Network (NCCN), la Sociedad Europea de Oncologia Médica (European Society for
Medical Oncology, ESMO) y el College of American Pathologists (CAP)/IASLC/Association for
Molecular Pathology (AMP), que son principalmente para pacientes con CPNM en estadio
avanzado (véase también el capitulo 6). La figura 19-3 ilustra graficamente 2 opciones para
los flujos de trabajo de las pruebas: la opcion A utiliza un ensayo de panel de secuenciacion
de nueva generacion (next-generation sequencing, NGS) mas completo como tecnologia
principal para el perfil molecular, y la opcion B utiliza una combinacién de pruebas basadas
en la reaccion en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction, PCR) de un solo analito
y pruebas de inmunohistoquimica/hibridacion fluorescente in situ (IHQ/FISH) (ALK, ROSI,
RET, NTRK). La eleccién del panel de NGS en la opcion A y de las pruebas de marcadores
individuales en la opcién B viene determinada en gran medida por multiples consideraciones
locales, como el mecanismo de financiacion disponible, la cantidad de tejido, la plataforma
técnica/analitica y la experiencia para las distintas pruebas, la prevalencia en la poblacion
local de alteraciones especificas (por ejemplo, mutaciones del EGFR), el numero de terapias
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aprobadas con marcadores seleccionados y el tiempo de respuesta necesario. En general,
con un gran nimero de marcadores moleculares que deban analizarse (por ejemplo, como
recomiendan actualmente la American Society of Clinical Oncology [ASCO], la ESMO vy la
NCCN), la opcién A (primero la NGS) es mas eficiente y rentable que la combinacion de

pruebas de un solo analito.>!!

: Panel de NGS = Considerar la

PD-L1 : (/ncIL/Jye, por = posibilidad de
.. = ejemplo, EGFR, * -~ realizar pruebas
Opcion A IHQ = ALK ROSI, RET, = senes > gené't)icas
(primero NGS) = NTRK BRAF, . . Si las pruebas iniciales son negativas més amplias
E KRAS, HER2, ~ #===="" 0 se necesita una anotacién mediante NGS
= MET; el tipode = * completa de variantes
= panel se decide =
. segun la .
= disponibilidad de =
= laplataforma) =
PD-L1 | Pruebas de ALK ROS1 NTRK RET
. PCR de un
Opcion B solo gen IHQ IHQ IHQ
(primero las IHQ si+ si +
EGFR, BRAF,
pruebas de (KR VG forme FISH FISH | FISH/NGsS | FISH
I y ‘
un solo gen) METexi4segin  RT.pCR  RT-PCR  RT-PCR  RT-PCR
se reqwere/sea
posible)
Los métodos y la secuencia de las pruebas
los determina mejor el MDT en consulta
con el laboratorio de patologia

Figura 19-3. Flujos de trabajo de pruebas para pacientes con CPNM avanzado. (Opcién A) Se realiza NGS e IHQ de PD-L1
por adelantado. Los genes exactos en los primeros paneles de NGS pueden variar y dependen de las plataformas/paneles
disponibles y del enfoque de ADN en comparacion con ARN. (Véase también el capitulo 5). (Opcion B) Se inician las
pruebas de un solo analito. Los genes exactos para las pruebas de un solo gen, la eleccién de la prueba y el orden de las
pruebas dependen de los recursos locales, la probabilidad de identificar una mutacion (prevalencia local, por ejemplo,
EGFR [véase el texto relacionado]) y la preferencia del MDT. El contenido de células tumorales en una muestra también
puede determinar el enfoque 6ptimo. La NGS de captura hibrida tiene una sensibilidad de hasta el 20 % del contenido
tumoral. Las pruebas dirigidas sensibles, como la PCR digital en gotas, la PCR en tiempo real y algunas NGS basadas en
amplicones, tienen una sensibilidad de hasta el 5 %. (asterisco) También se puede considerar un segundo panel de NGS
mas amplio, si es posible, en caso de que el primer panel de NGS no incluya genes/mutaciones adicionales con terapia
disponible, incluso en ensayos clinicos. Abreviaturas: FISH = hibridacion fluorescente in situ; IHQ = inmunohistoquimica;
MDT = equipo multidisciplinario; NGS = secuenciacion de nueva generacién; PCR = reaccién en cadena de la polimerasa;
RT-PCR = PCR con transcripcién inversa.

Pruebas moleculares en el CPNM en estadio temprano y/o reflejo desconocido

Las pruebas reflejas de biomarcadores predictivos se suelen realizar de forma rutinaria en el
momento del diagnoéstico (véase también el capitulo 6). En tal situacién, la informacién sobre
la estadificacion clinica puede ser incompleta o desconocida para el patélogo que solicita la
prueba de biomarcadores; asi, el algoritmo podria ser agndstico de estadio, pero también
se podria aplicar a pacientes con CPNM en estadio temprano (I-IIIA) que potencialmente
podrian someterse a reseccion (figura 19-4). Las pruebas reflejas tienen la ventaja de permitir
que los resultados de las pruebas de biomarcadores estén disponibles mas rapido para la toma
de decisiones terapéuticas!'>!3
a los pacientes que pueden ser candidatos a inmunoterapia neoadyuvante o terapia dirigida

adyuvante. No obstante, todo el equipo multidisciplinario debe ser consciente de los desatios
14

y, en el contexto de la enfermedad temprana, para identificar

que plantean las pruebas de biomarcadores predictivos en el escenario perioperatorio.
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ALGORITMOS PARA LAS PRUEBAS DE BIOMARCADORES MOLECULARES

Pruebas moleculares en circunstancias especiales y en paises con alta prevalencia
de mutaciones del EGFR

Aunque las guias (por ejemplo, NCCN, ESMO, CAP/IASLC/AMP, ASCO, etc.) se suelen
elaborar con base en las ultimas pruebas clinicas disponibles y son adecuadas para paises
con sistemas de salud con buenos recursos, existen muchas circunstancias (figura 19-5A)
en las que no es factible o no se dispone de pruebas moleculares integrales mediante NGS.
En tales situaciones, se pueden adoptar algoritmos de pruebas alternativos simplificados o
mas practicos (figura 19-5A). En lugares en los que la mutacion sensibilizante del EGFR es
muy prevalente (por ejemplo, los paises del este asiatico), los algoritmos de pruebas que dan
prioridad al EGFR y al PD-L1 también pueden ser més rentables!>!6 (figura 19-5B,C). Sin
embargo, la adopcion de estos algoritmos de pruebas alternativos solo deberia seguir una
decision consensuada multidisciplinaria. Otra practica emergente que ahorra costos, basada
en la exclusividad mutua de los factores oncogénicos adictivos, consiste en utilizar en primer
lugar un panel de ADN-NGS v, solo cuando este no identifique una mutacién conductora,
realizar la ARN-NGS para genes de fusién (y posiblemente mutaciones de omisién del
exon 14 de MET). Sin embargo, toda secuenciacion de las pruebas implica un retraso en la
identificacion de las dianas cubiertas por los pasos posteriores.

Conclusion

Para conseguir los beneficios mas 6ptimos de la oncologia de precisién para los pacientes
con cancer de pulmon, es imprescindible realizar pruebas de biomarcadores predictivos.
Aunque es deseable realizar pruebas moleculares integrales que incluyan el uso de NGS para
EGFR, ALK, ROS1, RET, NTRK, BRAF, KRAS, MET, HER2 y PD-L1 mediante IHQ, muchas
circunstancias pueden influir en la viabilidad de este algoritmo de pruebas completo. Entre
ellas se incluyen la disponibilidad de tejidos, la financiacion, las plataformas disponibles,
los conocimientos técnicos y, no menos importante, la disponibilidad de los farmacos para
el tratamiento basado en biomarcadores. En general, se recomienda que la adopcién de
cualquier algoritmo de pruebas se base en aportaciones multidisciplinarias que tengan en
cuenta estos factores.
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Resumen y perspectivas futuras

Por Ming-Sound Tsao, James Chih-Hsin Yang, Lynette M. Sholl,
Wendy A. Cooper, Daniel SW Tan y Keith M. Kerr

Enlaoncologia de precision, las pruebas moleculares son el motor que impulsa la implementacion
de terapias dirigidas basadas en biomarcadores. En apenas una década, hemos pasado de
la necesidad de analizar un tnico marcador (EGFR) en el cancer de pulmén a analizar al
menos 10 marcadores (EGFR, ALK, ROSI, BRAF, KRAS, RET, NTRK, MET, HER2, PD-LI).
Afortunadamente, se han desarrollado en paralelo notables avances en las tecnologias de
pruebas moleculares. Aunque los atlas anteriores de la International Association for the Study
of Lung Cancer (IASLC) sobre pruebas de biomarcadores predictivos en el cancer de pulmoén
han abarcado individualmente 1 o 2 marcadores (ALK, ALK/ROSI, EGFR, PD-L1), ya no resulta
practico ni realista publicar atlas separados sobre marcadores individuales. Esta edicion especifica
es un intento de cristalizar la vanguardia de la ciencia en las pruebas moleculares en el cancer de
pulmon para terapias dirigidas.

Deberia ser evidente que las pruebas de biomarcadores son complejas e implican a muchas
partes interesadas con experiencia en la adquisicién y procesamiento de muestras, tecnologias
y desarrollo de pruebas, implementacion y utilidad clinica. Desde un punto de vista critico, las
estrategias de pruebas deben ser relevantes y accesibles para los pacientes que se beneficiarian de los
resultados. Por ello, los distintos capitulos han sido compuestos intencionadamente por un equipo
multidisciplinario de coautores. Algunos de los capitulos incluidos en este atlas se han tratado en
1 o mas atlas anteriores de la IASLC, ya que representan requisitos fundamentales para las mejores
practicas en las pruebas de biomarcadores moleculares. Entre ellos se incluyen la adquisicion de
muestras y los problemas preanaliticos de procesamiento, informacién e interpretacion de los
resultados de las pruebas y los requisitos para el aseguramiento de la calidad analitica.

En esta edicién, hemos ampliado el capitulo sobre la tecnologia de las pruebas a la
secuenciacion de nueva generacion, la plataforma analitica mas avanzada en la actualidad para
las pruebas multiplex de un gran niimero de aberraciones gendmicas en los canceres. Dada la
creciente complejidad de la oncologia clinica, en la que se dispone de multiples farmacos de clase
similar o de diferentes generaciones, hemos incluido para cada gen tratable la descripcion de las
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terapias de vanguardia para proporcionar contexto a las pruebas de biomarcadores descritas.
La complejidad de la prestacion de servicios para realizar pruebas de biomarcadores moleculares
también se ha tratado en los capitulos sobre perspectivas globales en las guias y algoritmos de las
pruebas, aunque de forma bastante simplista para ajustarse a la naturaleza de esta publicacion.

No cabe duda que con los rapidos avances en nuestros conocimientos sobre la patobiologia
molecular del cancer de pulmoén, las nanotecnologias, la computaciéon y la informatica,
las pruebas moleculares seguiran expandiéndose en alcance, profundidad y amplitud.
Dicha expansién ya ha comenzado, y es probable que su avance sea rapido y exponencial.
A continuacion, se debaten brevemente los desafios y potenciales futuros.

Futuro de las pruebas genomicas en tejido tumoral
Aunque la biopsia liquida es actualmente el primer enfoque preferido para identificar posibles
mecanismos de resistencia en terapias dirigidas en la progresion terapéutica, existen esfuerzos para
elevar este enfoque a las pruebas de referencia en el diagndstico inicial.!* Este tltimo sigue estando
algo limitado por la sensibilidad de las pruebas, especialmente para las fusiones y el nimero de
copias de genes, que podria superarse con avances tecnolégicos adicionales, por ejemplo, el uso de
ARN plasmético libre de células o derivado de exosomas para la deteccién de fusiones de genes.>¢
Aunque aparentemente la biopsia liquida podria sustituir o hacer redundantes las
pruebas de tejido tumoral, es mas probable que las pruebas de tejido y sangre evolucionen
en paralelo como enfoques complementarios.” El diagnéstico del tumor, la subtipificacién
y los biomarcadores inmunohistoquimicos son requisitos fundamentales. En la actualidad,
la biopsia liquida presenta problemas de sensibilidad y especificidad con respecto a algunas
alteraciones genémicas y no puede proporcionar un diagndstico y una clasificacion categorica
de los tumores. La implementacion de pruebas paralelas de tejidos y liquidos solo es factible si
el costo y la financiaciéon no son un problema; sin embargo, es probable que esto suponga una
barrera importante para la mayoria de los pacientes de todo el mundo, lo que requiere una
deliberacion mas profunda para desarrollar futuros algoritmos de pruebas, incluido el desafio
de asimilar los datos derivados y comprender las implicaciones.

Deteccion de la enfermedad residual minima y monitoreo de la eficacia terapéutica

y la progresion de la enfermedad

En la actualidad se estan realizando grandes esfuerzos centrados en la aplicacién de la biopsia
liquida para detectar la enfermedad residual minima (minimal residual disease, MRD) y utilizarla
para monitorear la progresion de la enfermedad, pronosticar el resultado probable de los pacientes
y, potencialmente, alterar el curso de la terapia (véase la seccion “Aplicacion clinica” en el capitulo 4).
La naturaleza no invasiva de este enfoque ha acelerado la evaluacién de su utilidad clinica.? Entre los
problemas fundamentales que se deben abordar para hacer realidad la promesa de la biopsia liquida
para el analisis de la MRD se incluyen la sensibilidad y la especificidad de dicha tecnologia. Aunque
los trabajos actuales se centran principalmente en el ADN gendmico para las pruebas, se estan

llevando a cabo investigaciones mas amplias utilizando ADN/ARN metilado y ARN circular.®-!!

Deteccion temprana del cancer de pulmén
La tecnologia de vanguardia actual para la deteccion temprana del cancer de pulmoén utiliza la
tomografia computarizada (TC) helicoidal de baja dosis, que sigue siendo considerablemente
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costosa y de bajo rendimiento, y tiene una especificidad subdptima. La aplicacion de radiémica
e inteligencia artificial para mejorar el rendimiento del cribado por TC es un drea de gran
interés para la investigacion.!? La adicion de pruebas complementarias con alta sensibilidad y
especificidad (como para los marcadores (epi)genémicos en la sangre o compuestos organicos
volatiles en el aliento) podria ampliar drasticamente la capacidad de implementaciéon de
programas de deteccion temprana basados en la poblacién.!*!* EI ADN tumoral circulante
esta siendo ampliamente investigado como plataforma de deteccion temprana del cancer de
pulmon, aunque su sensibilidad y especificidad son subdptimas para la deteccién de tumores
en estadio temprano.!® De forma similar a la deteccién de MRD, también se estan investigando
nuevos marcadores que incluyen ADN metilado y el ARN circular.!6!”

Aprendizaje automatico e inteligencia artificial

Con unas pruebas genémicas cada vez mds integrales que requieren una bioinformatica mas
sofisticada y que requiere mucho tiempo, es probable que la inteligencia artificial y las técnicas
de aprendizaje automatico se utilicen cada vez mas en el diagnostico genomico clinico. Esto
podria incluir varios pasos en los analisis genémicos, como la identificacion y clasificacién de
variantes, la anotacién del genoma y las predicciones del genotipo-fenotipo.'8

Pruebas en otros tipos de cancer de pulmon y canceres toracicos

Aparte de circunstancias especiales, la practica actual en materia de perfiles genémicos se centra
en gran medida en los canceres de pulmoén no microciticos no escamosos, pero falta determinar
el impacto de las pruebas de biomarcadores predictivos en los carcinomas de células escamosas, el
carcinoma microcitico y otras neoplasias malignas toracicas, como el mesotelioma y los tumores
timicos. Probablemente surgiran cuando se identifiquen nuevas vulnerabilidades terapéuticas y
las terapias correspondientes, como las que afectan al metabolismo tumoral, la via de respuesta al

estrés oxidativo y los componentes celulares y no celulares del microentorno tumoral.!?-2!

Conclusion

En este Atlas de pruebas moleculares para terapias dirigidas en cancer de pulmon de la IASLC, hemos
proporcionado una descripcion general de los genes individuales actualmente relevantes para la
terapia dirigida en el cancer de pulmon, asi como de los factores que influyen en su evaluacion,
como la adquisicion de muestras, las técnicas de prueba, los enfoques de los algoritmos de prueba y
las variaciones globales en las pruebas moleculares. Hemos proporcionado un resumen actualizado
de las pruebas moleculares clinicamente relevantes que sera de utilidad para una amplia variedad
de profesionales de la atencion de salud especializados en el cancer de pulmén y sus pacientes, y
que esperamos siente las bases para nuevos avances en la atencion clinica del cancer de pulmon.
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