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RESUMEN

Antecedentes: las translocaciones de ALK (anaplastic lymphoma kinase) representan una
nueva diana terapéutica en un subgrupo de pacientes con cancer de pulmén de célula no
pequefia (CPCNP). En el presente estudio pretendemos analizar la prevalencia y
caracteristicas de los pacientes ALK positivo en una muestra de pacientes con CPCNP y

valorar la utilidad de la inmunohistoquimica (IHC) como método diagnostico.

Metodos: Se seleccionaron muestras tumorales de pacientes previamente testados para la
presencia de mutaciones activadoras en EGFR (epidermal growth factor receptor) de forma
local entre Junio de 2006 y Enero de 2010. La presencia de translocaciones de ALK se
determind mediante FISH (fluorescence in situ hybridization ) y se explord el uso de la
IHC. Para la IHC de ALK se defini6 como positivo toda tincion de células tumorales de

cualquier intensidad en > 10% de células tumorales.

Resultados: 99 pacientes fueron incluidos con una mediana de edad de 61.5 afios (rango
35-83), 80% fueron adenocarcinomas, 7% escamosos y 13% NOS carcinomas. Cincuenta y
uno por ciento eran mujeres. Todos eran caucasicos. Treinta y dos por ciento eran no
fumadores y un 30% ex fumadores. Siete (7%) pacientes resultaron ALK positivos
mediante FISH, 13 (13%) eran EGFR mutados y 65 (65.6%) eran nativos (WT/WT) para
ALKy EGFR. Las translocaciones de ALK y las mutaciones de EGFR eran mutuamente
excluyentes. Los pacientes ALK positivos tienden a ser mas jovenes que los EGFR
mutados o los pacientes WT/WT (mediana de edad de 56.7, 63 y 62.3 afios,
respectivamente). Los pacientes ALK positivos eran predominantemente no fumadores
(71.4%) y adenocarcinomas (71.4%). Los pacientes ALK positivos y los EGFR mutados
tienen una mejor supervivencia que los pacientes WT/WT. Todos los pacientes ALK
negativos por FISH fueron negativos para ALK mediante IHC. De los 7 pacientes ALK
positivos mediante FISH, 5 fueron también positivos para ALK por IHC, uno fue negativo

y en otro no habia material suficiente para realizar el anélisis.

Conclusiones: la prevalencia de translocaciones de ALK es del 7% en una poblacion
seleccionada de pacientes caucasicos con CPCNP. Los pacientes ALK positivos tienen
caracteristicas clinicas particulares y un mejor prondstico que los pacientes ALK negativos
y EGFR WT. La IHC con el anticuerpo D5F3 es un método diagndstico preciso para

identificar a los pacientes ALK positivo.



ABSTRACT

Background: ALK rearrangement represents a novel molecular target in a subset of non
small cell lung cancers (NSCLC). Our aim is to explore fluorescence in situ hybridization
(FISH) and immunohistochemistry (IHC) as diagnostic methods, prevalence and clinical

outcomes of ALK rearrangement patients in a selected population of NSCLC.

Methods: Patients with NSCLC previously screened for EGFR mutation at our institution
between June 2006 and January 2010 were selected. ALK rearrangement was identified by
using FISH and the value of IHC (D5F3 monoclonal antibody-mAb) was explored. For
IHC ALK protein expression positivity was defined as tumor-specific staining of any

intensity in >10% of the tumour cells.

Results: 99 patients were identified with median age was 61.5 years (range 35-83), 80%
were adenocarcinomas, 7% squamous and 13% NOS carcinomas. 51% patients were
female. All were caucasian. 32% of the patients were never smokers and 30% former
smokers. 7 (7%) patients were ALK rearranged positive by FISH, 13 (13%) were EGFR
mutant and 65 (65.6%) were wild type (WT/WT) for both ALK and EGFR. ALK
rearrangements and EGFR mutations were mutually exclusive. ALK rearranged patients
tend to be younger than EGFR mutated or WT/WT patients (median age of 56.7, 63 and
62.3 years, respectively). Patients with ALK positive tumors were predominantly never
smokers (71.4%) and adenocarcinomas (71.4%). ALK positive and EGFR mutant patients
have a better survival than WT/WT. All patients with ALK FISH negative tumors were
negative for ALK IHC. Out of 7 patients positive for ALK FISH, 5 were also positive for

ALK IHC, 1 negative and in the other there was not enough tissue to perform the analysis.

Conclusions: The prevalence of ALK rearrangement is 7% in a caucasian selected
population of NSCLC. ALK positive patients have different clinical features and a better
prognostic than EGFR WT and ALK negative patients. IHC with D5F3 mAb against ALK
is a promising method for detecting ALK rearranged NSCLC patients.
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IV. INTRODUCCION:
El cancer de pulmoén de célula no pequefia (CPCNP) ALK (anaplastic lymphoma kinase)

positivo constituye una nueva entidad clinica y terapéutica dentro del espectro de tumores
pulmonares[1]. Supone aproximadamente un 4% del total de casos de CPCNP [2-4]. Si
tenemos en cuenta la alta incidencia y mortalidad del cancer de pulmon en general el
subgrupo de pacientes con CPCNP ALK positivo representan el equivalente a la
mortalidad anual de los melanomas, cancer de cérvix o tumores laringeos y seria superior a

la de los tumores germinales, tiroides y linfomas de Hodgkin[5].

Una de las caracteristicas principales del CPCNP ALK positivo, ademas de la posibilidad
de recibir tratamientos especificos, la constituye el hecho de que es mas frecuente entre los
pacientes con CPCNP sin historia de tabaquismo[6]. La incidencia del CPCNP en no
fumadores ha aumentado en los Gltimos tiempos[7]. El cancer de pulmoén en el no fumador
sera objeto de revision en la introduccion del presente trabajo. Por otro lado, conocer
mejor la frecuencia y caracteristicas clinicas de los pacientes con CPCNP ALK positivo en

nuestro medio es otro de los objetivos del presente trabajo de investigacion.

Una correcta identificacion de los pacientes con CPCNP ALK positivos y la indicacién del
tratamiento especifico tiene un impacto favorable en la supervivencia de estos pacientes[8],
Encontrar un procedimiento diagnostico que permita la identificacion de este subtipo de
carcinoma pulmonar ALK positivo dentro de una amplia poblacion de pacientes con
CPCNP es crucial en la implementacion de las terapias con inhibidores de ALK. La técnica
considerada estandar en la actualidad, el FISH, es relativamente compleja, requiere de
especialistas y medios adecuados y tiene un coste superior a otras posibles técnicas
diagndsticas. Es por ello que la busqueda de métodos precisos y asequibles para la
sociedad surge como una necesidad. La immunohistoquimica (IHC) representa una opcion
barata y accesible. Otro objetivo del presente trabajo es explorar el papel de la IHC como

método diagnostico de los pacientes ALK positivos.



V. EL CANCER DE PULMON.

GENERALIDADES.
El cancer de pulmon es la primera causa de muerte por cancer en el mundo y supone

aproximadamente unas 20.000 muertes anuales en Espafia[9]. Del total de cénceres de
pulmén aproximadamente el 85% se clasifican histolégicamente como CPCNP[10]. La
mayoria de los CPCNP son directamente atribuibles al habito tabaquico. EIl riesgo de
desarrollar cancer pulmonar tiene una relacion directa con la cantidad y la duracion del la
exposicion al humo del tabaco[11]. Existe un patron geografico mundial de distribucion de
tabaquismo e incidencia de cancer pulmonar[12]. Asi, los paises con mayor incidencia de
cancer de pulmon son aquellos en los que el tabaquismo es mas frecuente. El tabaquismo
representa la primera causa de muertes prevenibles en el mundo desarrollado, incluyendo
aqui todos los tipos tumorales relacionados y las complicaciones cardiorrespiratorias[13].
La intensidad y duracién del consumo de tabaco es el principal factor de riesgo de cancer
de pulmén. Sin embrago, es importante destacar que el cese del tabaquismo puede modular
ese riesgo. Asi, el riesgo de cancer de pulmon de los exfumadores se reduce de forma
significativa con el tiempo tras el abandono del consumo[14], aunque nunca llega a ser
igual al del no fumador.

La relacion entre tabaco y cancer de pulmon es conocida desde hace décadas. Sin embargo,
en los dltimos tiempos el céncer de pulmdn entre los no fumadores ha cobrado
importancia. Esta nueva entidad clinica de CPCNP en no fumadores tiene particularidades
etioldgicas, clinicas y moleculares[15]. El interés en estudiar este subgrupo de pacientes
viene marcado porque el pronoéstico, histologia, alteraciones moleculares y opciones

terapéuticas de estos tumores pueden ser distintos al del carcinoma pulmonar clasico.

Uno de los recientes avances en el tratamiento del CPCNP es la incorporacion de los
inhibidores de la actividad tirosina quinasa (TKI) de la proteina ALK en el tratamiento de
pacientes con CPCNP ALK positivo. Este subgrupo de pacientes representa entre el 2-5%
del total de CPCNP. Frecuentemente, los pacientes con esta alteracion son no
fumadores[1]. La tasa de respuesta, calidad de vida y la supervivencia son mejores en estos
pacientes cuando reciben tratamiento con un TKI de ALK como crizotinib que cuando
reciben el tratamiento con quimioterapia estandar habitual[16]. Los pacientes con CPCNP
ALK positivos se incluyen predominantemente dentro del grupo de pacientes con

carcinoma pulmonar sin historia de tabaquismo.



La definicion de un tumor pulmonar como ALK positivo se realiza tras un anélisis
molecular mediante FISH (Fluorescence in situ hybridization) sobre una muestra de
tumor[17]. Otras técnicas diagnésticas como la IHC (inmunohistoquimica) también han
sido exploradas. Las potenciales ventajas del uso de la IHC como método diagnostico en
los pacientes ALK positivo serian una mayor facilidad de universalizacion en el acceso a
este test diagndstico y que es una técnica méas asequible técnica y econdmicamente[18].

EL CANCER DE PULMON EN EL NO FUMADOR,

Se estima que entre el 5-15% de hombres y el 15-50% de mujeres diagnosticadas de cancer
de pulmén en el mundo son no fumadores[19]. La importancia de este tipo de cancer de
pulmon muestra una tendencia ascendente en los Gltimos afios y en la actualidad es una de

las diez primeras causas de muerte por cancer en Estados Unidos[20-22].

Los agentes precursores y promotores de la carcinogénesis no asociada al consumo directo
de tabaco también han sido estudiados. Entre los factores etioldgicos asociados al cancer

de pulmdn en no fumadores estan:

1. Exposicion ambiental al humo del tabaco. La relacion entre la
exposicién ambiental al humo del tabaco y el cancer de pulmon se reportd
por primera vez hace ya 30 afios[23]. Desde entonces, diversos estudios
epidemioldgicos han permitido estimar que existe un aumento del riego de
desarrollar cancer de pulmon por exposicion secundaria al humo del tabaco
del 35% en hombres y del 25% en mujeres en comparacion con hombres y
mujeres no expuestos[24]. Uno de los estudios mas destacados en este
sentido es el estudio EPIC (European Prospective Investigation into Cancer
and nutricion). La poblacion del estudio incluyé mas de 500.000 voluntarios
de 10 paises europeos entre los afios 1993 y 1998[25]. Se disponia de datos
sobre exposicion ambiental al humo del tabaco de 123.479 no fumadores y
exfumadores (95.947 mujeres), de los que 97 desarrollaron cancer de
pulmon. El riesgo relativo para desarrollar cancer de pulmon en la cohorte
fue de 1.34 (95% ClI, 0.85-2.13), siendo para los exfumadores de 2.32 (0.94-
5.71) y para los nunca fumadores de 1.05 (0.60-1.82). Por sexos, los
hombres tenian un riesgo relativo mayor que las mujeres de desarrollar
cancer de pulmon, 1.96 (0.68-5.67) y 1.20 (0.71-2.02), respectivamente. El

riesgo de desarrollar cancer de pulmén era mayor cuando la exposicion



tenia lugar en el lugar de trabajo que en el domicilio, 1.65 (1.04-2.63) frente
a 1.03 (0.60-1.76), respectivamente. Los recientes cambios en la legislacion
vigente sobre prohibicién de consumo en lugares publicos pretenden incidir
sobre este factor de riesgo, habiendo consenso de expertos a nivel

internacional sobre sus beneficios.

2. Exposicion a humos de combustion domesticos. La baja tasa de
tabaquismo entre las mujeres asiaticas con CPCNP fomento el interés por
identificar otros factores de riesgo asociados al desarrollo de cancer.
Diversos estudios centrados sobre todo en poblaciones del sudeste asiatico
identifican la exposicion a los humos derivados del uso de aceites en la
cocina o de la combustion domeéstica de madera/carbon como un factor de
riesgo para el desarrollo de cancer[26, 27]. En un estudio de casos y
controles con 672 mujeres diagnosticadas de cancer de pulmén (la mayoria
no fumadoras) y con 735 controles se identifico el humo de aceite de colza
como un factor que aumentaba el riesgo de desarrollar cancer de
pulmon[28]. Cocinar mas de 30 veces a la semana se asociaba con un
incremento del riesgo. La exposicion al humo del carb6n también se ha
asociado con un aumento del riesgo de cancer de pulmon en mujeres chinas.
En un estudio de casos y controles (965 pacientes y 959 controles) con
mujeres chinas se reportd un aumento del riesgo de cancer de pulmén del
1.5 (CI 1.1-2.0) con el uso de una forma de estufa domestica de carbdn[29].
En otro estudio se detecté un aumento del riesgo de cancer de pulmédn en
ambos sexos con la exposicién prologada a los humos de combustion
domésticos[30]. Sin embargo, es apropiado sefialar que otros estudios
similares no han encontrado dicha asociacion[27, 28]. Ademas, la propia
naturaleza de los estudios caso-control hace que puedan verse afectados por
sesgos de informacidn, imprecisiones en la cuantificacion de la exposicion u
otros factores de confusién como la exposicion ambiental al humo del
tabaco. En cualquier caso, existe evidencia de la presencia de carcin6genos
en los humos de combustion o cocina domésticos por lo que campafias
destinadas a mejorar la ventilacion y meétodos de cocinado podrian ser

pertinentes.



3. Susceptibilidad genética hereditaria. La evidencia disponible en la
actualidad apoya que la presencia de historia familiar de cancer de pulmoén
se asocia con un incremento del riesgo de desarrollar cancer de pulmon.
Esto es asi tanto en fumadores como en no fumadores[31, 32]. Las bases de
datos sobre cancer y riesgo familiar mas amplias son el registro familiar de
Utah, que incluye mas de 125.000 individuos, y en el registro sueco sobre
cancer, que incluye mas de 1.200.000 casos. El analisis del estudio sueco
muestra que el riesgo de desarrollar cancer de pulmon entre los familiares
de primer gado de un paciente es del 1.9 (95% CI 1.6-2-4)[33]. Ese riesgo
familiar se sitda en el rango de otros tumores con componente genético
conocido, incluyendo el cancer de mama (riesgo del 1.5) y el de colon
(riesgo del 1.9). En el registro de Utah, el riesgo de cancer de pulmdn entre

los familiares de primer grado de un paciente era del 2.55[34].

a) Genes que predisponen a desarrollar cancer de pulmén.
Se han identificado algunos genes cuya alteracion puntual puede
predisponer al desarrollo de cancer de pulmon. Se sitlan aqui las
mutaciones germinales en TP53 presentes en familias con el
sindrome de Li-Fraumeni[35, 36]. También se han descrito casos
esporadicos de transmisién por linea germinal de mutaciones de
EGFR en familias con miembros diagnosticados de CPCNP[37]. La
via de sefializacion de EGFR y sus mutaciones son un proceso
biol6gico relevante en el CPCNP. No obstante, hasta el momento no
se han reportado mas que casos esporadicos de estos agrupamientos
familiares por lo que para estimar su peso relativo en la
susceptibilidad genética hereditaria al CPCNP se necesitan mas
estudios. En cualquier caso, estas alteraciones monogenicas solo
explicarian una pequefia porcion del total de casos de CPCNP con

agrupacion familiar.

b) Variantes genéticas polimdrficas. Los polimorfismos en
genes que codifican para enzimas que participan en el metabolismo
de algunos compuestos carcinogénicos pueden modular el riesgo de

desarrollar céncer. Entre las mas estudiadas se sitdan los



polimorfismos de la enzima CYP1AL. Esta proteina es un miembro
de la familia del citocromo P450s y participa en la via de
metabolizacion de los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos
(HAP)[38]. Los HAP son productos presentes en el humo del
tabaco que actian como carcin6genos[39]. En un analisis
combinado de 11 estudios se identificd el polimorfismo en el exén 7
del gen CYP1Al como factor de riesgo de presentar cancer[40].
Ademas, existia un aumento del riesgo de desarrollar CPCNP
estadisticamente significativo en los fumadores con dicho
polimorfismo en el exon 7 del gen CYP1Al. Otra variante
polisdmica, en gen GSTM1 (Glutathione S Transferase M1), también
aumenta el riesgo de desarrollar cancer de pulmon[41]. Los
individuos con una deleccion homocigota en GSTM1 aumenta el
riesgo de desarrollar cancer de pulmon cuando existe exposicion al

humo del tabaco[42] y también entre no fumadores[43].

C) Estudios de asociacion génica. Estos estudios consisten en
realizar comparativas de riesgos sobre amplias muestras
poblacionales de casos y controles en base a diversas variantes
génicas. Se pretende asi encontrar areas de interés en el genoma que
se asocien a riesgo de cancer de pulmon. El estudio de esas regiones
de riesgo podria identificar genes concretos que abrieran la puerta a
un mejor conocimiento de la enfermedad. En 2008 los grupos
International Agency for Research on Cancer (IARC), MD
Anderson y DeCode comunicaron datos de estudios realizados
mediante esta aproximacion[44-46]. En total se incluyeron mas de
5.000 casos de cancer de pulmon y de 15.000 controles sanos. En los
tres estudios se identificd una region de susceptibilidad en 15925.1.
El estudio del IARC, sefialé otras zonas interesantes del DNA como

de riesgo para desarrollar cancer de pulmén: 6p21 y 5p.

(1)  Asociacion del locus 15925 y cancer de pulmon. En
esta region se localizan 3 genes que codifican para los

receptores nicotinicos de acetilcolina. Se especula que



variantes en estos genes podrian actuar aumentando la
adiccion a la nicotina en el sujeto portador. Sin embargo, esta
explicacion no seria suficiente por si sola, pues también se ha
evidenciado que esa region del genoma es de riesgo para

cancer de pulmon en estudios con no fumadores[47].

(2)  Céncer de pulmon y locus 5p15. Esta region del DNA
contiene dos genes relevantes: TERT, esencial en al
mantenimiento de la actividad telomerasa y replicacion
celular, y CLPTM1L, cuyo papel es menos conocido pero
que actla como factor de resistencia a cisplatino en lineas
celulares tumorales. Dos variantes génicas localizadas en
este locus (rs402710 y rs2736100) se han reportado como
asociadas a un aumento del riego de cancer de pulmon [48,
49].

(3) Distintas variantes poblacionales en la region 6p21 se
han asociado con un aumento de riesgo de desarrollar cancer

de pulmén en algunos grupos étnicos[50, 51].

Exposicion profesional.

a) Gas Radon. El radon es un producto de la degradacion del
uranio asociado al desarrollo de cancer de pulmoén en trabajadores de
minas de uranio[52]. El raddn es un emisor de particulas alfa las
cuales tienen la capacidad de provocar dafios en el DNA y podrian
afectar asi a las células de las vias respiratorias. Se ha descrito la
inactivacion del gen supresor de tumores pl6é como una de las
alteraciones genéticas procancerigenas producidas por el radon[53].
El radén también puede estar presente en el suelo y en el aire como
contaminante y se le considera un factor de riesgo del cancer de

pulmon en la poblacion general[54].

b) Asbestos. La exposicion laboral a los asbestos es un factor de
riesgo solidamente establecido del desarrollo de céancer de

pulmén[55]. El incremento del riesgo de cancer depende de la



5.

duracion de la exposicion y del tipo de fibras[56]. En un estudio
holandés sobre factores de riesgo identificd la exposicion a asbestos
como uno de los factores de riesgo mas importantes en el desarrollo
de CPCNP[57]. En dicho estudio se evaluaba la importancia de la
dieta, estilos de vida, niveles socioecondémicos, ocupacion y riesgo
de cancer en un total de 340.439 individuos. Los individuos debian
aportar datos en un cuestionario que incluia diferentes aspectos de
todas esas variables. La exposicion ocupacional al asbesto se
relaciond con un riesgo aumentado de desarrollar cancer de pulmon,
sobre todo ente los varones en el tercil con mayor exposicion (RR
3.60, Cl1 95% 1.48-8.74).

Factores hormonales. La incidencia de cancer de pulmon en no

fumadores es claramente superior en mujeres que en varones, por lo que

existe considerable interés en estudiar el posible papel de la hormonas

sexuales en la carcinogénesis y desarrollo del CPCNP[58]. El receptor de

estrdgenos se encuentra expresado tanto en tejido pulmonar sano como en

tejido tumoral y en ambos sexos. Los estrogenos son capaces de estimular

tanto el crecimiento de las células epiteliales normales como el de las

tumorales, y se especula sobre distintos mecanismos que podrian estar

implicados en la carcinogénesis pulmonar:

6.

a) Activacion directa de la via mediante la unién hormona-

receptor[59].

b) Ciertos metabolitos de los estr6genos podrian ser

genotoxicos[60].

c) Activacion de otras vias de sefializacién de forma indirecta

estimulando el crecimiento y diferenciacion celular[61].

d) Existen datos que indican un papel de los estrogenos en la

angiogénesis[62].

Enfermedades pulmonares previas. Aunque se puede encontrar

una asociacion entre cancer de pulmén y algunas enfermedades



pulmonares[63-65], en la mayoria de los casos son enfermedades
producidas por el consumo de tabaco. No obstante, parece que mujeres no
fumadoras con enfermedades pulmonares benignas (asma, neumonia,
fibrosis pulmonar idiopatica o tuberculosis) tienen un riesgo aumentado de

desarrollar cancer de pulmon[66].

7. Virus oncogénicos. Los virus son los principales responsables de la
oncogenesis por causa infecciosa. Los datos mas relevantes sobre tumores
pulmonares asociados a infecciones viricas hacen referencia al virus del
papiloma humano (VPH). Existen algunas series, predominantemente de
paises asiaticos, en las que se llega a detectar la presencia del VPH serotipos
16/18 en mas del 50% de las muestras de pacientes con cancer de

pulmon[67].

PRESENTACION CLINICA DEL CPCNP

El c&ncer de pulmon es la principal causa de mortalidad por cancer a nivel mundial y se
prevé que persista siendo unos de los principales problemas de salud en un futuro
préximo[68]. Aunque en cancer de pulmén continda siendo mas prevalente en varones la
incidencia en mujeres ha aumentado de forma clara en las Gltimas décadas[69]. La mediana
de edad al diagndstico se sitla en la séptima década de la vida aunque hasta en un 10% de

los casos debuta a edades inferiores a los 50 afios[70].

La presentacion clinica es muy variable. Asi, la mayoria de los pacientes con tumores en
estadios iniciales son asintomaticos mientras que los pacientes sintomaticos tienen en su
mayoria enfermedad avanzada. Las manifestaciones clinicas méas frecuentes en pacientes

con CPCNP aparecen reflejadas en la Tabla 1.



M Presencia al diagnostico (%)

Tos 45-75
Disnea 40-60
Pérdida de peso 20-70
Dolor tordacico 30-45
Hemoptisis 25-35
Dolor 6seo 6-25
Fatiga 0-20
Disfagia 0-2
Estridor/sibilancias 0-2
Ninguno 2-5

Tabla 1. Sintomas al diagndstico de CPCNP. Adaptado de Principles and practice of lung cancer, 2010.

8. SINTOMAS POR AFECTACION LOCAL PULMONAR.

Tos. Es el sintoma méas frecuente de los pacientes con cancer de pulmon. Esta
presente en la mayoria de los pacientes al diagndstico y suele aparecer en la practica
totalidad de los pacientes con CPCNP avanzado en algun momento de la evolucion de la
enfermedad[71]. Las causas de la tos pueden ser diversas: tumor central, neumonitis
obstructiva, metastasis pulmonares multiples o derrame pleural. El tratamiento de la tos
asociada al cancer es mas eficaz cuando va dirigido a la causa subyacente. Asi, los
tratamientos cancer especificos son mas eficaces que otros tratamientos sintomaticos. En

pacientes con afectacion de la via aérea también puede ayudar el uso de broncodilatadores.

Hemoptisis. Aunque su cuantia puede variar en intensidad la forma mas frecuente
de presentacion es la expectoracion hemoptoica. EI manejo de la hemoptisis en pacientes
con cancer depende de su severidad. La expectoracion hemoptoica ocasional no requiere de
ningln tratamiento especifico. En casos mas severos son necesarios el uso de antitusivos y
de medidas higiénicas como el reposo lateral sobre el pulmoén con sangrado. En casos
amenazantes para la vida por su cuantia, crénica o aguda, se puede considerar el uso de

radioterapia, cirugia electiva o embolizaciones[72-74]. Globalmente, la mayoria de los



pacientes tendran unas expectativas de vida limitadas y la actitud terapéutica a seguir debe
ser consistente con el prondstico de cada paciente.

Dolor toracico. El dolor toracico es un sintoma frecuente que puede ocurrir incluso
en estadios iniciales en ausencia de invasion de pared toracica, pleura o mediastino. El
origen en estos casos no esta claro, pues el parénquima pulmonar carece de inervacion
algésica. El dolor puede ser retroesternal cuando hay adenomegalias hiliares o
mediastinicas o cuando existe infiltracion pericardica. En estos casos el dolor es mas
inespecifico y difuso que el dolor secundario a infiltacion pleural o de la pared toracica.
Una apropiada pauta analgésica, que puede incluir el uso de opioides mayores, debe ser

indicada junto con la terapia antitumoral escogida.

Disnea. Es uno de los sintomas mas frecuentes en pacientes con cancer de pulmon.
Aparece en la mayoria de los pacientes en algiin momento del curso de la enfermedad[75].
La disnea puede deberse al propio tumor, a la patologia pulmonar de base del paciente o a
una combinacion de maltiples factores. El tratamiento apropiado requiere de una
valoracion detallada de las causas subyacentes, pues no siempre se debe tinicamente al
tumor pulmonar. El tratamiento sintomatico incluye el uso de oxigenoterapia, opioides y
sedantes. El oxigeno es especialmente eficaz en el tratamiento de pacientes con hipoxia[76,
77]. Su utilidad en pacientes sin ella es mas dudosa. El uso de opioides siempre ha
suscitado controversias por el riesgo de depresion respiratoria en pacientes con
funcionalismo pulmonar comprometido, aunque a las dosis habituales se condiseran
seguros[78, 79]. Lo mismo ocurre con el uso de sedantes[80, 81]. En los pacientes con
EPOC (Enfermedad Pulmoanr Obstructiva Cronica) la administracion de corticoides
también puede ser de utilidad. La disnea es uno de los sintomas mas disconfortantes para el
paciente y la familia por lo que el optimo tratamiento de la misma debe ser uno de los

objetivos de todo plan terapéutico integral.

Sibilancias. Las sibilancias son un sintoma que puede aparecer sobre todo cuando
existe afectacion de los bronquios principales o lobares. Este sintoma no debe confundirse
con las sibilancias generalizadas del broncoespasmo. El paciente a menudo es capaz de
localizar el punto desde donde se producen las sibilancias. En las lesiones endobronquiales,
cuando la reseccion quirargica no forme parte del plan terapéutico, el uso de técnicas de

tratamiento endoluminales puede ser de utilidad[82-84].



Pneumonitis. Un cuadro atipico de neumonia puede aparecer en los pacientes con
cancer. La clinica de disnea, tos o dolor pleuritico a veces sin fiebre y el hallazgo en las
pruebas de imagen de condensaciones lobares lleva al diagnoéstico clinico de neumonia y la

indicacion de antibidticos.

9. SINTOMAS POR AFECTACION LOCORREGIONAL
TORACICA

Disfonia. En la mayoria de los casos se produce por paralisis de la cuerda vocal
izquierda secundaria a una afectacion del nervio laringeo recurrente izquierdo. Esto se debe
a que el nervio pasa en su trayecto tordcico por debajo del cayado adrtico siendo
susceptible de compresion o invasion por tumores hiliares, adenopatias hiliares o
adenopatias mediastinicas. En otros casos puede ser el resultado de un tratamiento
quirtrgico previo en el que la seccion del nervio era necesaria para la extirpacion completa

del tumor pulmonar.

Paralisis del nervio frénico. El nervio frénico en su trayecto bilateral toracico a
través del pericardio puede ser infiltrado por adenopatias o por masas pulmonares. El dafio
del mismo provoca la paralisis del hemidiafragma correspondiente. Su lesion se traduce
radioldgicamente en una disminucion de volumen de ese hemitorax con elevacion del

hemidiafragma ipsilateral.

Disfagia. La disfagia puede ser el resultado de la compresion esofagica por
adenomegalias en el mediastino. Otra potencial causa de disfagia puede ser que una
afectacion del nervio laringeo recurrente curse con afectacion de la inervacion de la

musculatura deglutoria.

Estridor. Su causa es el compromiso de la luz de la traquea. Puede ser el resultado
de una compresion o secundario a una paralisis bilateral de las cuerdas vocales. Es una
complicacién potencialmente letal y el tratamiento debe ir dirigido a salvar la oclusién del
paso aéreo. Para ello, se pueden considerar la cirugia, procedimientos endoluminales

locales o la radioterapia sin olvidar el tratamiento propio de la enfermedad de base.



Sindrome de vena cava superior (SVCS). Es una complicacion relativamente
frecuente en el cancer de pulmon[85]. Generalmente es consecuencia de la obstruccion de
la vena cava superior por adenopatias paratraqueales derechas o tumores primarios
pulmonares localizados en el I6bulo superior del pulmon derecho. La clinica tipica se
caracteriza por la presencia de edema y congestion facial, tos y distension de las venas
cervicales y torécicas superficiales. La extension y severidad de los sintomas depende de la
rapidez de instauracion de la obstruccion. Asi, una rapida obstruccion del retorno venoso
puede incluso provocar edema cerebral y muerte de forma precoz. En la mayoria de los
casos de SVCS en pacientes con CPCNP el tratamiento suele ser la radioterapia local. En
casos seleccionados también se puede considerar el uso de stents endoluminales[86, 87].

Derrame pleural. Aproximadamente un 15% de los paciente con CPCNP
presentan derrame pleural al diagnostico. Sin embargo, no todos los derrames son
malignos. El diagndstico se suele producir mediante el estudio citologico del liquido. Este
diagnostico puede ser importante cuando condiciona un tratamiento radical con cirugia o
quimiorradioterapia. El estudio citolégico del liquido pleural también puede condicionar
cambios en el tratamiento cuando es la Unica evidencia de progresion de la enfermedad en
la respuesta al mismo. En estos casos la confirmacion mediante citologia y su distincién de
otras causas no metastasicas como atelectasias, neumonitis o fallo cardiaco es importante.
El tratamiento de un derame pleural maligno puede variar enormemente en funcion de la
situacion y prondstico basal del paciente[88]. Asi, se puede considerar realizar desde una
toracotomia con talcaje hasta drenajes permanentes o simples toracocentesis sintomaticas.
En algunos casos donde el derrame no es muy importante el inicio de un tratamiento

sistémico puede ser eficaz y evita que los pacientes reciban tratamientos locales agresivos.

Derrame pericardico. El derrame pericéardico aparece en un 5-10% de pacientes
con CPCNP[89]. Los pacientes normalmente presentan disnea y optopnea como sintomas
iniciales. También puede cursar con ansiedad, presion subesternal, distension venosa
yugular y hepatomegalia. En los casos severos en que se produce taponamiento pericardico
el curso puede ser rapidamente letal y los sintomas inespecificos pueden hacer dificil el
diagnostico. En todo paciente con CPCNP con disnea pero sin hipoxia habria que descartar
la presencia de afectacion pericardica. En los pacientes con signos de taponamiento el
tratamiento es urgente y consiste en la realizacion de una pericardiotomia o

pericardiocentesis con drenaje[90]. Hay que tener en cuenta que el derrame pericardico



puede ser secundario a tratamiento previos de radioterapia sobre el pericardio, por lo que
no siempre hay que asumir en ese tipo de pacientes el origen maligno del derrame[91].

Sindrome de Pancoast. Ocurre cuando un tumor localizado en el &pex pulmonar
invade las estructuras adyacentes. Clinicamente cursa con dolor en hombro y pared
torécica superior, sindrome de Horner, plexopatia braquial y distrofia simpatico-refleja. El
dolor esta causado por invasion de la primera y/o segunda costillas y, en ocasiones, por la
invasion de la apofisis transversa del cuerpo vertebral adyacente. En algunos casos puede
presentarse incluso con compresion medular. Ademés del control anélgésico, que suele
requerir opioides, el tratamiento depende de lo avanzado de la enfermedad. El uso de
quimioterapia 0 quimiorradioterapia preoperatorias, quimiorradioterapia radical o
radioterapia paliativa dependerd de la extension del tumor en el momento del
diagndstico[92, 93].

Linfangitis carcinomatosa. La infiltracion linfangitica pulmonar se caracteriza por
disnea, tos e hipoxia progresivas junto con la presencia de infiltrados pulmonares. El
diagnostico es complejo y hay que descartar otras causas como la neumonitis radica,
procesos neumonicos u obstrucciones. Las pruebas de imagen y la broncoscopia con
lavado o toma de biopsia pueden ser de utilidad[94]. Sin embargo, en la mayoria de los
casos se inicia un tratamiento empirico con corticoides, oxigeno y antibidticos. Su

presencia confiere un mal prondstico al paciente.

10. MANIFESTACIONES EXTRATORACICAS DE LA
ENFERMEDAD

Metéastasis cerebrales. El cancer de pulmdn es la causa mas frecuente de
metastasis cerebrales[95]. Algunos estudios sugieren que con el aumento del control local
en tumores localmente avanzados y con la mejora en la supervivencia de los pacientes con
enfermedad metastasica la incidencia de metéstasis cerebrales estd aumentando[96, 97]. La
clinica es variable y depende de la localizacion de las mismas asi como de la presencia o
no de edema y/o hemorragia acompafiantes. Los pacientes pueden presentar cefalea,
nauseas, vomitos, focalidad neuroldgica, convulsiones, alteracion del nivel de conciencia o

alteraciones visuales. En caso de afectacion leptomeningea la clinica suele cursar con



afectacion de pares craneales. La resonancia magnética es la prueba diagndstica mas
sensible en el diagndstico de las metastasis cerebrales y de la afectacion leptomeningea[98,
99]. El tratamiento inicial se basa en el uso de corticoides y el manejo subsiguiente
depende del numero, tamafio y localizacién de las metéastasis asi como de la situacion de la

enfermedad a nivel extracerebral[100, 101].

Metastasis 0seas. El cancer de pulmon puede afectar a casi cualquier hueso pero la
localizacion mas frecuente de metéstasis Oseas es el esqueleto axial y las zonas proximales
de los huesos largos. El dolor dseo esté presente en un 25% de los pacientes al diagndstico
de CPCNP. EI PET tiene una sensibilidad similar a la gammagrafia dsea aunque es quiza
menos especifica[102]. La mayor parte de las veces el tratamiento sintomatico incluye es
uso de radioterapia y en las situaciones en las que hay riesgo de fractura de un hueso de
carga se puede considerar la cirugia[103]. ElI uso de AINEs (antiinflamatorios no
esteroideos) asociados a opioides suele ser el mejor tratamiento médico. La adicion de

bifosfonatos o denosumab puede disminuir el riesgo de eventos 0seos[104].

Afectacion hepatica, suprarrenal y adenopatica abdominal. Cuando las
metastasis hepaticas estan presentes pueden aparecer sintomas como la fatiga, pérdida de
peso, dolor epigastrico y/o nauseas. Si esta afectacion es de gran volumen puede provocar
dolor en hipocondrio derecho. En las analiticas las pruebas de funcion hepética resultan
normales en muchos casos. La afectacidén suprarrenal o adenopatica abdominal suele ser
asintomatica y su diagnostico es un hallazgo casual. Sélo en aquellos casos en los que es
muy voluminosa puede producir dolor. La aparicion de una insuficiencia suprarrenal por
fallo glandular es poco frecuente y requiere de la presencia de una afectacion suprarrenal

muy voluminosa y bilateral.

Otros sintomas. Debido a la alta incidencia del CPCNP la afectacion ocasional en
otras localizaciones no es infrecuente. Esto incluye afectacién a nivel de piel, partes
blandas, pancreas, intestino, ovario o tiroides. Como siempre, el tratamiento suele ser

sintomatico y debe valorarse de forma individualizada.

Sintomas constitucionales. La clinica de depresion, fatiga, ansiedad o insomnio es
muy frecuente en pacientes con CPCNP. Un inadecuado diagndstico y tratamiento de las

mismas puede afectar de forma importante a la calidad de vida de los pacientes con



CPCNP. Se debe hacer un especial ahinco en la identificacion y manejo precoz de estos
sintomas que afectan mucho a la calidad de vida del paciente.

11. SINDROMES PARANEOPLASICOS.

Como se ha descrito anteriormente la mayoria de los pacientes con CPCNP tienen
sintomas derivados de un efecto masa del tumor primario o de las metéstasis. Sin embargo,
en algunas ocasiones pueden aparecer sintomas sin invasion directa del 6rgano o tejido
alterado, los denominados sindromes paraneoplasicos[105]. La aparicién del sindrome
paraneoplasico puede preceder al diagnostico de cancer o aparecer posteriormente en el
curso de la enfermedad. El origen y fisiopatologia de estos sindromes no siempre es bien

conocida. En la tabla 2 estan recogidos algunos de los sindromes paraneoplasicos mas

frecuentes.

Hipercalcemia Anemia Osteoartropatia  hipertrofica Acantosis nigricans
pulmonar
Hiponatremia Anemia hemolitica autoinmune ~ Vasculitis Callo palmar
Sindrome Cushing Leucocitosis Dermatomiositis Melanosis generalizada
Ginecomastia Eosinofilia Polimiositis Enfermedad Bazex
Galactorrea Monacitosis Miopatia Tilosis adquirida
Hipoglicemia Trombocitosis Lupus eritematoso sistémico  Eritrodermia
Acromegalia Purpura trombocitopénica  Sistémicos Eritema anular
L centrifugo
idiopéatica

Aumento calcitonina Tromboflebitis Fiebre Eritema multiforme



Hiperestimulacion  funcién
tiroidea

Neurolégicos

Mielopatia necrotizante

Suboclusidn intestinall

Sindrome Eaton-Lambert

Retinopatia

Neuropatia periférica

Sindrome Trousseau Anorexia

Endocarditis marantica Caquexia
Coagulacion intravascular
diseminada

Renal/Metabdlicos

Acidosis lactica

Hiperuriemia/Hipouricemia

Hipertension

Sindrome nefrético

Nefropatia membranosa

Dermatomiositis

Hipertricosis
lanuginosa

Prurito/Urticaria

Esclerodermia

Dermatitis exfoliativa

Sindrome Sweet

Signo Leser-Trelat

Degeneracion cerebelosa
Encefalitis limbica
Encefalomielitis
Sindrome Stiff-man

Mioclonias

Tabla 2. Sindromes paraneoplasicos asociados al cancer de pulmdn.

Caquexia. La caquexia asociada al cancer se caracteriza por la combinacion de anorexia,
pérdida de peso y debilidad con repercusion sobre el estado general y la inmunidad[106].
La caquexia se define como una pérdida de peso superior al 5% del basal durante los
ultimos 2-6 meses. Es un sintoma muy frecuente en pacientes con CPCNP, sobre todo en
aquellos con enfermedad avanzada. Su etiologia y fisiopatologia no es del todo bien

conocida. Se considera que diversas interleugquinas, factores tumorales y circuitos



hormonales estan implicados[107]. El resultado final es una reduccién de la ingesta junto
con una mala absorcion y aprovechamiento metabdlico. El sindrome de caquexia-anorexia
asociadas al cancer es de dificil manejo. El simple aumento de la ingesta cal6rica no es
eficaz[108]. Un buen control de otros factores acompafantes como las mucositis, enteritis,
el dolor y el estrefiimiento acompafiado de unas recomendaciones dietéticas y soportes
farmacoldgicos parece la aproximacion terapéutica mas eficaz. Entre los orexigenos méas

utilizados estan el acetato de megestrol y los corticoides[109].

Hipercalcemia. Es la endocrinopatia paraneopldsica mas comunmente asociada al cancer
de pulmén y es una de las alteraciones metabolicas mas frecuentemente del cancer en
general[110]. Su incidencia en pacientes con cancer de pulmoén esta en torno al 10%[111].
Puede ocurrir independientemente de la presencia de afectacion Osea. Diversos
mecanismos fisiopatologicos han sido involucrados como la osteolisis directa, diversas
citocinas, el factor de necrosis tumoral o la liberacion por el tumor de la hormona PTH-like
(parathyroid hormone-related)[112, 113]. Los sintomas clinicos de la hipercalcemia
dependen de la intensidad y rapidez de instauracién de la misma. La presentacion clinica
mas frecuente incluye nauseas y vomitos, fatiga, letargia, estrefiimiento, poliuria y
polidipsia. Estos sintomas pueden ser facilmente atribuibles a otras circunstancias comunes
en el paciente oncoldgico como son el uso de opioides o la progresion de la enfermedad.
La hipercalcemia puede acompafiarse de cambios electrocardiograficos como la
prolongacion del intervalo PR, QT corto con bradicardia o diversas arritmias
supraventriculares o ventriculares. En caso de existir sintomas o tener unos niveles de
calcio superiores a 13 mg/dL se recomienda iniciar tratamiento médico. La hidratacion
intensiva, el uso de diuréticos no tiazidicos, los bifosfonatos y la corticoterapia suelen
conseguir una normalizacion de los niveles de calcemia y una resolucion de los sintomas
en la mayoria de los casos[114]. Sin embargo, el control ultimo depende del correcto
tratamiento del tumor pulmonar de base, que no suele ser facil en los casos en los que

aparece hipercalcemia.

VI. ESTADIAJE Y TRATAMIENTO DEL CANCER DE PULMON



El tratamiento de los pacientes con cancer de pulmén depende de la extension de la
enfermedad. Los estadios del CPCNP son importantes porque condicionan que se aplique
un tratamiento u otro. Ademas, el estadio de la enfermedad es uno de los factores

prondstico méas importante en el cancer de pulmon.

Estadiaje: Sistema TNM

Se denomina estadiaje a la clasificacion de la extension de un tumor que permite agrupar a
los pacientes con fines prondsticos o terapéuticos. El sistema TNM (tumor-nddulo-
metastasis) se aplica de forma generalizada para el cancer de pulmén desde 1972, y se ha
ido revisando y ajustando desde entonces. En la actualidad, la clasificacion vigente data de
2009[115]. En el sistema TNM de estadiaje para el cancer de pulmon, T indica el tamafio y
lugar de asentamiento del tumor primario (describe la extension del tumor primario), N se
refiere a la afectacion ganglionar de acuerdo con su localizacion (es decir, la ausencia o
presencia de metastasis en los ganglios linfaticos cercanos) y M indica la presencia o

ausencia de metastasis.

Tx Tumor primario no evaluado o tumor primario demostrado por presencia de células tumorales en esputo o lavado bronquial pero
no visualizado por imagen ni broncoscopia

TO Sin evidencia de tumor primario
Tis Carcinoma in situ
T1 Tumor menor o igual de 3 cm en su didmetro mayor, rodeado de pulmén o pleura visceral, sin evidencia broncoscdpica de

invasion proximal al bronquio lobar
T1a: tumor menos o igual de 2 cm

T1b: tumor mayor de 2 cm

T2 Tumor mayor de 3 cm pero menor o igual de 7cm o tumor con cualquera de las siguientes caracteristicas: afecta a bronquio
principal a 2cm 6 mas de la carina, invade pleura visceral, presenta atelectasis 0 pneumonitis obstructva que alcanza la zona hiliar
pero no afecta todo el pulmén

T2a: tumor mayor de 3 cm pero menor o igual de 5 cm
T2b: tumor mayor de 5 cm
T3 Tumor mayor de 7 cm o con alguna de las siguientes caracteristicas: invasion de pared toracica, diafragma o pericardio;

afectacion de bronquio principal a menos de 2 cm de carina pero sin invadirla; o presenta atelectasia que afecta a todo el pulmén
0 n6dulos tumorales en el mismo l6bulo



T4

Nx

NO

N1

N2

N3

Mx

MO

M1

Tumor de cualquier tamafio que invade: mediastino, corazon, grandes vasos, traquea, nervio laringeo recurrente, eséfago, cuerpo

vertebral, carina; nédulos pulmonares en el mismo pulmén

Nédulos linfaticos regionales

Ganglio linfaticos regionales no evaluados

Sin metastasis en los ganglios regionales

Metastasis en los ganglios ipsilaterales peribronquiales o hiliares y ganglios intrapulmonares, incluida la afectacion por invasion

directa

Mestastasis en los ganglios mediastinicos ipsilaterales o subcarinales

Metastasis en mediastino contralateral, hilio contralateral, escalenos ipsilaterales o contralerales o en ganglios supraclaviculares

Metéstasis a distancia

Afectacion a distancia no evaluable

Sin metastasis a distancia

Presencia de metastasis a distancia

M1a: nédulos pulmonares en el pulmén contralateral o afectacion pleural o pericardica

M1b: Metastasis a distancia

Tabla 3. Clasificacion TNM en el CPCNP.

Carcinoma oculto Tx NO MO

0 Tis NO MO

1A Tla-T1lb NO MO



1B T2a NO MO

A T2a NO MO
Tla-T2a N1 MO
11B T2b N1 MO
T3 NO MO
HIA T1a-T3 N2 MO
T3-T4 N1 MO
T4 NO MO
1B Tla-T4 N3 MO
T4 N2 MO
IVa Cualquier T  Cualquier N M1la
Vb Cualquier T Cualquier N M1b

Tabla 4. Agrupacion por estadios en el CPCNP.

I. TRATAMIENTO QUIRURGICO.

La reseccion quirargica es la opcion terapéutica con mayores tasas de curacion en los
pacientes con NSCLC estadios | y 11[116]. En la valoracion de la resecabilidad y
operabilidad del paciente se requiere de una cuidada valoracion radiologica, funcional y de
resecabilidad en la que es fundamental la colaboracion de diversos especialistas de forma
multidisciplinar[117]. En algunos casos con pacientes medicamente inoperables o en una
situacion funcional subdptima se puede valorar la cirugia minimamente invasiva o la

radioterapia estereotactica[118].



Los pacientes con estadiajes patologicos I1-111A deben ser valorados de cara a recibir un
tratamiento adyuvante con quimioterapia. Las indicaciones y consideraciones acerca de la

quimioterapia perioperatoria seran discutidas mas adelante en este mismo capitulo.

En cuanto al procedimiento quirurgico, las diferentes opciones dependen en gran medida
de la extension de la enfermedad y de la reserva cardiorrespiratoria del paciente.
Asimismo, es importante que la cirugia se realice por parte de equipos con experiencia.
Algunos estudios sugieren que puede impactar en los resultados finales del tratamiento. La
lobectomia o la pneumonectomia se consideran apropiadas cuando resultan
fisiolégicamente posibles[119, 120]. En algunos casos, la lobulectomia o las resecciones
sublobares pueden ser suficientes en pacientes seleccionados (tumores periféricos y/o
menores de 2cm)[121, 122].

a. Reseccion ganglionar. Un correcto estudio patolégico de las estaciones
ganglionares toracicas tiene implicaciones terapéuticas y prondsticas. En el
estudio ACOSOG Z0030 se comparo la linfadenectomia completa con el
muestreo ganglionar sistematico en pacientes con CPCNP vy estadios
limitados (NO y/o N1). En este estudio no se hallaron diferencias en
supervivencia entre ambos procedimientos[123]. Se considera un muestreo
ganglionar sistematico éptimo el que incluye un minimo de 3 estaciones N2

segun la American Thoracic Society[124].

b. La cirugia en el CPCNP estadio I11AN2. El papel de la cirugia en los
pacientes con estadiaje patoldgico IHIAN2 es controvertido. Antes de
considerar la cirugia es muy importante valorar la posible afectacion
ganglionar N2 mediante pruebas de imagen (TAC y/o PET) y considerar el
uso de técnicas invasivas (EBUS, mediastinoscopia, toracoscopia,
toracotomia) asi como un abordaje multidisciplinar[125, 126]. Diversos
estudios randomizados muestran que de forma global la cirugia no aumenta
la supervivencia de los pacientes con estadios I1IAN2[127, 128]. Sin
embargo, en uno de estos estudios se reclutaban pacientes considerados ya
como irresecables en el momento de la inclusion[128]. La cirugia parece
una opcion terapéutica apropiada en los estadios IlIIA sin afectacion
mediastinica N2 y en aquellos casos con afectacion de una unica estacion

ganglionar N2[129]. ElI wuso de tratamiento neoadyuvante como



quimioterapia o quimiorradioterapia puede recomendarse en aquellos
pacientes con afectacion N2 candidatos a valorar una reseccion
posterior[130]. Sin embargo, tampoco existe evidencia de que la adicion de
radioterapia a un régimen de quimioterapia neoadyuvante mejore las tasas
de curacion de los pacientes con CPCNP estadio I11AN2[131].

Il. RADIOTERAPIA

La radioterapia en el tratamiento de pacientes con CPCNP tiene varias indicaciones. Puede
ser usada como parte de un tratamiento radical en aquellos pacientes con enfermedad
localizada/localmente avanzada que no son candidatos a cirugia, pueder formar parte de un
tratamiento perioperatorio y/o usarse como tratamiento paliativo en pacientes con

enfermedad avanzada y sintomatologia derivada de la enfermedad.

La radioterapia estereotactica y la radioterapia con intencién radical se puede recomendar
en pacientes con estadios iniciales de CPCNP considerados médicamente inoperables y en
aquellos que rechazan cirugia[118, 132]. Los tratamientos combinados de
quimiorradioterapia con intencién radical se deben considerar en aquellos pacientes con
enfermedad localmente avanzada (estadios II-11I) considerados médicamente
inoperables[132]. En los pacientes con enfermedad avanzada (estadio IV) la radioterapia
con intencién paliativa puede considerarse en las localizaciones tumorales con un caracter

puramente sintomatico[132, 133].

La radioterapia postoperatoria en pacientes con tumores pulmonares completamente
resecados puede considerarse en aquellos casos con afectacion ganglionar N2 en la pieza
quirdrgica[134, 135]. Existe un metanalisis que indica que de forma global la radioterapia
postoperatoria en los pacientes con tumores iniciales resecados no aporta una mejoria en
términos de supervivencia[136]. Sin embargo, en el subgrupo de pacientes con afectacién
ganglionar mediastinica (N2) aportaba un incremento en supervivencia. Por otro lado, en
pacientes resecados pero con afectacion de margenes se puede considerar su

administracion.

Varios ensayos clinicos se ha explorado en uso de radioterapia preoperatoria en pacientes
con CPCNP estadio Ill. Aungue globalmente se considera que no aporta un mayor
beneficio que el uso de quimioterapia preoperatoria sola, es valorada como una opcion

terapéutica mas[131].



I1l. QUIMIOTERAPIA PERIOPERATORIA

En pacientes con CPCNP completamente resecado estadios IIA, 11B, 1I1A y en aquellos
estadios IB con tumores de gran tamafio el uso de quimioterapia postoperatoria o

adyuvante ha demostrado mejorar la supervivencia.

a. En el estudio IALT (International Adyuvant Lung Cancer trial) se reporté un
aumento de la supervivencia global estadisticamente significativo con el uso de
quimioterapia adyuvante basada en cisplatino en pacientes con CPCNP
resecados estadios I, 1l o 111[137]. En el estudio se incluyeron 1867 pacientes
con CPCNP resecado que fueron randomizados a quimioterapia basada en
cisplatino frente a observacion. Se encontré una mayor tasa de supervivencia a
cinco afnos (45% vs 40%; HR 0.86, 95% ClI, 0.76-0.98; p<0.03) y una mayor
tasa de supervivencia libre de progresion a cinco afios (39% vs 34%; HR, 0.83;
95% CI, 0.74-0.94; p<0.003) estadisticamente significativas para los pacientes

que recibieron quimioterapia frente a los que realizaron controles.

b. Enelestudio NCIC CTG JBR.10 y en el estudio ANITA se valoro la eficacia de
la quimioterapia adyuvante con cisplatino mas vinorelbina frente a observacion
en pacientes con CPCNP resecado. En el estudio JBR.10, un total de 482
pacientes con CPCNP resecado estadios IB o Il fueron randomizados a recibir
cisplatino mas vinorelbina u observacién[138]. Se observd un significativo
aumento en la mediana de supervivencia global (94 vs 73 meses, HR 0.69,
p=0.04) y en la supervivencia libre de recaida (no alcanzada vs 47 meses, HR
0.6; p<0.001) a favor del brazo que recibi6 quimioterapia adyuvante frente al de
observacién. La tasa de supervivencia a 5 afios fue de 69% y 54%,
respectivamente (p=0.03). Sin embargo, en una actualizacion de estos
resultados con un seguimiento de 9 afios la quimioterapia adyuvante era
beneficiosa en los pacientes con estadios Il pero perdia la significacion
estadistica en el subgrupo de pacientes con estadio 1B[139]. En el estudio
ANITA, 840 pacientes con CPCNP resecado estadios IB, Il o 1A fueron
randomizados a recibir cisplatino méas vinorelbina u observacion[140]. Con un

seguimiento de 76 meses, la mediana de supervivencia fue significativamente



mayor en los pacientes que recibieron quimioterapia frente a los que realizaron
Gnicamente observacion (66 vs 44 meses). Esto se traducia en un aumento
significativo del 8.6% en la tasa de supervivencia a 5 afios en los pacientes
CPCNP estadios Il y 1IA. No se observaba beneficio en los pacientes con

estadio I.

En el metandlisis LACE (Lung Adjuvant Cisplatin Evaluation) que incluyd
datos de 4.584 pacientes el uso de la quimioterapia adyuvante basada en
cisplatino incrementaba la supervivencia global a los 5 afios con un beneficio
absoluto del 5.4%; este beneficio no se veia afectado por el agente usado en

combinacion con cisplatino[141].

El estudio CALGB 9633 se valord el uso de la quimioterapia adyuvante en
pacientes con CPCNP resecado estadio I1B[142]. En este estudio se incluyeron
344 pacientes que fueron randomizados a carboplatino mas paclitaxel u
observacién. Con un seguimiento de 6 afios el estudio fue negativo, no
encontrando evidencia de un beneficio del uso de quimioterapia postoperatoria

en pacientes con estadio IB.

Quimioterapia neoadyuvante. Tras una reseccion pulmonar, posibles
enfermedades concomitantes o0 una recuperacion incompleta de la cirugia
pueden condicionar la tolerancia a la quimioterapia adyuvante. Este problema
quedd documentado en el estudio NATCH[143]. En este estudio fase 3 los
pacientes con CPCNP estadio inicial se randomizaban a cirugia, quimioterapia
preoperatoria con carboplatino mas paclitaxel seguida de cirugia o
quimioterapia postoperatoria con carboplatino mas paclitaxel. Solo un 61% de
los pacientes del brazo de quimioterapia postoperatoria llegaron a completar la
qguimioterapia prevista frente a un 90% de los pacientes que fueron
randomizados a quimioterapia neoadyuvante. Sin embargo, aunque esta menor
proporcion de pacientes que reciben quimioterapia es numéricamente
importante no se encontran diferencias en la supervivencia global a 3 afos
(67.4% vs 67.7%) entre la administraciobn de quimioterapia de forma
neoadyuvante 0 adyuvante[144]. Con todos estos resultados se acepta que la

quimioterapia postoperatoria es el tratamiento de referencia considerado



estandar[116]. Asimismo también se considera que la quimioterapia

neoadyuvante es una opcion con similar eficacia.

IV. QUIMIORRADIOTERAPIA

Una de las situaciones clinicas que mayor controversia suscita en cuanto a la terapéutica a
seguir en el CPCNP se da en aquellos pacientes con estadios I11A. Cirugia, quimioterapia y
radioterapia pueden ser usadas en el tratamiento de estos pacientes[145, 146]. En los
pacientes con CPCNP estadios IIA o IlIB considerados potencialmente irresecables el
tratamiento combinado con quimiorradioterapia es la opcidn terapéutica con mejores
resultados[147, 148]. En aquellos casos con estadios 1A potencialmente resecables no se
puede descartar el uso de la cirugia como se describié anteriormente. En todos los demés
casos de estadios I11A o I1IB el uso de quimioterapia méas radioterapia ha demostrado ser
superior a la radioterapia sola[148]. De forma similar, el tratamiento de
quimiorradioterapia concomitantes ha demostrado ser superior a los tratamientos

secuenciales[149].
V. TRATAMIENTOS PARA ENFERMEDAD AVANZADA

De forma genérica, los pacientes con CPCNP con un buen estado general (ECOG 0-1), sin
alteraciones moleculares en el gen de EGFR o ALK y sin contraindicaciones especificas se
benefician de un tratamiento de quimioterapia basado en un doblete con platino[150, 151].
Los agentes incluidos en los dobletes de quimioterapia pueden ser cisplatino o carboplatino
en combinacion con taxanos, vinorelbina, pemetrexed o gemcitabina, por ejemplo. Con el
uso de estos regimenes se alcanzan medianas de supervivencia de entre 9-12 meses[152-
154]. El uso de pemetrexed esta limitado a pacientes con histologia no escamosa en base al
estudio JMDB. En este estudio fase 3 se incluyeron 1.725 pacientes con CPCNP estadios
I1IB y IV con PS 0-1[153]. Globalmente se demostré la no inferioridad del régimen de
cisplatino mas pemetrexed frente a cisplatino mas gemcitabina. Sin embargo, en un analisis
en funcion de la histologia la combinacion de cisplatino mas pemetrexed fue superior en
términos de supervivencia global frente a cisplatino mas gemcitabina (SG 12.6 vs 10.9
meses, respectivamente) en pacientes con histologia adenocarcinoma e histologia

carcinoma de célula grande (SG 10.4 vs 6.7 meses, respectivamente). En los pacientes con



histologia escamosa los resultados eran favorables a la combinacién de cisplatino més
gemcitabina frente a cisplatino mas pemetrexed (SG 10.8 vs 9.4 meses, respectivamente).

En los pacientes con CPCNP metastdsico y estado funcional ECOG 2 el uso de
quimioterapia con agente unico o combinaciones de carboplatino con otro agente son
opciones validas. Dentro de los agentes con mayor nivel de evidencia se encuentran
vinorelbina, gemcitabina, pemetrexed o docetaxel. Las combinaciones con carboplatino
mas evaluadas son con paclitaxel o pemetrexed[155, 156]. En un estudio recientemente
comunicado el tratamiento con carboplatino méas pemetrexed aumentaba la supervivencia

global frente a pemetrexed en monoterapia en pacientes con PS 2.

En aquellos pacientes de edad avanzada el uso de monoterapia es una opcién extendida.
Debido a una mayor tasa de toxicidades y a la coexistencia de posibles enfermedades
concomitantes el uso de dobletes de quimioterapia en esta poblacion debe ser considerado
solo tras una valoracion indivisual del estado del paciente. Los regimenes con vinorelbina
0 gemcitabina en monoterapia son los que mas explorados y los que de mayor evidencia
clinica disponen en esta poblacion de pacientes[157, 158]. En la actualidad, el uso de un
doblete de quimioterapia en pacientes de 70-89 afios con CPCNP avanzado y buen estado
general también podria ser una opcion estandar[159]. En un estudio fase 3 con pacientes
afectos de CPCNP avanzado, buen PS y sin comorbilidades importantes el régimen de
carboplatino mas paclitaxel fue superior en SG a vinorelbina o gemcitabina en
monoterapia. Si bien el riesgo de toxicidades secundarias era superior en el brazo del
doblete basado en platino.

En los pacientes con CPCNP avanzado tras la progresion de la enfermedad a una primera
linea terapéutica sélo existen aprobados dos tratamientos de quimioterapia y un TKI de
EGFR. Los regimenes de docetaxel y pemetrexed, este Gltimo restringido a pacientes con
histologia no escamosa, tienen una tasa de respuestas cercana al 10% y consiguen un
aumento de la supervivencia global (SG de 6-8 meses aproximadamente) y un mejor
control sintomatico con aumento de la calidad de vida de los pacientes. El unico farmaco
con indicacién en segunda y tercera linea para el tratamiento de pacientes con CPCNP
avanzado es erlotinib, un TKI de EGFR. En un estudio fase 3 frente a placebo demostré
aumentar la supervivencia con una tasa de respuestas similares a las de docetaxel y
pemetrexed[160]. Méas adelante se discuten detenidamente las indicaciones de erlotinib en
el tratamiento del CPCNP.



I1l.  Terapias moleculares.

Los agentes no quimioterépicos en el tratamiento de los pacientes con CPCNP avanzado

buscan mejorar la supervivencia y calidad de vida de los pacientes aportando un mejor

perfil de toxicidad.

a)

b)

Bevacizumab. Es un anticuerpo monoclonal que se une al factor de crecimiento de
endotelio vascular (VEGF). Bevacizumab impide asi la accion periférica del VEGF
circulante bloqueando la activacion, entre otras, de la angiogénesis tumoral[161]. La
formacion de neovasos es un proceso fundamental para el crecimiento de los tumores
ya que sin ellos los tumores no podrian crecer mas de 1-2mm[162]. Se considera que
ese es el limite de difusion tisular de oxigeno y nutrientes. El blogueo de la
angiogenesis intenta dificultar el crecimiento tumoral. Ademas la desaparicion de los
vasos sanguineos aberrantes en el tumor facilitaria una mejor difusién de los agentes
quimioterapicos cuando son usados en combinacion con bevacizumab[163]. En el
estudio ECOG 4599 se incluyeron 848 pacientes con CPCNP avanzado y PS 0-1. Los
pacientes eran randomizados a recibir carboplatino mas paclitaxel frente a carboplatino,
paclitaxel y bevacizumab[164]. Los pacientes recibian un maximo de 6 ciclos y en el
brazo en combinacion con bevacizumab este se podia continuar en monoterapia hasta
la progresion de la enfermedad o desarrollo de toxicidad. La mediana de supervivencia
fue de 12.3 meses en el brazo asignado a quimioterapia méas bevacizumab frente a 10.3
meses en el brazo de quimioterapia s6la. En otro estudio confirmatorio cuyo objetivo
primario era SLP la combinacion de cisplatino mas gencitabina con bevacizumab fue
superior a cisplatino-gemcitabina s6la[165]. La adicién de bevacizumab a un doblete
de guimioterapia basada en platino se considera una opcidn terapéutica mas en el

tratamiento de primera linea.

Erlotinib. Es una pequefia molécula con actividad inhibitoria de la actividad TK de
EGFR. En pacientes con CPCNP avanzado tras la progresion a 1 6 2 lineas de
quimioterapia ha demostrado superioridad frente a placebo en términos de
supervivencia global[160]. Esta aprobado en segunda y tercera linea de tratamiento
independientemente de las caracteristicas moleculares del tumor. Ademas, erlotinib,
junto con otros TKIs de EGFR como gefitinib o afatinib ha demostrado superioridad
frente a quimioterapia en el tratamiento de primera linea de tratamiento en pacientes

con CPCNP avanzado con mutaciones activadoras del EGFR[166-169]. Méas adelante



se revisara la importancia de la seleccion molecular en el tratamiento de pacientes con
CPCNP.

Crizotinib. Crizotinib es una pequefia molécula con actividad TKI de ALK y MET.

Ha sido aprobado por la FDA para el tratamiento de pacientes con CPCNP avanzado

ALK positivos y por la EMEA para el tratamiento de pacientes con CPCNP ALK

positivos tras la progresion a quimioterapia[16]. También se revisara mas adelante con

mayor detenimiento la indicacion de tratamiento en base a seleccion molecular.

IV. Tratamiento de mantenimiento.

El concepto de terapia de mantenimiento hace referencia a tratamientos sistémicos que se

pueden administrar tras los 4-6 ciclos de quimioterapia considerados estdndar como

tratamiento de primera linea[170]. Se distingue entre mantenimiento de continuacion o

mantenimiento con “Switch” en funcion de si los pacientes continian con un firmaco que

ya han recibido como parte de la primera linea o si inician uno diferente. La indicacion del

tratamiento de mantenimiento es controvertido, pues algunos pacientes se benefician de

unas vacaciones en el tratamiento mientras que otros se deterioran muy rapido tras la

progresion y no llegan a recibir ningun tratamiento de segunda linea[171].

a.

b.

Mantenimiento de continuacién. Bevacizumab se puede continuar tras 4-6 ciclos de
un tratamiento de primera linea de quimioterapia basada en platino mas
bevacizumab en pacientes con CPCNP avanzado histologia no escamosa[164].
Pemetrexed también puede continuarse en pacientes con CPCNP histologia no
escamosa que han realizado 4-6 ciclos de quimioterapia basada en platino. Un
estudio fase 3 encontrd que pemetrexed aumentaba la PFS (4.1 frente a 2.8 meses)
y la SG (13.9 frente a 11 meses) frente a placebo como terapia de mantenimiento
en pacientes con CPCNP avanzado histologia no escamosa sin progresion tras 4

ciclos de cisplatino-pemetrexed[172].

Switch. Dos estudios randomizados fase 3 han demostrado un beneficio en SLP y
SG con el inicio de pemetrexed o erlotinib tras una primera linea de quimioterapia
sin progresion[173, 174]. EIl tratamiento con pemetrexed se podria iniciar en
pacientes con CPCNP avanzado histologia no escamosa mientras que erlotinib se
podria iniciar en pacientes con enfermedad estable tras una primera linea para

enfermedad avanzada y cualquier histologia.



VII. TERAPIAS DIRIGIDAS A DIANA EN FUNCION DE
SELECCION MOLECULAR: LA IMPORTANCIA DE LA BIOLOGIA
MOLECULAR DEL CANCER DE PULMON

El proceso mediante el cual una célula normal del epitelio respiratorio se transforma en una
celula tumoral se denomina carcinogénesis. La carcinogénesis es un proceso con distintas
etapas durante las cuales una acumulacion progresiva de mutaciones en una célula normal,
en este caso del epitelio respiratorio, acaban transformandola en un tumor pulmonar

invasivo[175].

Se han descrito distintas alteraciones genéticas asociadas al cancer de pulmon. Se incluyen
aqui anomalias cromosdmicas, activacion de oncogenes, inactivacion de genes supresores
y/o alteraciones en los genes implicados en la reparacion del DNA[176-179]. Incluso se
deberian considerar diversas alteraciones epigendmicas[180, 181]. En el cancer de pulmén
el espectro de alteraciones moleculares es distinto segin su tipo histolégico principal:
carcinoma pulmonar de célula pequefia (CPCP)[182], CPCNP adenocarcinoma[183] o
CPCNP escamoso[184]. De especial relevancia en el momento actual son las mutaciones
de oncogenes, pues existe la posibilidad de usar farmacos especificos que bloguean la
actividad molecular resultante de dicha mutacion. Dentro del CPCNP adenocarcinoma, el
espectro de las alteraciones moleculares mas frecuentes serian las mutaciones de KRAS,
EGFR, ALK, PI3K, HER 2, BRAF y MET. Las frecuencias mutacionales en algunos de

los estudios mas destacados aparecen representadas a continuacion:
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Figura 1. Mutaciones oncogénicas en 52 pacientes asiaticos nunca fumadores con adenocarcinoma de
pulmén. Adaptado de Sun et al, JCO, 2010[185].
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Figura 2. Mutaciones oncogénicas en 9911 pacientes con CPCNP. From Barlesi et al, ASCO 2013.
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Figura 3. Mutaciones oncogénicas en 1.000 pacientes con adenocarcinoma de pulmén(2].

De acuerdo con estos y otros estudios similares, es posible encontrar una alteracion
molecular en el tumor de pacientes afectos de ADK de pulmon en aproximadamente el 15-
20% de pacientes caucasicos[2]. Este porcentaje puede llegar a superar el 75% en
poblaciones de pacientes asiaticos no fumadores poniendo asi de manifiesto la importancia
de esta entidad clinica: el cancer de pulmon en el no fumador[185].

En la actualidad, identificar la presencia de esas alteraciones y usar farmacos especificos
que reviertan la funcion celular alterada constituye el mecanismo fundamental de la
denominada medicina personalizada. Uno de los conceptos principales de la medicina
personalizada es que podriamos ofrecer un determinado tratamiento a pacientes cuyas
caracteristicas (biomarcador) se asocian a una mayor probabilidad de respuesta a ese
farmaco. Asi, también preservariamos de efectos secundarios adversos a pacientes con

pocas o nulas posibilidades de beneficio de ese tratamiento especifico[186].

Por otro lado, parece que los tumores con determinadas alteraciones moleculares dependen
principalmente para su crecimiento de la desregulacion de la via alterada. Este proceso por
el que el crecimiento de un tumor es estimulado y mantenido por una alteracién molecular

unica en una determinada via de sefializacion celular se denomina dependencia



oncogénica[187]. El uso de farmacos especificos que revierten esa alteracion molecular

seria capaz de revertir en gran medida el crecimiento tumoral.

En CPCNP el primer ejemplo de medicina personalizada y demostracion clinica del
fendmeno de dependencia oncogénica lo constituye el uso de TKIs de EGFR en pacientes
con mutaciones activadoras de EGFR[179, 188].

LAS MUTACIONES DE EGFR COMO NUEVO PARADIGMA EN EL
TRATAMIENTO DEL CPCNP

En 2004, grupos independientes comunicaron que el andlisis genético de muestras
tumorales de pacientes que habian presentado excepcionales respuestas al tratamiento con
TKIs de EGFR habian revelado la presencia de mutaciones en los dominios cataliticos de
esa proteina[179, 189]. La presencia de estas mutaciones de EGFR hacian que el receptor
fuera capaz de activarse sin unién a su ligando mediante la formacion de hetero y
homodimeros. Esta actividad sostenida del EGFR resultaba oncogénica y era la principal
responsable del crecimiento tumoral en esos pacientes. Desde entonces, una creciente
evidencia clinica ha demostrado que en el subgrupo de pacientes con CPCNP avanzado y
presencia de mutaciones activadoras de EGFR el tratamiento con TKIs de EGFR es
superior a la quimioterapia en tasa de respuestas y supervivencia libre de progresion[166,
168, 169]. En la actualidad los inhibidores de EGFR gefitinib, erlotinib y afatinib tienen
indicacion como tratamiento de primea linea en pacientes con CPCNP avanzado con
mutaciones de EGFR. La supervivencia global de estos pacientes con CPCNP avanzado
con mutaciones de EGFR se sitla proxima a los 3 afios, comparandose muy
favorablemente con el global de pacientes con CPNCP avanzado cuya mediana de

supervivencia se situa en torno a los 10-12 meses.

De forma genérica, en nuestro medio las mutaciones activadoras de EGFR estan presentes
en un 15-20% de pacientes con CPNCP[190]. Estas mutaciones son méas frecuentes en
pacientes con determinadas caracteristicas clinicas como género femenino, raza asiatica, no
fumadores o histologia adenocarcinoma[168]. Anteriormente ya ha sido mencionado que
en poblaciones de pacientes con CPCNP con estas caracteristicas clinicas la prevalencia de
mutaciones de EGFR puede ser superior al 70%[185].



La identificacion de la subpoblacion de pacientes con CPCNP con mutaciones de EGFR
pone de manifiesto que un mejor conocimiento de la biologia molecular de los tumores es
fundamental para el avance en los tratamientos oncoldgicos personalizados. Ademas, esta
mejor caracterizacion tumoral permite disefiar de forma mas precisa estudios clinicos
dirigidos a una determinada poblacion de pacientes, lo que facilita el rapido desarrollo de
nuevas terapias. Asi, el tiempo transcurrido entre el descubrimiento de la existencia de las
mutaciones de EGFR en CPCNP vy los resultados de un estudio fase 3 randomizado que
Ilevé a la aprobacion de gefitinib en primera linea para estos pacientes fue de solo 5 afios.
Mientras que hasta entonces numerosos esfuerzos por dirigir este farmaco a poblaciones no
seleccionadas habian arrojado resultados poco alentadores durante una década[191-193].
Otro de los cambios ocasionados por estos estudios basados en biomarcadores es la
necesidad creciente de obtener suficiente material tumoral para que un patélogo pueda
establecer un diagnéstico de malignidad y ademéas se puedan realizar los estudios

moleculares pertinentes.

LAS TRANSLOCACIONES DE ALK COMO SEGUNDA ALTERACION
MOLECULAR CON TRATAMIENTO DIFERENCIAL EN CPCNP

I11.ALK, el descubrimiento.

En 2007, se describi6 la existencia de otra alteracion molecular en CPNCP que cumplia
criterios de dependencia oncogénica[194]. Un grupo de investigadores japoneses usando
sistemas de expresion de DNA complementario (cDNA) mediante retrovirus a partir de
una muestra de adenocarcinoma de pulmén descubrié una alteracion genémica oncogénica
no conocida. El estudio consistia en transfectar fibroblastos de raton 3T3 con una
biblioteca génica obtenida a partir de cDNA tumoral y analizar aquellas secuencias
presentes en los fibroblastos transformados. De esta forma, en caso de existir alguna region
del DNA tumoral que codificara para alguna proteina oncogénica se veria crecimiento
transformante en las lineas celulares de fibroblastos. Mediante la secuenciacion de uno de
los plasmidos transformantes se identificO una secuencia génica de 3926 pares de bases
que codificaba para una proteina de 1059 aminoacidos. La porcién amino terminal de la

proteina predicha correspondia con un fragmento de la proteina humana EML4



(echinoderm microtubule-associated protein like 4), mientras que la porcion
carboxiterminal es idéntica al dominio intracelular de ALK humano, sugiriendo que el
cDNA presente en el tumor analizado era un producto derivado de la fusion de los genes
EML4 y ALK.

EML4 pertenece a la familia de echinoderm microtubule-associated protein-like
proteins[195]. La estructura proteica de EML4 esta compuesta por una porcion amino-
terminal basica, un dominio hidrofébico HELP (hydrophobic echinoderm microtubule
associated protein-like) y un dominio de repeticiones WD. En la proteina de fusion
mutante EML4-ALK la secuencia génica de EML4 fusionada corresponde al dominio

amino-terminal de EMLA4.

En condiciones normales, el gen ALK codifica para una proteina de 1619 aminoacidos que
forma parte de la subfamilia de los receptores tipo insulin[196]. En la estructura proteica
de ALK se distingue una region transmembrana hidrofobica de 27 aminoacidos, una larga
porcion extracelular de gran tamafio (1014 aminoacidos) ampliamente glicosilada y un

dominio intracelular con funcion TK.

Los genes EML4 y ALK se localizan en el brazo corto del cromosoma 2 (2p21 y 2p23,
respectivamente). Ambos genes estan relativamente cerca con una distancia aproximada de
12 megabases entre ambos, presentando orientaciones opuestas[194]. Para tener lugar una
mutacién por fusidn entre dos porciones de ambos genes debe producirse un cambio de
orientacion en ambos fragmentos génicos de fusion. Esta condicion podria darse por una
inversion dentro del mismo cromosoma, inv (2) (p21p23), o mediante una translocacién

cromosdmica compleja de la misma region del brazo corto de ambos cromosomas 2.

IV. ALK, funcionalismo bioldgico.

En tejidos humanos la expresion del gen ALK parece limitada a los testes, higado fetal y al
cerebro[197]. La actividad de ALK es importante en el desarrollo del sistema nervioso
central embrionario. Estudios preclinicos indican que también podria tener un papel en la
diferenciacion del muasculo liso visceral. Sin embargo, su importancia en el adulto normal

no es bien conocida.



ALK es una proteina transmembrana con capacidad de receptor de dependencia. Asi, en
ausencia de ligando es capaz de estimular la apoptosis via activacion de las caspasas[198].
Por el contrario, tras su activacion, el aumento de su actividad TK promueve la

supervivencia celular e inhibe la apoptosis.

VIII. LA IMPLICACION DE ALK EN LA ONCOGENESIS DE
DIVERSOS TUMORES DIFERENTES AL CPCNP.

1. Linfoma anaplasico de célula grande (LACG). Es un tipo de linfoma poco
frecuente que representa el 2% del total de los linfomas. Su incidencia es mas
alta durante la infancia cuando supone el 25% de los linfomas en nifios. Es un
tipo de linfoma no Hodgkin. Immunofenotipicamente se caracteriza por ser
CD3+, CD30+, EMA+ y ALK +. Aproximadamente en el 85% de los LACG se
detecta la translocacion t(2;5)(p23;035) que crea el oncogén de fusion
nucleospondina-ALK (NPM-ALK)[197]. NPM es una proteina nucleolar que
participa en la formacién del complejo prerribosomal. Este gen de fusion NPM-
ALK no es el Unico posible conocido en este tumor. Otras translocaciones
descritas son t(1;2) 17.5%, t(2;3) 2,5%, inv(2) 2.5%, t(2;17) 2%[199].

2. Neuroblastoma. El neuroblastoma es el tumor de la infancia més frecuente
durante el primer afio de vida. Tiene una incidencia de 10.9 casos por millén de
nifios y una supervivencia global superior al 50%[200]. EI cambio molecular
mas frecuentemente descrito es la amplificacion del oncogen MYCN. Este gen
se localiza en el cromosoma 2 cerca del gen ALK. Otro gen descrito como
causante de neuroblastoma es PHOX2B, un gen ligado al desarrollo de los
tejidos simpaticoadrenales. PHOX2B esta alterado en una minoria de casos de
neuroblastoma hereditario (6.4%) y no suele estar implicado en los casos
esporadicos. Mutaciones en ALK son responsables del 6-12% de casos de
neuroblastoma esporadico[201]. Mutaciones y amplificaciones de ALK pueden
iniciar la tumorogénesis del neuroblastoma. Estudios in vitro sefialan que los
inhibidores de la actividad TK de ALK son una herramienta terapéutica
prometedora[202].



3. Tumor miofibroblastico inflamatorio. Es un tumor caracterizado por la
proliferacion de celulas con diferenciacion mesenquimal a partir de
miofibroblastos. Estos tumores tienen un caracteristico infiltrado de eosinofilos,
células plasmaticas y linfocitos. Su incidencia es mayor en la infancia o adultos
jovenes. Aproximadamente el 50% de los tumores presenta translocaciones que
afectan al cromosoma 2 en el locus donde se localiza el gen ALK (2p23)[203].
Los genes con los que més frecuentemente tiene lugar la translocacion son la

tropomiosina 3 y la tropomiosina 4.

IX. EL CPCNP ALK POSITIVO

Estudios en lineas celulares ALK positivas demuestran la capacidad transformante,
oncogenica y promotora del crecimiento tumoral de estas alteraciones[194]. A nivel
funcional, la actividad de la TK en las proteinas de fusion y el crecimiento celular
resultante pueden ser revertidos con el uso de inhibidores de la actividad TK de ALK[195].
Esta dependencia oncogénica de los CPCNP ALK positivos sefiala los inhibidores de ALK

como una posible via terapéutica de interés.

Como ya se ha sido anteriormente expuesto, la presencia de translocaciones en ALK y su
implicacion en el desarrollo de ciertos CPCNP fue descrita por primera vez en 2007. En la
publicacion original de Soda y colaboradores se usaba como método de deteccion la
reaccion en cadena de la polimerasa mediante transcriptasa reversa (RT-PCR) para
determinar la presencia de alteraciones en el gen ALK. En una serie inicial de 33 casos
hallaron la expresion de mRNA del gen de fusion EML4-ALK en 3 pacientes, lo que
corresponde a una frecuencia del 9.1%. En el mismo trabajo estudiaron la presencia del
gen de fusion EML4-ALK en una segunda poblacion de 42 pacientes con CPCNP.
Determinaron que 2 de los 42 pacientes eran ALK positivos. De forma conjunta la

frecuencia de esta alteracion en los 75 casos de CPCNP analizados era del 6.7%.

En el mismo trabajo, los autores describian lo que denominaron variantes de EML4-ALK.
Si bien en todos los casos analizados en su estudio el gen de fusion ALK estaba
translocado en la misma posicion del exon 20, no ocurria lo mismo con el gen EMLA4. Se

producen asi distintas variantes de fusion de EML4-ALK en funcion del lugar de corte en



el gen EMLA4. También se han descrito fusiones de ALK con otros genes como KIF5B,
TFG o KLC1[204-206], si bien son menos frecuentes. En la actualidad mas de media
docena de variantes de fusion han sido descritas. Sin embargo, se desconoce su

implicacion clinica[207].

FRECUENCIA Y CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES CON CPCNP ALK
POSITIVOS

En el momento de disefar el presente trabajo los datos publicados sobre la frecuencia y las
caracteristicas clinicas de los pacientes con CPCNP ALK positivo en poblaciones europeas
eran limitados. El estudio original de 2007 situaba su frecuencia en un 6.7%. Sucesivos
estudios clinicos, predominantemente con poblacidn asiatica, situaban su prevalencia

global en la poblacién de pacientes con CPNCP entre 1-8%.

Los estudios mas importantes realizados hasta el momento de disefiar el presente trabajo

estan representados en la siguiente tabla:

Estudio Numero Raza Alk Método Caracteristicas clinicas

de positivos diagnostic

pacientes Ndamero/ o

Porcentaje

Soda et al 75 Japén 5 7 RT-PCR No mutaciones en KRAS ni
CPCNP [194] EGFR
Inamura et al Japén RT-PCR Adenocarcinomas.
[208] No mutaciones en KRAS ni
Total 221 5 2 EGFR
AD 149 5 3
SQ 48 0 0
LC 3 0 0
SCLC 21 0 0
Takeuchi et al Japén RT-PCR Adenocarcinomas
[209]
Total 364 11
AD 253 11 4

ADSQ 7 0



sQ 71

LC 7
LCNE

PLEO 2
SCLC 22

Inamura et al 11
[210]

Perner et al, 603
CPCNP [211]

507

96
Koivunen et 305
al,
CPCNP[195]

138

167
Shinmura et 77
al, CPCNP
[212]

Martelli et al, 120
CPCNP [213]
Wong et al, 266
CPCNP [214]

AD 200
SQ 34
LEL 11
Otros 12
Shaw et al, 141
CPCNP [1]

AD 130
ADSQ 4
SQ 2
LC/NOS 5

Japén

Suiza
EEUU

EEUU
Korea

Japén

Europa

China

o O O o o

16

13

11

19

18
1
0
0

o O O O o

17
13

14
25
0
0

FISH

RT-PCR

RT-PCR

RT-PCR

RT-PCR

FISH, IHC

Tabla 5. Estudios que evaluan la frecuencia de CPCNP ALK positivo.

Histologia acinar, mas
jovenes, no fumadores,

sin mutaciones en KRAS ni
EGFR

Adenocarcinomas. No
fumadores.

No mutaciones en

KRAS ni BRAF. 1 doble
mutacion EGFR
Adenocarcinoma. Ex-
fumadores.

No mutaciones en EGFR,
KRAS ni PI3K

No mutaciones en EGFR.

1 doble mutacién en KRAS
Adenocarcinomas. No
fumadores. Jévenes.

No mutaciones en KRAS ni
EGFR

Adenocarcinomas. No
fumadores. Jévenes.

No mutaciones en KRAS ni
EGFR



Sélo dos de estos trabajos incluian pacientes europeos[211, 213]. En ninguno de ellos se
reportaban datos sobre las caracteristicas clinicas de dichos pacientes. A continuacion se

analizan mas detalladamente ambos estudios.

En el estudio de Martelli y colaboradores se incluyeron un total de 120 pacientes. Los
pacientes habian sido diagnosticados de CPCNP y tratados mediante reseccién quirdrgica
en 2 instituciones: Istituto Nazionale Tumori (Perugia, Italia) y el Hospital Clinic
(Barcelona, Espafia). Cada institucion aport6 60 pacientes. Mediante RT-PCR se analizé la
presencia de las variantes de fusion de EML4-ALK 1, 2 y 3. La frecuencia global de
CPCNP ALK positivo fue del 5.8%. En una serie reducida de casos de CPCNP ALK
positivo y controles ALK negativo mediante RT-PCR analizaron la utilidad de las técnicas
FISH e IHC (anticuerpos ALK1, ALKc y 5A4). No hallaron positividad para ALK en
ninguno de los casos con ambas técnicas en las muestras analizadas. Los autores concluian
que la utilidad del FISH y la IHC como métodos diagndsticos de los pacientes con CPCNP
ALK positivo era muy dudos. Al menos, esa afirmacion era cierta segun los parametros y
protocolos de laboratorio establecidos hasta entonces. Aportaban las caracteristicas clinicas
de los pacientes individuales con CPCNP ALK positivo (Tabla 6), pero no las comparaba

con el resto de la poblacién estudiada.

Paciente  Sexo Edad Histologia Estadio KRAS EGFR Tabaquismo Variante
EML4-ALK
1 Hombre 54 Adenocarcinoma  IIIA Mutado WT SI V1
2 Hombre 74 Escamoso IA WT WT SI V1
3 Hombre 61 Adenoescamoso  1IB WT WT SI V1
4 Hombre 78 Adenoescamoso I WT WT SI V1
5 Hombre 74 Escamoso II WT WT SI V1
6 Hombre 71 Escamoso v WT WT SI V1
7 Hombre 68 Escamoso I WT WT SI V1
8 Mujer 64 Adenocarcinoma  IA WT WT NO V3
9 Hombre 85 Adenocarcinoma IB WT WT SI V3

Tabla 6. Caracteristicas de los pacientes ALK positivos

El otro estudio con datos de pacientes europeos fue realizado por Perner y colaboradores.

En él se analizaron muestras de CPCNP procedentes de 507 pacientes de la Universidad de



Zurich (Zurich, Suiza) y de 96 pacientes de la Universidad de Chicago (lllinois, EEUU).
Mediante la técnica FISH detectaron una frecuencia de CPCNP ALK positivo del 2.7%.
Mediante RT-PCR de la variante 1 de EML4-ALK sdélo pudieron detectar positividad en 4
de los 10 pacientes ALK positivo mediante FISH. Tampoco este trabajo reportaba las

caracteristicas clinicas de los pacientes.

Diversos estudios habian analizado las caracteristicas clinicas de los pacientes con CPCNP
ALK positiva, aunque ninguno con una poblacion de pacientes europea. De todos ellos, el
mas relevante fue el publicado por Shaw y colaboradores en 2009. En aquel momento, en
su centro hospitalario (Massachusetts General Hospital Cancer Center) realizaron el
estudio genomico molecular (EGFR y ALK) en los pacientes diagnosticados de CPCNP
que cumplian 2 de las siguientes caracteristicas: sexo femenino, histologia
adenocarcinoma, no fumador o raza asiatica. En esa poblacion seleccionada de pacientes
encontraron un 13% de pacientes con CPCNP ALK positivo. También evidenciaron que
las mutaciones en el gen EGFR y las translocaciones en ALK eran mutuamente
excluyentes. Clinicamente, los pacientes con CPCNP ALK positivo tendian a ser méas
jévenes, histologia predominantemente adenocarcinoma (muchos con presencia de células
en anillo de sello, un evento histolégico de muy escasa frecuencia en la poblacion general
de pacientes con CPCNP) y con poca o nula historia de tabaquismo. También analizaron la
respuesta a los tratamientos oncoldgicos recibidos. Asi, los pacientes con CPCNP ALK
positivo respondian igual que el resto a tratamientos con quimioterapia pero eran
resistentes a tratamientos con inhibidores de EGFR. Este estudio, puso de relieve que una
seleccion en base a las caracteristicas clinicas de los pacientes podia aumentar las
probabilidades de detectar aquellos casos de CPCNP ALK positivo. También era de
destacar que aunque las caracteristicas clinicas eran similares a las de los pacientes con
CPCNP EGFR mutados los pacientes ALK positivo no se beneficiaban del tratamiento con
inhibidores de EGFR. Por lo tanto, determinar la presencia de estas alteraciones era muy
significativo a la hora de decidir el tratamiento en esa poblacion de pacientes clinicamente
seleccionada. Muchos de los hallazgos reportados en este trabajo como la ausencia de
mutaciones en otros genes como EGFR o KRAS, el patrdn histoldgico con células en
anillo de sello, o el hecho de aparecer en pacientes mas jovenes que la media han sido

confirmados posteriormente en otros trabajos.



TRATAMIENTO DEL CPCNP ALK POSITIVO

Los primeros datos sobre tratamientos farmacoldgicos con inhibidores de ALK dirigidos a
en pacientes con CPCNP ALK positivo llegaron con el estudio fase 1 de crizotinib[215].
Crizotinib es un inhibidor selectivo de la actividad TK de ALK y MET (Hepaticyte growth
factor receptor) de administracion oral. El estudio habia sido disefiado con el objetivo de
valorar la seguridad de crizotinib y tenian especial interés en reclutar pacientes afectos de
tumores con alteraciones en la via de MET. Durante ese periodo se descubrieron las
mutaciones de ALK en el CPCNP. Los investigadores decidieron explorar esa via y dos
pacientes con CPCNP ALK positivo fueron incluidos en la fase inicial de escalada de
dosis. Debido a la gran actividad observada se decidid crear una cohorte de expansion
especifica en la que se incluyeron 80 pacientes con CPCNP ALK positivo. Como resultado
del fase 1 se establecio el régimen de administracién de crizotinib en 250 mg dos veces al
dia como la dosis recomendada para continuar el desarrollo del estudio. EI método de
seleccion molecular para los pacientes con CPCNP ALK positivo fue la positividad
mediante FISH.

l. ESTUDIO FASE 1 DE CRIZOTINIB EN PACIENTES CON CPCNP ALK
POSITIVOS

Los primeros resultados de la parte del estudio fase 1 de crizotinib centrada en los pacienes
con CPCNP ALK positivo se publicaron en 2011[215]. Entre agosto de 2008 y febrero de
2010 realizaron estudio molecular mediante FISH a unos 1.500 pacientes con CPCNP. Las
caracteristicas de los 82 pacientes ALK positivo incluidos aparecen en la tabla 7. Los
pacientes tendian a ser mas jovenes que la media de los pacientes con cancer de pulmén y
predominaba la ausencia de historia de tabaquismo o una muy baja exposicion (<10
paquetes/afio) (Tabla 7). La histologia era predominantemente adenocarcinoma y con

frecuencia presentaban un patrén histolégico con células en anillo de sello.

Caracteristicas Valor Total (%)
Sexo masculino 43 (52)

Edad Mediana aios 51

Raza

Blanca 46 (56)

Asiatica 29 (35)



Otra 7(9)

ECOG

0 24 (29)
1 44 (54)
2 13 (16)
3 1(1)
Ndmero terapias

previas

0 5 (6)

1 27 (33)
2 15 (18)
>3 34 (41)
No reportado 1(1)
Histologia

Adenocarcinoma 79 (96)
Escamoso 1)
Otra 2 (2)
Habito tabaquico

Nunca 62 (76)
<10 paquetes-afio 15 (18)
>10 paquetes-afio 5 (6)

Tabla 7. Caracteristicas clinicas de los 82 pacientes incluidos.

En cuanto a datos de eficacia la tasa global de repuestas fue del 57% (95% ClI, 46-68). Si
se tenia en cuenta el total de pacientes que presentaban respuesta y aquellos con
enfermedad estable la tasa de control de la enfermedad a las ocho semanas era del 87%, un

resultado nunca alcanzado con quimioterapia en el tratamiento del CPCNP.

En lo referente a la seguridad y el perfil de toxicidad del tratamiento con crizotinib, se
podia concluir que el esquema del mismo a 250mg cada 12 horas era muy bien tolerado.
Estos datos aparecen detallados en la tabla 8:

Acontecimiento adverso Grado 1 Grado 2 Grado 3 Grado 4
43 (52) 1) 0 0
Diarrea 38 (46) 1) 0
35 (43) 1) 0
34 (41) 0 0

Néausea

Voémitos

o O O

Alteraciones visuales



Estrefiimiento 18 (22) 2 (2 0 0
Edema distal 13 (16) 0 0 0
Mareos 12 (15) 0 0 0
Anorexia 11 (13) 0 0 0
Fatiga 8 (10) 0 0 0
Acontecimiento adverso

grados 3 6 4

Aumento ALT 4 (5) 1(1)
Aumento AST 5 (6) 0
Linfopenia 22 0
Hipofosfatemia 1@1) 0
Neutropenia 1() 0
Hipoxia 1() 0
Neumonitis 1() 0
Embolismo pulmonar 1) 0

Tabla 8. Acontecimientos adversos en 82 pacientes.

Entre los efectos secundarios mas frecuentes estan los digestivos y los visuales. De los
considerados severos los mas frecuentes eran trastornos enzimaticos por toxicidad
hepatica. Las nauseas y las diarreas aparecian en la mitad de los pacientes tratados, si bien
eran de poca intensidad (grado 1 segin los Common Toxicity Criteria of Advese Events,
CTCAE). Alteraciones visuales leves se observaron en el 41% de los pacientes. Estas
consistian frecuentemente en halos de luz alrededor de objetos en movimiento, siendo mas
intensos al acomodarse a ambientes mas iluminados. Los estudios oftalmoldgicos no
revelaron ninguna alteracion orgénica. En cuanto a la toxicidad hepatica, el aumento de
enzimas hepaticas, alanin aminotansferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST), era
de grado moderado-severo (grados 3 0 4) en el 5% y 6% de los pacientes, respectivamente.
Estos aumentos eran generalmente reversibles con la suspension de crizotinib y la mayoria
de los pacientes pudieron continuar tratamiento a un nivel de dosis reducida sin

reincidencia.

Una actualizacion posterior del mismo estudio con 149 pacientes incluidos confirmaba una
elevada tasa de respuestas, del 60.8% (Cl 95%, 52.3-68.9), con una amplia poblacién de
pacientes en tratamiento prolongado [216]. En la Tabla 9 aparecen las caracteristicas de los
149 pacientes incluidos. La mayoria de pacientes eran relativamente jovenes (mediana de
edad de 52 afos), tenian poca historia de tabaquismo (71% de nunca fumadores) y una

histologia predominantemente adenocarcinoma (97%).



Pacientes, n=149

(rango o %)

Edad (aiios) 52 (21-86)
Sexo

Hombre 73 (49)
Mujer 76 (51)
Origen étnico

Blanco 95 (64)
Asiatico 41 (28)
Otro 13 (9)
Habito tabaquico

Nunca 106 (71)
Ex-fumador 42 (28)
Fumador activo 1@1)
Histologia

Adenocarcinoma 144 (97)
Célula grande 1(1)
Escamoso 2 (1)
Otro 2 (1)
ECOG

0 56 (38)
1 75 (50)
206> 18 (12)
Ndmero de lineas previas

0 24 (16)
1 47 (32)
2 31 (21)
3 19 (13)
>3 28 (19)

Tabla 9. Caracteristicas basales de los pacientes incluidos.

El buen perfil de toxicidad comunicado previamente se mantenia(Tabla 10).

Acontecimiento adverso Cualquier grado Grados 3 6 4
(%) (%)
Todos 144 (97%) 36 (24)
Visuales 96 (64) 0
Nausea 84 (56) 1(<1)
Diarrea 74 (50) 0
58 (

Vémitos 39) 1(<1)



Edema periférico 44 (30) 0
Estrefiimiento 41 (28) 1(<1)
Mareos 31 (21) 0
Anorexia 24 (16) 0
Fatiga 24 (16) 2 (1)
Elevacion de ALT 18 (12) 6 (4)
Rash 17 (11) 0
Disgeusia 16 (11) 0
Elevacion de AST 15 (10) 5@3)

Tabla 10. Acontecimientos adversos reportados en al menos el 10% de los 149 pacientes incluidos.

Se reportaba también informacion sobre el tiempo a la respuesta una vez iniciado el
farmaco. Este era bastante reducido (7.9 semanas, rango 2.1-39.6) y en algunos pacientes
la respuesta era objetivable tras solo unos dias de iniciado el tratamiento. Las respuestas
parecian ser duraderas (49.1 semanas; Cl 95%, 39.3-75.4) y aungue un estudio fase 1 no
esta disefiado para capturar eventos como SLP o SG, se estim0 la mediana de SLP en 16.3
meses, un dato que supera incluso la mediana habitual de SG de los pacientes con CPCNP

en primera linea (10-12 meses).

DESARROLLO DE CRIZOTINIB EN CPCNP ALK POSITIVO

Tras los primeros resultados de crizotinib en el tratamiento de pacientes con CPCNP ALK
positivo el desarrollo del farmaco fue muy rapido. Los siguientes estudios se lanzaron de

forma sucesiva y sincronica.

Estudio fase 2. Este estudio permitia la inclusion de pacientes con CPCNP ALK positivo
que no aplicaban para los estudios randomizados fase 3. El criterio de seleccion de
pacientes fue el FISH, aunque en algin momento posterior se amplié a otras técnicas y
previa discusion y autorizacion del esponsor de forma individual. Con un tamafio muestral
de 1.100 pacientes sus objetivos principales eran la tasa de respuesta y el perfil de
seguridad. La Ultima vez que se comunicaron datos se habian reclutado 901 pacientes[217].
La tasa de respuestas era del 60%. La mediana de tiempo a la progresién fue de 8 meses
(C1 95%, 7-10).



En agosto de 2011, la FDA (Federal Drug Administation) autorizo el uso de crizotinib para
el tratamiento de pacientes con CPCNP avanzado ALK positivo mediante un test
autorizado por la FDA. Asimismo, aprobd como test diagnostico autorizado el Kit de FISH
usado en los estudios iniciales. La aprobacion se basaba en los datos de 136 pacientes

incluidos en el estudio fase 1 y de 119 pacientes incluidos en el fase 2.

Fase 3 en segunda linea de tratamiento. En este estudio se incluian pacientes con
CPCNP avanzado ALK positivo centralmente mediante FISH. Los pacientes debian haber
progresado a un tratamiento previo con quimioterapia basada en platino. Se randomizaba
1:1 a crizotinib o quimioterapia (pemetrexed o docetaxel)[16]. El objetivo principal era la
SLP. Entre febrero de 2010 y febrero de 2012, un total de 4967 pacientes fueron testados
para ALK siendo 347 finalmente randomizados[16]. Un total de 99 pacientes (57%) en el
brazo de quimioterapia recibieron pemetrexed, y 72 pacientes (41%) recibieron docetaxel.
Ambos brazos de tratamiento estaban bien balanceados en cuanto a las caracteristicas

basales de los pacientes (Tabla 11).

Caracteristicas Crizotinib Quimioterapia
(n=173) (n=174)

Edad mediana (rango) 51 (22-81) 49 (24-85)

Distribucién por edad

<65 afos 146 (84) 151 (87)

>65 afios 27 (16) 23 (13)

Sexo masculino 75 (43) 78 (45)

Raza (%)

Blanca 90 (52) 91 (52)

Asiatica 79 (46) 78 (45)

Otra 4 (2) 5(@3)

Habito tabaquico

Nunca fumador 108 (62) 111 (64)

Ex-fumador 59 (34) 54 (31)

Fumador activo 5@3) 9 (5)

Histologia

Adenocarcinoma 164 (95) 164 (94)

No adenocarcinoma 5(3) 7 (4)

ECOG

0 72 (42) 65 (37)

1 84 (49) 95 (55)



2 16 (9) 14 (8)

Extension de la enfermedad

(%)

Localmente avanzada 7 4) 16 (9)
Metastasica 165 (95) 158 (91)
Metastasis cerebrales (%) 60 (35) 60 (34)

Tabla 11. Caracteristicas basales de los pacientes.

El estudio fue positivo siendo la mediana de tiempo a la progresion de 7.7 meses (95% ClI,
6.0-8.8) en el brazo de crizotinib frente a los 3.0 meses (95% CI, 2.6-4.3) alcanzados en el
brazo de quimioterapia (riesgo relativo, 0.49; 95% CI, 0.37-0.64; p<0.001). La tasa de
respuestas también fue significativamente superior en el brazo de crizotinib frente al brazo
de quimioterapia: 65% (95% CI, 58-72) versus 20% (95% CI, 14-26), respectivamente
(p<0.001). Sin embargo, en la mediana de SG (20.3 meses con crizotinib y de 22.8meses
con quimioterapia, RR 1.02; 95% CI, 0.68-1.54; p=0.54) no habia diferencias
significativas. Este hecho posiblemente estd condicionado porque de los 174 pacientes

aleatorizados a recibir quimioterapia 112 (64%) recibieron crizotinib a la progresion.

El perfil de toxicidad fue el esperado, sin nuevos eventos adversos desconocidos. La
incidencia de aumento de transaminasas > grado 3 alcanzaba el 16%, pudiendo

reintroducirse el tratamiento en la mayoria de casos sin nuevas incidencias.

En este estudio también se realizaron evaluaciones de calidad de vida. Los pacientes
presentaban una reduccion significativamente superior de sintomas como alopecia, tos,
disnea, fatiga, dolor toracico, dolor de brazo, dolor de hombro o en cualquier otro lugar si
recibian crizotinib. Ademas, los pacientes tratados con crizotinib presentaban un retraso
significativo en el empeoramiento de los sintomas. Globalmente, los pacientes que
recibieron crizotinib presentaron una mejoria global significativamente superior a los

pacientes que recibieron quimioterapia.

El estudio permitia concluir que crizotinib era superior a quimioterapia en pacientes con
CPCNP ALK positivo previamente tratados en términos de tasa de respuesta, SLP vy
calidad de vida. Estos resultados llevaron a la aprobacion en octubre de 2012 por parte de
la EMEA del uso de crizotinib en pacientes con CPCNP avanzado ALK positivo

previamente tratados con quimioterapia.



Fase 3 en primera linea. Se incluyeron pacientes con CPCNP avanzado ALK positivo
centralmente mediante FIS. Los pacientes fueron randomizados a recibir crizotinib o un
doblete de quimioterapia (platino y pemetrexed). El objetivo primario del estudio era
demostrar un aumento de SLP en el brazo de crizotinib. Resultados preliminares
confirmando la superioridad de crizotinib frente a quimioterapia en tasa de respuesta y SLP
han sido recientemente comunicados[218]. Se espera la publicacién de los resultados

definitivos préximamente.

X. METODOS DIAGNOSTICOS DE LOS PACIENTES CON
CPCNP ALK POSITIVO

IDENTIFICACION DE LOS PACIENTES ALK POSITIVO EN LOS ESTUDIOS
CON CRIZOTINIB

En los estudios de crizotinib en pacientes con CPCNP avanzado el método diagndstico
usado en la identificacion de pacientes ALK positivo fue la Hibridacion in situ con

fluoresceina (FISH, del inglés Fluorescence in situ Hybridization).

Esta técnica diagndstica, denominada break-part mediante FISH y disponible en el
mercado (Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit®), consiste en dos sondas génicas
marcadas con fluorégenos que hibridan con dos zonas distales a la zona de translocacién
del gen ALK[219]. De este modo, en un gen normal y sin alteraciones, al microscopio de
fluorescencia las sondas hibridan muy préximas y se ve un color de fusion resultado de la
superposicién de ambos fluordgenos. En los casos de mutacién por translocacion, una parte
del gen ALK se desplaza a otra region del genoma y al microscopio de fluorescencia
veriamos dos sefiales de distinto color separadas. También existe la posibilidad de que una
parte del gen ALK se pierda como consecuencia de la translocacion y s6lo se vea la sonda

de un color que corresponde al dominio TK de ALK.

La técnica FISH puede realizarse sobre muestras tumorales fijadas con formol y
conservadas en parafina. Esta técnica es capaz de detectar las translocaciones de ALK con
cualquiera de sus partners de fusion (variantes) pues identifica las disrupciones en el locus
de ALK, independientemente de cuél sea el gen acompafiante de fusion (EML4, KIF5A u
otros). Sin embargo, en ocasiones la presencia de translocacion puede ser sutil si el gen con

el cual se transloca esta proximo al locus de ALK. Este es precisamente el caso de la



translacion mas frecuente con EML4, pues este gen estd situado en el mismo brazo del

cromosoma 2.

A pesar de que en la actualidad se considera el método diagnostico estandar del estado
mutacional de ALK en los pacientes con CPCNP el uso del FISH no estd exento de
problemas. EI hecho de que se requiera personal altamente cualificado para la
interpretacion de los resultados, que sea necesario para su lectura un microscopio de
fluorescencia o que no resulte econdmicamente asequible frente a otros métodos
diagndsticos no la hace una prueba ideal como método diagnostico o de screening en
amplias poblaciones de pacientes. Este hecho puede condicionar que no todos los pacientes
con CPCNP reciban un analisis FISH sobre su muestra tumoral. En ultima instancia su
dificil implementacion puede condicionar la supervivencia, probabilidad de respuesta al
tratamiento y calidad de vida de los pacientes al no poder recibir inhibidores de ALK. De
estas controversias surge el interés por conseguir un metodo diagnoéstico del status de ALK

asequible, accesible y técnicamente menos exigente.

El FISH de ALK como técnica diagndstica (Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit®)
recibié la aprobacion de la FDA (Food and Drug Administration), a la vez que el mismo
crizotinib, como Unico método diagndstico validado para identificar pacientes con CPCNP
ALK positivo.

OTROS METODOS DIAGNOSTICOS DEL CPCNP ALK POSITIVO

Ademas del FISH existen otras técnicas diagndsticas que pueden ser utilizadas para
identificar la presencia de mutaciones en ALK, siendo las més relevantes la RT-PCR y la
IHC.

1. RT-PCR
La RT-PCR (polimerase chain reaction- reverse transcriptase) es una técnica muy sensible
capaz de detectar la presencia en una muestra biologica de una secuencia conocida de
ARNmM en muy pequefias cantidades. Para detectar la presencia del gen de fusién ALK-
EML4 deben ser usados cebadores complementarios de las secuencias 3" y 5° del gen de

fusion. Por lo tanto, deben usarse cebadores de todos los partners conocidos y no puede



detectar el gen de fusion presente si el partner (variante) no ha diso previamente
identificado e incluido en el andlisis, por lo que existe la posibilidad de encontrarnos ante

falsos negativos[209].

La principal ventaja de esta técnica es que no requiere de interpretaciones ya que es una
variable dicotomica[220]. Sin embargo, la RT-PCR presenta varias desventajas que la
hacen poco (til para ser un método de cribado ampliamente extendido. La primera de todas
es que requiere de ARN de alta calidad, por lo que es muy dificilmente aplicable a
muestras conservadas en parafina y restringida s6lo a material tumoral congelado. La
segunda, es que requiere del disefio de cebadores para todas las variantes de fusidn con
ALK que se quieran testar. Por todo ello se considera una técnica de elevada complejidad,
técnicamente costosa y poco conveniente para el diagnostico de amplias poblaciones de
pacientes.

2. INMUNOHISTOQUIMICA

La deteccién mediante IHC de la proteina ALK tiene un potencial considerable como
método de screening. Bioldgicamente, en los CPCNP ALK positivo como resultado de la
translocacion del gen de ALK tiene lugar una expresion andmala de una porcion de la
proteina ALK. El hecho de que la expresidn de esta proteina en los tejidos normales del
adulto sea practicamente inexistente hace que la posibilidad de detectar la presencia de esta
proteina pueda usarse como método diagndéstico de las mutaciones de ALK en el CPCNP.
La IHC consiste en el uso de anticuerpos especificos dirigidos a la proteina ALK con un
cromogeno que los hace visibles al microscopio éptico. El uso de esta técnica presenta
varias ventajas: es una técnica de bajo coste, realizable en la practica totalidad de
laboratorios de anatomia patoldgica, relativamente més rapida que el FISH y la RT-PCR y
facilmente incluible en el panel diagnéstico inicial de muestras tumorales con sospecha de
CPCNP[220].



XI. LA INMUNOHISTOQUIMICA DE ALK COMO METODO
DIAGNOSTICO

Las principales dificultades para el uso extendido de FISH como prueba diagndstica de los
pacientes con CPCNP ALK positivo, actualmente es la Unica validada, son la necesidad de
un microscopio de fluorescencia, un personal entrenado, las derivadas de la propia técnica
de hibridacién y su coste. Todo ello ha empujado el interés de la comunidad cientifica en la

busqueda de un método que sea mas asequible técnica, humana y econémicamente.

En el momento de disefiar el presente estudio, el conocimiento sobre el uso de la IHC
como método diagndstico en los pacientes con CPCNP ALK positivo era limitado.
Diversos anticuerpos habian sido testados y no existia un consenso de la comunidad sobre
la posible utilidad de la IHC. Algunos investigadores sefialaban que podia ser un método
util para el cribado o screening de amplias poblaciones de pacientes candidatos a someterse
a un test FISH diagndstico, por su mayor sencillez y facil implementacién. Otros autores
exploraban su uso como método diagnéstico Unico de los pacientes con CPCNP ALK
positivo. No obstante todos consideraban que el FISH era la Unica técnica validada por su

uso en los estudios pivotales.

Técnicamente se considera que la IHC es més sencilla y facilmente implementable que la
técnica FISH. La IHC de diversas proteinas se realiza de rutina en la practica totalidad de
laboratorios de anatomia patoldgica del mundo. Pero la implementacién de una nueva
técnica no esta exenta de dificultades. La optimizacion y puesta a punto de la IHC con un
nuevo anticuerpo no deja de ser una labor extensa. Genéricamente, se pueden definir 3
pasos principales en el procesamiento de una muestra sobre la que se realiza un test de
IHC. Cada uno de estos 3 pasos tiene sus particularidades y en cada uno de los pasos se

pueden producir variaciones que afecten al resultado final de la prueba:

1. Preincubacién: el proceso de fijacion y procesamiento de las muestras bioldgicas
sobre las que se realizara el andlisis puede afectar a la preservacion de las proteinas
a testar. Existe evidencia con otros anticuerpos diferentes a ALK que indican que
este paso es critico e irreparable[221]. Falsos negativos pueden ser debidos a una
pobre fijacién del tejido. En el caso de tener que introducir una nueva prueba de
IHC como el anticuerpo D5F3 en un laboratorio de rutina es que la mayor parte de

este proceso ya esta definido y protocolizado.



2. Incubacion. Uno de los principales escollos para la IHC de ALK es que las
concentraciones de la proteina en los CPCNP ALK positivo son relativamente
bajas. La metodologia estandar usada en el diagnostico de tumores hematoldgicos
resulta inadecuada en el diagndstico de los CPCNP ALK positivo[222]. Cada
anticuerpo monoclonal tiene un protocolo estricto de tiempos y procesos que deben
seguirse para garantizar la precision del test. Incluso el lote de un mismo clon de
anticuerpo monoclonal de un mismo fabricante pueden afectar los resultados finales
en una prueba de este tipo[223]. Veremos mas a delante como se hicieron
modificaciones relativas a la concentracion del anticuerpo D5F3 en este paso para

conseguir un mejor resultado.

3. Postincubacion: Uno de los principales escollos en la estandarizacién de la IHC
como método cuasicuantitativo, es la diferenciacion de los distintos grados de
intensidad de la tincion. Asimismo, los distintos patrones de tincion citoplasmastico
0 de membrana pueden tener un distinto valor y la interpretacion final de un
resultado puede verse afectado por el observador. Veremos como en el caso de la
IHC con D5F3 se ha desarrollado un kit (Ventana Medical Systems, INC. Tucson,
AZ) que permite reducir el margen de interpretacion y variabilidad entre

laboratorios[18].

LOS PRINCIPALES ANTICUERPOS EN LA INMUNOHISTOQUIMICA DE
ALK.

Los tres principales anticuerpos que encontramos en la literatura son: ALK 1 (Dako), 5A4

(Novocastra) y D5F3 (Cell signalling, actualmente Ventana).

a. ALK 1. El anticuerpo ALK1, por ser el normalmente usado en el
diagnostico de LACG, fue el primero en ser explorado como método
diagndstico para pacientes con CPCNP. Su aplicabilidad en pacientes con
CPCNP vino dificultada porque la cantidad de proteina expresada es muy
inferior en los tumores pulmonares[222]. Para tratar de salvar este obstaculo
se modificaron los protocolos de hibridacion, incrementado su

concentracion e incluso incorporando pasos con amplificadores de



sefial[224]. Tres grandes series han comparado la IHC con el anticuerpo
ALK1 frente al FISH en la deteccién de pacientes CPCNP ALK positivo:

Estudio N° de Dilucion Antigen Deteccion Score Corte para Sensitividad Especificidad
muestras de retrieval con positividad IHC vs FISH IHC vs FISH
ALK1 amplificador IHC

Rodig et 358 1.2 EDTA EnVision Ovs + >10% 80% 100%
al, pH 8 células +
2009[225] bajo

presion
Mino- 153 1:2 EDTA EnVision 0, 1+, >10% 67% 97%
Kenudson pH 8 2+ 6 células +
et al, bajo 3+ vy
2010 presion % de

células

Yi et al, 101 1:100 EDTA Advance 0, 1+, >0 90% 97%
2011[226] pH 8 en 2+ 6

PT Link 3+

Tabla 13. Caracteristicas de la IHC con el anticuerpo ALK1.

En general, la IHC con el anticuerpo ALK1 parece menos sensible que el
FISH aunque ofrece una buena especificidad. Algunas muestras en estos
estudios han sido positivas para ALK mediante FISH pero negativas
mediante IHC. Ademds, no existe consistencia en la definicion de
positividad y en algunos estudios como el de Yi y colaboradores el score 2+
se consideraba indeterminado y se recomendaba realizar un FISH
confirmatorio. Por todo ello, aunque podria usarse es un screening
poblacional como método de preseleccion de no resulta apto por si solo
como método diagndstico ya que no permite prescindir del FISH.

b. Anticuerpo 5A4. La IHC con la clona 5A4 también ha sido comparada
frente al FISH en series amplias de pacientes. Globalmente, la sensibilidad
y especificidad se situaba entre el 93-100% vy el 96-100%, respectivamente.
Sin embargo, en uno de los estudios se reportaron la existencia de falsos
positivos y falsos negativos. Esto ha condicionado el desarrollo de los

estudios posteriores y en la practica totalidad de protocolos propuestos que



usan el MoAb 5A4 como prescreening, debiendo confirmarse los resultados

positivos mediante FISH antes de considerar a un paciente ALK positivo.

Por lo tanto, nos encontramos con las mismas limitaciones que con el

anticuerpo ALKZ1, no pudiendo prescindir del método FISH.

Ne¢ de Antigen Corte para | Sensitividad | Especificidad
Estudio muestras | Dilucion |retrieval Deteccion | Scoring positividad | IHC vs FISH |IHC vs FISH
Jokoji et al, 254 1:100 TR solution, | EnVision |0 vs 1+ No score 100% 100%
2010 [227] pH alto FISH sdlo se
realizo a los
+

Paik et al, 640 1:30 ccl iVIEW 0,1+,2+0 |00 1+: 100% 96%
2011 [228] 3+ negativo

2+: dudoso

3+:

positivo
Kim et al, 465 1:30 cc1 iVIEW 0,1+,2+0 |00 1+: 100% 98%
2011 [229] 3+ negativo Si se

2+: dudoso | incluyen los

3+: 2+

positivo
MclLeer-Florin | 441 1:50 cc1 UltraVIEW [ 0,1+,2+ 0 |>10% 95% 100%
et al, 2012 3+y % células +
[230] céluas

tumorales
Lopes et al, 62 1:200 Microondas | Novolink | No score |>10% 100% 100%
2012 [231] células +
Sholl et al, 186 1:50 Buffer EnVision [0,1+02+ |1+02+ 93% 100%
2013 [232] citratado
(pH6) a
presion

Tabla 14. Caracteristicas de la IHC con 5A4.

c. Anticuerpo D5F3. Con respecto a la utilidad de la IHC con el anticuerpo

D5F3 como método diagnostico existian dos estudios principales y solo en

uno de ellos habia sido comparado frente al FISH. Mino-Kenudson y

colaboradores, testaron y optimizaron el uso de dos nuevos anticuerpos

monoclanales, D5F3 y D9E4[222]. Primero, determinaron que ambos eran

igual de sensibles y mas precisos en el diagnostico de muestras tumorales de

linfomas ALK positivo que el anticuerpo ALKL1. Sin embargo, se debian

usar protocolos de IHC con concentraciones mayores de anticuerpo para

detectar la presencia de la proteina ALK en muestras de tumores solidos




como es el caso del CPCNP. Esto se debe a la menor cantidad de proteina

expresada en los tumores no hematoldgicos. Tras aumentar dichas

concentraciones, la intensidad de las tinciones resultaba superior, mas

aparente, con el anticuerpo D5F3 que con el D9E4, por lo que lo escogieron

al primero para continuar el estudio (Figura 4).

Ne de Antigen Corte para | Sensibilidad | Especificidad
Estudio muestras | Dilucidn | retrieval | Deteccion | Scoring | positividad | IHC vs FISH | IHC vs FISH
0, 1+,
Mino- EDTA 2+ 0 3+ |>10%
Kenudson et pH 8 a y % de [ células
al, 2010 153 1:100 presion | EnVision |células | positivas 100% 99%

Tabla 15. Caracteristicas de la IHC con el anticuerpo D5F3.

Al comparar el anticuerpo D5F3 frente al FISH en una serie de casos y

controles con CPCNP la sensibilidad fue del 100% y la especificidad del

99% (Tabla 15). Los autores concluian que la IHC con el nuevo anticuerpo

D5F3 podria sustituir a la FISH y deberia ser explorada en la practica clinica

(Tabla 16).
D5F3 ALK1
Sensibilidad 100% 67%
Especificidad 99% 97%
VPP 96% 78%
VPN 100% 95%
indice Kappa 0,94 0,79

Tabla 16. Comparacidn entre la IHC con D5F3 y ALK1 en una serie de 153 adenocarcinomas de pulmon.




CPCNP ALK +

4 ~'.o;;l{" N

.-EZ
SR R

CPCNP ALK +

CPCNP ALK +

CPCNP ALK -

Figura 4. Cuatro casos de CPCNP analizados mediante IHC con ALK 1 y D5F3 y mediante FISH.

Los otros datos disponibles sobre la utilidad de la IHC con el anticuerpo
D5F3 procedian de una serie de pacientes con CPCNP ALK positivo
incluidos en el fase 1 de crizotinib[215].
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Figura 5. Correlacién entre FISH e IHC con D5F3 en una muestra de pacientes del estudio Fase 1 de
crizotinib. Adaptado de Kwak wt al. NEJM, 2010.

En 25 de los pacientes con CPCNP ALK positivo mediante FISH se pudo
realizar la IHC con D5F3. En todos los casos la IHC resulté positiva, con
intensidades entre 1+ y 3+. En cambio, tanto en muestras de pacientes con
CPCNP ALK negativo como en muestras de tejido pulmonar sano el
resultado de la IHC con D5F3 fue negativo. Los autores sugerian que la IHC
con D5F3 podria ser precisa en el diagnostico de estos pacientes. Ademas,
siguiendo esta sugerencia parecia que no seria necesario la confirmacion
mediante FISH.

De los dos estudios principales expuestos anteriormente se desprendia que la
IHC con D5F3 parecia la mejor candidata a ser comparada frente al FISH

como método diagndstico de los pacientes con CPCNP.

XII. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS.

I. INTERES DEL PRESENTE TRABAJO DE
INVESTIGACION.

A lo largo de la extensa revision previa hemos visto como el CPCNP en no fumadores
constituye una entidad clinica propia. Hemos visto como la biologia molecular del CPCNP
en no fumadores puede condicionar la respuesta a distintos tratamientos, siendo alta la
prevalencia de alteraciones moleculares con farmacos dirigidos. Las dos subpoblaciones de
pacientes con CPCNP avanzado para los que existen actualmente tratamientos farmacos
dirigidos a bloquear la alteracion molecular son: los pacientes con mutaciones de EGFR y
los pacientes ALK positivo. En estos pacientes, frecuentemente no fumadores y con

histologia adenocarcinoma, el beneficio de los de tratamientos con TKI de EGFR o ALK




depende de la biologia molecular. Para conocerla es mandatorio realizar analisis
moleculares en las muestras tumorales. Es por ello, que en el caso de ALK, conseguir un
método diagndstico accesible, de facil implementacion y asequible como la IHC supondria

un beneficio para pacientes y médicos tratantes.

En 2011, cuando disefiamos el presente trabajo, se habian comunicado los primeros
estudios en los que se describian las caracteristicas de los pacientes con CPCNP ALK
positivo: no fumadores, edad joven e histologia adenocarcinoma. La mayoria de estas
series incluian pacientes asiaticos o americanos. Es por ello que realizar un estudio similar
en una poblacién eminentemente europea permitiria refutar o no esos hallazgos. El interés
radicaba en que diferencias en funcién de la raza se habian descrito a nivel clinico y

molecular en otras poblaciones con CPCNP.

Por otro lado, nos resultaba muy interesante intentar valorar el uso de la IHC como método
diagndstico. Se escogid el anticuerpo D5F3 porque con los datos disponibles en aquel
momento parecia ser el que mas sensibilidad y especificidad poseia y el que aun no se

habia comparado de forma inicial y directa frente al FISH en muestras de pacientes.

En conclusion, nos plantedbamos dos hipotesis principales a la hora de disefar el presente

trabajo:

l. ¢Es la poblacion europea de pacientes con CPCNP ALK positivo similar a la de sus

similares asiaticos o americanos?

Il. ¢Es util la IHC con D5F3 como método diagndstico de los pacientes con CPCNP
ALK positivo?

II. OBJETIVOS

Los objetivos del presente estudio son:

1. Determinar la frecuencia de los casos de CPCNP ALK positivo en una poblacion
europea seleccionada.

2. Describir las caracteristicas clinicas de los pacientes con CPCNP ALK positivo.



3. Valorar el uso de la IHC con el anticuerpo D5F3 como método diagndstico de los

pacientes con CPCNP ALK positivo.

XII. PACIENTES, MATERIAL Y METODOS

l. Pacientes.

Los pacientes incluidos en el presente estudio habian recibido tratamiento o habian sido
valorados en el servicio de Oncologia Médica del Hospital Universitario Vall d"Hebron,
Barcelona (Esparia). Se seleccionaron los pacientes con CPCNP que habian sido sometidos
a analisis mutacional del estatus de EGFR entre mayo de 2006 y enero de 2010 y de los



cuales quedaba material tumoral disponible. El estudio mutacional de EGFR habia sido
realizado a peticion del médico tratante siguiendo una indicacion individualizada.
Parametros tales como género, histologia y habito tabaquico se tenian en cuenta durante
ese periodo de tiempo a la hora de solicitar la determinacion del estado mutacional de
EGFR pero no existian unos criterios fijos predeterminados. Se obtuvieron datos de la
historia médica sobre las caracteristicas demograficas, clinicas, tratamientos recibidos y de
supervivencia de los pacientes incluidos. Si habia material disponible para analisis, los
pacientes eran primero testados mediante FISH y a continuacion mediante IHC. El estudio

fue aprobado por el comité ético de la institucion.

1. Muestras tumorales.

El pat6logo realizaba una revision del material tumoral disponible de aquellos pacientes a
los que se les habia solicitado la determinacion del estatus mutacional de EGFR. Era una
revision macroscopica sobre el material tumoral archivado. Las muestras podian proceder
de resecciones, biopsias o bloques celulares y estaban fijadas en formalina e incluidas en
parafina. El patélogo seleccionaba como validos aquellas muestras tumorales en los que la
revision macroscopica inicial del bloque parafinado permitia apreciar la presencia de
material remanente. En caso de no evidenciarse presencia de tumor en los bloques ese
paciente no era seleccionado ni incluido en el presente analisis.

Se obtuvieron laminillas de 3-4 micras de grosor sin tefiir de las muestras tumorales

previamente seleccionadas.



Andlisis mutacional de EGFR.

1. Extracciéon del DNA. Las muestras tumorales son digeridas durante
48 horas con proteinasa K y 180 microlitros (ul) de medio tampén G2 a
37°C de temperatura. EI DNA se extrae mediante el kit tisular de DNA EZ1
con ayuda del sistema Biorobot EZ1. A continuacién el DNA es diluido en
50 ul siguiendo las instrucciones del fabricante. La concentracion y pureza
de DNA extraido se determina mediante espectrometria. EI DNA asi

obtenido es conservado a una temperatura de -20°C.

2. Amplificacion mediante PCR y secuenciacion directa. La PCR es
realizada en volimenes de 30 ul usando 50 ng de DNA muestral, 0.75
unidades de DNA polimerasa AmpliTag Gold (Perkin-Elmer, Roche
Molecular Systems; Branchburg, NJ), 3 pl de tampon para PCR (Perkin-
Elmer), 0.8 pumol/L de cada cebador y concentraciones de MgCl2. Los
exones 19 y 21 del gen EGFR eran amplificados mediante PCR. Las

secuencias de los cebadores fueron:

- exon 19F: TGCATCGCTGGTAACATCCA
- exon 19R: GAAAAGGTGGGCCTGAGGTT
- exon 21F: ATGCAGAGCTTCTTCCCATGA
- exon 21R:CAGGAAAATGCTGGCTGACC

El programa de PCR es realizado mediante 35 ciclos de desnaturalizacion a
94°C durante 45 segundos seguido de hibridacion con el primer a 58°C
durante 30 segundos y elongacion a 72°C durante 30 segundos. Una
extension final se realizé a 72°C durante 10 minutos. Las bandas de PCR
con los productos finales son visualizadas mediante electroforesis en gel con
bromuro de etilo. Cada muestra es secuenciada por duplicado en ambas
direcciones usando el Kit Bigdye Terminator 3.1 (Applied Biosystems;
Foster City, CA) y un ABi Prims 3100 (Applied Biosystems) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Las secuencias son entonces comparadas con el
GenBank de secuencias de EGFR humano (nimero de acceso AY588246)

mediante el programa Cromas Pro Software.



3. Determinacién del EGFR mediante RT-PCR.

Todos los casos se analizan usando el kit Therascreen para PCR de EGFR
(Qiagen, Manchester Ltd.) siguiendo las instrucciones del fabricante para la
deteccion de mutaciones mediante RT-PCR. Las RT-PCR se realizaron
usando un ABI7500 Fast (Applied Biosystems; Foster City, CA) y los
resultados fueron analizados usando el software 7500 (versién 2).

V. Analisis mediante FISH (Fluorescence in situ hybridization).
Se prepararon laminillas de 3-4 um de grosor a partir de las muestras tumorales. Se

uso el kit comercial Vysis LSI ALK Dual Color, Break Apart Rearrangement Probe
(Abbott Molecular Inc., Des Plaines, IL) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los
resultados eran analizados en un microscopio de fluorescencia (Nikon 501) usando el
software de procesado de imagenes Isis Fluorescence. Un minimo de 100 ndcleos debian
ser valorados para considerar el resultado como valido. La positividad para FISH se defini6
con la presencia de sefiales de translocacion o sefiales rojas aisladas en més de un 15% de
los ndcleos analizados. Cada FISH era valorado por dos observadores diferentes y en caso

de discordancia era revalorado de forma conjunta acordandose una lectura comun.

V. Inmunohistoquimica (IHC).

Se prepararon laminillas de 3-4 um de grosor a partir de las muestras tumorales.
Las laminillas se colocaban sobre portaobjetos tratados con Poli-L-Lisina. Todas las
laminas fueron tefiidas con el anticuerpo anti ALK (clona D5F3, Cell Signalling
Techonology) en una dilucién 1:50. Se us6 un kit de deteccion Ventana Ultraview DAB en
un procesador Ventana BenchMark XT (Ventana Medical Systems, Inc, Tucson, AZ). La
captura del antigeno se realizé mediante un proceso automatizado estandar en el Ventana
BenchMarkXT a 37°C durante 16 minutos. Los resultados fueron valorados por dos
patdlogos y clasificados. Se considerd positiva toda tincion de cualquier intensidad

presente en > 10% de células tumorales.



VI. Andlisis estadistico.

Salvo que se especifique otra cosa, todos los analisis comparativos de marcadores

moleculares o caracteristicas clinicas de los pacientes se realizaron usando:

1. Prueba exacta de Fisher en los test de correlacion entre variables
categoricas.

2. Test t de Student en la exploracién de la asociacién entre las distribuciones
de las respuestas al tratamiento.

3. Estadistico kappa en las comparaciones de correlacion entre FISH e IHC

como métodos diagndsticos de los pacientes con CPCNP ALK positivo.

Todos los valores del estadistico p presentados son a dos lados, salvo que se especifique
otra cosa, Yy se considero un test como estadisticamente significativo si la p tenia un valor

igual o inferior a 0.05.



XIII. RESULTADOS

Entre mayo de 2006 y enero de 2010 se identificaron un total de 99 pacientes con status
mutacional de EGFR previamente determinado y material tumoral disponible en el archivo
local de Anatomia Patoldgica de nuestro centro.

En 14 de las 99 muestras tumorales no se pudo obtener material valido para realizar el
analisis mediante FISH tras los procedimientos técnicos requeridos para la generacion de
las laminillas tumorales. Entre esos 14 casos la mayoria de ocasiones la causa se debia a la
ausencia de células tumorales en el material restante archivado o al agotamiento de la
muestra durante el procesamiento en el microtomo. Ademas, en los estudios de IHC se
realizados de forma secuencial al FISH la cifra de resultados no validos aumento a 19
casos. En la mayoria de casos también se debia al agotamiento del material tumoral

disponible.
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Sin materialvalido para
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Figura 6. Diagrama de flujo de las muestras analizadas.

Las caracteristicas de los 99 pacientes incluidos aparecen resumidas en la tabla 17.

Edad (rango) [61.5 (35-83)
Histologia

ADK 79 (80%)
SCC 7 (7%)

NOS 13 (13%)
Sexo femenino |48 (49%)
Raza caucasica |99 (100%)
Nunca fumador | 34 (34%)




Exfumador

28 (28)

Estadio

\v

Tabla 17. Caracteristicas basales.

La mediana de edad de los pacientes incluidos fue de 61.5 afios, la histologia mayoritaria

era adenocarcinoma (80%) y muchos tenian nula o escasa historia de consumo de tabaco

(62%). La distribucion por sexos resultd equitativa.

Al distribuir las poblaciones de pacientes en funcion de los resultados para el estudio

mutacional de EGFR y el FISH de ALK encontramos las siguientes 4 poblaciones de

pacientes (tabla 18):

EGFR WT/ ALK -|EGFR mut /ALK - | EGFR WT/ ALK + | EGFR WT/ALK
(n=65) (n=13) (n=7) UNK(n=14)
Frecuencia 65.7% 13.1% 7.1% 14.1%
Edad, mediana Afos
(rango) 62.3 (36-83) 63 (36-78) 56.7 (38-78) 58.8 (35-80)
Sexo
Masculino (%) 36 (55.4) 3(23) 3(42.9) 9 (64.3)
Femenino (%) 29 (44.6) 10(77) 4(57.1) 5(35.7)
Tabaquismo
Nunca 16 (24.6%) 9 (69.2%) 5(71.4%) 4 (28.6%)
Exfumador 20 (30.8%) 3(23.1%) 0 5(35.7%)
Fumador activo 29 (44.6%) 1(7.7%) 2 (28.6%) 5(35.7%)
Histologia
ADC 49 (75.4%) 13 (100%) 5(71.4%) 12 (85.8%)
SCC 6 (9.2%) 0 0 1(7.1%)
NOS 10 (15.4%) 0 2 (28.6%) 1(7.1%)

Tabla 18. Caracteristicas de los pacientes segtin el estado mutacional de EGFR y ALK.

Una mayoria de 65 pacientes (65.7%) de la muestra resultaron no mutados para EGFR
(EGFR WT) y ALK negativo (ALK -). Trece pacientes (13.1%) tenian una mutacion
activadora de EGFR (EGFR mut) en esta cohorte de pacientes seleccionada y europea. La
frecuencia de pacientes con CPCNP ALK positivo fue del 7.1%. Los 14 pacientes (14.1%)




en los que no hubo material suficiente para realizar el FISH se clasificaron como EGFR
WT y ALK desconocido (ALK UNK). Es de destacar que no se encontr6 ningin paciente
en el que coexistieran la presencia de mutaciones en EGFR y la positividad para ALK,
siendo alteraciones mutuamente excluyentes.

Al comparar las caracteristicas de los pacientes de los distintos grupos moleculares destaca
que los pacientes con CPCNP ALK positivo tienden a ser méas jovenes que los pacientes
con mutacion de EGFR y los EGFR WT/ALK negativo (mediana de edad de 56, 63 y 62
afios, respectivamente). Estas diferencias no alcanzaban la significacion estadistica. La
distribucion por sexos fue de 4 mujeres y 3 hombres. Una mayoria de pacientes ALK
positivo eran no fumadores, cinco de los 7 pacientes (71%). Los dos pacientes restantes
eran fumadores activos en el momento del diagnostico. La totalidad de los pacientes con
CPCNP ALK positivo tenian una histologia de CPCNP no escamosa, con 5 de los 7
pacientes con histologia adenocarcinoma y 2 pacientes con histologia NOS (Not otherwise
specified). En 4 de los cinco pacientes con CPCNP ALK positivo e histologia
adenocarcinoma la revision histoldgica revel6 la existencia de un patron de crecimiento
solido y acinar (Figura 7). Ademas en 4 de los cinco pacientes ALK positivo también se

evidencio la presencia de células en anillo de sello.

Figura 7. Adenocarcinoma pulmonar ALK positivo. En la primera imagen se evidencia un patron de
crecimiento sélido con la presencia de células en anillo de sello. En la segunda imagen se evidencia la
translocacion de la sonda mediante FISH. En la Gltima se observa una tincion claramente positiva con
el anticuerpo D5F3.

Los pacientes con CPCNP y mutaciones activadoras del EGFR también tenian una
histologia mayoritariamente adenocarcinoma (100%) y una escasa exposicion al tabaco,
siendo no fumadores el 71% de los pacientes. En cuanto a la distribucion por sexos, entre

los pacientes con mutaciones en EGFR habia una significativa mayoria de mujeres (77%).



Las caracteristicas del grupo de pacientes sin alteracion molecular en EGFR ni ALK,
incluyendo los pacientes EGFR WT/ALK negativo y los EGFR WT/ALK UNK, no
difieren entre si ni con las caracteristicas basales de la cohorte global de 99 pacientes. Hay
un predominio de histologia adenocarcinoma, la mayoria son varones y predomina la
historia pasada o actual de tabaquismo.

Se recogieron datos de las respuestas obtenidas con los tratamientos oncoldgicos y datos
relativos a la supervivencia en los pacientes con CPCNP avanzado o con recaida. Se valord
el uso de tratamientos con quimioterapia basada en platino y/o TKI's de EGFR y tambien
su actividad en suncion del status molecular de EGFR y ALK. La distribucion de las

respuestas viene reflejada en la tabla 19.

Tratamiento ALK+ EGFRmut EGFR WT/ALK-
Quimioterapia 2/7 (29%) 3/5 (60%) 6/15 (40%)
TKI 0/2 6/8 (75% 0/7

Tabla 19. Respuesta al tratamiento (parcial + completa) a quimioterapia con un

doblete de platino 0 a TKI segun el estado molecular del tumor.

Las respuestas al tratamiento con quimioterapia de primera linea basada en platino para los
pacientes ALK positivo, EGFR mutado y EGFR WT/ALK UNK fueron del 29%, 60% y
40%, respectivamente.

Al valorar la respuesta a los TKI de EGFR las respuestas fueron mas variables: en los
pacientes con CPCNP ALK positivo no se obtuvo ninguna respuesta, aungue el tamafio de
la muestra es muy limitado con solo dos pacientes tratados. Entre los pacientes EGFR
WT/ALK negativo tampoco se evidenciaron respuestas al tratamiento con TKI de EGFR.
En cambio, en el grupo de pacientes con mutaciones activadoras de EGFR la tasa de
respuestas al tratamiento con TKI de EGFR fue de un 75%.

En el andlisis de la supervivencia se considero6 a los pacientes con CPCNP avanzado o con
recaida. Se incluyeron 65 pacientes y se tenia una mediana de seguimiento de 9.5 meses
desde el momento del diagnostico de enfermedad diseminada. En el momento del anélisis
habian muerto 57 pacientes. El analisis de SG se realizé en funcién del status mutacional
para EGFR y ALK (Figura 8).
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Figura 8. Supervivencia global seguin el estado molecular del tumor.

La mediana de SG fueron de 4.5 meses y de 15.7 meses para los pacientes EGFR WT/ALK
negativo y EGFR mutado, respectivamente. Estas diferencias eran estadisticamente
significativas (p=0.018) a favor de los pacientes EGFR mutados. En la cohorte de
pacientes ALK positivo no se habian producido eventos suficientes para calcular la
mediana en el momento del analisis con una mediana de seguimiento superior a los 9
meses. La tendencia en SG era superior a la de los pacientes sin alteracion molecular
(EGFR WT/ALK -) pero no alcanzaba la significacion estadistica (p=0.103). Dentro de
este grupo de 7 pacientes con CPCNP ALK positivo avanzado 4 habian recibido
tratamiento especifico con crizotinib u otro inihibidor de ALK en algin momento de la
evolucion de su enfermedad. No se realizo el anélisis de SG dentro de los pacientes ALK
positivo en funcidn de si recibierono no tratamiento con inhibidores de ALK por tratarse de
una cohorte muy pequefia. Por lo tanto, no se puede conocer si la positividad para ALK es

un factor prondstico de supervivencia y/o predictivo de respuesta a inhibidores de ALK.



Finalmente, se realizé el analisis mediante IHC de la expresién proteica de ALK con el uso
del anticuerpo D5F3. Habia material tumoral disponible en los 80 pacientes tras haberse
realizado el analisis del FISH de ALK. La distribuciéon del total de pacientes aparece

representada en la figura 9.

N=99

FIS| IHC
n=85 n=80

n=79

n=14 | n=19

Figura 9. Diagrama del total de pacientes y su distribucion de acuerdo a la realizacién del analisis mediante
FISH e IHC.

Tras realizar la IHC en los 80 pacientes con CPCNP previamente testados para FISH uno
de los analisis FISH resultd fallido y no quedaba material disponible. Por lo tanto, se
disponian de analisis mediante FISH y ALK en 79 pacientes de la cohorte inicial. Todos
los pacientes ALK negativo mediante FISH (n=73) resultaron ALK negativo mediante
IHC. Se pudo realizar la IHC de ALK en seis pacientes de los 7 siete ALK positivo
mediante FISH. En cinco de ellos la IHC de ALK fue también positiva. Sin embargo, en

uno de los pacientes FISH positivo la IHC result6 negativa.



FISH + -

79

Tabla 20. Distribucion de los pacientes segin el estado de ALK mediante FISH y mediante la IHC con el
anticuerpo D5F3.

De forma conjunta, estos resultados del FISH y la IHC arrojan un valor predictivo positivo
para la IHC con D5F3 del 100% Yy una concordancia alta (kappa 0.783, rango 0.642-0.924).
La sensibilidad y especificidad de la IHC con D5F3 fueron del 83.3% y 100%,

respectivamente.



XIII. DISCUSION

El CPCNP en no fumadores representa una entidad clinica con caracteristicas propias
dentro del cancer de pulmon. Estos tumores presentan una biologia molecular con elevada
prevalencia de mutaciones oncogénicas (EGFR, ALK, MET, Her2, PI3K o MET).
Recientemente, el desarrollo de nuevas terapias dirigidas a bloquear dichas alteraciones ha

supuesto un cambio de paradigma en el abordaje diagnostico y terapéutico del CPCNP.

Las mutaciones de ALK han suscitado un gran interés por parte de la comunidad médica.
En la actualidad, el CPCNP ALK positivo representa una entidad propia y existen
tratamientos con TKI de ALK aprobados para esta poblacion de pacientes. Fue en 2007
cuando se identifico que las translocaciones de ALK estaban presentes en algunos
pacientes con CPCNP y desde entonces diversos estudios previos situaban su frecuencia
entre el 1% y el 7% del total[233, 234]. Estos estudios, incluian predominantemente
pacientes asiaticos y tratados con cirugia. En uno de los trabajos mas relevantes solo se
incluian pacientes seleccionados por determinadas caracteristicas clinicas (no fumadores,
sexo femenino, histologia adenocarcinoma, raza asiatica) siendo la prevalencia de CPCNP
ALK positivo de hasta el 13%][1].

En nuestro trabajo la prevalencia de pacientes con CPCNP ALK positivo en una poblacion
seleccionada europea es del 7.1%. Todas las caracteristicas clinicas que encontramos en
nuestra poblacion europea de pacientes con CPCNP ALK positivo (frecuencia, edad,
histologia, habito tabaquico o respuestas a tratamiento) nos permiten concluir que no
parecen existir diferencias con respecto a lo reportado en estudios con poblaciones
mayoritariamente asiaticas. Otros estudios realizados desde entonces con poblaciones
europeas también han reportado resultados de frecuencias de tumores pulmonares ALK
positivos en rangos similares, con pequefias diferencias que pueden ser atribuibles a
diferencias en las caracteristicas basales de las distintas poblaciones estudiadas. Asi, en el
estudio Lungscape del grupo europeo ETOP (European Thoracic Oncology Project) la
frecuencia de tumores ALK positivo en una cohorte de 1099 pacientes con CPCNP
resecado de 11 paises europeos fue del 2.1%[235]. Esta menor tasa puede deberse a la
ausencia de preseleccion en funcion de caracteristicas clinicas. Es de suponer que el
prerrequisito de haber realizado el estudio de la mutacion de EGFR en nuestra seria afecte
a la tasa de pacientes mujeres, no fumadores y adenocarcinomas. Asi, la frecuencia de no

fumadores y mujeres en esta cohorte paneuropea era del 14.6% y el 44%, respectivamente,



mientras que en nuestra serie los no fumadores y las mujeres representan el 34% y el 49%
del total, respectivamente. En otro estudio realizado en dos centros franceses, Cabillic y
colaboradores reportan una incidencia del 3.6% de un total de 3244 pacientes con
diagnostico consecutivo de CPCNP. Globalmente, teniendo en cuenta que la poblacion de
nuestro estudio habia sido previamente seleccionada localmente para determinar la
presencia de mutaciones de EGFR, la tasa de positividad para ALK se sitda dentro del
rango de lo esperado. Ademas, como control adicional de la representatividad de nuestra
poblacién vemos que la tasa de mutaciones de EGFR (13.1%) es similar a la reportada en

pacientes espafioles con CPCNP (16.6%) en otros estudios[190].

El andlisis comparativo por perfiles moleculares dentro de nuestra cohorte de 99 pacientes
mostré que las alteraciones gendémicas en EGFR y ALK eran mutuamente excluyentes.
Hay una amplia evidencia en la literatura sobre este aspecto aunque existen algunos casos
excepcionales en los que ambas mutaciones coinciden en un mismo paciente[236].
Siguiendo este razonamiento, la prevalencia de pacientes ALK positivo entre aquellos que
previamente habian sido etiquetados como EGFR WT la tasa de positividad sube al 10.8%.
Esto se traduce clinicamente en que uno de cada diez pacientes con CPCNP previamente
seleccionado por perfil clinico y EGFR WT tienen una diana terapéutica eficaz si son
adecuadamente diagnosticados.

En cuanto a las caracteristicas clinicas de los pacientes con CPCNP segun su perfil
molecular, en nuestro estudio los pacientes ALK positivo tienden a ser mas jovenes al
diagnostico, predominantemente adenocarcinomas y con poca historia de tabaquismo que
el resto de subpoblaciones (EGFR mut y EGFR WT/Unk), aunque no alcanzaban la
significacion estadistica.

Uno de los principales cambios de la individualizacion del tratamiento en la era de las
terapias moleculares es que la seleccién de los pacientes en base a sus caracteristicas
clinicas resulta insuficiente. Las caracteristicas moleculares de cada tumor son las que
condicionan su crecimiento y respuesta a los tratamientos por lo que su identificacion es
fundamental para tomar decisiones terapéuticas. Asi, los pacientes con mutaciones de
EGFR y aquellos ALK positivo comparten unas mismas caracteristicas clinicas pero sus
opciones de respuesta a farmacos dirigidos son distintas. Por el contrario, las respuestas a
la quimioterapia no parecen estar condicionadas por el status mutacional. En nuestra serie

de pacientes todos presentaban respuestas a quimioterapicos con tasas del 29-60%, sin ser



las diferencias significativas. Por el contrario, los pacientes con mutaciones de EGFR
presentaban tasas de respuesta del 75% a TKI de EGFR mientras que entre los subgrupos
de pacientes sin alteraciones en EGFR (aguellos con CPCNP ALK positivo y aquellos
EGFR WT/ALK -) no hubo ninguna respuesta a los TKI de EGFR, si bien los recibieron
con poca frecuencia (sélo 2 pacientes ALK positivo y 7 EGFR WT/ALK- tratados). Estos
hallazgos son concordantes con los reportados por otros autores [1] y que han supuesto la
base cientifica para no ofrecer erlotinib a los pacientes con CPCNP ALK positivo en los
brazos control de los estudios ramdomizados[60]. En todo caso, estos datos subrayan el
hecho de que los perfiles moleculares son el mejor predictor de respuesta a los distintos
tratamientos y han superado a la seleccion por caracteristicas clinicas.

El primer estudio en CPCNP que demostro la superioridad de los marcadores moleculares
frente a las caracteristicas clinicas en la seleccion del tratamiento en pacientes con CPCNP
fue el estudio IPASS[168]. En este estudio se incluyeron 1217 pacientes con CPCNP
avanzado que no habian recibido tratamiento previo y cumplian las siguientes
caracteristicas: histologia adenocarcinoma y no fumadores/exfumadores (abandono del
tabaquismo hace mas de 15 afios y con exposicion inferior a los 10 paquetes-afio). Los
pacientes eran randomizados a recibir gefitinib o quimioterapia basada en carboplatino-
paclitaxel. El objetivo primario del estudio era SLP y cumpli6 el objetivo primario de no
inferioridad de gefitinib frente a quimioterapia (5.7 meses vs 5.8 meses, respectivamente).
Lo maés interesante es que en el subestudio de biomarcadores se pudo analizar la presencia
de mutaciones de EGFR en un 35.9% de los pacientes. Del total de 437 pacientes 261
(59.7%) resultaron positivos para la presencia de mutaciones en EGFR. Entre los pacientes
con mutaciones en EGFR la SLP era significativamente superior con gefitinib frente a
quimioterapia (HR 0.48; 95% CI, 0.36-0.64; p<0.001) mientras que en los pacientes con
EGFR WT la SLP era significativamente superior con quimioterapia frente a gefitinib (HR
2.85; 95% CI, 2.05-3.98; p<0.001). Los resultados de este estudio permitieron la
aprobacion de gefitinib en primera linea de tratamiento para los pacientes con CPCNP
avanzado con mutaciones activadoras de EGFR. Diversos estudios posteriores con

gefitinib, erlotinib y afatinib han venido a dar mayor robustez a estos hallazgos.

Desde entonces, la importancia de la seleccion molecular en CPCNP ha significado que en
todo el desarrollo de crizotinib se seleccionase Unicamente a los pacientes ALK positivo

mediante FISH. Asi, la biologia molecular ha sustituido a los criterios clinicos en la



seleccion del tratamiento de primera linea en pacientes con CPCNP avanzado. No obstante,
una seleccion de pacientes en base a sus caracteristicas histoldgicas, demogréficas o
historia de tabaquismo permite aumentar la proporcion de pacientes en los que encontrara
una alteracion molecular. Sin embargo, no cumplir esas caracteristicas no debe ser un
factor para no realizar dichos estudios moleculares en un paciente, pues se han descrito
mutaciones de EGFR o ALK en pacientes con diferentes histologias o elevada historia de
tabaquismo. Por ejemplo, en nuestro trabajo dos pacientes tenian una histologia NOS y

otros dos eran fumadores activos.

En el momento actual, crizotinib tiene la aprobacién condicional de la EMEA desde
octubre de 2012 para pacientes con CPCNP avanzado ALK positivo previamente tratados
con quimioterapia. Esa decision fue tomada en base al analisis de los estudios fase 1y fase
2 que demostraban la seguridad y actividad de crizotinib en pacientes previamente tratados.
Posteriormente, los datos de los estudios PROFILE 1007 y PROFILE 1014 [16, 218] han
demostrado la superioridad de crizotinib frente a quimioterapia en los pacientes con
CPCNP ALK positivo. Con estos resultados a los pacientes con CPCNP avanzado se les
deberia ofrecer la realizacion de las determinaciones de EGFR y ALK dentro de la

préctica clinica habitual.

En esta primera parte del estudio lo mas destacable es que en nuestra serie de pacientes
con CPCNP avanzado y mayoritariamente no fumadores se encuentra una alteracion
molecular que condiciona el tratamiento de estos pacientes en un 20% de los casos (13%
mutaciones de EGFR y 7% ALK positivos). Se confirma también en el momento de
realizar el estudio que los pacientes con CPNCP ALK positivo europeos parecen tener una
incidencia similar a las comunicadas en poblaciones asiaticas y unas caracteristicas clinicas
que no diferian de lo descrito previamente. Clinicamente, saber que en uno de cada cinco
pacientes no fumadores con CPCNP avanzado esta presente una alteracion molecular que
condiciona su beneficio a distintos tratamientos es un dato de gran importancia. En la
actualidad existe una clara evidencia a favor de los TKI de EGFR o ALK en primera linea
de tratamiento frente a quimioterapia en los pacientes portadores de mutaciones de AGFR
0 ALK positivo. Es por ello que se recomienda realizar todos los esfuerzos posibles
dirigidos a la obtencion de material tumoral que permita estos estudios que seran
determinantes para el tratamiento actual del cancer de pulmoén. La obtencién de material
tumoral suficiente siempre ha sido un reto en el CPCNP. Siguiendo esta logica, y aunque

las técnicas diagnosticas se encaminan hacia una mayor sensibilidad a partir de cada vez



menores cantidades de tejido, parece que las citologias deben ser considerados
insuficientes en pacientes con cancer de pulmdn avanzado. Esta afirmacion es cierta en
aquellos pacientes con histologia adenocarcinomas o no fumadores, existiendo consenso a

este respecto.

En la segunda parte de nuestro estudio, el uso de la IHC con el anticuerpo D5F3 resulto
facil de implementar y su lectura no dio lugar a casos discrepantes. Con una sensibilidad
del 83% y una especificidad del 100% resulta especialmente interesante su valor como
posible prueba diagndstica. Asi, un resultado positivo mediante IHC con D5F3 podria ser
suficiente para indicar un tratamiento con crizotinib u otros farmacos dirigidos a los

pacientes con CPCNP ALK negativos.

Otros estudios han valorado la utilidad de la IHC con D5F3 como método diagnoéstico en el
CPCNP frente al FISH con resultados equiparables. En los estudios de Minca et al y
Wynes et al la senbilidad fue de 94% y 91%, respectivamente. En los mismos estudios la
especificidad fue del 100% y 96%, respectivamente. (Tabla 21)

Estudio | N° Sistema | Score | IHC Sensibilidad | Especificidad
muestras | lectura positivo
IHC IHC
[237] 231 Optiview | 0vs | Positivo | 94% 100%
+
[18] 98 Optiview | 0vs | Cualquier | 91% 96%
+ tincion

Tabla 21. Estudios comparando la IHC con D5F3 y el FISH.

Ademas, el procedimiento de preparacion y lectura de las muestras mediante la IHC con
D5F3 ha sido automatizado mediante un Kit (Ventana Medical Systems, INC. Tucson, AZ)
con lo que se reduce el margen de interpretacion y variabilidad entre laboratorios[18]. Una
de las principales diferencias de este Kit es que se afiade un paso extra de amplificacion de

la sefial en el procesamiento de la muestra. Esta amplificacion de sefial logra aumentar la



visualizacion y mejora la lectura en casos con expresiones debiles de la proteina ALK. De
forma global, la mejora y sistematizacion de las determinacion mediante IHC con D5F3
permitiria la implementacion de la IHC en la practica habitual de la mayoria de centros.
Esto haria posible que la gran poblacién de pacientes con CPNCP fuera estudiada para las
mutaciones en ALK. Sin duda, finalmente repercutiria en que la mayoria de pacientes con
CPCNP ALK positivo fueran tratados de la mejor forma posible.

Presente y futuro de la IHC con D5F3

La valoracion conjunta de los resultados de nuestro trabajo asi como los datos obtenidos en
otros estudios sobre la utilidad de la IHC con D5F3 (Minca et al, Wynes et al, analisis
retrospectivo de las muestras del estudio fase 1 de crizotinib) permiten establecer la
hipétesis de que la IHC con el anticuerpo D5F3 es una técnica suficientemente precisa para
el diagnostico y seleccion de pacientes con CPCNP ALK positivo candidatos a recibir
tratamiento con inhibidores de ALK. El siguiente paso en su validacion seria considerarlo
un criterio de inclusién para un estudio con inhibidores de ALK. Esta hipdtesis esta siendo
valorada y busca ser validada en los estudios en curso fase 2 y 3 con ceritanib, un nuevo
inhibidor de ALK, cuyo reclutamiento est en marcha. En estos estudios el criterio Gnico
de inclusidn es la positividad por IHC con dicho anticuerpo. Si los resultados de estos
estudios fueran positivos permitirian la aprobacion de la IHC con D5F3 como método

diagnostico para seleccionar pacientes candidatos a ser tratados con inhibidores de ALK.
Presente y futuro del tratamiento de los pacientes con CPCNP ALK positivo

A pesar de la alta tasa de respuestas y la prolongacion de la SLP observada en los pacientes
con CPCNP avanzado ALK positivo que reciben tratamiento con crizotinib la progresién
de la enfermedad finalmente ocurre. Entender los mecanismos por los cuales se produce
esa resistencia adquirida o secundaria facilitara el desarrollo de nuevas estrategias

terapéuticas en estos pacientes.

En general, la resistencia adquirida en tumores con dependencia oncogeénica se puede
producir de dos formas principales. La primera consiste en la aparicién de alteraciones en
la diana terapéutica (mutaciones secundarias o amplificacion genica) que hacen que el
inhibidor deje de bloquear la via. Una segunda forma de resistencia es mediante la

activacion de vias de sefializacion alternativas, también denominadas bypass. En este caso,



en presencia del farmaco inhibidor la diana esta inactiva pero el resto de la via de

sefializacién se mantiene activada a través de vias alternativas.

Los dos estudios mas importantes publicados hasta el momento sobre la resistencia a
crizotinib en los pacientes con CPCNP ALK positivo provienen de dos centros:
Massachusetts General Hospital (18 pacientes) y la Universidad de Colorado (11
pacientes)[238, 239]. En la figura 10 se pueden observar los principales resultados
obtenidos en dichos trabajos.
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Figura 10. Resumen de los mecanismos de resistencia a crizotinib en CPCNP ALK
positivo.

En un tercio de los pacientes analizados con CPCNP ALK positivo en progresién a

crizotinib se evidenciaban segundas mutaciones de resistencia en el dominio quinasa de



ALK. Hasta la fecha, se han descrito varias mutaciones en el dominio TK de ALK que
pueden conferir distinta sensibilidad a inhibidores de ALK[240]. La posible aplicacion
practica en la era de la medicina individualizada seria que la secuencia con los nuevos
farmacos actualmente en desarrollo dependeria de cada mutacion de resistencia presente en
estos tumores a la progresion a crizotinib. Amplificaciones en el nimero de copias del gen
de fusién y la coexistencia de segundas mutaciones y amplificaciones se hallaban presentes
en algunos tumores resistentes a crizotinib. La contribucion de las amplificaciones a la
resistencia se basaria en que los niveles de crizotinib en plasma del paciente serian
insuficientes para inhibir la mayor cantidad de proteina de fusion ALK presente en el
tumor. Una posible via de individualizacion del tratamiento seria escalar las dosis de

crizotinib en estos pacientes.

En los dos tercios restantes de casos analizados el mecanismo de resistencia parece ser
independiente de ALK. Esto sugiere la presencia de activacion de otras vias de
sefializacion alternativas que mantienen el crecimiento tumoral en ausencia de activacion
de ALK. La via del EGFR ha sido descrita como mecanismo de resistencia a ALK por
distintos investigadores. En la serie de pacientes del Massachusetts General Hospital 17 de
18 muestras tumorales tenian algin grado de activacion de la via de EGFR evidenciada
mediante el estudio de EGFR fosforilado en las muestras tumorales. EI mecanismo preciso
por el que se produce esta activacion en EGFR es desconocido aunque algunos estudios
sugieren que EGFR y sus ligandos podrian estar sobreregulados. En lineas celulares con
este mecanismo de resistencia la inhibicion de EGFR restaura la sensibilidad a
crizotinib[241].

Una segunda via activadora alternativa es c-KIT. En 2 de 18 muestras de la serie del
Massachusetts General Hospital se describié una amplicacién del gen c-KIT que se
traducia en una sobreexpresion de la proteina c-KIT. El ligando de c-KIT (Stem-cell factor,
SCF) en las células estromales de las muestras analizadas también estaba sobreexpresado.
Estudios de laboratorio confirman que la presencia de SCF es necesaria para inducir una
resistencia mediada por c-KIT. Este mecanismo de resistencia a crizotinib abre la puerta a
intentar revertir la resistencia mediante el uso combinado de un inhibidor de ¢c-KIT y un
inhibidor de ALK.



Otra via de sefializacion implicada en la resistencia se hallé en dos pacientes de la serie de
Colorado. Dos pacientes presentaban mutaciones en KRAS. Desafortunadamente los

tratamientos dirigidos a inhibir KRAS siguen siendo desalentadores en la actualidad.

Finalmente, a pesar de todos los analisis realizados hasta en un tercio de los pacientes se

desconoce cual puede ser el mecanismo de resistencia.

Resulta innegable que este conocimiento sobre los mecanismos de resistencia a crizotinib
facilitara el desarrollo de nuevas terapias. De este modo, en aquellos pacientes con
resistencias por mutaciones secundarias o sobreexpresion de ALK el uso de nuevos
inhibidores de ALK podria ser eficaz. También podrian un papel farmacos que dirigidos
disminuir la cantidad de la proteina ALK como los inhibidores de la chaperona HSP90. Ya
hemos mencionado que la combinacion con inhibidores de EGFR o KIT podrian suponer
un enfoque terapéutico adecuado en algunos pacientes. Sin embargo, hasta en un tercio de
los pacientes se desconoce cudl puede ser el mecanismo de resistencia. Aqui la

quimioterapia continuaria siendo el tratamiento de eleccién.

Como conclusidn, es evidente que la situaciéon clinica de los pacientes con CPCNP ALK
positivo representa en la actualidad un reto diagndstico y terapéutico. Un correcto
diagndstico de estos pacientes permite ofrecerles tratamientos con farmacos inhibidores de
ALK siendo los resultados mejores que con el uso de quimioterapia. Es por ello, que lograr
un método diagndstico accesible, sencillo y barato como la IHC facilitaria la
universalizacion del diagnostico y que ningin paciente con cancer de pulmén avanzado
ALK positivo quedara sin un diagnéstico. La necesidad de un creciente nimero de estudios
moleculares en CPCNP avanzado hace que nos debamos plantear la implementacion de
biopsias en detrimento de las citologias.

XV.  CONCLUSIONES:



En nuestro medio, los pacientes con CPCNP ALK positivo representan un 7.1% del total

en una muestra seleccionada.

Los pacientes con CPCNP ALK positivo presentan unas caracteristicas clinicas

especificas.

La IHC con D5F3 es un método diagnostico preciso que puede identificar adecuadamente

a los pacientes con CPCNP ALK positivo.

La IHC con D5F3 es un proceso diagnostico candidato a ser validado de forma prospectiva

en estudios con inhibidores de ALK.
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