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AKT o PKB, del inglés “Protein Kinase B”

ALT, alanina aminotransferasa

ASCO, American Society of Clinical Oncology

AST, aspartato aminotransferasa

BIM, del inglés “Bcl-2-like protein 117

CNMP, carcinoma no microcitico de pulmoén

CMP, carcinoma microcitico de pulmén

Col., colaboradores

del, deleciones

DMT, Dosis maxima tolerada

DR, duracion de respuesta

ECOG, Easter Cooperative Oncology Group

EE, enfermedad estable

EGF, del inglés “Epidermal Growth Factor”

EGFR, del inglés “Epidermal Growth Factor Receptor”
EMT, del inglés “Epithelial Mesenchinal Transition”
EPA, Programa de acceso expandido

ERK, del inglés “extracelular signal-regulated kinase”
FISH, del inglés “Fluorescence in situ hybridization”
HB, del inglés “Heparin Binding”

HER, del inglés “Human Epidermal Receptor”

HR, del inglés “hazard ratio”

IC, intervalo de confianza

IGF, del inglés “Insulin Growth Factor”

IGF1R, del inglés “Insulin Growth Factor Receptor”
IHQ, inmunohistoquimica

ITQ, inhibidor de tirosina quinasa

JAK, del inglés “Janus Kinases”

KEAPI, del inglés “Kelch-like ECH-associated protein 1”
KRAS, del inglés “Kristen Rats Sarcoma”.

LM, lesiones medibles

LNM, lesiones no medibles

M1, metastasis

MEK o MAPK, del inglés “Mitogen-Activated Protein Kinases”
mEGFR, mutaciones de EGFR de sensibilidad
m-i£GFR, mutaciones infrecuentes de EGFR
m7790M, mutacién de resistencia de EGFR



MET, del inglés “tyrosine-protein kinase Met”

mSG@G, supervivencia global mediana

mSLP, supervivencia libre de progresion mediana

n, numero de pacientes

NF«B, del inglés “nuclear factor kB”

PE, progresion de enfermedad

PI3K, del inglés “phosphatidiylinositol 3-kinase”

PS, del inglés “performance status”

PTEN, del inglés “Phosphatase and Tensin Homolog”

QT, quimioterapia

RAF, del inglés “Rapidly Accelerated Fibrosarcoma”

RAS, del inglés “Rats Sarcoma”

RB, Retinoblastoma

RC, respuesta completa

ROS, del inglés “reactive oxygen species”

RP, respuesta parcial

RT-PCR, del inglés “Real Time Polymerase chain reaction”
RR, razén de probabilidades

RTQ, receptores de tirosina quinasa

SNC, sistema nervioso central

STAT, del inglés “Signal Transducer and Activator of Transcription proteins”
TCE, tasa de control de enfermedad.

TGF-a, del inglés “Transforming Growth Factor alfa”
TLD, toxicidad limitante de dosis

TR, tasa de respuesta

TFT, tiempo hasta fracaso de tratamiento

VEGF, del inglés “Vascular Endothelial Growth Factor”
VEGFR, del inglés “Vascular Endothelial Growth Factor Receptor”

vs., del latin “en oposicion a”

11



ABREVIATURAS ....c.cuuueeennvennnrensnnenssnnenssssensssseesssssesssssesssssesssssssssssasssssasssssssssssassssss 8

RESUMEN .....oooiivununnniiiincsissssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsses 14
SUMMARY .....nnnnnnnunnnniniiisissssssnnssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 18
INTRODUCCION ....uunonncancrninssinsssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 22
L= MATCO FOOTICOcuueennnneeevennneeeicinnnericisnnneeicssnneessssssseeissssssessssssssassesssssassssssssassssssnns 24
2.- Epidemiologia del carcinoma no microcitico de pulmon avanzado...................... 24
3.- Receptores ERBB y Receptor de crecimiento epidérmico (EGFR). ...................... 25
3.1- Inhibidores de tirosina quinasa (ITQ) frente a EGFR. Desarrollo clinico inicial. ........ 26
3oL 1= EFIOTIRID. ...ttt ettt et sttt e et e e sttt e e s bbe e e e eabaeeeea 26
30122 GEJULINED. ...ttt e 27
30130 AJQHNID. ...t e e s 27

3.2.- Mutaciones de EGFR (INEGFR).......ccociiiiiiiieneecee ettt 28
3.2.1.- Epidemiologia de 1as MEGEFR. .........ccccccocvuiiiiiiiiiiiiiie sttt 28

3.3.- ITQ frente a EGFR. Desarrollo clinico en pacientes con mEGFR. ........ccccceevvvencreennee. 33
3.3.1.- ITQ de EGFR en primera linea de tratGmiento. ...............cccoceeeeeoeeieniieeiiniieeenseeeeeieeene 33

4.- Resistencia adquirida a ITQ en pacientes cOn MEGEFR...................uuuueeeeeeeeenne. 38
4.1.- Patrones de progresion a ITQ en pacientes con MEGFR. ......ccccceeeviiieiiiniiieeeniiieeeene 40

G 1. 1= PAIFON CLIMICO. ..ttt ettt ettt ettt e et e e st e e e s bt e e s eabaeeeea 40
4.1.2.- PAtVON MOIECUIAT. ...........eeieiiiiiiiiiiiiee ettt ettt sttt e s ebaee e 41

5.- Tratamiento de la TeSISIENCIAQ. ....uuueeennueeerevrnneeeiiirneeeieissuneeicsssneeiessssseescsssssessesssnns 49
5.1.- Tratamiento de la resistencia: experiencias iniciales. .........cccocveeevererieeenieerneeenineeennn 49
5.1.1.- ITQ de SeGUNAQ GENETACION. ........c..ueevcueirciiiiiiiiiiiiiiiiie sttt 49
5.1.2.- Combinaciones de ITQ de EGFR y Or0S fArmacoS. ...........cccccevueevvuiiniierieerieeeiieenieenneen. 49

5.2.- Tratamiento de la resistencia: incorporacion de los ITQ de tercera generacion. ........... 50
5.2.1= ROCTICHITED. ...ttt ettt ettt ettt e e sttt e e s eabt e e e sbbeeessabeeeeeas 51
5.2.2.= OSTMEFHINED. ...eeeeiiieieiie ettt ettt ettt e et e e st e e e sttt e e s eabe e e e sbbeeessabeeeeeas 52

6.- Determinacion de mEGEFR en muestras de SANGTe. .....eeeeevennnnnneeeeeeisocesssssnnnns 55
HIPOTESIS Y OBJETIVOS c..eeeeeeeeeeeererereressssesesssessssssssssssssssssssssessssssssssesssssssssens 64

12



1.- Evaluacion de nuevas opciones terapéuticas tras el fracaso del tratamiento con ITQ

de PFIMera GENEFACION. .............cc..ueeeeeiiiiiee ettt e 66

2.- Deteccion de la mT790M en suero/ plasma y correlacion con la respuesta clinica y

radiologica en pacientes con mEGFR tratados con ITQ de tercera generacion........... 67
COMPENDIO DE PUBLICACIONES ACEPTADAS PARA LA TESIS................. 70
RESULTADOS .......uuuuovonuvnnnnnnonsasisssasssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssasssssasssssasss 88

1.-Evaluacion de nuevas opciones terapéuticas en pacientes con mEGFR tras el fracaso

del tratamiento con ITQ de primera generacion....................cccccueeeeeceeeeeesceeeeaannennn 89

2.- Deteccion de la mT790M en suero/ plasma y correlacion con la respuesta clinica y

radiologica en pacientes con mEGFR tratados con ITQ de tercera generacion............ 93
DISCUSION GLOBAL....uuueneuncrnsenerseserscnsinssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 102

1.- Evaluacion de nuevas opciones terapéuticas tras el fracaso del tratamiento con ITQ

de PFIMera GENEFACION. .............cc..oeeeiieiiie ettt 104

2.- Deteccion de la mT790M en suero/ plasma y correlacion con la respuesta clinica y

radiologica en pacientes con mEGFR tratados con ITQ de tercera generacion......... 109
CONCLUSIONES ......cuoovvvuvinnsvnsssssnssssssssssssssssssssssasssssasssssassssssssssssssssssssssssasssssasssss 116
LINEAS DE INVESTIGACION FUTURA ca.uuueneeeeerererercreeersssssssssssssesssssessssasasns 120
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ......oecuoueeeeeeverereesreresesssesessssssessssssssessnsasses 124
GLOSARIQ.......cuuueunnneionenernanernnsnssossasssssssssssasssssasssssassssssssssssssssssssssssasssssasssssasssssas 148
APENDICE Luunonninininininississinsisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 156
APENDICE 2. ARTICULOS RELACIONADOS ......c..oucuvvueuniuiinisssssnssssssssssssssnse 164

13



RESUMEN

14



15



La presente tesis doctoral se basa en la compilacion de dos articulos que versan sobre el estudio
de los pacientes con cancer no microcitico de pulméon (CNMP) portadores de mutaciones en el
gen EGFR (EGFR). La tesis incluye dos estudios que se centran en las estrategias terapéuticas y
de genotipado en sangre en la misma poblacion de pacientes cuya enfermedad ha progresado al
tratamiento con inhibidores de tirosina quinasa (ITQ) de primera y segunda generacion. El primer
estudio incluye los resultados de seguridad y eficacia de la combinacion de afatinib y sirolimus
en pacientes con resistencia adquirida a los ITQ de primera generacion. El segundo trabajo
explora la utilidad de la biopsia liquida en la deteccion y monitorizacion de la mutacion 7790M
en un grupo de pacientes tratados con osimertinib, un ITQ de tercera generacion. La mutacion
T790M representa el principal mecanismo de resistencia en estos pacientes. El estudio explora
también la correlacion de la evolucion de 7790M en sangre con la respuesta clinica y radiologica

de los pacientes.

Las conclusiones han sido las siguientes: 1. La combinacion de afatinib y sirolimus en pacientes
con CNMP con mEGFR en progresion a ITQ de primera y segunda generacion proporciona una
respuesta similar a la obtenida con afatinib en monoterapia y con una alta tasa de efectos adversos.
Estos resultados no justifican el desarrollo de nuevos estudios con esta combinaciéon. 2. La
deteccion de 7790M en muestra de sangre es factible. La desaparicion de 7790M en sangre en
pacientes con CNMP con mEGFR y resistencia adquirida a ITQ de primera y segunda generacion
producida por la 7790M se asocia a respuesta clinica y radiologica a osimertinib. La reaparicion
de 7790M podria ser un marcador de resistencia a osimertinib en aquellos casos en que dicha

mutacion habia desaparecido y permanece como mecanismo principal de resistencia adquirida
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The present doctoral thesis is based on the compilation of two articles that deal with the study and
treatment of patients with non-small cell lung cancer (NSCLC) who harbor mutations in the
epidermal growth factor receptor gene (EGFR). The thesis includes two studies that are focused
on therapeutic strategies and blood genotyping in the same population of patients whose disease
has progressed to treatment with first- and second-generation tyrosine kinase inhibitors (TKI).
The first study includes the safety and efficacy results of the combination of afatinib and sirolimus
in patients with acquired resistance to first generation TKI. The second study explores the
usefulness of liquid biopsy in the detection and monitoring of the 7790M mutation in a group of
patients treated with osimertinib, a third-generation TKI. The 7790M mutation represents the
main mechanism of resistance in these patients. The study also explores the correlation of the

evolution of 7790M in blood with the clinical and radiological response of patients.

The conclusions have been the following: 1. The combination of afatinib and sirolimus in patients
with NSCLC with mEGFR in progression to first- and second- generation TKI provides a similar
response to that obtained with afatinib monotherapy and with a high rate of adverse effects. These
results do not justify the development of new studies with this combination. 2. The detection of
T790M in blood sample is feasible. The disappearance of 7790M in blood in patients with EGFR-
mutant NSCLC and 7790M-mediated acquired resistance is associated with clinical and
radiological response to osimertinib. The reemergence of 7790M could be a marker of resistance
to osimertinib in those patients in whom 7790M mutation had previously disappeared and remains

as the main mechanism of acquired resistance.
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1.- Marco teorico.

La presente tesis se centra en el estudio de grupo de pacientes con carcinoma no microcitico de
pulmoén (CNMP) en estadios avanzados que son portadores de una mutacion en el gen del receptor
de crecimiento epidérmico [del inglés, Epidermal Growth Factor Receptor (mEGFR)]. Incluye
la evaluacion de una nueva estrategia terapéutica una vez estos pacientes progresan al tratamiento
estandar con inhibidores de tirosina quinasa (ITQ) de primera generacion. Asimismo, comprende
la valoracion de estrategias de genotipado en sangre para el seguimiento de la aparicion de
resistencias adquiridas como método alternativo al estandar establecido, basado el analisis en el

tejido tumoral. Dicho analisis se plantea en pacientes tratados con un ITQ de tercera generacion.

2.- Epidemiologia del carcinoma no microcitico de pulmon avanzado.

De acuerdo con los datos mas actualizados de Las Cifras del Cancer en Espaiia, informe anual
editado por la Sociedad Espafiola de Oncologia Médica (SEOM) y que corresponden al afio 2018,
la incidencia acumulada de CNMP (numero de casos nuevos en una poblacion y en periodo
determinado) se estim6 en 29503 casos nuevos, situando el cancer de pulmén como el cuarto
cancer mas frecuentemente diagnosticado en la poblacion general, después del cancer de colon
(44937 casos nuevos), prostata (34394 casos nuevos) y mama (32536 casos nuevos) (1). La
incidencia del CNMP en varones fue de 22083 casos nuevos en 2018 (representado el tercer tumor
mas incidente) y en mujeres fue de 7420 casos nuevos (representado el cuarto lugar en cuanto a
tumor mas incidente). La prevalencia del CNMP (niimero o proporcion de poblacion con una
enfermedad determinada durante un periodo o momento concreto) fue muy baja en 2018. El
CNMP, a pesar de ser un tumor muy frecuente, tiene una prevalencia a los 5 afios baja, debido a
su alta letalidad y a la corta duracién de la enfermedad. En Espaiia, el tumor de pulmon se situd
en quinta posicion en cuanto a prevalencia después de los tumores de prostata, mama, colon y
vejiga en la poblacion general, ocupando la cuarta posicion en varones y la novena posicion en
mujeres, respectivamente. La mortalidad (nimero de fallecimientos ocurridos en un periodo
determinado en una poblacion concreta) fue de 22121 casos en global en 2017, con 17268 muertes
en varones y 4853 muertes en mujeres, respectivamente. Estos datos situan al cancer de pulmén
como la primera causa de muerte por cancer en la poblacion general en varones, y como la tercera
en mujeres. Datos de la Red Espafiola de Registros de Cancer (REDECAN) del afio 2019,
estimaron la incidencia de CNMP en 29503 casos nuevos, situdndolo en la cuarta posicion
(después del cancer de colon y recto, del cancer de prostata, y del cancer de mama). Por sexos,
los tumores de pulmon representaron 22083 casos nuevos en varones y 7420 casos nuevos en

mujeres (2).
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3.- Receptores ERBB y Receptor de crecimiento epidérmico (EGFR).

La familia de receptores tirosina quinasa ERBB esta formada por cuatro tipos de receptores:
EGFR (también conocido como ERBB1 o HER1), ERBB2 (o HER2), ERBB3 (o HER3) y
ERBB4 (0o HER4) (3). Estos receptores estan localizados en la membrana celular. Pertenecen a
la familia de los receptores tirosina quinasa (RTQ). Actian como reguladores del crecimiento,
proliferacion y supervivencia celular, mediante la activacion en cascada de diferentes elementos
que integran las vias de sefializacion intracelular (4—6). Constan de un dominio extracelular, que
actua como lugar de union del ligando, un dominio transmembrana y una porcion intracelular,

donde se localiza el dominio tirosina quinasa (Figura 1).

En condiciones normales, la activacion de estos RTQ y de las vias de activacion intracelulares
estd estrechamente regulada, es reversible y depende fundamentalmente de senales
extracelulares. Sin embargo, en las células tumorales, la actividad del receptor y las vias de
sefalizacion subyacentes esta activada de forma constitutiva, es decir, continua y no dependiente

de las sefales extracelulares.

Figura 1.- Estructura de EGFR en la membrana celular y vias de sefializacion dependientes de

EGFR.
Ligando g
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Dominio L EGFR
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Dominio L

©
"
o

|

Crecimiento celular Sintesis proteica Supervivencia celular

v

AKT, o PKB Protein Kinase B; EGFR, Epidermal Growth Factor Receptor, ERK, extracelular signal-regulated kinase;
MEK o MAPK, Mitogen-Activated Protein Kinases;, mTOR, mammalian target of rapamycin; PTEN, Phosphatase and
Tensin Homolog;, RAF, Rapidly Accelerated Fibrosarcoma; RAS, Rats Sarcoma; SHIP, SH2-containing Inositol
Phosphatase; TSC2, Tuberous Sclerosis Complex 2. (Servier Medical Art)

Existen diferentes ligandos que se unen a la fraccion extracelular del receptor e inducen a la
dimerizacion del mismo, es decir, a la formacion de un complejo formado por dos receptores de

la familia ERBB. La dimerizacion del receptor puede ser con un miembro de la misma subclase
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(homodimerizacion), o con un receptor de otra subclase (heterodimerizacion). HER2 es el
receptor que preferentemente forma heterodimeros con EGFR. Se conocen diferentes ligandos
capaces de iniciar el proceso de activacion de EGFR: EGF (Epidermal Growth Factor), TGFa
(Transforming Growing Factora), ampirregulina, B-Regulina, epirregulina y HB (Heparin-
Binding EGF). Tras la union del ligando al receptor, se activa el dominio citosdélico del receptor
que se autofosforila y se activan diferentes vias intracelulares de sefializacion. Estas rutas de
sefializacion incluyen las vias RAS/ RAF/ MAPK, JAK/ STAT y PI3K/ AKT. La activacion
constitutiva de estas vias intracelulares en las células tumorales, y en ausencia de control, induce
la proliferacion y la diferenciacion celular, la angiogénesis, la induccion de metastasis (M1) y los
fenomenos antiapoptoticos (7). Los ITQ ejercen su efecto antitumoral al bloquear todos estos
procesos intracelulares de sefializacion, tras unirse con el sitio de union del ATP del lugar activo

de la quinasa de EGFR (8,9).

EGFR esta sobreexpresado en muchos tumores de origen epitelial (10-12). En el cancer de
pulmon ocurre en un 62% de los casos y se asocia a un peor pronodstico (10,13,14). En algunos
casos se ha documentado la amplificacion de la region cromosomica 7p12 donde se localiza en
gen EGFR (15). Los ligandos (EGF y TGFa) también pueden estar sobreexpresados en cancer de
pulmon, produciendo una activacion del receptor mediante un circuito autocrino que provoca una

hiperactivacion del receptor.

3.1- Inhibidores de tirosina quinasa (ITQ) frente a EGFR. Desarrollo clinico inicial.

3.1.1- Erlotinib.

Erlotinib (OSI-774, Tarceva®, Roche Pharma) es una molécula pequefia, de administracion oral,
que compite con el sitio de union del ATP en el dominio intracelular de EGFR. De este modo,
inhibe la autofosforilacion del receptor y bloquea la activaciéon de las vias de sefalizacion
intracelulares. Estudios preclinicos demostraron un efecto antitumoral muy prometedor, hecho
que motivo un rapido desarrollo clinico en diversos tumores, entre los que se incluy6 el CNMP
(16,17). Los resultados de los estudios fase I indicaron que la dosis 0ptima biologica se conseguia
con una dosis diaria de erlotinib de 150 miligramos (18). La diarrea fue la toxicidad limitante de
dosis (TLD). Posteriormente, dos estudios fase II demostraron una tasa de respuesta (TR) del
12,3% y una estabilizacion de la enfermedad (EE) en un 38,6% de los casos. La mediana de
supervivencia global (mSG) fue de 8,4 meses, con una tasa de supervivencia al afio del 40% (19).
El estudio BR21 llevo al registro de erlotinib como tratamiento de segunda o tercera linea en
pacientes con CNMP por sus resultados positivos frente a placebo (20). Los efectos secundarios
mas frecuentes fueron rash, diarrea e infeccion, en la mayoria de los casos de grado 1y 2. Anélisis

post-hoc no demostraron que la SG estuviera influida por el estado de expresion de EGFR, el
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numero de copias de EGFR o las mEGFR. Dos estudios fase III combinaron QT con erlotinib en
primera linea: el estudio TALENT (cisplatino y gemcitabina con erlotinib vs. placebo) y el
estudio TRIBUTE (paclitaxel y carboplatino con erlotinib vs. con placebo) (21,22). Ninguno de
ellos demostré una mejora de la eficacia respecto a la QT sola y si un incremento de toxicidad

derivado de la adicion del ITQ.
3.1.2.- Gefitinib.

Gefitinib (ZD1839, Iressa®, Astra Zeneca) es una anilinoquinazolina de bajo peso molecular y de
administracion oral, que de forma similar a erlotinib, compite por el sitio de union del ATP en el
dominio intracelular del receptor EGFR. Los estudios iniciales establecieron la dosis de gefitinib
en 250 mg/dia y demostraron que este farmaco aportaba una respuesta prometedora con una tasa
de efectos adversos leves o moderados (grados 1 y 2), siendo los mas frecuentes el rash y la
diarrea (23,24). Estudios fase II demostraron una actividad clinica significativa de gefitinib como
tratamiento de segunda y tercera linea en pacientes con CNMP avanzado previamente tratado
(25,26). Se llevaron a cabo dos ensayos clinicos de combinacion de QT con gefitinib en primera
linea. Los estudios INTACT-1 (gefitinib vs. placebo con cisplatino y gemcitabina) e INTACT-2
(gefitinib vs. placebo con paclitaxel y carboplatino) no demostraron diferencias en eficacia entre
grupos de tratamiento (27,28). Finalmente, un estudio fase III comparativo de gefitinib frente a
placebo evalu6 la ventaja potencial en la supervivencia asociada a la administracion de gefitinib
como segunda y tercera linea de tratamiento en pacientes con CNMP avanzado previamente
tratados (29). El estudio no demostrd diferencias en la supervivencia. No se continu6 con el

desarrollo clinico de gefitinib en poblacion no seleccionada de CNMP.

3.1.3.- Afatinib.

El desarrollo de afatinib (BIBW 2992, Giotrif®, Boeringher Ingelheim) fue posterior en el tiempo.
Como se ha expuesto previamente, los receptores EGFR pueden formar uniones entre receptores
del mismo tipo o con otros receptores de la familia HER, siendo HER2 el receptor con el que
forman heterodimeros con mayor frecuencia. Por ello, se valoraron diferentes farmacos que eran
capaces de actuar en la porcion extracelular de HER2, como el anticuerpo monoclonal
trastuzumab, o en la porcion intracelular del receptor donde se localiza el residuo tirosina quinasa,
tales como los ITQ lapatinib y afatinib.

A diferencia de gefitinib y erlotinib, afatinib es un inhibidor covalente que contiene un grupo
hidrofilico capaz de unirse a los residuos de cisteina localizados en las regiones cataliticas de
EGEFR (Cys797), HER2 (Cys 805) y HER4 (Cys 803). Mediante esta union a diferentes receptores
produce una inhibicion enzimatica irreversible que produce una inhibicion de la actividad celular
mas duradera y profunda (30). Estudios preclinicos demostraron que afatinib inhibia el
crecimiento celular e inducia apoptosis en lineas celulares de diversos tipos de tumores,

incluyendo lineas celulares de tumores de pulmoén con EGFR mutado y nativo. Esta inhibicion,
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aunque menos potente que en lineas celulares con EGFR mutado (L858R), se observo en lineas
celulares con L8SSR/T790M resistentes a gefitinib y lapatinib (30). En estudio preclinicos,
afatinib demostré su capacidad de inhibir de forma irreversible la actividad de diferentes
miembros de la familia ERBB, inhibiendo no sélo la fosforilacion del receptor, sino también la
fosforilacion de moléculas implicadas en las vias de sefializacion intracelular como ERK y AKT.
En modelos ortotdpicos de ratones con tumores de pulmon con 7790M, esta inhibicion fue parcial
y transitoria (31). Ademas, en modelos transgénicos de ratones, afatinib demostr6 una reduccion
de volumen tumoral en los tumores L858R/ T790M (31). Otros autores demostraron que, en una
poblacion similar de ratones, el genotipo L858R respondia a erlotinib, mientras que el genotipo
L858R/T790M era resistente a erlotinib (32). Afatinib producia respuestas completas de los
tumores L858R, mientras que en los tumores LESSR/T790M producia estabilizacion o progresion

de los tumores.

A partir de estas observaciones, se puso en marcha el programa LUX-LUNG para el estudio de
afatinib en diversas situaciones clinicas (33). Diversos estudios fase I previos identificaron la
dosis de 50 mg/dia como la dosis maxima tolerable (DMT), siendo el rash y la diarrea las

toxicidades de clase mas frecuentes (34).

3.2.- Mutaciones de EGFR (mEGFR).

3.2.1.- Epidemiologia de las mEGFR.

Los estudios iniciales con erlotinib y gefitinib identificaron ciertas caracteristicas clinicas que se
asociaban a una mayor probabilidad de respuesta a este tipo de tratamientos. Estas caracteristicas
incluian el sexo femenino, la histologia de adenocarcinoma, la ausencia de tabaquismo previo y
el origen asiatico de los pacientes. Un 10% de los pacientes incluidos en los ensayos clinicos con
ITQ presentaban unas respuestas clinicas y radiologicas rapidas y duraderas. Por ello, uno de los
campos en los que se centrd la investigacion fue la identificacion de posibles diferencias
moleculares en EGFR que justificasen la sensibilidad diferente de ese subgrupo de pacientes a

este tipo de tratamientos.

En el afio 2004, tres grupos publicaron de forma simultanea sus respectivos trabajos donde se
identificaron varias mutaciones somaticas en el dominio TQ de EGFR como responsables de la
sensibilidad a estos ITQ (35-37). Lynch y colaboradores (col.) identificaron la presencia de estas
mutaciones en 8 de los 9 (88,8%) pacientes que presentaron respuesta al tratamiento con ITQ
(35). Por el contrario, estas mutaciones no se identificaron en ninguno de los 7 pacientes sin
respuesta al tratamiento (p<0,001). Las mutaciones en EGFR (mEGFR) se localizaban en los

exones 18 a 21 del gen. Las mutaciones en el exoén 19 consistieron en deleciones (del/9) de
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fragmentos de aminoacidos (fragmento ELREA, afecta a los residuos de aminoacidos 747 a 752
y con mayor frecuencia delE746 A750)). Las mutaciones en el ex6on 21 fueron mutaciones
puntuales que traducian cambios de aminoacido. La mas frecuentemente descrita fue la llamada
L858R, mutacion que suponia un cambio de una arginina por una leucina en esa posicion (Figura

2).

De forma paralela, Paez y col. estudiaron la presencia de las mutaciones en pacientes con CNMP
que habian respondido a tratamiento con ITQ (37). Las mEGFR fueron identificadas en 15 de 58
(25,8%) muestras tumorales de pacientes japoneses y en 1 de 61 (1,6%) muestras de pacientes
caucasicos. Se identificaron deleciones o sustituciones de aminoacidos en los exones 18, 19y 21
del gen EGFR en 13 de las 14 (92,8%) muestras de tumores de pacientes que habian presentado

respuesta a gefitinib.

Figura 2.- Representacion esquematica de la distribucion inicial de las mEGFR.
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Pao y col. identificaron las mEGFR en 5 de 7 (71,4%) pacientes sensibles a erlotinib. Estas no se
identificaron en ninguno de los 10 pacientes refractarios a erlotinib (p=0,003) (36). E1 90% de las
mEGFR implicadas en la sensibilidad a gefitinib y erlotinib se localizaron en los exones 19y 21

del gen EGFR.

La presencia de las mEGFR condicionaba una modificacion de la actividad del receptor, con una
activacion continua de la quinasa del receptor y que se asociaba la capacidad de producir una
adiccion oncogénica, es decir, los tumores que presentaban estas mutaciones eran controlados de
forma selectiva por la sefal que procedia de la activacion de dicho receptor, sin verse afectada
por sefiales procedentes de otros receptores. De este modo, con un farmaco apropiado, se podia
bloquear esta sefal exclusiva produciendo la interrupcion del crecimiento celular y la apoptosis

(38,39). La union de moléculas, tales como gefitinib, erlotinib o afatinib, inducia un cambio de
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conformacion en la estructura del receptor, cambio que no ocurria en condiciones normales en

ausencia de estimulo.

El analisis combinado de estos estudios seminales demostrd que 23 de los 31 (81%) pacientes que
respondieron a gefitinib o erlotinib eran portadores de las mEGFR. Ademas, estas mutaciones
estaban presentes con mayor frecuencia en mujeres, no fumadores, en pacientes con histologia de

adenocarcinoma y en poblacion asiatica (35-37).

En un analisis retrospectivo de los pacientes incluidos en el estudio TRIBUTE, se identificaron
las mEGFR en 29 de 228 pacientes (12,7%) (40). De estos pacientes con mEGFR, un 76% eran
exfumadores; un 17%, nunca fumadores; y un 7%, fumadores activos. El grupo de pacientes con
mEGFR tratados con QT y erlotinib presentd una TR del 53%, significativamente superior a la
de aquellos pacientes no mutados tratados con la misma combinacion (18%) (p<0,01). La
mediana de supervivencia libre de progresion (mSLP) fue superior en los pacientes con mEGFR
que recibieron erlotinib (p<0,09) sin diferencias en la SG. No obstante, el escaso nimero de
eventos de supervivencia en el momento del andlisis y el numero limitado de pacientes en cada

subgrupo pudieron haber influido en estos resultados.

Otros estudios retrospectivos posteriores demostraron que las mEGFR eran un factor predictivo
independiente de respuesta a ITQ (41-47). La mayoria de los pacientes incluidos en estos estudios
habian recibido otros tratamientos previos. La TR comunicada en estos estudios fue superior al
60% (rango, 30-100%), la mSLP fue de 12 meses y la mSG de 20 meses. Se volvié a encontrar
una asociacion de las mEGFR con el sexo femenino, la ausencia de tabaquismo, la poblacion
asiatica y el adenocarcinoma. Estos subgrupos son los que obtuvieron unas mejores TR. En estas
series retrospectivas, la prevalencia de mutaciones en poblacion asiatica (30%) fue superior a la

encontrada en poblacion caucasica (10%) (41,42,44-50).

Las mEGFR tienen implicaciones predictivas y en el pronostico de la enfermedad. Los receptores
codificados por cada una de las mutaciones parecen tener diferencias en sus propiedades
bioquimicas. Las de//9 implican, de forma global, un subtipo de enfermedad con un mejor
pronostico. Ademas condicionan una mejor respuesta y una SG mas prolongada que las asociadas
a la mutacion L858R. Esta implicacion se conoce desde los estudios iniciales, y se ha confirmado

en estudios posteriores (42,43,51-59).

Las del19 suponen aproximadamente un 45% de las mEGFR. La mutacion L858R en el exon 21
supone un 35-40% de las mEGFR. Ambos tipos de mutaciones se integran en el grupo que se

30



identifica con mayor frecuencia (aproximadamente un 80-85%) y se asocian a una elevada

sensibilidad a los ITQ (60,61).

Figura 3.- Distribucion de mutaciones en exones 18-21 del gen EGFR.
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Existen, no obstante, otras mutaciones que aparecen con menor frecuencia y con sensibilidad
diferente a los ITQ (Figura 3). Disponemos de datos controvertidos en cuanto a la eficacia de ITQ
en tumores portadores de estas mutaciones infrecuentes (también llamadas raras o no comunes).

(62-72)

En 2007, dos estudios prospectivos demostraron la eficacia de gefitinib en pacientes asiaticos con
mEGFR tratados con gefitinib, con una TR del 75%, una SLP de 11,5 meses y una SG de 15,5 y
de 18, 6 meses en cada uno de los estudios, respectivamente (49,50). Segun los resultados de
estudios retrospectivos y prospectivos disponibles en ese momento, se desconocia la prevalencia
real de las mutaciones en poblacion caucésica. El Grupo Espafiol de Cancer de Pulmén puso en

marcha un estudio para dar respuesta a esta cuestion (73).

Este fue el primer registro de anélisis de las mEGFR a gran escala y prospectivo realizado en
Europa. Se analizaron las muestras de 2105 pacientes procedentes de diferentes centros de Espafia
y se detectd la presencia de las mEGFR en 350 pacientes; lo que supuso una prevalencia del
16,6%. La seleccion de la muestra podria explicar, en parte, la prevalencia superior de las mEGFR
en nuestra poblacidén, comparado con la frecuencia de las mEGFR comunicada en analisis previos.
La prevalencia de las mEGFR en diversos estudios retrospectivos y prospectivos habia resultado

del 10%. (41,42,44-50).

Los hallazgos de la asociacion que existia entre la presencia de las mEGFR y la elevada respuesta
y supervivencia de los pacientes cuando recibian un tratamiento con un ITQ, supusieron un punto
de inflexion en el tratamiento del CNMP, cuando se comparaban con los resultados que
habitualmente obtenian estos pacientes con QT convencional (TR de 30%, SLP de 4-5 meses y
SG de en torno a 12 meses). Se estableci6 asi un cambio de paradigma en el CNMP: los pacientes
portadores de las mEGFR constituyen un subtipo molecular de cancer de pulmén con una

respuesta y evolucion clinica diferente. La identificacion de las mEGFR es crucial para poder
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individualizar el tratamiento en estos pacientes. Nuestro estudio volvié a demostrar el valor

predictivo y prondstico de las mEGFR.

El descubrimiento de las mEGFR, su deteccion y cribado poblacional abri6 la era del diagnostico
molecular del CNMP. A partir de esa fecha, se recomendo una busqueda activa de las mEGFR a
fin de seleccionar los pacientes que podrian presentar un beneficio al tratamiento dirigido con
ITQ frente a EGFR. Mas tarde, esta clasificacion molecular fue integrando otras alteraciones
moleculares, tales como mutaciones (mBRAF, mHER?2) y reordenamientos de genes (ALK, ROSI)
para los que ya disponemos de tratamientos especificos. Estas alteraciones moleculares, entre

otras, conforman el nuevo espectro de la clasificacion molecular del CNMP (74). (Figura 4)

Figura 4.- Clasificacion molecular del CNMP (histologia no escamosa)
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ALK, anaplastic lymphoma kinase; BRAF, B-Rapidly Accelated Fibrosarcoma; DDR2, discoidin domain-containing
receptor 2; EGFR, Epidermal Growth Factor Receptor; HER2, Human Epidermal Receptor type 2; KRAS, Kristen
Rats Sarcoma; NF1I, neurofibromatosis tipo 1; NRGI, neuregulin 1; NTRK, tropomyosin receptor kinase; RET,
rearranged during transfection; WT, wild type o nativo.

Este nuevo paradigma en el diagnostico de los pacientes con CNMP motivo un cambio en el
enfoque del paciente desde el momento del diagnostico. El estudio molecular hacia necesaria la
obtencion de muestras del tumor de una calidad adecuada para poder realizar el estudio molecular.
Fue y sigue siendo precisa, por tanto, una implicacion de los equipos de Neumologia, Radiologia

e incluso Cirugia Toracica, encargados del diagnostico inicial de los pacientes.
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El diagnostico patologico se modifico hasta lograr la obtencion de material en mayor cantidad y
de mejor calidad para poder realizar el estudio molecular. Ademas, con la publicacion de los
resultados de este estudio, se establecio la necesidad de modernizar los servicios de Anatomia
Patologica de los centros y ampliar los laboratorios de Biologia Molecular para poder dar
respuesta a esta nueva necesidad. Se crearon también plataformas de diagnostico molecular para
poder dar servicio a centros de tercer nivel sin posibilidades de realizar el estudio molecular en
sus centros. El analisis de las mEGFR, con los afios, se ha simplificado y, gracias a la aparicion
de kits comerciales, el andlisis puede realizarse en la mayoria de los centros con experiencia en
técnicas basicas de patologia, no siendo necesarios laboratorios de Biologia Molecular, que

requieren un personal con un entrenamiento especial y una tecnologia mas sofisticada.

Dados los resultados de analisis de los datos recogidos en este registro, el Grupo Espafiol de
Céncer de Pulmon puso en marcha el estudio EURTAC, un estudio multicéntrico europeo, fase
III, comparativo y abierto, en el que los pacientes portadores de las mEGFR fueron asignados
aleatoriamente a recibir tratamiento de primera linea con erlotinib vs. QT convencional (54). Los
resultados definitivos del estudio EURTAC demostraron un beneficio de erlotinib frente a QT
como primera linea de tratamiento sistémico (en términos de TR y SLP) en pacientes caucasicos

con mEGFR.

3.3.- ITQ frente a EGFR. Desarrollo clinico en pacientes con mEGFR.

3.3.1.- ITQ de EGFR en primera linea de tratamiento.

Los resultados del estudio previo se publicaron en 2009 de forma paralela a los resultados del
estudio IRESSA Pan-Asian Study (IPASS) (59). El estudio IPASS fue el primero que compar? la
eficacia de los ITQ frente a QT convencional en pacientes portadores de las mEGFR.
Posteriormente, diversos estudios compararon la eficacia de ITQ y la QT en primera linea de
tratamiento en pacientes con mEGFR (52-57). Con gran solidez, estos estudios demostraron la
superioridad de los diferentes ITQ sobre la QT, superioridad en términos de TR y SLP. Esta
ventaja fue independiente del ITQ que se comparo (erlotinib, gefitinib y afatinib). Este beneficio
era extensivo a todos los pacientes con mEGFR, independientemente del origen étnico de los
pacientes (Tabla 1). La mayoria de estos ensayos incluyeron evaluaciéon de calidad de vida y

demostraron un beneficio en la misma de los ITQ frente a la QT.
Solo un estudio demostrd un impacto en la SG (75). El efecto del cruce de tratamiento, por el cual

los pacientes asignados a recibir tratamiento de QT de primera linea recibian el ITQ como

segunda linea, podria ser el principal factor que explicase la ausencia de diferencias en SG en el
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resto de estudios. Sin embargo, existian datos que sugerian una supervivencia mas prolongada

para aquellos pacientes que, siendo portadores de las mEGFR, recibian tratamiento con ITQ.

Un estudio retrospectivo realizado en Japdn, incluyd pacientes de dos cohortes historicas de
pacientes tratados con gefitinib antes y después de que dicho farmaco se aprobara en Japon. Este
estudio demostrd que los pacientes con mEGFR tratados con la secuencia gefitinib seguida de
QT, tras la aprobacion de gefitinib, presentaron una SG mas larga que aquellos pacientes que
recibian QT seguida de gefitinib, en los afios previos a la aprobacion de gefitinib (27,2 meses

frente 13,6 meses; p<0.01) (76).

Otro estudio recogio los datos de eficacia y tolerabilidad de gefitinib en pacientes que estaban
recibiendo tratamiento dentro de un programa de acceso expandido (PAE) en Estados Unidos.
(77) (78). Una actualizacion de los datos de eficacia y seguridad con un seguimiento superior a
10 afios en 191 pacientes, demostr6 una tasa de supervivencia a 10 desde el inicio de tratamiento

con gefitinib del 86% y a 15 afios del 59% (79).

Estos dos estudios tienen limitaciones metodologicas, principalmente por su naturaleza
retrospectiva; sin embargo, los datos sugieren una supervivencia prolongada de aquellos pacientes

con mEGFR que reciben tratamiento con ITQ.

3.3.1.1.-Gefitinib.

El estudio IPASS fue el primer estudio clinico aleatorizado que demostrd una no inferioridad de
gefitinib respecto a QT (59). El criterio de seleccion de pacientes se baso en el perfil clinico
asociado a la probabilidad de ser portadores de mEFGFR (adenocarcinoma, nunca fumadores o
fumadores leves), y no en una seleccion molecular mediante la confirmacion de la presencia de
mEGFR en tejido tumoral. Este estudio incluyo6 poblacion asiatica. La prevalencia de las mEGFR
fue del 21,4% en aquellos pacientes en que se pudo confirmar. El estudio incluy6 1217 pacientes
que fueron asignados a recibir gefitinib frente a paclitaxel y carboplatino. Gefitinib demostrd ser
no inferior a QT en la poblacién general en términos de SLP, que fue el objetivo principal del
estudio (HR 0,74; 1C95%,0,65-0,85; p<0,001). Esta diferencia fue mayor en el subgrupo de
pacientes que resultd positivo para las mEGFR (n=261; HR, 0,48; 1C95%, 0,36-0,64; p< 0,001).
La TR fue superior en el grupo que recibid gefitinib en comparacion al que recibio la QT (71%
vs. 47%; p< 0,001). No se encontraron diferencias en SG (21,6 vs. 21,9 meses; HR 0,78; 1C95%,
0,5-01,2). Aunque la seleccion de los pacientes se basd en criterios clinicos asociados a una

mayor probabilidad de ser portador de las mEGFR, aquellos pacientes que recibieron gefitinib y
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resultaron EGFR nativo en el estudio molecular, presentaron un efecto negativo del tratamiento

en SLP (HR, 2,58; IC95%, 2,05-3,98; p<0,001).

Por tanto, la confirmacion molecular de la presencia de las mEGFR debe ser siempre la base de
la seleccion del tratamiento con ITQ, a finde evitar el impacto negativo que los ITQ pueden tener

cuando se administran en poblacion £GFR nativa como primera linea de tratamiento.

Dos estudios adicionales desarrollados en Asia compararon gefitinib con QT en primera linea en
funcion de una seleccion molecular de los pacientes: el estudio del North East Japan Study group
002 trial (NEJ002) y el estudio del West Japan Thoracic Oncology Group 3405 (WJTOG3405)
(56,57). El estudio NEJ0OO2 distribuy¢ aleatoriamente a 227 pacientes con mEGFR (1:1) arecibir
gefitinib vs. carboplatino y paclitaxel (56). La TR fue de 74% vs. 31% (p< 0,001). La SLP fue
de 10,8 vs. 5,4 meses (HR, 0,30; 1C95%, 0,22-0,41; p< 0,001). No se encontraron diferencias en
SG (30,5 vs. 23,6 meses, respectivamente). En una actualizacion posterior, la SG se mantuvo sin
diferencias entre ambos grupos (HR, 0,884; 1C95%, 0,634-1,241; p=0,483) (80). El estudio
WIJTOG-3405 compard gefitinib frente a cisplatino y docetaxel (57). Ciento setenta y cinco
pacientes con mEGFR fueron distribuidos aleatoriamente (1:1) en ambas ramas de tratamiento.
La TR fue de 62% vs. 32%, (p<0,001). La SLP fue de 9,2 y 6,3 meses, respectivamente (HR,
0,48; 1C95%, 0,33-0,71; p<0,001). Una vez mas, el cruce de los tratamientos a la progresion de

la enfermedad no encontr6 diferencias en SG.
3.3.1.2.-Erlotinib.

Los estudios OPTIMAL y European Tarceva vs. Chemotherapy trial (EURTAC) compararon
erlotinib y QT como tratamiento de primera linea en pacientes portadores de mEGFR (54,55). El
estudio OPTIMAL incluy6 175 pacientes con mEGFR que fueron asignados a recibir erlotinib o
carboplatino/gemcitabina (55). La TR fue de 83% y 36%, respectivamente. La SLP fue de 13,1
frente a 4,6 meses (HR, 0,16; 1C95%, 0,10-0,26; p<0,001). De nuevo, no se encontraron

diferencias en SG.

Todos los estudios previamente mencionados fueron desarrollados en Asia (55-57,59). El estudio
EURTAC fue el primer estudio realizado en Europa e incluyd poblacion con mEGFR
exclusivamente caucasica (n=173) (54). La TR fue de 63% y 18% (p<0.001) en la rama de
erlotinib y QT, respectivamente. El estudio permitid que el investigador pudiera elegir la
combinacién de platino con docetaxel o gemcitabina. La SLP fue de 9,4 frente a 5,2 meses (HR,
0,37; 1C95%, 0,25-0,54; p<0,001). La SG no difirié en ambos grupos (19,3 vs.19,5 meses; HR 1;
1C95%, 0.65-1.7; p=0,87).
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El estudio EURTAC confirmo que el beneficio del tratamiento con ITQ frente a mEGFR dependia

de la seleccion molecular y no del origen étnico de los pacientes.

3.3.1.3.- Afatinib.

Posteriormente, se publicaron los resultados del estudio LUX-Lung 3 (53). Este ensayo clinico
compard la eficacia de afatinib frente a QT con cisplatino y pemetrexed. El estudio fue global y
permiti6 la inclusion de pacientes de todas las razas. Se cribaron un total de 1269 pacientes. Se
incluyeron 345 pacientes asignados aleatoriamente a recibir ambos tratamientos (1:1). Afatinib
se asocio a una SLP mas larga (11,1 meses para afatinib y 6,9 meses para QT; HR, 0,58; IC95%,
0,43-0,78; p=0,001). La mSLP para los pacientes con mEGFR (del 19 y L858R, n=308) fue de
13,6 meses para afatinib y de 6,9 meses para la QT (HR, 0,47; 1C95%, 0,34-0,65; p=0,001). La
TR fue significativamente superior en el grupo de afatinib (56% vs. 23%; p<0,001). En la
publicacion inicial de los resultados del estudio LUX-Lung 3, la SG no se habia alcanzado para
ninguno de los grupos; no obstante, la mSG no diferia en ambos grupos (16,6 meses en el grupo
de afatinib y 14,8 meses en el grupo de QT; HR,1,12; IC95%, 0,73-1,73; p=0,6).

Tabla 1.- Resumen de resultados de eficacia de estudios comparativos de primera linea de QT e
ITQ de primera y segunda generacion en pacientes con mEGFR (51-59).

TR (%) HR (SLP) de acuerdo a
tipo de mutacién de EGFR

13,6 vs 6,9
LUX Lung 3 56 vs 23 111vs 6,9 0,5 31,6 vs 28,2 0,7 del19 0,28; L858R 0,73
del19 0,25; L858R 0,32;
LUX Lung 6 364 66,9 vs 23 11vs 5,6 0,28 23,6 vs 23,5 0,83 & il Legil
otras 0,55
EURTAC 174 58 vs 15 10,4vs 5,1 0,33 229vs 19,6 0,92 del19 0,30; L858R 0,55
OPTIMAL 165 83 vs 36 13,1vs 4,6 0,16 22,7 vs 28,9 1,04 del19 0,13; L858R 0,26
ENSURE 217 63 vs 34 11vs 5,5 0,34 NR NR del19 0,20; L858R 0,54
WTOG 172 62 vs 32 9,6 vs 6,3 0,49 35,5vs 38,8 1,04 del19 0,45; L858R 0,51
NEJOO2 230 74 vs 31 10,8 vs 5,4 0,3 27,2 vs 26,6 0,89 del19 NR; L858R NR
FIRST SIGNAL 309 84,6vs37,5 8,4vs 6,7 0,54 22,3vs 22,9 0,93 del19 NR; L858R NR
IPASS 261 71vs 47 9,5vs 6,3 0,48 21,6vs 21,9 1 del19 0,38; L858R 0,55

Del19, delecion exon 19; EGFR, Epidermal Growth Factor Receptor; HR, hazard ratio; N, numero de pacientes; SG,
supervivencia global; SLP, supervivencia libre de progresion; TR, tasa de respuesta

El estudio LUX-Lung 6 compar¢ afatinib y QT (cisplatino y gemcitabina) en primera linea en

poblacion asiatica con mEGFR (52). Un total de 374 pacientes fueron distribuidos aleatoriamente
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a ambas ramas de tratamiento (2:1). La mSLP en este estudio fue significativamente mas larga en
el grupo de afatinib frente a QT (11 meses vs. 5,6 meses; HR, 0,28; 1C95%,0,20-0,39; p<0,0001).
La TR fue de 66,9% y 23%, respectivamente (p<0.0001).

Los resultados definitivos de ambos estudios analizados conjuntamente demostraron una mSG de
28,2 meses para el grupo de afatinib y de 28,2 meses para el grupo de QT (HR, 0,88; 1C95%,
0,66-1.18; p=0,39). En el estudio LUX-Lung 6, la mSG fue de 23,1 meses en el grupo de afatinib
y de 23,5 meses en el de QT. Sin embargo, la SG fue significativamente superior en el subgrupo
de pacientes con del/19. En el estudio LUX-Lung 3, lamSG en los pacientes con de//9 fue de 33,3
meses en el grupo de afatinib vs. 21,1 meses en el grupo de QT (HR, 0,54; 1C95%, 0,36-0,79;
p=0,0015). En el estudio LUX-Lung 6, la mSG en el subgrupo de pacientes con de//9 fue de 31,4
meses (IC95%, 2-35,3) vs. 18,4 (IC95%, 14,6-25,6) en los grupos de afatinib y QT,
respectivamente (HR, 0,64; 1C95%, 0,44-0,94; p=0,023).

Los resultados de todos estos estudios demostraron que el beneficio del tratamiento con ITQ fue
superior al tratamiento de quimioterapia como primera linea terapéutica en los pacientes con
mEGFR (52-54,56,57,59). La mayoria de estos estudios no encontraron diferencias en la SG de
los pacientes. Sin embargo, un subgrupo de los pacientes que fueron asignados a recibir
tratamiento de QT de primera linea y el ITQ como segunda linea no tuvieron ocasion de recibir
el ITQ. Segtn los resultados de estos estudios fase Il comparativos de ITQ frente a QT, entre un
5 y un 42% de pacientes asignados a la rama de QT, nunca recibid el tratamiento con ITQ en el
momento de la progresion de la enfermedad. Estos ensayos no se habian disefiado para evaluar el
efecto del cruce de las ramas de tratamiento; no obstante, y a pesar de una monitorizacion estricta
de los pacientes incluidos en estos ensayos clinicos, existe un riesgo real de que los pacientes
pierdan la opcion de recibir este tratamiento si no prescribimos el ITQ como primera linea de

tratamiento.

Por tanto, la recomendacion en pacientes con mEGFR es iniciar el ITQ como primera linea de
tratamiento sistémico. En la practica habitual, esperamos el resultado del analisis molecular antes
de iniciar el tratamiento con ITQ. No obstante, esta recomendacion se puede ver comprometida
cuando debemos iniciar un tratamiento antes de poder disponer de este resultado. Esto puede
ocurrir cuando el estado clinico del paciente requiere del inicio urgente del tratamiento o el
material para poder realizar el estudio molecular es insuficiente y necesitamos realizar biopsias
adicionales. En estas situaciones, la cuestion radica en cdmo incorporamos el tratamiento con ITQ
en la secuencia terapéutica una vez disponemos de un resultado positivo de mEGFR en el tumor
y el paciente se encuentra en curso de tratamiento de QT (81). En estos casos existen diferentes

alternativas: primero, suspender la QT e iniciar de inmediato el ITQ; segundo, completar un
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determinado nimero de ciclos de QT e iniciar el ITQ como un tratamiento de mantenimiento; y

tercero, retrasar el inicio de ITQ hasta que se objetive la progresion de enfermedad (Figura 8).

Figura 8.- Propuesta terapéutica de acuerdo con el resultado molecular de las mEGFR (81).
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4.- Resistencia adquirida a ITQ en pacientes con mEGFR.

Los resultados de los estudios previamente expuestos demostraron que el uso de los ITQ frente a
EGFR como primera linea de tratamiento ofrece las mejores oportunidades de obtener respuestas
rapidas y prolongadas, frente a la QT convencional (52-54,56,57,59). Ademas, la mejor tolerancia
que asocian, en comparacion con la QT, hace de estos farmacos una opciéon mas atractiva para los

pacientes y los clinicos.

Sin embargo, después de un periodo de respuesta, con una toxicidad aceptable y manejable en la
mayoria de los casos, todos los pacientes acaban desarrollando resistencia a estos farmacos, hecho

que se traduce en una progresion de la enfermedad.

En esta situacion existen diferentes consideraciones para la toma de decisiones terapéuticas. En
primer lugar, debemos considerar que la poblacion de pacientes con mEGFR representa una
proporcién pequeiia de los enfermos con CNMP, hecho que dificulta evaluar diferentes estrategias

en el seno de ensayos clinicos clasicos que precisan poblaciones muy extensas. La mayoria de las
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recomendaciones clinicas en este grupo de pacientes se han basado en resultados de series de

casos y recomendaciones de expertos, y no en resultados de estudios clinicos aleatorizados.

Por otra parte, el patron de progresion de la enfermedad no es uniforme en todos los pacientes.
En la practica clinica, nos encontramos con un grupo de pacientes que presentan una progresion
de su enfermedad rapida y con un empeoramiento sintomatico significativo, mientras que otros
pacientes presentan una progresion lenta, indolente y asintomatica de la enfermedad previamente
conocida, sin aparicion de nuevas localizaciones M1. Existe un tercer grupo de pacientes cuya
progresion de la enfermedad se manifiesta con la aparicion de alguna lesion nueva Unica
(oligoprogresion) con respuesta mantenida de la enfermedad previa conocida. Esta tercera
situacion podria ser reflejo de la resistencia parcial a los ITQ. Mantener el tratamiento con ITQ
puede ser 1til en estos pacientes. Ademads, la supresion abrupta del ITQ puede favorecer una

progresion acelerada de la enfermedad (82).

Figura 9.- Mecanismos de resistencia adquirida a ITQ en pacientes con CNMP con mEGFR.
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Como tercer punto a considerar, la evaluacion molecular y patologica de las lesiones M1 en los
pacientes con mEGFR en progresion revela diferentes mecanismos implicados en la adquisicion
de dicha resistencia (Figura 9). La presencia de la m7790M en el ex6n 20 de EGFR representa el

mecanismo mas frecuente de resistencia en la poblacion mEGFR (68—71). Esta mutacion se
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detecta en aproximadamente la mitad de los pacientes en el momento de la resistencia. Otros
mecanismos implicados en la resistencia a ITQ incluyen la activacion de vias de sefializacion
alternativas a EGFR mediante la amplificacion de receptores tales como EGFR, MET mediante
HER3, PI3K y AXL, asi como la transformacion a carcinoma microcitico de pulmén (CMP), la
adquisicion de rasgos mesenquimales de los tumores y la pérdida de expresion de BIM (83-87)

(Figura 9).

Por ultimo, en los ultimos afios se ha evaluado en multiples estudios si el uso de ITQ irreversibles
o la combinacion de ITQ con otros farmacos puede ser una estrategia adecuada para revertir y/o
retrasar la aparicion de resistencias. La mayoria de estos estudios no han incluido exclusivamente
pacientes con mEGFR, sino pacientes previamente tratados con ITQ que han presentado
progresion a ITQ (88). Ademas, la mayoria de estos estudios han obtenido resultados negativos

en cuanto a eficacia.

4.1.- Patrones de progresion a ITQ en pacientes con mEGFR.

4.1.1.- Patron clinico.

La figura 10 recoge el algoritmo de la toma de decisiones en el momento de evaluar a un paciente
con mEGFR que ha progresado a un ITQ, asi como estrategias clasicas que se han planteado para

el tratamiento de estos pacientes.

Cuando la progresion ocurre de una forma lenta y asintomatica, pero con cambios radiologicos
evidentes, podemos plantear la opcion de continuar con el ITQ. Basamos esta estrategia en los
resultados de estudios retrospectivos (89). El estudio ASPIRATION, que evalué de forma
prospectiva la eficacia de continuar con el ITQ mas alla de la progresion radiologica seglin los
criterios RECIST (Response Evaluation Criteria In Solid Tumors) y en ausencia de progresion

clinica, demostré que continuar con ITQ prolongaba la SLP en 3,4 meses (90).

Cuando el patron de progresion implica la aparicion de enfermedad oligometastasica, mantener
el ITQ junto con el tratamiento local ablativo de radioterapia (RT) y radiocirugia sobre la nueva
M1 demostré un incremento en la SLP, asi como un retraso en la necesidad de cambiar el
tratamiento sistémico (91). Previa a la aparicion de los ITQ de tercera generacion, algunos grupos
comunicaron que esta estrategia era especialmente valiosa cuando la m7790M era el mecanismo

responsable de la resistencia (92).
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Figura 10.- Algoritmo clasico de decision de tratamiento en pacientes con mEGFR con
resistencia adquirida a ITQ.
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La aparicion de nuevas lesiones M1 puede producirse en el contexto de un control parcial de la
enfermedad previa, hecho que refleja la sensibilidad parcial mantenida al ITQ y la aparicion de
clonas resistentes que Unicamente afectan a los lugares de las nuevas M1. Mantener el ITQ y
afiadir otro farmaco podria ser una estrategia en esta situacion clinica, a fin de evitar el fenomeno

de progresion acelerada de la enfermedad (82).

4.1.2.- Patron molecular.

A pesar de la mejora en las expectativas de los pacientes con mEGFR gracias al tratamiento de
primera linea con ITQ, todos los pacientes acaban presentando una progresion de la enfermedad.
Esta progresion se asocia al desarrollo de diversos mecanismos de resistencia adquirida que
podemos clasificar en cuatro grandes grupos: (1) la aparicion de mutaciones de resistencia en el
receptor de membrana, (2) la amplificacion de receptores u otras proteinas intracelulares que
conlleva la activacion alternativa de vias de sefializacion comunes a EGFR, (3) la presencia de
mutaciones en otros elementos intracelulares con efecto activador en las vias de sefalizacion

intracelular y (4) otros mecanismos (Figura 11).

4.1.2.1. Aparicion de mutaciones de resistencia.

a) Mutacion T790M.

La aparicion de lam7790M en el exon 20 de EGFR es el mecanismo de resistencia adquirida mas
frecuente. Aparece en un 50-60% segun diferentes series. Dicha mutacion se localiza en la region
de unién del ligando. Su presencia es capaz de restablecer la afinidad del receptor al ATP en un

nivel similar a un £GFR nativo. Este aumento de afinidad es el responsable de la resistencia a
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inhibidores de ITQ, mas que a un cambio conformacional del receptor que impida la unién de los
ITQ, tal y como se postul6 inicialmente. De este modo, la presencia de la m7790M reduce la
potencia de cualquier inhibidor competitivo de ATP, pudiéndose revertir esta resistencia con

inhibidores irreversibles capaces de formar un enlace covalente con el sitio de union del ATP

(71).

La presencia de la m7790M como mecanismo de resistencia los ITQ fue descrita en 2005 por dos
grupos independientes. Kobayashi y col. comunicaron el caso de una paciente con de/l9 cuyas
muestras tumorales a la progresion a gefitinib revelaron la presencia de lam7790M (93). Modelos
estructurales y bioquimicos demostraron que la m7790M conferia resistencia a ITQ. Pao y col.
identificaron la m7790M junto a la mEGFR inicial en 2 de 5 pacientes que habian progresado a
gefitinib o erlotinib (69). La m7790M no se identificd en ninguna muestra tumoral de pacientes
no hubieran recibido tratamiento previo con un ITQ. Adicionalmente, la m7790M se encontr6 en
6 muestras de pacientes que, después de una reseccion quirurgica completa y de haber recibido

tratamiento adyuvante con gefitinib, presentaron progresion de su enfermedad.

La m7790M se identificoé en una proporcion pequefia en tumores con mEGFR previo al
tratamiento con ITQ y se postuld un efecto de seleccion de esta mutacidon de resistencia bajo el
tratamiento con ITQ. De este modo, el ITQ era capaz de eliminar las clonas de células con
mutaciones de sensibilidad; sin embargo, las clonas portadoras de la m7790M, que son resistentes
a estos tratamientos, acababan apareciendo y eran las responsables de la resistencia adquirida
(68). La proporcion de m7790M presente en los tumores antes del tratamiento fue variable y
dependi6 de la sensibilidad de la técnica empleada en su deteccién. Se comunicaron unas
frecuencias de entre un 35% a un 79% (54,67,94). La presencia de la m7790M desde el inicio
podria explicar la resistencia primaria que algunos pacientes con mEGFR presentan a estos

tratamientos, porcentaje que oscila entre un 10-25% de los mismos (64,70,72,95).

La presencia de la m7790M en el momento de la resistencia adquirida identificé un subgrupo de
pacientes con mEGFR con una evolucion mas indolente en modelos preclinicos (96).
Paralelamente, los pacientes con la m7790M como mecanismo de resistencia adquirida
presentaron una SLP y un tiempo hasta la aparicion de nuevas M1 superior a los pacientes cuya
resistencia estuvo mediada por otro mecanismo. Por otra parte, los pacientes m7790M
progresaron con mayor frecuencia en lugares previos de enfermedad o en forma de Ml

pulmonares comparado con los pacientes sin la m7790M (92).

Adicionalmente, la m7790M también se identifico en lineas germinales de algunos pacientes en

los que se encontrd una asociacion familiar de neoplasia pulmonar (97-99). En un analisis
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retrospectivo, 11 de 503 pacientes presentaron la m7790M basal y su presencia en la linea
germinal se pudo evaluar en muestras disponibles de tejido benigno de 10 de estos pacientes. El
50% de los pacientes presentd la m7790M germinal. Las técnicas de genotipado empleadas en la
clinica para la determinacion de mEGFR podrian emplearse para el cribado de las m7790M en
linea germinal y, aunque su frecuencia es baja, los pacientes portadores y sus familias podrian

beneficiarse de ser incluidos en programas de consejo genético (100).

b) Otras mutaciones.

Existen otras mutaciones secundarias cuya presencia implica la resistencia adquirida a los ITQ.
Estas incluyen las mutaciones D716Y, T8544 y L747S. Se desconoce la base estructural que

confiere esta resistencia y su frecuencia es menor que la m7790M (101-103).

4.1.2.2.- Amplificacion de vias alternativas.

La amplificacion de diversos receptores de membrana se ha identificado como mecanismos de
resistencia adquirida a ITQ. Esta categoria de resistencia adquirida involucra a otros RTQ que
son capaces de activar de forma alternativa las vias de sefializacion cuando EGFR esté siendo

inhibido por una ITQ.

a) Amplificacion de MET.

La amplificacion de MET fue descrita como un mecanismo de resistencia adquirida en mEGFR.
La formacion de heterodimeros de MET y HER3 producia la activacion de PI3K/AKT, que ocurria
a pesar de la inhibicion de EGFR por el ITQ (83). La amplificacion de MET se comunico entre
un 5 y un 22% de los pacientes (86,104). La discrepancia de estos porcentajes fue fruto de las
diferentes técnicas de deteccion empleadas. La excesiva produccion del ligando natural de MET,
el Hepatic Growth Factor (HGF), se ha identificado como mecanismo alternativo de resistencia
sin la amplificacion del receptor. Ademas, como ocurre con la m7790M, se describi6 la presencia
de clones con amplificacion de MET en muestras iniciales de tumores mEGFR que, aunque en
una proporcion inicial muy pequefia (<1%), emergian bajo la seleccion que se producia con el

tratamiento con ITQ (105).

b) Amplificacion de HER?2.

La amplificacion de HER?2 se identific6 como mecanismo de resistencia en un 12% de los
pacientes con resistencia adquirida a ITQ. Esta amplificaciéon produjo, igual que ocurrié con la
amplificacion de MET, una activacion alternativa de las vias de sefializacidn intracelulares (106).

Su amplificacion también se describié en un 1% de los tumores antes de que hubieran recibido
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cualquier tratamiento. La amplificacion de HER2 defini6 una poblacion de pacientes cuya
enfermedad presentaba un comportamiento mas agresivo, con una progresion mas rapida y un
prondstico peor (107). Su presencia fue mutuamente excluyente con la m7790M (106). En
modelos preclinicos la combinacion de afatinib y cetuximab demostré una inhibicion de la
fosforilizacion de HERZ2. Estos resultados sugirieron que HER2 estaba involucrado en la
resistencia y sensibilidad de los tumores con mEGFR y apoyo6 la justificacion para evaluar el

estado de HER? e inhibirlo farmacoldgicamente (108).

¢) Amplificacion de EGFR.

La amplificacion de EGFR también se describio en un 8% de los pacientes con mEGFR y
resistencia adquirida a ITQ. La amplificacion de EGFR se asocio a la presencia de lam7790M en

todos estos casos (86).

d) Amplificacion de MAPK.

MAPK pertenece a la via de sefializacion RAS. Las mKRAS, que aparecen en hasta un 25% de
los pacientes con CNMP, son mutuamente excluyentes con las mEGFR y suelen asociarse al
consumo de tabaco. A pesar de dicha exclusion, la amplificacion de MAPK fue descrita en una
muestra de un paciente mEGFR resistente a erlotinib (109). También se identificé una elevacion
de los elementos de la via ERK (por amplificacion de MAPK o regulaciéon a la baja de los
inhibidores de ERK) en muestras a la resistencia a WZ4002, otro ITQ de EGFR de uso preclinico.
En este estudio, la exposicion a farmacos inhibidores de MEK evité el desarrollo de dicha
resistencia (109). Ademas, la exposicion a inhibidores de MEK fue capaz de revertir la resistencia

en tumores con mEGFR (110).

e) Activacion de AXL.

El RTQ AXL se ha asociado a la resistencia adquirida a ITQ en pacientes con mEGFR. La
expresion de AXL y su ligando GAS6 se encontro elevada en un 20 y 25% de las muestras de
rebiopsia de pacientes a la progresion al ITQ, respectivamente (85). La expresion de AXL en
células resistentes coincidié con la induccion del fenémenos de transicion epitelio-mesenquimal
(EMT), mecanismo que fue descrito en un grupo de pacientes con mEGFR y resistencia a ITQ
(85,86). Otros estudios en lineas celulares demostraron que AXL y EMT se asocian con la

resistencia intrinseca a los ITQ (111,112).

) IGFR.
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Estudios in vitro demostraron que el IGF1R podia favorecer la resistencia a ITQ gracias a la
activacion de elementos efectores comunes de las vias de sefializacion de EGFR e IGFR (113).
Por otra parte, se describio la implicacion de la via de IGFIR en la resistencia adquirida a los
ITQ en tumores con mEGFR (114). Por ello, la combinacion de ITQ frente a EGFR e inhibidores

de IGF1R supuso una estrategia atractiva para el tratamiento de la resistencia.

5.1.2.3.- Mutaciones en proteinas efectoras intracelulares.

La presencia de mutaciones en proteinas efectoras de las vias de sefializacion intracelular se ha
asociado a la resistencia adquirida tras ITQ en pacientes con mEGFR. De modo similar, aunque
EGEFR esté siendo bloqueado por un ITQ, dichas mutaciones perpetuan la actividad de la via de
sefializacion con la activacion de las vias de PI3K/AKT y MET/ERK, que conducen a un

crecimiento, una supervivencia y una division celular descontrolados de las células tumorales (7).

a) Mutaciones en PI3KCA y PTEN.

La via PI3K/AKT es una via efectora clave en la sefializacion de EGFR. La phosphate and tensine
homolog (PTEN) es una molécula que regula negativamente esta via de sefalizacion. La mPTEN
se identificd en un 5% de los tumores con mEGFR en el momento de la resistencia (86). Las
mPTEN también se describieron un 2% de los adenocarcinomas de pulmén en coexistencia con

otras mutaciones oncogénicas en el 70% de los casos (115).

b) Mutaciones en BRAF.

Estudios de modelos in vitro para evaluar los mecanismos de resistencia a [ITQ demostraron la
adquisiciéon de una mutacion de NRAS Q6IK en 1 de las 6 lineas celulares evaluadas con
resistencia adquirida a erlotinib (116). De este modo, se realizd6 un cribado sistematico de
mutaciones en KRAS/NRAS/BRAF/MEK 1 en muestras de mas de 200 pacientes con mEGFR y
resistencia adquirida a ITQ (117). No se encontr6é ninguna mutaciéon en KRAS,NRAS,MEK . Sin
embargo, en 2 de las 195 muestras analizadas (1%), se encontré una mutacion de BRAF (G4694
y V600E). Estudios in vitro demostraron que la presencia de estas mNRAS y mBRAF
condicionaban resistencia a erlotinib. Cuando estas lineas celulares fueron tratadas con erlotinib
y el inhibidor de MEK, AZD6244, o el inhibidor de BRAF, vemurafenib, el grado de inhibicién
de crecimiento de las células fue superior al conseguido con ADZ6244 y vemurafenib solos. De
modo que, aunque la proporcion de casos en que BRAF aparecia a la resistencia al ITQ fue baja,
es una opcidn a considerar especialmente en aquellos pacientes en que no se detectan otros
mecanismos de resistencia a la progresion. También deberia considerarse la posibilidad de

estudios de combinacion de ITQ de EGFR y BRAF o MEK para revertir dicha resistencia.
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4.1.2.4.- Otros mecanismos de resistencia.
a) Transformacion histolégica a carcinoma microcitico de pulmon.

La primera evidencia de la transformacion histologica de CNMP a CMP se publico en 2011 (86).
En la serie de Sequist y col. que evalu6 los cambios genotipicos e histologicos en pacientes con
mEGFR y resistencia adquirida a ITQ de primera y segunda generacion, se identificaron cambios
histologicos compatibles con CMP en 5 de 34 (14%) muestras de pacientes en el momento de la
progresion. Las biopsias en el momento de la progresion de enfermedad demostraron que las
células presentaban una expresion elevada de sinaptofisina y cromogranina, marcadores
caracteristicos de la estirpe neuroendocrina. En todas las muestras, se mantuvo la mEGFR inicial.
Tres pacientes presentaron un curso agresivo de la enfermedad. Cuatro pacientes recibieron
tratamiento de QT basada en platino y etopdsido y 3 de ellos presentaron respuesta al tratamiento.
Los autores demostraron que los tumores que presentaban transformacion a CMP adquirian
caracteristicas del CMP clésico: alteraciones en el gen del retinoblastoma (RB, pérdida bialélica
de RBI); alteraciones en TP53; y un perfil de expresion génica similar al CMP clasico con
ausencia o reduccion de expresion de EGFR (118). Paralelamente, en modelos de lineas celulares
derivadas de estas células con transformacion a CMP, se detecté un aumento de la sensibilidad a
inhibidores de BCL-2, como ABT-263. No se encontraron alteraciones en otros genes que con

frecuencia se encuentran alterados en CMP, tales como MYC, PTEN y FGFRI.

A pesar de que la pérdida de RBI es comun en los tumores mEGFR resistentes a ITQ que
adquieren rasgos neuroendocrinos, no es una condicion suficiente para explicar esta
transformacion (118). Otro estudio evalud6 muestras de pacientes obtenidas en diferentes
momentos de la evolucion de la enfermedad, para intentar reconstruir su evolucion clonal e
identificar cambios genéticos predictivos de transformacion a CMP (119). Los autores
demostraron la presencia de tres agrupaciones de mutaciones: un grupo compartido por los
adenocarcinomas y CMP, que incluye la mEGFR y que representa una mutacion troncal; un
segundo grupo de mutaciones/alteraciones presentes Unicamente en las muestras de
adenocarcinoma (m7790M y amplificacion de EGFR); y un tercer grupo de alteraciones
exclusivas del CMP (mPI3KCA y amplificacion de MYC). Las muestras seriadas de
adenocarcinoma y CMP presentaron pérdida bialélica de RBI y TP53. Esta se confirmé mediante
estudio de IHQ. Por el contrario, esta pérdida fue infrecuente en aquellas muestras que no
presentaron transformacion a CMP. Los autores calcularon que esta inactivacion basal de RB1 y
TP53 incrementaba el riesgo relativo de transformacion a CMP en 42,8 veces (I1C95%, 5,88-311).
Por tanto, existe la posibilidad de prediccion de riesgo de transformacion a CMP previo inicio de
cualquier tratamiento con ITQ en los pacientes con mEGFR. El estudio de inmunohistoquimica

(IHQ) de las muestras basales de los pacientes con mEGFR podria tener un valor predictivo de
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riesgo de transformacion histologica. Asi, se podria monitorizar de una manera mas estrecha, o

recomendar una rebiopsia precoz en caso de progresion en estos pacientes.

b) Adquisicion de rasgos sarcomatoides (EMT).

Dos de 37 pacientes de la serie publicada por Sequist y col. presentaron rasgos de EMT a la
progresion, con la adquisicion de una morfologia fusiforme y con la expresion de E-caderina y
vimentina, todos ellos ausentes en la muestra pretratamiento de los mismos pacientes (86). Los
dos pacientes mantuvieron la mEGFR en la muestra de la progresion, a pesar del cambio

histologico que presentaron. En ambos casos consistio en una ins20.

¢) Activacion de NF-kB.

La activacion del factor nuclear kB (NF-kB) es un evento central en la respuesta de las células
normales a los estimulos inflamatorios y su activacion constitutiva conllevo la supervivencia de
la célula tumoral (120,121). En las células normales, EGFR estimul6 la activacion de NF-xB. La
inhibicion de EGFR disminuy¢ la activacion de NF-xB en diversos tumores. Por el contrario, la
activacion constitutiva de EGFR indujo resistencia a erlotinib en estas células. Por tanto, EGF
actu6 como un mediador de NF-kB en las células tumorales (122,123). La via de NF-xB tuvo un
papel critico en el CNMP, con la induccion de tumores de pulmoén (124,125). Aunque el eje EGF-
EGFR fue capaz de activar la via de sefializacion NF-kB mediante varios efectores (126,127),
erlotinib no fue capaz de activar NF-kB en diversos tumores (122,128,129). NF-xB modul6 la
dependencia a EGFR en los tumores de pulmoén y en la resistencia a erlotinib, de modo que la
inhibicion de NF-xB aumento la apoptosis mediada por erlotinib en lineas celulares con mEGFR,
pero sin la m7790M (130). Ademas, la expresion de NF-xB fue mayor en lineas celulares con
mEGFR resistentes con la m7790M (131). Por tanto, la activacion de NF-xB pudo intervenir en
cualquier momento en la evolucion de los tumores con mEGFR (pretratamiento y en el momento
de la resistencia al ITQ). CNX-2006, un inhibidor de tercera generacion, fue capaz de inhibir el

crecimiento celular en modelos in vitro e in vivo con mEGFR y lamT790M.

La inhibicidn selectiva de alguno de los miembros de NF-kB1 fue capaz de antagonizar el efecto
de CNX-2006 y producir la resistencia a dicho tratamiento. No obstante, la activacion de NF-xB1
en las lineas resistentes pudo estar mediada por una regulacion al alza de diversas proteinas de la
via, como IKK y IKB. Por ello, y a pesar de la eficacia limitada que bortezomib demostrd en
cancer de pulmon, la inhibicion de protesomas podria ser una opcion valida a evaluar para revertir

la resistencia a ITQ de EGFR mediada por NF-xB (132).
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d) Pérdida de KEAPI.

Kelch-like ECH associated protein 1 (KEAP1) en una proteina que actia como substrato de union
de Nfr2, para su ubiquitinacion y su degradacion en los proteosomas (133). La pérdida de KEAP1
conduce a una hiperactivacion de Nfr2. Nfr2 es una proteina implicada en la respuesta celular al
stress oxidativo. Nrf2 actia también como oncogén. La hiperactivacion de Nfr2 en el cancer
induce la proliferacion celular en ausencia de MAPK, modula la formacion de las especies
reactivas de oxigeno (ROS) que pueden contribuir a la tumorogénesis, regula el estado redox, y
modula la expresion de enzimas implicadas en la respuesta inflamatoria y proliferativa de los
tumores. Recientemente, la pérdida de KEAP1 se describié como un potencial mecanismo de
resistencia a inhibidores de diferentes RTQ, entre ellos EGFR, mediante la reduccion de

formacion de ROS y la regulacion de diversas vias metabolicas (134).

La inhibicion de KEAP1/Nfr2 se evalué en pacientes con cancer en un estudio fase I con
bardoxolona (n=47) (135). La DMT se establecié en 900 mg/dia, via oral, con unas TLD que
consistieron en una elevacion reversible de las enzimas hepaticas. Se encontr6 que el tratamiento
mejoraba los niveles de tasa de filtrado renal. A pesar de demostrar una cierta actividad
antitumoral (TR 4,2%; TCE 23,4%), el desarrollo clinico de esta molécula se centr6 en pacientes

con insuficiencia renal cronica.

Figura 11.- Grafico sectorial con los mecanismos de resistencia a ITQ en pacientes con mEGFR
(adaptado de Sequist y col.)(86).

Otras mutaciones secundarias
(D716Y, T854A y L747S)
Amplificaciéon HER2
Activacion via MAPK
Activacion AXL

Activacionde IGF1R
Activacionde HER3

Activacion de NF-kB

Perdida de KEAP1 __ -
_— PIK3CA \
_— (5%)

— SCLC
transformation
(14%)

EGFR, Epidermal Growth Factor Receptor; EMT, Epithelial Mesenchimal Transition; HER, Human Epidermal
Receptor; IGFR, Insuline Growth Factor Receptor; KEAP-1, Kelch-like ECH-associated protein 1; MEK o MAPK,
Mitogen-Activated Protein Kinases; NFkB, nuclear factor kB; PI3K, phosphatidiylinositol 3-kinase ; RAF, Rapidly
Accelerated Fibrosarcoma; SCLC, small cell lung cancer.
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4.1.2.5.- Otras consideraciones.

Sequist y col. demostraron que existia un dinamismo en los cambios longitudinales y fenotipicos
como respuesta a los diferentes tratamientos a los que los pacientes con mEGFR eran expuestos
a lo largo de la evolucion de su enfermedad (86). De este modo, los pacientes que presentaban
transformacion a CMP mantenian la mutacion inicial de sensibilidad y no asociaban la m7790M.
No obstante, un porcentaje de pacientes expuestos a QT basada en platino y etoposido mostraba,
en una biopsia realizada en el momento de la siguiente progresion, una nueva transformacion a
CNMP con la presencia de la mEGFR inicial. Una siguiente exposicion a un ITQ daba como

resultado la adquisicion de la m7790M como mecanismo ultimo de resistencia.

5.- Tratamiento de la resistencia.

5.1.- Tratamiento de la resistencia: experiencias iniciales.

En un intento de revertir la resistencia adquirida a ITQ de primera generacion, desde principios
de los afios 2000, se llevaron a cabo multiples estudios que evaluaron dos estrategias basicas: el
tratamiento con ITQ de segunda generacion y la combinacion de ITQ con otros farmacos que

bloquearan las vias potencialmente implicadas en la resistencia a los ITQ.

5.1.1.- ITQ de segunda generacion.

Diversos estudios valoraron la estrategia de intensificar la inhibicion de EGFR para revertir la
resistencia, dada la dependencia que, los tumores con mEGFR, mantienen de la via de
sefalizacion en esa situacion (Tabla 2). Los inhibidores de segunda generacion o inhibidores
irreversibles de EGFR, tales como neratinib, dacomitinib y afatinib, difieren en su modo de unién
al receptor (136,137). En modelos preclinicos, estos inhibidores irreversibles demostraron una
actividad prometedora, especialmente en pacientes con la m7790M. Sin embargo, los estudios
clinicos llevados a cabo en poblacion con mEGFR resistentes a los ITQ reversibles erlotinib y
gefitinib no demostraron ningtn beneficio (Tabla 2) (138—141). Se postul6 que la falta de eficacia
pudo estar relacionada con la limitacion de la dosis administrada por el desarrollo de toxicidad

que aparecia al inhibir las formas nativas de EGFR.

5.1.2.- Combinaciones de ITQ de EGFR y otros farmacos.

Con la descripcion de los diversos mecanismos de resistencia adquiridos a ITQ de primera
generacion, y en un intento de revertir esta resistencia, a la vez que se mantenia la inhibicion de
EGFR, se realizaron multiples estudios de combinacion de ITQ con otros farmacos. No obstante,
los resultados de esta estrategia fueron, en general pobres, con unas TR inferiores al 10% y unos

tiempos de SLP cortos (142—160). La tabla A1 del anexo 1 recoge la informacion principal de los
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criterios de seleccion de los pacientes y los resultados de dichos estudios. Caben destacar, no
obstante, los resultados del estudio de combinacion de afatinib y cetuximab (108). Este estudio
fase I incluyd pacientes con mEGFR (n=126) previamente tratados con ITQ de primera
generacion. Antes del inicio del tratamiento, fue precisa la realizacion de una biopsia para el
estudio de los mecanismos de resistencia adquirida. La TR fue similar entre los pacientes que
presentaban la m7790M a la resistencia (32%) y los que presentaron otros mecanismos de
resistencia (25%), p=0,341. La mSLP fue de 4,7 meses (4,3-6,4) y la mDR fue de 5,7 m (1,8-

24,4). La combinacion presentd una tasa de efectos adversos de grado 3/4 del 44,2%.

Tabla 2.- Inhibidores de segunda generacion afatinib, neratanib y dacomitinib (138,141,161,162).

e e el e R e e e

Dacomitinib 1/11 54 15% 67,50% 4m Park 2011
seleccmnada

. 19,3 s (EGFRm);
Dacomintinib | selecc'c:)nada si 66 4,6%% 57,6%% 11,1 s (EGFR NR Campbell 2010
! WT)

Dacomitinib, 0 no 188 17% 4% 29.8%. 14.9% 2.86 m: 1.91 9,53 m, Ramalingam
erlotinib seleccionada no & (0 | AEheR Sy | ED b SRl 7,44 m 2012
Neratinib I noseleccionada NE 167 28% 64% 15,3 s NR Sequist 2010

no
seleccionada, 20%
XL647 Il criterios 14 41 (5700) NR 5,3 m (9,3m) NR Pietanza 2012
clinicos 8
favorables
L. no 10,8 m; X
Afatinib Ib/1N . NE 585 7%, 0,1% NR 3,3m;1,1m Miller 2012
seleccionada 12 m

EGFR, Epidermal Growth Factor Receptor; NE, no especificado; NR, no comunicado; SG, supervivencia global; SLP,
supervivencia libre de progresion; TCE, tasa de control de enfermedad; TR; tasa de respuesta

Los resultados de este estudio confirmaron que una proporcion de tumores mantenian una
dependencia de la via de EGFR mas alld de la progresion de la enfermedad, con un beneficio

clinico de la combinacion de afatinib y cetuximab independiente de la adquisicion de la m7790M.

En este contexto se enmarca el primer trabajo que conforma la presente tesis doctoral.

5.2.- Tratamiento de la resistencia: incorporacion de los ITQ de tercera generacion.

Durante largo tiempo, la utilidad de las rebiopsias en la eleccion de las siguientes terapias una vez
ha ocurrido la progresion, ha tenido un valor mas académico que real. Algunos ensayos clinicos
requerian de la disponibilidad de tejido tumoral en el momento de la progresion y unicamente

algunos precisaban de la presencia de una alteracion molecular concreta como criterio de
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inclusion. En la practica clinica, la disponibilidad de tejido tumoral a la progresion ha sido de

especial utilidad en el caso de la transformacion a CMP, a fin de orientar el esquema de QT.

Recientemente, han entrado en el escenario terapéutico los ITQ frente a EGFR de tercera
generacion, como WZ4002, rociletinib, osimertinib y olmutinib. En estudios preclinicos, estos
farmacos demostraron actividad frente a la m7790M (163). Ademas, estos fArmacos presentaban
una menor actividad sobre la forma nativa de EGFR y asociaban una toxicidad de clase menor
que los ITQ de primera y segunda generacion. Su seguridad y eficacia fueron evaluadas en

diferentes estudios clinicos.

5.2.1- Rociletinib.

Rociletinib (CO-1686, Clovis Oncology) es un inhibidor altamente selectivo tanto de las mEGFR
como de la m7790M (89). El estudio fase I (TIGER-X) incluy6 una cohorte de escalada de dosis
y una cohorte de expansion (164). Se incluyeron un total de 130 pacientes con mEGFR
previamente tratados con ITQ cuya enfermedad habia progresado a tratamientos previos. Los
primeros 57 pacientes fueron tratados con una formulaciéon de CO-1686 libre de base (dosis de
hasta 900 mg/12 horas administradas por via oral). Se realizd un cambio en la formulacion del
farmaco, que incluyo sales de hidrobromido en su nueva composicion para mejorar el perfil
farmacocinético, hecho que significd una exposicion al principio activo tres veces superior a la
de la formulacion inicial. Diez pacientes pasaron de una formulacién a la otra. La escalada de
dosis con la formulacion de sales de hidrobromido se planificé hasta 1000 mg/12 horas. Los 63

pacientes adicionales fueron incluidos en esta nueva cohorte.

Los pacientes representaron una poblacion con mEGFR previamente muy tratados (media de 4
lineas terapéuticas previas), todos habian recibido un ITQ de primera y segunda generacién, con
>3 localizaciones M1 en un 50% de los pacientes y enfermedad en SNC en un 40% de los mismos.
La mayoria presentaba dell9 (57%) y L858R (32%) y una 10% presentaba otras mEGFR. La
presencia de la m7790M se evalud de forma central y resulté positiva en un 57%, negativa en un
18% y desconocida en un 25%. La DMT no se alcanzd. Se observaron respuestas con unas dosis
>900 mg/12 h de la formulacion libre de base y en todas las dosis de sales de hidrobromido. Por
ello, estas dosis fueron las consideradas como terapéuticas (n= 92 pacientes). Los efectos adversos
fueron diferentes a los tipicamente asociados a ITQ. La hiperglicemia fue el efecto secundario
mas frecuente (47%; 22%, grado 3), y se pudo controlar en la mayoria de los casos con
antidiabéticos orales. Otros efectos adversos, en su mayor parte de grado 1, fueron: nauseas
(35%), diarreas (22%), vomitos (14%) y pérdida de apetito (20%). Un 12% de los pacientes

presentd prolongamiento del QTc. La incidencia de rash o paroniquia fue anecdética (n=1). Un
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48% de los pacientes requiri6o una reduccion de dosis. En términos de eficacia, la TR en los 46
pacientes con confirmacién central de la m7790M fue del 59% y la TCE del 93%. La SLP
estimada fue de 13, 1 meses (IC95%, 5,4-13,1). En los que carecian de confirmacion central de
la m7790M (n=17), la TR y la TCE fueron del 29% y 59%, respectivamente. En este subgrupo
la SLP estimada fue de 5,6 meses (IC95%, 1,3- NA).

En noviembre de 2015, Clovis publico una actualizacion de los datos de eficacia de rociletinib de
los estudios TIGER-X y TIGER-2 (un estudio fase II de rociletinib en pacientes con mEGFR
previamente tratados y con la m7790M a la progresion). La TR comunicada fue de 28 y 34%,

respectivamente (http://www.businesswire.com/news/home/ 20151116005513/en/). Dada la

discordancia de estos resultados de eficacia con los datos del estudio TIGER-X previamente
publicados, Sequist y col. realizaron un analisis independiente de los datos de eficacia de los
pacientes cuyos resultados se habian publicado en este articulo (165). De los 130 sujetos incluidos
en el estudio TIGER-X, la TR de los que tenian la m7790M confirmada tras un seguimiento
completo fue del 45% (frente al 59% publicado previamente) y del 17% en los pacientes sin la
m7790M (frente al 29% publicado). La actualizacion de los resultados de SLP fue de 6,1 meses
y 1, 8 vs. 13,1 y 5,6 meses en pacientes con la m7790M positiva y negativa, respectivamente. De
acuerdo con estos resultados y con los datos combinados de los estudios TIGER-X y TIGER-2,

Clovis decidio6 interrumpir el desarrollo clinico de esta molécula.

5.2.2.- Osimertinib.

Osimertinib (AZD9291, Tagrisso®, Astra Zeneca) es una mono-anilino-pirimidina disehada
como un inhibidor irreversible y selectivo de EGFR, tanto de las mEGFR como de la m7790M.
Osimertinib evita las formas nativas de EGFR y produce una toxicidad de clase menor que otros
ITQ. Osimertinib se une al residuo de cisteina 797 en el sitio de unién del ATP del receptor,
formando un enlace covalente. En estudios in vitro, osimertinib fue unas 200 veces mas potente
frente a L8SSR/T790M que frente EGFR nativo. Osimertinib demostr6 una actividad comparable
aITQ de primera y segunda generacion frente a mEGFR. Osimertinib también demostr6 actividad

frente a la m7790M, m-iIEGFR y mHER?.
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Tabla 4.- Programa AURA de desarrollo clinico de osimertinib en pacientes con mEGFR.

=201 =210
| Il

Il (extension)

m Global, abierto, no aleatorizado Global, abierto, no aleatorizado Global, abierto, no aleatorizado
Poblacién >2L, T790M+ previo ITQ-EGFR >2L, T790M+ previo ITQ-EGFR >2L, T790M+ previo ITQ-EGFR

TR, Seguridad y tolerabilidad TR R

Objetivos secundarios SLP, SG, DR, FC/ FD SLP, SG, DR, FC/ FD SLP, SG, DR, FC/ FD
Criterios de evaluacién RECIST 1.1 RECIST 1.1 RECIST 1.1

DR, duracion de respuesta; EGFR, Epidermal Growth Factor Receptor; FC farmacocinética; FD, farmacodinamia,
ITQ, inhibidor de tirosina quinasa; 2L, segunda linea de tratamiento; n, nimero de pacientes; SG, supervivencia global;
SLP, supervivencia libre de progresion; TCE, tasa de control de enfermedades; TR, tasa de respuesta.

El estudio fase I/Il AURA evaluo la seguridad y tolerabilidad de osimertinib en pacientes cuyo
CNMP habia progresado a tratamiento previo con ITQ (166) (Tablas 4 y 5). Los pacientes
incluidos en este estudio podian ser portadores de las mEGFR o haberse beneficiado del
tratamiento con ITQ sin documentacion previa de mEGFR. Se incluyeron 253 pacientes: 31 de
ellos fueron incluidos en las 5 cohortes de escalada de dosis (desde 20 a 240 mg/24 horas via oral)
y 222 en las cohortes de expansion. Todos los pacientes incluidos en las cohortes de expansion
requirieron de una biopsia para evaluar la presencia de la m7790M. Esta resulto positiva en el
62%. Los datos de toxicidad asociada al farmaco incluyeron los siguientes: diarrea (47%, 2%
grado > 3), rash (40%, 1% grado >3), nausea (22%, <0,5% grado > 3) y pérdida de apetito (21%,
1% grado >3). Entre los efectos adversos de especial interés, la hiperglicemia se comunic6 en un
1-3% de los pacientes (0%, grado 3), la prolongacion del intervalo QTc en un 6% (0%, grado 3)
y la enfermedad pulmonar intersticial en un 3,7% (100%, grado 3). En funcion de estos resultados
de toxicidad, la dosis recomendada de osimertinib fue de 80 mg/dia. La diarrea y el rash fueron
dosis dependientes de osimertinib. Un 7% y un 6% de los pacientes requirieron reduccion de dosis

e interrupcion definitiva del tratamiento a causa de la toxicidad, respectivamente.

La TR fue del 51% en los 239 pacientes evaluables, con una TCE del 84%. La mayoria de ellos
(85%) presentaron una respuesta duradera (>6 meses). En el subgrupo de pacientes con la
m7790M (n=127), la TR, TCE y la SLP fueron de 61%, 95% y 9,6 meses, respectivamente. Por
el contrario, en los que carecian de m7790M (n=61), la TR fue del 21% y la SLP fue de 2,8 meses.

Posteriormente, se llevo a cabo el estudio AURA 2. Doscientos diez pacientes con la m7790M
confirmada recibieron tratamiento con osimertinib (80 mg/dia) (167). Este estudio demostr6 una
TR y una TCE del 70% y 92%, respectivamente. La DR fue de 11,4 meses y la SLP fue de 9,9
meses. Osimertinib demostrd un perfil de toxicidad manejable. Los efectos adversos mas
frecuentes fueron el rash, la diarrea, la xerosis y la paroniquia, y aparecieron en un 40%, 33%,

30% y 26%, respectivamente, de grados 1 y 2. Los efectos adversos de grado 3 y 4 fueron el
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alargamiento del QTc (2%), la neutropenia (1%) y la trombocitopenia (1%). El resto de
toxicidades se presentaron con una incidencia <1%. Se comunicé una muerte posiblemente

relacionada con enfermedad pulmonar intersticial secundaria al farmaco.

Los resultados de la extension del estudio AURA confirmaron la eficacia y tolerabilidad de
osimertinib (168). Este estudio fase II incluy6 201 pacientes con mEGFR previamente tratado
con ITQ con la m7790M en el momento de la progresion. La mediana de tiempo en tratamiento
de los pacientes en este estudio fue de 13,2 meses. La TR fue del 62% (1C95%, 54%-68%) y la
TCE del 90% (IC95%, 85%-94%). La DR en los 122 pacientes que respondieron al tratamiento
fue de 15,2 meses. La mSLP fue de 12,3 meses (IC95%, 9,5-13,8). Se comunicaron una tasa de
diarreas del 43% y de rash del 40%, como efectos adversos mas frecuentes, de grado >3 inferior
al 1% en ambos casos. Ocho pacientes presentaron toxicidad pulmonar (4%, grado 1, n=2; grado

2, n=3, grado 5, n=3).

Un analisis planeado con anterioridad que incluy¢ los datos de eficacia del estudio AURA2 y de
la cohorte de expansion del estudio AURA (n=411) reprodujo los mismos resultados de seguridad
y tolerabilidad. Todos los pacientes incluidos en este analisis habian recibido tratamiento con
osimertinib 80 mg/dia. Las caracteristicas clinicas de los pacientes incluidos fueron similares en
ambos estudios: edades de 62 y 64 afios, 66% y 70% mujeres, 58% y 63% asiaticos, 38 %y 34%
caucasicos, 66% y 60% PS1, 67% y 76% nunca fumadores. El estudio molecular demostro la
siguiente distribucion en ambos estudios respectivamente: del/19 71% y 65%, L§58R 25% y 32%,
G719X 2% y 2%, S7861 2% y 1%. La afectacion del SNC fue del 37% y 41%, respectivamente.
Los efectos adversos de cualquier grado mas frecuentes fueron la diarrea (42%), el rash (41%),
la xerosis (31%) y la paroniquia (25%). Los efectos adversos que requirieron una reduccion de
dosis del farmaco se produjeron en un 4,4 y 5,6%, respectivamente. El alargamiento del QTc
(2,2%) y la neutropenia (1,9%) fueron los efectos adversos que motivaron reduccion de dosis o
interrupcion definitiva del tratamiento. Cabe destacar, la aparicion de 4 casos de toxicidad grave
pulmonar atribuida al farmaco por los investigadores. En términos de eficacia, osimertinib
demostré una TR del 59% (IC95%, 54-64), una mDR de 12,5 meses (I1C95%, 11,1-NC) y una
mSLP de 11 meses (IC95%, 9,6-12,4) en estos estudios. Estos resultados de eficacia y seguridad
llevaron a la aprobacion de osimertinib por parte de la FDA en 2015 en pacientes con mEGFR en

progresion tras ITQ y con la m7790M (169).

Actualizaciones posteriores han confirmado estos resultados de eficacia y seguridad con una tasa
de efectos adversos similar a la ya comunicada y una TR del 66% (IC95%, 61-71), una DR de
12,5 meses (IC95% 11,1-NC), una mSLP de 11 meses (IC95% 9,6-12,4) y una tasa de SLP del
47,5% alos 12 meses (IC95% 42,4-52,5) (170,171).
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Tabla 5.- Resultados globales de los estudios iniciales del programa AURA en pacientes con
mEGFR.

71% 66% 71%
(1C95% 57-82) (1C95% 61- 71) (IC95% 64-77)

9,7m 11,0 m 8,6 m
(IC95% 8,3-13,6) (IC95% 9.6, 12.4) (1C95% 8,3-9,7)
9,6 m 12,5m 7,8m
(IC95% 7,7, 15.6) (1C95% Cl 11,1- NC) (IC95% 7,1- NC)

DR, duracion de respuesta; IC, intervalo de confianza; m, meses; n, nimero de pacientes; SLP, supervivencia libre de
progresion; TR, tasa de respuesta.

AURAI AURA | extension AURA 2
N=61 N=201 N=210

Posteriormente, osimertinib confirmo los resultados de eficacia y seguridad en el estudio AURA
3 (172). Este estudio compar6 osimertinib (n= 279) frente a QT basada en platino y pemetrexed
(n= 140) en pacientes con mEGFR previamente tratados con una ITQ de primera o segunda
generacion y que presentaron la m7790M como mecanismo de resistencia. Osimertinib asociod
una SLP mas larga respecto a la QT (10,1 vs. 4,4 meses; HR, 0,30; IC95%, 0,23- 0,41; p<0,001).
El analisis de subgrupos demostrd un beneficio en SLP en todos los subgrupos de pacientes
(HR<O0,5 para todos los subgrupos) a favor de osimertinib, incluidos aquellos pacientes con M1

cerebrales.

La mSLP fue superior en el grupo de pacientes tratados con osimertinib en el que la m7790M se
encontrd en suero respecto a QT (8,2 vs. 4,2 meses, HR 0,42; 1C95% 0,29-0,61). La DR fue de
9,7 meses (I1C95% 8,3-11,6) en el grupo de osimertinib vs. 4,1 meses (IC95% 3,0-5,6) en el grupo
de QT.

La TR fue superior con osimertinib (71%) frente a QT (31%) (RR, 5,39; 1C95%, 3.47-8,48;
p<0,001) en el global de los pacientes. Un resultado similar se obtuvo segun la presencia de la
m7790M en suero a nivel basal, con una TR de 71% y 31% (RR, 4,96; 1C95%, 2,49-10,15;

p<0,001) en los grupos de osimertinib y QT, respectivamente.

6.- Determinacion de mEGFR en muestras de sangre.

La biopsia tumoral se considera el estandar de oro en el diagnodstico de los tumores solidos.
Permite una caracterizacion histologica del tumor, ademas de permitir la identificacion de
caracteristicas genéticas con valor predictivo y pronostico. Por ello, el analisis de dichas
alteraciones genéticas se ha establecido con fines diagndsticos y en la seleccion de los

tratamientos. Estas biopsias se obtienen mediante procedimientos invasivos, no exentos de riesgos
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para el paciente. Por ello y como alternativa a la biopsia, el estudio de las alteraciones genéticas

en la sangre representa una opcion atractiva para los pacientes.

El fundamento del andlisis molecular en la muestra sanguinea se basa en la presencia de
fragmentos de DNA libre en la sangre procedente de las células tumorales (173). A medida que
los tumores evolucionan y se tornan mas agresivos, se incrementa en grado de necrosis y, en
consecuencia, se produce un aumento de la cantidad total de DNA libre circulante (cfDNA).
Ademas de las células sanguineas y otros componentes normales de la sangre, en un paciente con
cancer existen otros componentes potencialmente identificables, tales como DNA tumoral
circulante (ctDNA) que representa una minima fraccion del cfDNA, células tumorales circulantes
(CTCs), microRNA, exosomas y plaquetas educadas por el tumor (TEP, tumor-educated
platelets). Todos ellos representan una fuente muy valiosa de informacién molecular relacionada

con el tumor y una alternativa a la biopsia tumoral (Figura 12).

Figura 12.- Componentes de la sangre.
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CTC, célula tumoral circulante; ctDNA, DNA circulante total; cfDNA, DNA circulante libre; DNA, acido
desoxirribonucleico; RNA, 4cido ribonucleico; miRNA, microRNA, TEP, Tumor-educated platelets (Servier Medical
Art)

Para establecer una técnica como potencial alternativa en el diagndstico molecular, debe existir
una concordancia con la técnica estandar, en este caso la biopsia tumoral. Diversos estudios han
demostrado una sensibilidad de entre el 61% al 93% en muestras de sangre respecto al tejido en
pacientes con mEGFR (174). Se han empleado diferentes técnicas para el aislamiento de cfDNA
en pacientes con mEGFR (172,174-176) (Tabla 6).
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Las limitaciones generales de algunas de estas técnicas son el coste, el tiempo hasta la obtencion
de los resultados, y la exactitud y el contexto clinico en que han sido utilizadas. Idealmente, los
resultados obtenidos con estas técnicas deberian haber sido validados de forma prospectiva y
comparativa con los resultados en tejido; no obstante, la validacion retrospectiva de los resultados
del suero o plasma obtenidos en estudios prospectivos se considera aceptable (177). Estas técnicas
empleadas suelen presentan una alta especificidad con un valor predictivo negativo alto, aunque

a expensas de una sensibilidad menor (174).

Tabla 6.- Técnicas para estudio de DNA libre circulante (cfDNA)

Técnicas para estudio de cfDNA en plasma

] PCR  Ne
PCR alelo Basado en técnicas de

Caracteristicas i Emulsion PCR Basado en amplicon
especifica captura

Cualquier mutacion,

Unicamente Unicamente L, Cualquier mutacién,
R . ganancia numero de . .
. variantes variantes X ganancia nimero de copias
Variantes detectadas . . copias
conocidas y conocidas y (FP por artefactos de la
_ . (FP por artefactos de L,
predefinidas predefinidas . secuenciacion)
la secuenciacion)
L, Cuantificacién L, X
e . o Cuantificacién ) L, Cuantificacion relativa de
Cuantificacion Semicuantitativa X relativa de fraccion L, L
absoluta/ relativa fraccion alélica

alélica
Potencialemente
Répido, facil de Répido, facil de  rapido; complejidad
interpretar interpretar de interpretacion
(bioinformatica)

Lento; complejidad de
interpretacion
(bioinformatica)

Rapidez; complejidad

Coste (+) (+4) (+++) (++++)
C?:::a(i?cez(;); ddPCR (Biorad); Guardant360 (Guardant);
Ejemplos X BEAMing (Sysmex  Tam-Seq (Inivata) Cancerselect (Personal
(Qiagen); PNA- . . .
PCR Inostics) Genome Diagnostics)

ddPCR, digital dropplet PCR; FP, falsos positivos; NGS, next generation sequencing; PCR, polymerase chain reaction.

La informacion obtenida de la biopsia tumoral representa de forma parcial la enfermedad.
Sabemos que existe variabilidad entre la informacion genética obtenida entre diversas biopsias
del tumor primario y M1, hecho que conlleva una heterogeneidad intra- e intertumoral (178).
Diversos estudios han demostrado la variabilidad de los mecanismos de resistencia adquirida en
los pacientes con mEGFR. En un estudio retrospectivo que incluyé 145 pacientes con mEGFR 'y
resistencia adquirida a ITQ, 30 de ellos disponian de biopsias de diversas lesiones y otros 24
disponian de varias biopsias de la misma lesion (179). En 22 pacientes que disponian de biopsias
de lesiones de SNC vy torax, 12 presentaron la m7790M en las lesiones toracicas y no en las
lesiones cerebrales. Tres de los 24 pacientes con biopsias de la misma localizacion presentaron
un patron molecular diferente. Ademas, en 5 pacientes se identifico la m7790M y, tras un periodo

sin tratamiento con ITQ, una nueva biopsia de la misma localizacion demostro la ausencia de la



m7790M. Estos 5 pacientes fueron tratados de nuevo con ITQ de forma efectiva, y en el momento
de la siguiente progresion, una tercera biopsia demostrd, de nuevo, la presencia de la m7790M.
Otros autores demostraron la discordancia del patréon molecular en las diferentes muestras de
biopsia en el momento de la resistencia en un mismo paciente (86,180). También se demostrd que
la exposicion a diversos tratamientos de forma secuencial implica cambios dinamicos en los

mecanismos de resistencia adquirida en pacientes con mEGFR (86,181).

El programa TIGER incluy0 el estudio de los mecanismos de resistencia a rociletinib (182). De
12 pacientes con la m7790M en el momento previo al tratamiento con rociletinib, 6 mantuvieron
lam7790M en la biopsia realizada en el momento de la progresion, mientras que otros 6 resultaron
T790M negativo en la rebiopsia. De este segundo grupo, 2 biopsias demostraron transformacion
a CMP y otras 3 presentaron amplificacion de EGFR. Ademas, en las biopsias pre-rociletinib se
identificd la coexistencia de clonas con 7790M mutada y nativa. La fraccion de m7790 pre-
tratamiento podria condicionar la respuesta a rociletinib. En el analisis de cfDNA de los mismos
pacientes se identificaron dos patrones: un incremento de las mEGFR con la presencia de la
mT790M y la presencia de mEGFR sin la identificacion de la m7790M. No se encontro C797S

ni otras mutaciones adquiridas en las muestras de ningtin paciente.

En el mejor de los casos, se deberia poder integrar la informacion obtenida de multiples biopsias
de diversas localizaciones en el mismo paciente para poder establecer un plan terapéutico que
fuese capaz de cubrir tal heterogeneidad. No obstante, la obtencion de multiples biopsias no es
viable en la practica clinica debido al riesgo asociado a cualquier procedimiento invasivo, a la
incomodidad para los pacientes y al coste economico, ademas de la imposibilidad técnica de
acceso al tumor y/o M1 en muchas ocasiones, del riesgo de diseminacidon tumoral secundaria al
procedimiento y del retraso en el inicio del tratamiento que conllevaria la realizacion de estos
procedimientos. En la practica clinica habitual, la biopsia liquida representa una alternativa
optima ya que proporciona una informacion de la heterogeneidad espacio-temporal del tumor
primario y las M1, se puede repetir tantas veces como sea necesario con una minima incomodidad
y riesgo para los pacientes, y ofrece un grado de concordancia elevado con la informacion
obtenida en la biopsia tumoral. Otra limitacién anadida del andlisis de las mEGFR en tejido radica
en la escasez de material tumoral obtenido en las biopsias en pacientes con CNMP avanzado, la

mayoria de las veces disponible mediante fibrobroncoscopia (183—186).

La deteccion de mEGFR en suero o plasma se ha propuesto como un método alternativo a su
estudio en la biopsia tumoral. En el caso de mEGFR, estudios iniciales mostraron una
concordancia entre tejido y suero de un 70% (187). Posteriormente, dicha concordancia se ha

evaluado en diversos estudios. Cabe destacar un estudio prospectivo que evalué la posibilidad de
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la deteccion de la m7790M en sangre en una cohorte de 42 pacientes con mEGFR en progresion
al tratamiento previo con ITQ de primera y segunda generacion. El objetivo principal del estudio
fue evaluar la concordancia entre el resultado de la biopsia tumoral y el resultado en sangre
mediante el analisis de las CTCs (184). El objetivo secundario fue evaluar la concordancia de los
resultados respecto al DNA tumoral circulante (ctDNA). Finalmente, fueron evaluables 30
pacientes. El grado de concordancia en la deteccion de la m7790M fue del 57% entre tejido y
CTCs, del 60% entre tejido y ctDNA, y del 65% entre CTCs y ctDNA. La tasa de deteccion global
de la m7790M para las tres técnicas fue del 50%, con un grado de discrepancia entre ellas
atribuible tanto a las diferencias propias de cada técnica como a las diferencias biologicas

intrinsecas de cada paciente.

Entre otras aplicaciones prometedoras de la biopsia liquida estan la deteccion precoz de una
recaida del tumor tras un tratamiento radical, asi como la identificacion de mutaciones de
resistencia en pacientes que estan recibiendo un tratamiento dirigido. Con la aprobacion de
osimertinib para el tratamiento de los pacientes con mEGFR con la m7790M, cobra especial

interés la posibilidad de detectar esta mutacion de resistencia (172,188).

Los primeros resultados que correlacionaron la eficacia clinica de osimertinib (TR y SLP) con la
deteccion de la m7790M en suero se obtuvieron de los pacientes incluidos en el estudio AURA
(189) (Figura 13). El anélisis de cfDNA para la identificacion de mEGFR se realizd en 216
muestras de plasma mediante la tecnologia BEAMing (Figura 8). Estos resultados se compararon
con la informacion obtenida en la muestra tumoral analizada mediante Cobas®. La sensibilidad
en el plasma para la deteccion de mEGFR fue del 82% y 86% para dell9 y L858R,
respectivamente; y del 70,3% para la m7790M. La m7790M se aislo en el 80% de los pacientes
junto a mEGFR, frente a un 5% de pacientes en los que se detectd la m7790M aislada (p<0,01).
La especificidad del plasma para la identificacion de del/l9 y LE5SSR fue del 98% y 97%,
respectivamente. Sin embargo, de 58 pacientes con 7790M- en tejido, 18 (31%) resultaron
T790M+ en plasma (especificidad del 69%). En un intento de confirmar estos resultados y
descartar la posibilidad de falsos positivos en plasma, estas muestras se analizaron mediante otras
técnicas que confirmaron los resultados en 14 de las 18 muestras (78%). Estos resultados

sugirieron una heterogeneidad de la m7790M en las diferentes localizaciones.

Un total de 231 fueron evaluables para eficacia. La TR fue de 62% en 7790M+ frente a un 26%
en 7790M- en tumor (p<0,001). La mSLP fue superior en pacientes 7790M+ frente e T790M- en
tumor (9,7 meses; 1C95%, 8,3-12,5 vs. 3,4 meses; 1C95%, 2,1-4,3; p<0,001). De acuerdo con el
resultado en plasma, la TR fue de 63% y la SLP fue de 9,7 meses (IC95%, 8,3-11,1) en caso de

T790M+ en plasma, resultados muy similares a los obtenidos en el tejido. La TR fue de 46% en
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pacientes con 7790M-en plasma, con una mSLP similar en ambos grupos (8,1 meses; 1C95%,

5,3-10,9; p=0,188).

Dado que la sensibilidad en el plasma fue de entre 70 a 86% para la m7790M, se realizaron
analisis adicionales en el grupo de pacientes 7790M- en plasma. Dividiendo los pacientes 7790M-
en plasma conforme al resultado en tejido, la TR fue superior en caso de 7790M+ en tejido (69%;
1C95%, 53-82%) comparado con los pacientes 7790M- en tejido (25%; 1C95%, 13-41%). La

mSLP fue superior en el mismo subgrupo (16,5 vs. 2,8 meses, p<0,004).

Los resultados de eficacia en pacientes con 7790M+ en plasma también se analizaron en relacion
con los resultados en tejido. La TR y SLP fueron superiores en pacientes 7790M+ en tejido (TR
64%; SLP 9,3 meses) respecto a los pacientes 7790M- en tejido (TR 28%, p=0,004; SLP 4,2
meses, p=0,0002).

Figura 13.- Eficacia clinica de osimertinib de acuerdo con estado de la m7790M en plasma y/o
tejido (189).
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Por tanto, en un 70% de los pacientes, la informacion de la presencia de la m7790M en suero
puede ser suficiente para la recomendacion de tratamiento con osimertinib en el momento de la
progresion. Existe, no obstante, un 30% de los pacientes cuyo resultado negativo en plasma
requiere un confirmacion en tejido. Este analisis en tejido es crucial para diferenciar el grupo de
los verdaderos negativos para la m7790M, con escasa probabilidad de beneficiarse del
tratamiento, del grupo de pacientes 7790M+ en plasma/- en tejido, con una probabilidad de
respuesta similar a la observada en el grupo de pacientes verdaderos negativos para la m7790M

en plasma y tejido.
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Por ello, en la practica clinica, un resultado positivo de la m7790M en la biopsia liquida podria
ser suficiente para la recomendar el inicio de tratamiento con osimertinib, mientras que, en caso
de un resultado negativo en sangre, deberia realizarse una biopsia a fin de determinar su presencia
o0 ausencia definitiva. Por otra parte, en caso de confirmarse la ausencia de la m7790M, el tejido
obtenido en la rebiopsia podria emplearse en la identificacion de otros mecanismos de resistencia

(Figura 14).

Paralelamente, la biopsia liquida ha permitido el estudio de los mecanismos de resistencia a
osimertinib. Los primeros resultados de resistencia en esta situacion demostraron la presencia de
una mutacion adquirida (C797S) en 1 de las 7 muestras a la progresion mediante el estudio de
cfDNA en plasma (190). En muestras de cfDNA de 15 pacientes adicionales se demostrd la
presencia de la m7790M antes del tratamiento; pero en el momento de la progresion, se
evidenciaron tres patrones moleculares diferentes: persistencia aislada de la m7790M (n=5),
persistencia de la m7790M junto con adquisicion de C797S (n=6); y pérdida de la m7790M sin
adquisicion de C797S (n=4).

Figura 14.- Algoritmo actual de tratamiento en pacientes con mEGFR.
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En otro estudio, se identificaron tres tipos de mutaciones de resistencia en lineas celulares con
mEGFR resistentes a WZ4002, rociletinib y osimertinib (191). L7180, L844V y C797S
provocaron la resistencia a WZ4002 y rociletinib. C797S causo6 también resistencia a osimertinib.
Las células con mEGFR (dell19/L858R) junto con L718Q/L844V fueron sensibles a tratamiento
con gefitinib y afatinib. C797S junto con dell9/L858R presento resistencia a todos los ITQ de
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primera y segunda generacion, sin embargo, LE58R/C797S/T790M fue parcialmente sensible a

cetuximab.

Estudios posteriores confirmaron la complejidad de la heterogeneidad en los mecanismos de
resistencia, y la potencial utilidad de la biopsia liquida en la prediccion de la aparicion de dichos

mecanismos (192-194) .

Diversos estudios han demostrado la utilidad de la biopsia liquida en la monitorizaciéon de los
cambios de las mEGFR a lo largo del tratamiento con ITQ y en la deteccion de la m7790M a la
progresion (177,195). Se habian publicado resultados de deteccion de la m7790M en muestras de
sangre y orina en pacientes tratados con rociletinib (196). En este ultimo estudio, se demostro
que los niveles de lam7790M disminuian en sangre y orina poco después del inicio de tratamiento
con rociletinib, no obstante, no existia seguimiento longitudinal de los cambios en la mT790M

durante el tiempo de tratamiento (197).

El segundo trabajo que conforma la presente tesis doctoral se enmarca en el contexto del uso de
una técnica validada, sencilla, y de coste econdmico asequible, para monitorizar la presencia de
lam7790M en suero. Se pretendi6 establecer el papel predictivo de respuesta clinica y radiologica

de la m7790M en suero en pacientes en tratamiento con osimertinib.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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La presente tesis tiene por objetivo profundizar en el estudio de las mEGFR en pacientes con

CNMP, concretamente en relacion a dos aspectos:

e Evaluacion de nuevas opciones terapéuticas tras fracaso al tratamiento con ITQ de
primera generacion.

e Aplicabilidad del estudio de mutacion de resistencia (m7790M) en suero/ plasma para el
seguimiento de pacientes con mEGFR en tratamiento con ITQ de tercera generacion y su

correlacion con la respuesta clinica y radiologica.

1.- Evaluacion de nuevas opciones terapéuticas tras el fracaso del tratamiento con
ITQ de primera generacion.

En el contexto de la resistencia adquirida a ITQ, el primer objetivo de esta tesis consiste en
explorar nuevas opciones terapéuticas en pacientes con mEGFR que han progresado a tratamiento
con ITQ de primera generacion. Para ello, se disefio un estudio fase IB de combinacion de afatinib
y sirolimus en una poblacion de pacientes con CNMP y mEGFR en progresion al tratamiento
previo con ITQ de primera generacion. En este estudio pretendimos evaluar la seguridad y la
actividad de la combinacion de afatinib y sirolimus como estrategia terapéutica para revertir la
resistencia adquirida a ITQ de primera generacion en una poblacion de pacientes con mEGFR

previamente tratados con erlotinib o gefitinib y en progresion a dichos tratamientos.

El objetivo principal de este estudio es la evaluacion de la DMT de la combinacion de afatinib y

sirolimus.
Los objetivos secundarios son los siguientes:
1. Evaluacioén de la seguridad de la combinacion segun la escala CTCAE (version 3.0).
2. Estudio farmacocinético de las concentraciones de afatinib y sirolimus, en muestras de
sangre y plasma, respectivamente.
3. Evaluacion de la actividad antitumoral de acuerdo con los criterios RECIST (version 1.1).

Este estudio derivo en el siguiente trabajo:

A phase Ib trial of continuous once-daily oral afatinib plus sirolimus in patients with epidermal

growth factor receptor mutation-positive non-small cell lung cancer and/or disease progression

following prior erlotinib or gefitinib.
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Moran T, Palmero R, Provencio M, Insa A, Majem M, Reguart N, Bosch-Barrera J, Isla D, Costa
EC, Lee C, Puig M, Kraemer S, Schnell D, Rosell R. Lung Cancer 2017;108:154-160; doi:
10.1016/j.lungcan.2017.03.009.

IMPACT FACTOR (Sci Journal): 4,29

2.- Deteccion de la m7790M en suero/ plasma y correlacion con la respuesta clinica
y radioldgica en pacientes con mEGFR tratados con ITQ de tercera generacion.

La aparicion de la mutacion de resistencia 7790M es el mecanismo de resistencia adquirida mas
frecuente en pacientes con mEGFR, después de un tiempo de beneficio clinico bajo tratamiento
con ITQ de primera y segunda generacion. El andlisis en una muestra de tejido tumoral es el
método considerado estandar para la deteccion de dicha mutacién. Hemos visto, no obstante, la
utilidad de la biopsia liquida para la deteccion de m7790M en este contexto clinico. Segun
estudios previos, la deteccion de la m7790M en sangre podria ser suficiente para establecer que
la resistencia a ITQ de primera y segunda generacion esta producida por dicho mecanismo, e
iniciar asi tratamiento con un ITQ de tercera generacion. De este modo, se podria obviar la
realizacion de una nueva biopsia. La biopsia liquida ha demostrado su utilidad en la
monitorizacion de mEGFR. En este segundo estudio, nos planteamos la utilidad potencial de la
biopsia liquida en la monitorizacion de la evolucion de la m7790M durante el tratamiento con el

inhibidor de tercera generacion.

Nuestro estudio incluye pacientes con la m7790M detectada en plasma/suero,
independientemente de la informacién en tejido, que reciben tratamiento con osimertinib. Se
realiza una monitorizacion perioddica de la m7790M en plasma/suero para determinar la evolucion
de la misma. El objetivo principal de este estudio fue evaluar si la m7790M se puede monitorizar

en plasma/suero en los pacientes tratados con osimertinib.

Los objetivos secundarios exploratorios de este segundo estudio son los siguientes:
1. Evaluar si la pérdida de la m7790M se asocia a la respuesta clinica.
2. Evaluar si la pérdida de la m7790M se asocia a la respuesta radioldgica.

3. Evaluar si el comportamiento dinamico de la m7790M puede indicar respuesta (en caso

de desaparicion) y posterior progresion (en caso de reaparicion de la m7790M).
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Este estudio derivo en el siguiente trabajo:

Monitoring of EGFR-T790M mutation in serum/plasma for prediction of response to third

generation inhibitors

Teresa Moran, Eudald Felip, Joaquim Bosch-Barrera, Itziar de Aguirre, Jose Luis Ramirez, Carles
Mesia, Enric Carcereny, Diana Roa, Elia Sais, Yolanda Garcia, Remei Blanco, Silvia Sanchez,
Claudia Rosa Villacorta, Cristina Queralt, Jose Maria Velarde, Rafael Rosell. Oncotarget 2018,
9(43): 27074-27086. doi.org/10.18632/oncotarget.25478

IMPACT FACTOR (Sci Journal): 5,168
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PARA LA TESIS
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A phase Ib trial of continuous once-daily oral afatinib plus sirolimus in patients with epidermal

growth factor receptor mutation-positive non-small cell lung cancer and/or disease progression

following prior erlotinib or gefitinib.

Moran T, Palmero R, Provencio M, Insa A, Majem M, Reguart N, Bosch-Barrera J, Isla D, Costa
EC, Lee C, Puig M, Kraemer S, Schnell D, Rosell R. Lung Cancer 2017;108:154-160; doi:
10.1016/j.lungcan.2017.03.009.
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ABSTRACT

Background: Osimertinib is efficacious in lung cancer patients with epidermal
growth factor receptor (EGFR) mutations and acquired resistance (AR) to EGFR
tyrosine kinase inhibitors due to EGFR-T790M mutation (T790M). We sought to
describe T790M changes in serum/plasma during osimertinib therapy and correlate
these changes with treatment outcomes.

Material and methods: Serum/plasma from EGFR-mutant lung cancer patients
with T790M-AR was collected before and during osimertinib treatment. Changes in
T790M were evaluated using a peptide-nucleic acid-PCR assay, and correlated with
clinical and radiographic response.

Results: Thirteen patients were included. Median time on osimertinib treatment
was 10.6 months with a median progression-free survival of 13.6 months. Best
response to osimertinib was partial response (PR), stable disease (SD) or progression
(PD) in 46.1%, 30.8% and 23.1% of patients, respectively.

Most of the patients were paucisymptomatic at baseline. Symptom improvement
was reported in 66.6% of responder patients; while symptoms remained stable in
75% of patients with SD, and 66% of patients with PD had clinical deterioration.

Three patterns of T790M changes during osimertinib treatment were identified.
T790 remained detectable with PD or a short-lasting SD in 15.4% of the patients.
T790M disappeared in 69.2% of patients with PR or SD. T790M disappeared, despite
clinical and/or radiographic progression in 15.4% of the patients.
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Conclusion: Changes of T790M in serum/plasma in EGFR-mutant lung cancer
patients with T790M-AR might be a useful marker of symptomatic and radiographic
outcome to osimertinib. Longer follow-up is needed to establish if subsequent
emergence of T790M could be a marker of resistance.

INTRODUCTION

First- and second-generation tyrosine kinase
inhibitors (TKIs), erlotinib, gefitinib and afatinib, as well
as the combination of erlotinib and bevacizumab, have
demonstrated a clinically meaningful benefit as upfront
therapy in patients harboring epidermal growth factor
receptor (EGFR) mutations [1]. However, despite an
initial clinical benefit, acquired resistance (AR) invariably
develops, mainly due to the emergence of the secondary
mutation EGFR-T790M (T790M) [2, 3]. Several clinical
trials have tested different drugs to treat patients with
AR to first- and second-generation TKIs with modest
results [4-10]. Therefore, standard chemotherapy and best
supportive care have remained the main treatment options
for these patients. Currently, third-generation TKIs with
the ability to inhibit both T790M and the sensitizing
EGFR mutations have entered the clinical scenario [11,
12]. Osimertinib, a third-generation TKI, has demonstrated
a clinically meaningful benefit in patients with EGFR
mutations who have developed AR to TKIs. In clinical
studies with osimertinib, patients with T790M-positive
tumors reported an overall response rate (ORR) of 61%
and median progression-free survival (mPFS) of 9.6
months, with a favorable toxicity profile [12]. Recently,
osimertinib has also demonstrated significant advantages
in terms of response and progression-free survival in
EGFR-mutant lung cancer patients treated in first line [13].

One limitation for EGFR mutation testing is the
scarcity of tumor tissue in patients with advanced disease.
Detecting EGFR mutations in serum or plasma has been
proposed as an alternative to tumor tissue. Using serum
and plasma for molecular testing relies on the fact that
mutant DNA fragments from necrotic neoplastic cells are
freely circulating in blood [14]. As tumors become more
aggressive there 1s more necrosis, leading to an increase
in the absolute amount of circulating DNA that can be
detected. Initial studies report that EGFR mutations could
be detected 1n paired tumor and plasma samples in more
than 70% of the patients with EGFR-mutant lung cancer
[15]. Moreover, different sources of tumor DNA present in
the peripheral blood provide dynamic information of the
disease, reflecting not only the assessment of the primary
tumor, but also of the metastatic sites.

Different  techniques, including emulsion
polymerase chain reaction (PCR) (ddPCR and ddPCR
Beaming), reverse transcription PCR (RT-PCR), peptide-
nucleic acid (PNA), amplification refractory mutation
system (ARMS), and Scorpion, have been used to detect
EGFR mutations with a sensitivity ranging from 61% to

93% for the sensitizing mutations and from 41% to 81%
for T790M [16]. EGFR mutations in serum and plasma
have been used to monitor the evolution of the sensitizing
mutations during treatment. In addition, the presence of
EGFR mutations in serum and plasma has been associated
with poorer prognosis [17, 18]. Recently, peripheral
blood has become a useful source to detect the presence
of T790M as a mechanism of AR [19]. Interestingly,
T790M can be detected in 70% of the patients with AR
to first- and second-generation TKIs, which implies that
tumor rebiopsy could be obviated in patients with positive
result in plasma. ORR and mPFS were identical in both
T790M- plasma-positive and tumor-positive patients. In
addition, urine samples were also evaluated concurrently
with serum and tissue samples in patients who received
treatment with rociletinib, another third-generation EGFR-
TKI [20]. Together, urine and plasma samples identified
a higher proportion of T790M than tissue alone (89% vs.
75%), and T790M levels decreased in the urine samples of
patients who responded or had stable disease (SD) shortly
after starting treatment.

For the present study, we postulated that if
detected at baseline in serum/plasma once AR to first-
and second-generation TKIs has occurred, T790M
mutation could be monitored during treatment with
a T790M TKI. We hypothesized that this T790M
monitoring in EGFR mutant patients with a T790M
mutation as an AR mechanism receiving a T790M
TKI could indicate response to therapy and subsequent
progressive disease (PD). Moreover, T790M loss during
treatment could potentially be correlated to clinical and
radiographic response and to a quick time to response,
should T790M disappear in plasma/serum. Thus, the
follow-up of T790M mutation in plasma/serum could
be used as a monitoring tool of response in patients
receiving a T790M inhibitor.

RESULTS

Twenty-one patients with EGFR mutations were
treated with osimertinib between January 2016 and June
2017 after confirmed PD to a prior TKI. All the patients
harbored the T790M mutation, which was evaluated in
serum/plasma and also in tissue when available. Only
patients with T790M in serum/plasma were eligible.
Eight patients were excluded from the analyses because
T790M was only detected in tissue, but not in serum/
plasma. Thirteen patients were analyzed. Patients who
were alive at data cut-off, 19 January 2018, were censored
at that date.
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Clinical characteristics

All 13 patients included in the analysis, were
Caucasian, with a median age of 59 years, and had
adenocarcinoma histology. The type of TKI-sensitizing
EGFR mutation was a deletion in exon 19 in all the cases
except 1 patient who harbored an uncommon EGFR
mutation, G719A in exon 18. Sixty-nine percent of the
patients had stage IV at diagnosis. The mean number
of metastatic (M1) sites was 2 (range 1-5), with the
lung, bone, and brain being the most frequent M1 sites
(Table 1).

All the patients had previously received a TKI
(gefitinib in 46.1% of patients, afatinib in 15.4% of
patients, and erlotinib in 38.5% of patients). The majority
of patients (76.9%) received an EGFR TKI as first-line
therapy, with best responses of a PR in 60% of patients
and SD in 30% of patients (Table 2).

In addition to T790M evaluation in serum/
plasma, 6 patients underwent a rebiopsy after the TKI
progression. T790M mutation was detected in tissue in
3 of these patients and was not detected in 2 patients,
while in 1 patient the rebiopsy tissue was insufficient
for the molecular analysis. The most frequent M1 sites
prior to osimertinib treatment were the lung and the
bone (61.5% and 30.8% of patients, respectively). Most
(77%) patients presented Eastern Cooperative Oncology
Group performance status (ECOG PS) 0-1 before starting
osimertinib (Table 3).

Efficacy

Median patient follow-up time was 45.3 months
(range 11.2-113.9). Median time on osimertinib therapy
was 10.6 months (range 1.5-22.5). All 13 patients were
evaluable for response to osimertinib. Six patients
presented a partial response (PR) as best response
(46.1%), while 4 patients presented SD (30.8%), for
an overall disease control rate of 77%. In 3 out of the 4
patients with SD (75%), size of tumor lesions according
to RECIST decreased in the first radiographic evaluation,
while in 1 patient RECIST increased in 11%, resulting
in a PD in the subsequent evaluation. Three patients
presented PD in the first evaluation (23.1%). Two of
these patients discontinued treatment with osimertinib
due to radiological and clinical criteria, while in the other
patient, osimertinib was maintained despite the RECIST
progression due to clinical benefit.

Median PFS was 13.6 months (95% CI1.1-26.2).
Median OS was 80.5 months (95% CI 12.8-148.2).

Symptom burden and radiographic response

The majority of patients included in this study
presented few disease-related symptoms at baseline, with
a median of symptomatic burden of 2 points (range 0-8)
according to the proposed symptomatic scale. (Table 4)

Four patients scored 0 at baseline. Nevertheless, all the
patients were included in order to evaluate potential
symptomatic changes during treatment. Four of the 6
patients (66.6%) who responded to osimertinib improved
symptoms in the first visit after osimertinib initiation,
while the other 2 patients remained symptomatically stable
throughout treatment. One patient experienced transient
respiratory deterioration in the context of a pulmonary
embolism and disease progression was ruled out. Among
patients with SD (n=4) as best response to osimertinib, 3
patients remained with stable symptoms (75%), while 1
patient presented a clinical improvement. Among patients
with PD (n=3) during osimertinib treatment, 2 patients
experienced clinical deterioration (66.6%) and osimertinib
was stopped, while 1 patient experience symptomatic
improvement and osimertinib was maintained despite
radiographic progression according to RECIST criteria
(Figures 1 and 2).

T790M in serum/plasma

The majority of patients had blood draws every 6
weeks according to the routine outpatient visits; however,
5 patients had blood draws as soon as 3 weeks after
starting treatment with osimertinib. On the other hand, the
first blood draw occurred in 3 patients at week 12, 21, and
24 weeks, respectively after osimertinib imitiation. Some
samples were missing, mainly due to clinical or technical
reasons (Figure 3).

Overall, we 1dentified three patterns of T790M
behavior in serum/plasma during treatment with
osimertinib. In one group of patients (n=9; 69.2%),
T790M became undetectable in blood during osimertinib
treatment; in some of the patients this occurred as early as
3 weeks after therapy initiation (n=3). All of the patients
included i this group achieved a PR or SD (66.7% and
33.3%, respectively). Three out of the 9 patients (33.3%)
included in this group reported symptom improvement,
while the other 6 (66.7%) remained symptomatic
stable; although the majority of these patients were
paucisymptomatic at baseline (88.9%). Only 1 out of
9 patients (11.1%) presented PD after 6 months on
osimertinib. In this patient, T790M became detectable
again in the blood sample drawn at PD. As of the cut-off
date, 2 patients in this subgroup had died: in 1 patient, the
death was not considered related to disease progression but
to an empyema, and the second patient developed a fatal
pulmonary infection with metachronous pleural effusion.
The severe condition of this patient prevented from
performing a thoracentesis to rule out PD in the pleura.
In both cases, T790M was negative in serum/plasma in
the last sample drawn before death. Median PFS for the
patients included on this group was no calculable (NC).

The second group of patients included two patients
(15.4%) in whom T790M persisted during osimertinib
treatment throughout the serial blood analyses. These
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Table 1: Clinical and demographic characteristics of 13 patients treated with osimertinib

N=13
n (number of patients) %

Gender

Male 3 231

Female 10 76.9
Ethnicity

Caucasian 13 100
Age, years

Mean (y) 61

Median (y) 59

Range (y) 37-70
Histology

Adenocarcinoma 13 100
Smoking history

Never smoker 10 76.9

Ever smoker 3 231
Initial type of EGFR mutation

del 19 12 923

G719A 1 7.7
Stage at diagnosis

IA 1 7.7

1A 3 231

v 9 69.2
Baseline metastatic sites

Mean number of M1 sites 2

Range 1-5

Baseline M1 sites

Lung 9 69.2

Bone 6 46.1

Brain 3 231

Lymph nodes 2 154

Liver 1 7.7

Adrenal gland 1 7.7

Pleura 1 7.7

*: all patients received CT and PORT.

Abbreviations: CT, chemotherapy; del, deletion; M1, metastatic; PORT, postoperative radiotherapy; y, years.

patients presented a short-lasting SD and PD as best burden remained unchanged for 1 patient while the other

radiographic response. Median PFS for these patients presented a symptomatic improvement.
was 1.8 months (95% CI, NC-NC). The symptomatic
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Table 2: Therapeutic history of 13 patients prior to osimertinib treatment

N=13 %
n (number of patients) °
Prior treatments
Mean (number of treatments) 16
Range 1-6
Previous TKI 13 100
Prior CT 5 38.5%®
1st line TKI
N 10 76.9
Time to treatment failure (m) 11.25
Range (m) 1-19
Best response
PR 6 60
SD 3 30
PD 1€ 10
2nd line TKI¢
N 3 231
Time to treatment failure (m) 29
Range (m) 5-76
Best response
PR 1 333
SD 2 66.6
3rd line TKI
N 1 7.7
Time to treatment failure (m) 29
Best response, PR 1 100
Type of TKI
Gefitinibe 7 538
Afatinib 2 154
Erlotinib 5 385

#: This CT regimen included CT for advanced disease.
®: 2 patient received two different CT schedules.

¢ This patient presented CNS PD, was treated with WBRT, and continued on TKI with TTF of 5 extra months.

4 Includes 1 patient that was reinduced with TKI.
¢: 1 patients was reinduced with gefitinib after erlotinib.

Abbreviations: CNS, central nervous system; CT, chemotherapy; PD, progressive disease; PR, partial response; SD, stable
disease; TKI, tyrosine kinase inhibitor; TTF, time to treatment failure; WBRT, whole brain radiotherapy.

The third group included two patients (15.4%)
who presented PD as best response to osimertinib even
though they experienced a rapid disappearance of T790M
in serum/plasma. Median PFS for these patients was 1.5

months (95% CIL, NC-NC). One of the patients presented
clinical benefit to osimertinib and the treatment was
continued post-progression. Interestingly, the second
patient presented PD as best response with symptomatic
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Table 3: Specific details of the 13 patients prior to osimertinib therapy

N=13

n (number of patients) %
T790M in serum
13 100
Tumor rebiopsy
no 7 588
yes 6 46.1
Presence of T790M in tissue 3 50
MI sites prior osimertinib initiation
Mean (number of sites) 2.8
Range 1-6
Progressive M1 sites
Lung 8 61.5
Bone 4 30.8
Brain 1 7.7
Pleura 1 7.7
Meningeal 1 7.7
Liver 1 7.7
ECOG PS prior to osimertinib
initiation
0 5 385
1 5 385
2 3 231

2 the rebiopsy material was insufficient for molecular testing in 1 patient and T790M was negative is tissue in 2 patients.
Abbreviations: ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group; M1, metastatic; PS, performance status.

deterioration that led to osimertinib discontinuation.
However, the rebiopsy of the progressive disease
performed on the liver metastasis prior to osimertinib
nitiation did not reveal the presence of T790M.
Unfortunately, shortly after disease progression was
confirmed the patient suffered a stroke with disabling
sequels that did not allow for subsequent rebiopsy or
treatment.

DISCUSSION

In the present study, we report the results of
the prospective evaluation of detecting T790M in
serum/plasma and its correlation with both clinical
and radiographic response in patients with lung
adenocarcinoma harboring EGFR mutations who were
resistant to first- and second-generation TKIs and who
were receiving treatment with osimertinib.

Several mechanisms of resistance to first- an
second-generation TKIs have been described, with the
acquisition of a T790M secondary mutation as the main
mechanism of AR [21]. After the approval of osimertinib
for EGFR-mutant patients with such a resistant mutation,
its detection becomes of particular interest [22].

Using liquid biopsy as a technique to detect tumor
abnormalities 1s of great interest, especially in the lung
cancer field where the rebiopsy process can be challenging
due to small sample size or lack of available tumor tissue
for molecular assessment, which ranges from 15 to 23%
according to different clinical series, or even the location
or size of relapsing disease that may difficult the access for
a new biopsy [23-26]. Moreover, tumor heterogeneity is
a well-recognized issue that makes a single metastatic site
not representative of the entire disease in a specific patient
[21, 27-30]. In this regard, information obtained from
blood could better depict this tumor heterogeneity and
evolution of multiple metastatic sites during therapy [31].
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Table 4: Patients’ symptom burden scale based on the main symptoms related to lung cancer

Symptom/grade 0 or none 1 or mild 2 or moderate 3 or severe
Cough
Pain

Weight loss

Fatigue

Symptom/grade 0 or none 1 or mild 2 or moderate 3 or severe 4 or ]m." 5 or death
) threatening

Anorexia

Dyspnea
Hemoptysis

Based on the CTCAE 4.03 criteria, symptom changes were evaluated by using the information annotated in the medical
records. Baseline and subsequent symptom burden was calculated by adding the overall score at each scheduled visit
regarding the items included in the table.

Indeed, T790M has been reported exclusively in plasma and the early detection of a resistant mutation. Moreover,
in 31% and 35% of patients whose biopsy was T790M- the minimally invasive procedure required makes it of
negative or indeterminate [19, 24]. Additional advantages special mterest for patients.

of the liquid biopsy include the potential use of a marker All of the patients in our study were included on the
in a dynamic fashion to monitor the efficacy of the drug basis of a positive T790M liquid biopsy result. Rebiopsy
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Figure 1: Changes in the symptomatic burden of the 13 patients with lung cancer with EGFR-mutations during
treatment with osimertinib after acquired resistance to an EGFR TKI due to an EGFR T790M mutation.

W, weeks of therapy.

Patient 1 presented symptomatic worsening in the context of an osteoporotic fracture.

Patient 2 experienced clinical respiratory deterioration due to pulmonary embolism. Progressive disease and osimertinib-related pneumonitis
were ruled out.

Patient 6 experienced respiratory deterioration at week 90. Osimertinib-related p onitis was considered the most likely diagnosis at
data cut-off.

Patient 8 was admitted due to pneumonia with metachronous pleural effusion with severe respiratory deterioration that led to patient death.
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Figure 2: Radiographic changes according to RECIST 1.1. During treatment with osimertinib in the 13 patients with lung cancer
with EGFR-mutations after acquired resistance to an EGFR TKI due to an EGFR T790M mutation.
W, weeks of therapy.

T790M changes in serum/plasma

Time on osimertinib therapy (weeks)

Figure 3: T790M evolution in plasma/serum at baseline and during treatment with osimertinib in the 13 patients with
lung cancer with EGFR-mutations after acquired resistance to an EGFR TKI due to an EGFR T790M mutation.

W, weeks of therapy.

Each line corresponds to one individual patient. The dashed sections correspond to periods of time where the plasma/serum sample
was not drawn or no result was available.
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could be performed only in 6 patients (46.1%) with a
confirmative result in 3 of them. According to our series, 8
patients (38%) who ultimately benefited from osimertinib
therapy were excluded from the present analysis since
T790M was not detected in serum, strengthening the need
of a rebiopsy for those patients whose result in liquid
biopsy is negative. Moreover, results in serum/plasma
resulted accurate for therapeutic decisions in 11 out of
13 patients (85%), regardless of the tissue results, which
implies that biopsies could be obviated when T790M is
detected in liquid biopsy such has been proposed [19].

Several studies have demonstrated that liquid
biopsy can be useful to monitor the disappearance of a
sensitizing EGFR mutations with EGFR TKI therapy,
its reappearance after a period of treatment and the
emergence of the T790M at progression [31, 32].
However, little has been reported regarding the behavior
of T790M 1n liquid biopsy specifically during treatment
with osimertinib. Some data in this regard were reported
in both serum and urine samples in patients treated with
rociletinib, a third generation TKI no longer available.
In a small group of patients with serial urine samples,
T790M levels decreased after a short period of therapy
[20]. However, no longitudinal changes in plasma were
reported [33]. Recently, a great spectrum of mechanisms
of AR to osimertinib have been reported. Again, data on
longitudinal changes along treatment with osimertinib
have not been included [34].

In our study, blood samples were drawn periodically.
According to our results, T790M monitoring during
osimertinib therapy might predict those patients who
will or will not respond to this drug. However, a solid
conclusion cannot be drawn in terms of prediction of
recurrence according to the reemergence of T70M in
serum. Longer follow-up would be necessary to confirm if
T790M mutation reappears in serum once the progression
occurs, since a high proportion of patients are still on
treatment with no evidence of progressive disease.
Moreover, we can hypothesize that a proportion of patients
will present the T790M once progression occurs, while
other patients will acquire other mechanisms of resistance.
T790M serial monitoring could be less useful for the
subset of patients who develop additional mechanism
of resistance to third-generation TKIs, including other
novel mutations such as C797S, small cell lung cancer
transformation, or MET amplification [34-36]. Our results
are in contrast to other experiences that have reported
contradictory results; patients with T790M loss in a cohort
of 22 patients with AR to osimertinib experienced a shorter
time to treatment failure than those who maintained
T790M at resistance, suggesting the subclonal nature of
this T790M 1n the blood and the potential emergence of a
variety of alternative mechanisms of resistance [37].

Regarding the patient with a positive T790M in
blood but negative in tissue, rapid decrease of T790M
despite progression could be explained by T790M being

present as a minor clone with the potential coexistence
with other mechanisms of AR. Previously, patients with
such molecular pattern have demonstrated a lower benefit
from osimertinib compared with those who are plasma and
tissue positive or plasma negative and tissue positive for
T790M (19).

General efficacy results in our cohort of patients
demonstrated a lower RR to osimertinib than reported
in prior studies [12, 38]. Our series included a more
pretreated population and patients with PS 2. On the
other hand, OS in our cohort of patients is longer than
previously reported. Several factors could potentially
explain this result, such as the initial early stage diagnosis
(30%), the presence of del19 (92.3%), the mean number
of 1.6 metastatic sites and a high proportion of exclusive
lung disease (46.1%). In addition, one patient has
presented an outstanding survival that has lasted twelve
years so far. The survival of this particular patient could
have potentially influenced the OS of this small cohort of
patients.

Different plasma genotyping assays have been
used to isolate ¢fDNA [16, 18, 39, 40]. Each assay has
advantages and drawbacks that should be considered.
General limitations include the cost, the turn-around time,
the imperfect accuracy, and the clinical context in which
these tests are used. Ideally, plasma genotyping assays
should be prospectively validated on paired plasma and
tissue samples [32]. However, retrospective validation
using plasma sample from large clinical trials paired with
tissue sample have also been considered acceptable [18,
20]. A consistent trend among these well-validated plasma
genotyping assays 1s the high specificity and a positive
predictive value with a more limited sensitivity [16]. The
advantages of the PNA-based PCR used in our study were
its availability, its cost, and its favorable turn-around time
(median of 3 days).

Our study includes several limitations. First, the
number of patients included is small, but it actually
reflects clinical practice and the target population being
not possible to obtain robust conclusion and it should
be considered an exploratory study. Second, the lack of
assessment of other non-T790M mediated mechanisms of
AR to osimertinib once the persistence or reemergence of
T790M has been ruled out. Third, even after a long follow-
up period, half of the patients were still on treatment and
free of progression, and the molecular results in serum at
progression are still unknown.

In conclusion, although our findings must clearly
be interpreted with caution due to our small sample size,
we have found that the disappearance or persistence
of T790M in the serum/plasma in patients with lung
adenocarcinoma and EGFR mutations and AR to first-
and second-generation TKIs mediated by T790M may be a
useful marker of symptomatic and radiographic evolution
to osimertinib, a third-generation TKI able to target both
EGFR sensitizing and T790M mutations. Longer follow-
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up 1s needed to establish if the subsequent emergence of
T790M could be a marker of resistance, at least in the
proportion of patients who did not develop additional
mechanism of resistance to osimertinib.

MATERIALS AND METHODS

Patients

Patients with lung cancer with EGFR mutations who
had progressed to a previous TKI and were selected for
T790M inhibitor therapy based on positive T790M results
in serum/plasma plus tissue were included in the analysis.
The objectives were first, to describe the patient clinical
characteristics by reviewing their medical records; second,
to describe the tumor molecular characteristics; third,
to detail the patients’ symptomatic burden at baseline;
fourth, to specify patient clinical outcomes by evaluating
symptom changes during osimertinib treatment using
the Common Terminology Criteria for Adverse Events
(CTCAE) 4.03 criteria; fifth, to interpret radiographic
outcomes using the Response Evaluation Criteria In
Solid Tumors (RECIST) 1.1 criteria during treatment;
and seventh, to describe the changes in T790M mutation
in serum/plasma during osimertinib treatment and try
to correlate this changes with clinical and radiographic
response.

All the patients received osimertinib as third-
generation TKI at a standard dose of 80 mg/day orally
as part of a clinical trial (NCT02474355) or per clinical
practice. Treatment was maintained until disease
progression or loss of clinical benefit. Visits were
scheduled every six weeks. All the patients were followed
up until death, withdrawal of consent, or loss of follow-
up. Baseline 1s defined as the patient situation prior to
osimertinib initiation.

In order to describe changes in the patients’
symptom burden and in the absence of formal
questionnaires of quality of life, a scale that includes the
main symptoms related to lung cancer was used. This
scale was designed by reviewing the clinical records and
assigning points to the following symptoms: cough, pain,
dyspnea, hemoptysis, fatigue, anorexia, and weight loss
(Table 4).

RECIST 1.1 was used to evaluate the radiographic
response during treatment. CT scans were performed
every 12 weeks, unless any clinical condition required
additional imaging test to be performed. Response was
evaluated by investigator.

Molecular analyses

To evaluate T790M in tumor tissue, tumor genomic
DNA was obtained from formalin-fixed paraffin-
embedded tissue sections from the rebiopsy tumor
sample. Briefly, samples were reviewed by a pathologist

to estimate the percentage of neoplastic cells. Five pm
unstained tissue sections were obtained, and manually
macrodissected if necessary, to ensure more than 50% of
neoplastic cell content. DNA extraction was performed
with the Cobas® DNA sample preparation kit (Roche
Molecular Systems, Inc, Branchburg, NJ, USA) according
to the manufacturer’s protocol. The extracted DNA was
quantified using a DS-11 spectrophotometer (DeNovix
Inc., Wilmington, DE, USA). EGFR mutations were
determined with the Cobas® EGFR Mutation Test v2
(Roche Molecular Systems, Inc, Branchburg, NJ, USA)
according to the manufacturer’s recommendations. These
analyses were performed at the Pathology Department of
Hospital Universitari Germans Trias 1 Pujol, Badalona,
Spain.

T790M mutations was tested in all patients in
both serum and plasma as per our protocol. For T790M
assessment in serum/plasma, peripheral blood was
collected from patients in both a 10 ml Vacutainer tube
for serum and a 10 ml EDTA tube for plasma (Becton
Dickinson, Plymouth, UK). Tubes were centrifuged twice
at 2300 rpm for 10 min and the supernatant transferred
to sterile 1.5 ml tubes and stored at -20°C until use.
Circulating DNA was purified, using the QIAamp DNA
Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany), according
to the manufacturer’s instructions. This process was
performed in independent duplicates. T790M mutations
were examined by allelic discrimination Tagman assay
performed in presence of a peptide-nucleic acid (PNA)
designed to completely inhibit the amplification of the wt
allele. All circulating-free DNA (cfDNA) samples were
also tested without PNA to confirm the presence of DNA.

Primers, probes and PNA were described previously
by our group [18, 41]. Blood draws were performed before
starting osimertinib and periodically during the treatment.
Blood draws were schedule every 6 weeks according to
the clinical visits. These analyses were performed at the
Molecular Biology Laboratory (Dr Rosell) at the Institute
Germans Trias 1 Pujol (IGTP), Badalona, Spain.

All the patients signed the informed consent for
their participation in the study, which included the clinical
chart review, the molecular testing in the rebiopsy, when
available, and periodic blood drawn and serial molecular
testing. Approval was obtained from the IRB of our
institution (RegTumTor2014).

Statistical analyses

Data were described in terms of ranges, medians,
frequencies and percentages. Overall survival (OS) was
defined as the time from the initial diagnosis to death
from any cause. PFS was defined as the time from starting
osimertinib to documented disease progression or death.
Time on treatment (ToT) was calculated from the stating
date to the last dose of osimertinib. Patients who were still
alive at the date of last contact were censored. OS and

www.oncotarget.com

27083

Oncotarget

84



PFS were calculated with the Kaplan-Meier method. All
statistical calculations were done with Microsoft Excel
2007 (Microsoft Corporation, NY, USA) and Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA) version 24 for Microsoft Windows.
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En este apartado se presenta un resumen de los resultados de los articulos aprobados por la

Comision Académica del Doctorado en Medicina.

1.-Evaluacion de nuevas opciones terapéuticas en pacientes con mEGFR tras el
fracaso del tratamiento con ITQ de primera generacion.

Treinta y nueve pacientes con CNMP avanzado y mEGFR en progresion a ITQ de primera
generacion fueron incluidos en el estudio fase IB de combinacion de afatinib y sirolimus. Las

caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes incluidos en el estudio quedan resumidas
en la Tabla 7.

Tabla 7.- Caracteristicas basales clinicas y demograficas de los pacientes incluidos que recibieron
la combinacién de afatinib y sirolimus.

nese (%)

Edad media, afios (DE) 58,9 (12,3)
Sexo n (%)
Mujer 24 (61,5)
ECOG performance status, n (%)
0 16 (41,0)
1 22 (56,4)
2 1(2,6)
Habito tabaquico, n (%)
Nunca Fumadores 22 (56,4)
Fumadores activos; ex-fumadores 17(43,6)
Subtipo histoldgico, n (%)
Adenocarcinoma 33 (84,6)
Carcinoma escamoso 3(7,7)
Carcinoma de célula grande 3(7,7)
Tratamiento previo con ITQ, n (%)
Si 39 (100.0)
Tratamiento previo con QT, n (%)
0 6 (15,4)
1 16 (41,0)
2 10 (25,6)
>3 6(15,4)
Desconocido 1(2,6)

. Tumor Tumor Suero
Estado de la mutacion EGFR, n (%)

(laboratorio local) [ (laboratorio central)| (previo al tratamiento)

Positivo 10 (25,6) 11 (28,2) 17 (43,6)
Negativo 2(5,1) 1(2,5) 21(53,8)
Desconocido 27 (69,2) 27(69,2) 1(2,5)

DE, desviacion estandar; ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group; EGFR, epidermal growth factor receptor; ITQ
inhibidor de tirosina quinasa; n, niimero de pacientes; QT, quimioterapia.
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El disefo inicial del estudio incluia cinco cohortes con diferentes niveles de dosis de ambos
farmacos en cada una de ellas (1, 1a, 2, 3 y 4). La cohorte 1 se plane6 con unas dosis de afatinib
de 30 mg y sirolimus de 5 mg (Tabla 8). Ninguno de los 3 pacientes incluidos en esta cohorte

presento TLD.

Tabla 8.- Cohortes planeadas y cohortes finales tras enmiendas del protocolo.

Sirolimus, mg/dia

Cohorte Afatinib, mg/dia
(excepto paracohorte -1)

o 30 1cada48h
0a* 30 1
0b* 40 1
Oc* 30 3
0d** 40 3
1 30 5
la 30 10
2 40 5
3 40 10
4" 50 10

*Nuevas cohortes tras enmienda 2; **Nuevas cohortes tras enmienda 3; fCohortes retiradas tras enmienda 2; $Cohortes
sin dosis administradas.

En azul, las cohortes predeterminadas; en gris, las cohortes adicionales a las inicialmente previstas.

En la cohorte 2 (afatinib 40 mg y sirolimus 5 mg) 3 pacientes presentaron TLD, por lo que se
incluyeron 3 pacientes en la cohorte la (afatinib 30 mg y sirolimus 10 mg). Estos 3 pacientes
nuevos presentaron TLD. Por ello se realizd una extension de la cohorte 1 y se incluyeron 3
nuevos pacientes en esta cohorte 1. Dos de estos 3 nuevos pacientes presentaron TLD. De este
modo, un total de 2 de los 6 pacientes asignados a dosis de afatinib 30 mg y sirolimus 5 mg
(cohorte 1) presentaron TLD. Ante estos resultados, se procedid a una enmienda del protocolo y
se procedié a la retirada de las cohortes 3 y 4. Se afiadieron 3 cohortes nuevas, lo que permitia la
inclusion de pacientes en unos niveles de dosis menores de ambos fArmacos [cohorte Oa, afatinib
30 mg y sirolimus 1mg, (n=9); cohorte Ob, afatinib 40 mg y sirolimus 3 mg, (n=3); cohorte Oc,
afatinib 30 mg y sirolimus 3 mg, (n=9); y cohorte de expansion 0Oa, afatinib 30 mg y sirolimus

Img, (n=3)].
De forma global, 6 de los 18 pacientes tratados en estos niveles de dosis presentaron TLD. De

acuerdo con estos resultados de toxicidad de la combinacion, se procedid a la finalizacion del

estudio.
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Treinta pacientes de los 39 incluidos fueron evaluables para TLD (Tabla 9). Las razones de no
inclusion en el andlisis de seguridad de los 9 pacientes restantes fueron las siguientes: no
cumplimiento de algun criterio de inclusion/exclusion (n=4), retirada de consentimiento (n=2),
diarrea no tratada correctamente conforme a las recomendaciones del protocolo (n=1) y
progresion de enfermedad antes de completar un segundo ciclo de tratamiento (n=2). El 43,6%
de los 30 pacientes evaluables para seguridad present6 24 eventos que se consideraron definitorios
de TLD. La mayoria de ellos ocurrieron al principio de la exposicion a la combinacion (76,5% en
los primeros 14 dias de tratamiento). No obstante, el 23,5% de estos efectos secundarios
considerados como TLD aparecieron entre los dias 37 y 49 de tratamiento. Las TLD mas
frecuentemente comunicadas fueron la diarrea y la inflamacion mucosa (29,1% y 33,3%,
respectivamente). La mayoria de estos eventos fueron de grado 3 (83,3%). Un paciente presentd

una elevacion de creatinin-fosfoquinasa (CPK) de grado 4.

Tabla 9.-Pacientes con TLD durante los ciclos 1 y 2 de afatinib/ sirolimus en las diferentes
cohortes.

Afa/Siro Evaluable para | p con TLD
Cohorte P tratados (n) TLD, evento, n
(mg/dia) TLD (n)

G3 diarrea y G3 estomatitis (n=1)

Oa* 30/1 9"
G3 inflamacién mucosa (n=1)
. G4 elevacion CPK (n=1)
0b 40/1 3 3 2
G3 diarrea (n=1)
. G3 diarrea (n=1)
Oc 30/3 9 G 2
G3 inflamacién mucosa (n=1)
G3 inflamacién mucosa y G2 diarrea (n=1)
1 30/5 9 6° 2
G3 estomatitis y G3 dolor cavidad oral (n=1)
G3 diarrea (n=1)
1a 30/10 3 3 3 G3 inflamacién mucosa (n=1)

G3 diarrea, G3 astenia, G3 hiporexia (n=1)

G3 inflamacién mucosa (n=1)
2 40/5 3 3 3 G3 diarrea (n=1)
G3 estomatitis (n=1)

*Incluye una cohorte de expansion de 3 pacientes.

fIndica TLD més all4 del periodo de evaluacién de los dos primeros ciclos (8 semanas) de acuerdo con la enmienda
del protocolo. En el resto de cohortes, el periodo de evaluacion de TLD fue durante las 4 primeras semanas.

STLD Eventos de TLD identificados durante el proceso de revision de los resultados que no fueron considerados en el
proceso de escalada de dosis. La revision de dichos eventos mostrdé que aunque se hubieran identificado durante el
periodo de escalada de dosis, no hubieran alterado las decisiones de tratamiento.

Afa, afatinib; CPK, creatinin fosfoquinasa; G, grado de toxicidad de segin CTCAE; n, numero de pacientes; p,
pacientes; siro, sirolimus; TLD, toxicidad limitante de dosis.
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Todos los pacientes (n=39) presentaron alguna toxicidad (de grado 3 en un 66,7% y como efecto
adverso grave en 56,4%), siendo la diarrea el mas frecuente (94,9%, de grados 1, 2 y 3 en 41,0%,
23,1% and 30,8%, respectivamente). La inflamacién mucosa ocurrié en un 61,5% de los pacientes
con un 38,5% y 15,4% de grado 2 y 3, respectivamente. La estomatitis aparecié en un 20,5%
(10,3% de grado 1). El rash fue de grado 2 y 3 en un 23,1% y 2,6%, respectivamente. Otras
toxicidades cutaneas incluyeron fisuras en los pulpejos y xerosis, (12,8% para ambas toxicidades)
y paroniquia (17,9%). La mayoria estas toxicidades en piel y anejos se clasifico como de grado
1. E110,3% de los pacientes present6 una elevacion de ALT, con un 7,7% de grado 1. Un paciente

(2,6%) presentd una elevacion de CPK de grado 4.

Un 23,1% de los pacientes presentd un efecto adverso que llevo a la interrupcion definitiva del
tratamiento. Los mas frecuentes incluyeron: inflamaciéon mucosa (n=3; 7,7%) y diarrea (n=2;
5,1%). Diez pacientes (25,6%) presentaron una efecto adverso que requirié una reduccion de dosis
del tratamiento, incluyendo diarrea (n=5; 12,8%), inflamacién mucosa (n=4; 10,3%) y estomatitis

(n=2; 5,1%)).

El estudio de farmacocinética demostr6 que afatinib se absorbid rapidamente, alcanzando picos
de concentracion plasmatica entre las 2 y 5 horas después de su administracion. Los niveles
estables de afatinib se alcanzaron en el dia 7 y permanecieron estables durante el periodo de
observacion. La presencia de sirolimus no modificé los niveles plasmaticos de afatinib, con unos
niveles estables mantenidos y con un rango de valores individuales que se superpusieron.
Sirolimus se absorbi6 rdpidamente, alcanzando un pico en sangre a las 1-3 horas y unos niveles
estables de concentracion plasmatica a los 7 dias de administracion, que se mantuvieron estables
durante el periodo de observacion. Afatinib no originé diferencias intraindividuales en el rango
de sirolimus. En los pacientes que recibieron afatinib a dosis de 30 mg o 40 mg, los niveles
plasmaticos de sirolimus fueron similares a los encontrados durante la fase de induccién previa

al inicio de la combinacion.

Treinta y nueve pacientes fueron evaluables para respuesta. Se observo RP en un 12,8% de los
pacientes. Dos pacientes (5,1%) presentaron una RP confirmada (en el nivel de dosis de afatinib
30 mg y sirolimus 5 mg y 40 mg y sirolimus 5 mg, respectivamente). Tres pacientes (7,7%)
presentaron una RP no confirmada a las dosis de afatinib 30 mg y sirolimus 1 mg, afatinib 30 mg
y sirolimus 5 mg y afatinib 40 mg y sirolimus 5 mg. Las RP confirmadas y no confirmadas
aparecieron en pacientes con el siguiente perfil molecular: dell9, dell9+T790M en suero,
L858R+T790M en suero, ausencia de alguna mutacion de sensibilidad o 7790M en suero y
del19+T790M en tejido. Dieciocho pacientes (46,2%) presentaron EE, siendo esta frecuencia

comparable entre las cohortes de los diferentes niveles de dosis. La SLP fue evaluada en los 12
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pacientes que recibieron el tratamiento a una DMT (afatinib 30 mg y sirolimus 1 mg). Esta fue
de 3,4 meses (IC95%, 1,8-6,3 meses) con una SLP estimada a los 6 y 12 meses del 33,3% y 8,3%,

respectivamente.

2.- Deteccion de la m7T790M en suero/ plasma y correlacion con la respuesta clinica
y radioldgica en pacientes con mEGFR tratados con ITQ de tercera generacion.

Veintidos pacientes con mEGFR previamente tratados con ITQ de primera y segunda generacion,
recibieron tratamiento con osimertinib entre enero de 2016 y junio de 2017 en el momento de la
progresion de la enfermedad. Todos los pacientes recibieron tratamiento con osimertinib
conforme a un resultado positivo de lam7790M en la muestra de rebiopsia tumoral o en la muestra
de suero/plasma. So6lo 13 pacientes con la m7790M presente en suero/plasma fueron elegibles
para el analisis. Las caracteristicas clinicas, demograficas y moleculares de los pacientes quedan
recogidas en la tabla 10. Los 13 pacientes incluidos representaban un grupo con las caracteristicas
clinicas propias de esta poblacion con mEGFR [mayor porcentaje de mujeres (77%), no
fumadores (77%), con estadio avanzado al diagnostico (69%)]. La media de localizaciones M1 al
diagnostico fue de 2 (rango 1-5) y la localizacion mas frecuente fue el pulmon (70%). Doce de

los 13 pacientes incluidos fueron portadores de una de/l19.

La tabla 11 recoge la historia del tratamiento de los pacientes previa al tratamiento con
osimertinib. Todos los pacientes habian recibido un ITQ de primera (92,3%) o de segunda
generacion (15,4%). Un paciente presento toxicidad con erlotinib, lo que obligd a suspender su
administracion e iniciar gefitinib. En un paciente se reintrodujo el ITQ en segunda linea. La
mayoria de los pacientes recibi6 el tratamiento con ITQ en primera linea de tratamiento (77%).
La respuesta al ITQ de primera y segunda generacion fue la esperable (70%). La mTFT también
fue la esperable en primera linea (11,2 meses), y en segunda y tercera excedio el tiempo esperado.
En segunda linea, 1 de los 3 pacientes presentd una RP prolongada en el tiempo (76 m) y 1 inico

paciente recibi6 en ITQ en tercera linea con un TFT de 29 meses.
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Tabla 10.- Caracteristicas clinicas y demograficas iniciales de los 13 pacientes tratados con
osimertinib.

n (nimero de pacientes) o
%

Sexo
Varon 3 23,1
Mujer 10 76,9
Raza caucasica 13 100
Edad, afios
Media (a) 61
Mediana (a) 59
Rango (a) 37-70
Histologia
Adenocarcinoma 13 100
Habito tabaquico
Nunca Fumador 10 76,9
Fumador/ Ex-fumador 3 23,1
Mutacidén de sensibilidad de EGFR
dell9 12 92,3
G719A 1 7,7
Estadio al diagnodstico
1A 1 7,7
A 32 23,1
v 9 69,2
M1 basales
Media de localizaciones M1 2
Rango 1-5
Localizaciones basales M1
Pulmoén 9 69,2
Hueso 6 46,1
SNC 3 23,1
Ganglionar 2 15,4
Higado 1 7,7
Adrenal 1 7,7
Pleura 1 7,7

a, afos, del, delecion, EGFR, Epidermal Growth Factor Receptor, M1, metastasis, SNC, sistema nervioso central.
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Tabla 11.- Historia terapéutica previa de los 13 pacientes tratados con osimertinib.

. n=13 | :

Tratamientos previos

Media (lineas de tratamiento previas) 1,6
Rango 1-6
ITQ previo 13 100
QT previa 5 38,5
Primera linea de ITQ
n 10 76,9
Tiempo hasta fracaso de tratamiento (m) 11,25
Rango (m) 1-19
Mejor respuesta
PR 6 60
SD 3 30
PD 1 10
Segunda lineade ITQ
n 3 23,1
Tiempo hasta fracaso de tratamiento (m) 29
Rango (m) 5-76
Mejor respuesta
RP 1 33,3
EE 2 66,6
Tercera linea de ITQ
n 1 7,7
Tiempo hasta fracaso de tratamiento (m) 29
Mejor respuesta RP 1 100
Tipo de ITQ
Gefitinib 7 53,8
Afatinib 2 154
Erlotinib 5 38,5

a, afios, del, delecion, EE, enfermedad estable; EGFR, Epidermal Growth Factor Receptor; 1TQ, inhibidor de tirosina
quinasa; m, meses; n, nimero de pacientes; RP, respuesta parcial.

En relacion a los detalles clinicos previos al inicio de tratamiento con osimertinib (tabla 12), se
intent6 una rebiopsia en 6 pacientes. El material obtenido fue insuficiente en 1 paciente y en 2 de
ellos no se detectd la m7790M. Como era de esperar, el nimero de localizaciones M1 aumentd
respecto al diagnostico inicial y al patron de distribucion de M1 fue el caracteristico de esta
poblacion. Dos pacientes presentaban enfermedad en SNC. El estado general fue correcto

(ECOG-PS 0y 1) en la mayoria de los pacientes (77%).
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Tabla 12.- Detalles clinicos previos al inicio de osimertinib en los 13 pacientes tratados con
osimertinib.

I = E—

T790M en suero 13 100
Rebiopsia (muestra de tumor)
no 7 58,8
si 6 46,1
T790M en tejido 3 50
M1 previo inicio osimertinib
Media de localizaciones M1 2,8
Rango 1-6
Localizacion de M1
Pulmén 8 61,5
Hueso 4 30,8
SNC 1 7,7
Pleura 1 7,7
Meninge 1 7,7
Higado 1 7,7
ECOG PS previo al inicio de osimertinib
0 5 38,5
1 5 38,5
2 3 231

ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group; m, meses; M1, metastasis; PS, performance status; RP, respuesta
parcial, SNC, sistema nervioso central.

La carga sintomatica se evalu6 mediante la escala sintomatica propuesta en la tabla 16 y de
acuerdo con la informacion clinica anotada en la historia de cada paciente. Los sintomas basales
y en cada visita se calcularon mediante la suma total de la puntuacion de los sintomas incluidos

en la tabla 13.

Tabla 13.- Escala de evaluacion de la carga sintomatica, en funcion de los sintomas mas
frecuentes del cancer de pulmon.

Tos

Dolor
Pérdida de peso
Astenia

40
Sintoma/ grado | 0 o ninguno 1oleve 2 omoderado | 3ograve | amenazante |5 o muerte
para la vida

Anorexia
Disnea
Hemoptisis
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La mediana de seguimiento fue de 45,3 meses (11,2-113,9). La mediana de tiempo en tratamiento
con osimertinib fue de 10,6 meses (1,5-22,5). Todos los pacientes fueron evaluables para
respuesta radiologica. Seis pacientes (46,1%) presentaron RP y 4 pacientes (30,8%) EE como
mejor respuesta, respectivamente. La TCE fue de 77%. Tres pacientes (23,1%) presentaron PE
en la primera evaluacion radiologica, 2 de ellos interrumpieron el tratamiento con osimertinib,
mientras que 1 paciente continudé osimertinib por beneficio clinico, a pesar de la progresion
radiologica segun los criterios RECIST. La mSLP fue de 13,6 meses (IC95% 1,1-26,2). La mSG
fue de 80,5 meses (IC95%, 12,8-148,2).

Respecto a la respuesta clinica, la mayoria de los pacientes incluidos en este estudio estaban
paucisintomaticos en el momento de inicio del tratamiento con osimertinib, con una media de 2
puntos (rango 0-8) seglin la escala de carga sintomatica propuesta en la tabla 13. Cuatro de los 6
pacientes que respondieron a osimertinib (66,6%) presentaron una mejora sintomatica, mientras
que 2 pacientes mantuvieron los sintomas estables durante el tratamiento. Tres de los 4 pacientes
con EE presentaron estabilidad sintomatica. El cuarto paciente presenté mejoria clinica. Del grupo
de pacientes con PE (n=3), 2 pacientes presentaron deterioro clinico y el tratamiento con
osimertinib fue interrumpido, mientras que 1 paciente presentd mejora sintomatica y el
tratamiento con osimertinib se mantuvo a pesar de la PE radioldgica conforme a los criterios

RECIST (Figura 15 y 16).
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Figura 15- Cambios en la carga sintomatica en 13 pacientes con mEGFR tratados con
osimertinib tras resistencia adquirida a ITQ mediada por la m7790M (198).
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La paciente 1 presentd deterioro clinico por una fractura vertebral osteopordtica.

La paciente 2 experimentd empeoramiento respiratorio secundario a un tromboembolismo pulmonar. Se descartd
progresion de enfermedad y toxicidad pulmonar asociada a osimertinib.

La paciente 6 presentd deterioro respiratorio en la semana 90 de tratamiento. El diagndstico mas probable fue de
neumonitis secundaria a osimertinib.

La paciente 8 ingresd por una neumonia grave con derrame pleural metacronico con insuficiencia respiratoria asociada
que produjo su fallecimiento.

Se identificaron tres patrones de evolucion de la m7790M en suero/plasma durante el tratamiento
con osimertinib (Figura 17). En el primer grupo (n=9, 69,2%) la m7790M se volvi6 indetectable
durante el tratamiento con osimertinib. En algunos pacientes, esta negativizacion se observo de
forma temprana (en 3 pacientes ocurrid a las tres semanas del inicio del tratamiento). Los 9
pacientes incluidos en este grupo presentaron RP o EE como mejor respuesta al tratamiento
(66,7% y 33,3%, respectivamente). Tres pacientes presentaron mejora sintomatica (33,3%)
mientras que 6 pacientes (66,6%) permanecieron sintomaticamente estables, aunque la mayoria
de estos pacientes estaban paucisintomaticos antes del inicio de tratamiento (88,9%). Un paciente
(11,1%) present6 PE después de 6 meses de tratamiento. En este paciente, la m7790M se volvid
a encontrar en sangre a la progresion. En el momento del corte de datos, 2 pacientes de este grupo
habian fallecido. En 1 paciente la muerte se atribuy6é a una neumonia complicada y en otra
paciente fue debida a un empiema. El deterioro clinico de la segunda paciente en ese momento
no permitié la realizacién de una toracocentesis que hubiera descartado o confirmado la PE. La

mSLP en este subgrupo fue no calculable.

El segundo grupo incluy6 2 pacientes (15,4%) en los que la m7790M persistié en los analisis

seriados de sangre durante el tratamiento con osimertinib. Los pacientes presentaron una EE breve
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y PD, respectivamente, como mejores respuestas al tratamiento. Un paciente presentd mejora
sintomatica y otro no presentd cambios en los sintomas. La mSLP para estos pacientes fue de 1,8

meses (IC 95%, NC-NC).

La tabla 14 resume la correlacion de los resultados de la respuesta clinica y radioldgica y del

comportamiento de 7790M con osimertinib.

Figura 16.- Respuesta radiografica de acuerdo con los criterios RECIST 1.1 en 13 pacientes con
mEGFR tratados con osimertinib tras resistencia adquirida a ITQ mediada por la m7790M (198).
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El tercer grupo incluyo6 2 pacientes (15,4%) que presentaron una PD como mejor respuesta a
osimertinib a pesar de detectarse una desaparicion de la m7790M en sangre. La mSLP fue de 1,5
meses (IC95% NC-NC) en este subgrupo. Una paciente continué con el tratamiento con
osimertinib més alla de la PE radioldgica, dado el beneficio clinico obtenido. La segunda paciente
presentd una PE clinica y radiologica que llevo a interrumpir el tratamiento. A pesar de haber
presentado la m7790M en suero, el andlisis de la m7790M en la muestra de la rebiopsia

pretratamiento de esta segunda paciente result6 negativa.
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Figura 17.- Evolucion de 7790M en plasma/ suero durante el tratamiento con osimertinib en 13
pacientes con mEGFR tras resistencia adquirida a ITQ mediada por 7790M (198).
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Cada linea corresponde a un paciente. La linea quebrada corresponde con periodos de tiempo en que no se obtuvo

resultado de las muestras en suero/plasma, debido a razones técnicas/ clinicas.

Tabla 14. Correlacion entre respuesta clinica, radioldgica y comportamiento de 7790M con
osimertinib

spuesta radiolégica Respuesta clinica Evolucion de T790M
4 EE 3 estabilidad sintomatica 3 negativizacion
1 mejora sintomatica 1 persistencia

EE, enfermedad estable; N, nimero de pacientes; RP, respuesta parcial; PE, progresion de enfermedad
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1.- Evaluacion de nuevas opciones terapéuticas tras el fracaso del tratamiento con
ITQ de primera generacion.

“La mejor estructura no garantizara los resultados ni el rendimiento. Pero la estructura

equivocada es una garantia de fracaso” (Peter Ferdinand Drucker, economista, 1909-2005).

Un ejemplo claro de la afirmacion anterior lo tenemos en el abordaje terapéutico de los pacientes
con mEGFR en el momento de la adquisicion de la resistencia a los ITQ. A pesar del conocimiento
exhaustivo de los mecanismos que subyacen en la resistencia adquirida a los ITQ en pacientes
con mEGFR, la estrategia terapéutica de combinar diversos farmacos con los ITQ, en un intento
de mantener la inhibicién de las clonas aun dependientes de EGFR y revertir el mecanismo de
resistencia adquirida, ha supuesto un fracaso en la mayoria de estos ensayos clinicos. Las
limitaciones de los estudios en los que se evaluaron estas combinaciones farmacologicas fueron
las siguientes: tamafio muestral pequefio, inclusion de pacientes no necesariamente portadores de
mEGFR sino con beneficio demostrado a ITQ en funcion de los criterios de Jackman y la
toxicidad excesiva derivada de dichas combinaciones, que no permitia su recomendacion en los
pacientes (88). Ademas, debemos considerar que, a pesar del conocimiento de los mecanismos de
resistencia, la mayoria de estos estudios no los evaluaron de una manera formal para detectar su
presencia antes de iniciar la combinacion. Todas estas razones pudieron tener un mayor o menor
impacto en la justificacion de las TR inferiores al 10% y SLP inferiores a los 4 meses en la

mayoria de estos estudios.

La alteracion de la via PI3K/AKT/mTOR es uno de los mecanismos implicados en la resistencia
a los ITQ. En modelos preclinicos, la alteraciéon en esta via de sefalizacion se asocid a la
resistencia primaria a [TQ (199,200). Hay también evidencia preclinica de que los inhibidores de
mTOR restablecen la sensibilidad a ITQ (201). En lineas celulares se demostrd que existia sinergia
entre ambos tratamientos, y estos resultados justificaron la evaluaciéon de la combinacion de

ambos tratamientos.

Estudios previos habian evaluado la combinacion de ITQ con inhibidores de mTOR. Un estudio
fase II evalu6 la combinacion de gefitinib y everolimus en una cohorte de pacientes con CNMP
(n=62), con enfermedad avanzada, divididos en dos grupos: pacientes previamente tratados
(n=31) y pacientes sin tratamiento previo (n=31) (153). Este estudio demostr6é una TR del 13%
(IC95%, 5-21), resultado que no alcanzd el objetivo de respuesta previsto, que se habia calculado
en un 19%. La SLP fue de 4 meses (1-26) y la mSG fue de 12 meses (grupo previamente tratado,
11 meses; grupo sin tratamiento previo, 27 meses). Las toxicidades mas frecuentes fueron el rash,

la diarrea, la estomatitis y la astenia. Trece pacientes experimentaron toxicidad no hematologica
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de grado > 3 (diarrea, 6%; estomatitis, 2%; anorexia y astenia, 2%, hiponatremia, 8%). La
toxicidad hematologica de grado > 3 se present6 en forma de anemia (2%) y linfopenia (21%).
La tasa de reduccion de dosis fue del 11% y la tasa de interrupcion definitiva del tratamiento por
toxicidad fue del 31%. Se realizaron estudios moleculares en las muestras previas al inicio de
tratamiento (mEGFR, n=59; mKRAS, n=55). Tres (5,1%) y 16 (29%) pacientes resultaron
portadores de mEGFR y mKRAS, respectivamente. Dos de los 8 pacientes con RP fueron
portadores de mKRAS. Tres pacientes con mEGFR respondieron al combinacion, como cabia

esperar al incluir el tratamiento un ITQ.

Tabla 15.- Resultados de eficacia y toxicidad de estudios de combinacion de ITQ e inhibidores
de mTOR.

Grado >3: 21%
Todos los grados:

rash 60%;
diarrea 56% MKRAS 29%;
13% estomatitis s2%; "eduecion de dosis 1156; MEGFR 4,89
62 ° 80,6% 4m 12 m ) = interrupcién de oy
(19%) anorexia 18%; K RP: 2 mKRAS; 3 mEGFR; 5
N tratamiento 31% R o,
astenia 45%; sin alteracién

gefitinib + everolimus
Price 2010 hiponatremia

10%; anemia 8%;
linfopenia 23%

I 9,7% 64,7% NC 11m
tratamiento previo
31, sin
R N 16,1% 77,1% NC 27 m
tratamiento previo
Grado >3: 72,2%
66, erlotinib+ 39,4% Tozflos los grados: reducFién de d.olsis 57,6%;
everolimus 12,1% (40%) 29m 9,1m diarrea 72,7%; interrupcion de NC
estomatitis 72,7%; tratamiento 18,5%
erlotinib+ everolimus rash 53%
vs. erlotinib
Besse 2014 Grado >3 32,3%.
Todos los grados: reduccion de dosis 10,6%;
67, erlotinib 10,4% 28,40% 2m 9,7 m diarrea 55,4%; interrupcion de NC
estomatitis 23,1%; tratamiento 4,6%
rash 46,2%
RP confirmadas 5,1%
Grado >3: 61,6% RP no confirmadas 7,7%
Todos los grados: Niveles de dosis : Afa 30y
afatinib +sirolimus diarrea 95%; reduccién de dosis 25,6%; sir5yafa40ysir5
39 5,1% 59% 3,4m NC estomatitis 20,5%; interrupcion de Perfil molecular del19, del
inflamacién tratamiento 23,1% 19+T790M suero;
mucosa 61,5% del19+T790M en tejido, no
rash 53,8% deteccién de mEGFR ni

T790M en suero

afa, afatinib, del19, delecion exdn 19; g, grado; m, meses; mEGFR, mutaciones de EGFR; n, nimero de paciente; NC,
no comunicado; RP, respuesta parcial, SG, supervivencia global; siro, sirolimus, SLP, supervivencia libre de progresion

TCE, tasa de control de enfermedad, TR, tasa de respuesta

Otro estudio fase II evalu¢ la eficacia y seguridad de la combinacion de everolimus y erlotinib
(n=66) vs. erlotinib (n=67) en pacientes con CNMP avanzado tratado con, al menos, una linea de
tratamiento de QT previa (202). La TCE a los 3 meses (objetivo principal del estudio) resultéd de
39,4% y 28,4%, respectivamente. La probabilidad de una diferencia en la TCE a 3 meses > 15%
se estim6 en 29,8%, resultado inferior al 40% esperado. La TR fue del 12,1% y 10,4%,
respectivamente. La mSLP fue de 2,9 meses (IC95%, 2,4-3,9) y 2 meses (IC95%, 1,1-2,8; HR,
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0,77; 1C95% 0,5-1,2), respectivamente. La mSG fue de 9,1 meses (1C95%, 7,5-11,1) con la

combinacion vs. 9,7 meses (IC95%, 6,9-13,7) con erlotinib.

En términos de toxicidad, todos los pacientes presentaron al menos un efecto adverso. Los efectos
adversos mas frecuentes con la combinacién y con erlotinib fueron la diarrea (72,7% vs. 55,4%),
la estomatitis (72,7% vs. 23,1%) y el rash (53% vs. 46,2%). La toxicidad de grado > 3 aparecio
en un 72,7 y un 32,3% de los casos, respectivamente. Las reducciones e interrupciones de dosis
fueron mas frecuentes con la combinacion (57,6% y 10,6%) frente a erlotinib (18,5% y 4,6%).
Este estudio no evalu6 las posibles alteraciones moleculares subyacentes. De acuerdo con los
resultados de este estudio el exceso de toxicidad y la ausencia de eficacia de la combinacion
respecto a erlotinib, no justificaban estudios adicionales, al menos en pacientes sin seleccion
molecular. Todos los datos preclinicos y clinicos previos proceden de modelos preclinicos y de

pacientes no seleccionados de acuerdo a la presencia de las mEGFR.

Sirolimus es un antibidtico de la familia de los macrélidos con propiedades inhibitorias en la via
de mTOR. Sirolimus también inhibe la angiogénesis y la proliferacion de células endoteliales in
vitro e in vivo (203-205). Datos preclinicos demostraron que la combinacion de afatinib y
sirolimus era capaz de producir regresiones casi completas de tumores con LESSR/T790M en
modelos animales y que esta respuesta se asociaba a una disminucion de la fosforilacion de la

proteina S6, que es un biomarcador de la via de mTOR (31).

Planteamos la hipdtesis de que la inhibicién conjunta de las vias de EGFR y PI3K/AKT/mTOR
podria tener un efecto antitumoral aditivo o sinérgico. Por ello, nuestro estudio se disefi6 como
un estudio fase IB y evalud la combinacion de afatinib y sirolimus en una poblacion de pacientes
con CNMP con mEGFR y/o en progresion a erlotinib o gefitinib, después de haber conseguido
respuesta o estabilizacion con estos ITQ de primera generacion. Los resultados de seguridad
demostraron que la DMT fue afatinib 30 mg/sirolimus 1 mg, que represent6 la dosis minima
evaluada en este estudio. Las TLD fueron la diarrea y la inflamacion mucosa. Los efectos
adversos mas frecuentes fueron la diarrea, la inflamacion mucosa, el rash y la astenia con una
frecuencia comparable en los diferentes niveles de dosis. El perfil de toxicidad individual de
afatinib y sirolimus fue el esperable. No obstante, la tasa de efectos adversos graves de la
combinacion fue muy superior a la esperada en funcién de otros estudios de afatinib en
monoterapia 0 en combinacion con otros farmacos. La frecuencia y severidad de los efectos
adversos, incluso en el nivel de DMT, implicd que la tolerancia a esta combinacion fue muy

pobre.
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El estudio de farmacocinético no demostro interacciones relevantes entre afatinib y sirolimus que

pudieran haber justificado un incremento de la toxicidad.

En términos de eficacia, la combinacion de afatinib y sirolimus demostré6 una actividad
antitumoral baja (12,8% de RP y 46,2% de EE). No obstante, la RP se observo en niveles de dosis
superiores a los que asociaron una toxicidad excesiva. Estos datos de eficacia fueron similares a

los obtenidos por otros estudios de monoterapia de afatinib.

El estudio LUX-LUNG 1 fue un estudio fase IIB/III que incluyd pacientes con adenocarcinoma
de pulmén previamente tratados con ITQ de primera generacién y que habian presentado
progresion (n=585) (138). Se distribuyeron aleatoriamente (2:1) a recibir afatinib 50 mg/dia o
placebo. La determinacion de las mEGFR no fue un criterio de inclusion. El tratamiento con
afatinib demostrd una actividad mayor frente a placebo en términos de TR y SLP (TR 7% vs.
0,5% y SLP 3,3 vs. 1,1 meses (HR; 0,38; p<0,0001) en afatinib y placebo, respectivamente). No
obstante, este beneficio no se observo en SG (mediana de 10 vs. 12 meses en afatinib y placebo,
respectivamente). La ausencia de diferencia en beneficio en SG podria explicarse por el mayor
numero de tratamientos posteriores recibidos por los pacientes asignados a la rama de placebo,

incluidos los ITQ.

El estudio LUX-LUNG 4 obtuvo resultados similares (206). Este estudio fase Il incluyo 62
pacientes japoneses previamente tratados con erlotinib o gefitinib que recibieron afatinib 50
mg/dia y demostrd una TR del 8%, una TCE del 66% y una SLP de 4,4 meses.

Un estudio fase II explor6 la actividad de afatinib en pacientes con adenocarcinoma de pulmén
previamente tratados con ITQ y que fuesen portadores de mEGFR (n=32), amplificacion de
EGFR evaluado por FISH (n=2) o mHER2 (n=7)(139). Todos los pacientes recibieron tratamiento
con afatinib (50 mg/dia). El grupo de pacientes con mEGFR present6 una TR del 3,2%, una TCE
de 53% con una mDR de 4,8 meses y una SLP de 3,65 meses.

Considerando los resultados de estos estudios de afatinib en monoterapia (tabla 16), incluso en
poblacidén seleccionada por la presencia de mEGFR, la combinacion de afatitinib y sirolimus no
aportd ningin beneficio adicional en términos de eficacia, a expensas de un incremento notable
de la toxicidad (138,139). Al analizar los resultados de eficacia de otros estudios de combinacion
de inhibidores de mTOR con inhibidores de primera generacion, la administracion de afatinib y
sirolimus tampoco increment6 las TR, TCE ni SLP respecto a las que se obtuvieron en esos
estudios (153,202). Debemos considerar, no obstante, que la intensidad de dosis administrada de
la combinacion de afatinib y sirolimus fue muy inferior a la inicialmente prevista a causa de los

efectos adversos debidos al tratamiento. De nuevo, el estudio de farmacocinético no demostro
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interacciones relevantes entre afatinib y sirolimus que pudieran haber justificado esta pobre

actividad clinica.

Tabla 16.- Resultados de eficacia y toxicidad de estudios de afatinib en monoterapia.

390, afatinib 50

Grado >3: 60%

Todos los grados:  reduccidn de dosis 38%;

MEGFR 62/93 (67%)

m 7% 58% 3,3m 10 m rash 78%; interrupcion de mSLP 3,3 mvs. 2,8 m en
L g diarrea 87% tratamiento 18,4% EGFR nativo
afatinib vs. .
estomatitis 61%;
placebo
LUX Lung 1
Miller 2012 Grado >3: 15%
Todos los grados:  reduccion de dosis NC; MEGFR 34/48 (71%)
195, placebo 0,5%% 18% 1,1m 12 m rash 16%; interrupcion de mSLP1,0m vs. 1,8 m en
diarrea 9% tratamiento 1INC EGFR nativo
estomatitis 3%;
Grado >3: 79%
LS;aLt:::: 4 62 8% 66% 44 19m TZ?srsrle(;sfor;;?S: reduc:r:f:r:j:pgi(:ssrisdsem%; 2de 5 RP: del19:7750M y
b b b 6;
72,6% mEGFR L858R+ T790M
(zzEdy ) estomatitis 85,5%; tratamiento 18,5%
rash 91,9%
Grado >3 NC.
afatinib 32, mEGFR Todos los grados:  reduccion de dosis 44%;
2, aEGFR 3% 53% 3,6 NC diarrea 95%; interrupcién de NC
7, mHER2 estomatitis 46%; tratamiento 20%
rash 80%
RP confirmadas 5,1%
Grado >3: 61,6% RP no confirmadas 7,7%
Todos los grados: Niveles de dosis : Afa 30y
afatinib diarrea 95%; reduccidn de dosis 25,6%; sir5yafa40ysir5
+sirolimus 39 5,1% 59% 3,4m NC estomatitis 20,5%; interrupcion de Perfil molecular del19, del

inflamacién tratamiento 23,1% 19+T790M suero;
mucosa 61,5% del19+T790M en tejido, no
rash 53,8% deteccion de mEGFR ni

T790M en suero

a, amplificacion; afa, afatinib, de/19, delecidon exon 19; g, grado; m, meses; mEGFR, mutaciones de EGFR; n, nimero
de paciente; NC, no comunicado; RP, respuesta parcial, SG, supervivencia global; siro, sirolimus, SLP, supervivencia
libre de progresion TCE, tasa de control de enfermedad, TR, tasa de respuesta

No se encontrd ninguna correlacion entre el perfil molecular y el efecto del tratamiento; sin
embargo, las limitaciones en este estudio incluyen el tamafio de muestra pequefio y la ausencia
de evaluacion formal de la m7790M en el momento de la progresion e inclusion en el estudio.
Por otra parte, en el momento de desarrollo del presente estudio no existian aun datos de eficacia
de los ITQ de tercera generacion (166,172). De otro modo, la deteccion de la m7790M hubiese
sido el objetivo principal a evaluar en estos pacientes a fin de poder recomendar el tratamiento

con un inhibidor de tercera generacion.

De modo global, la toxicidad de la combinacion de afatinib y sirolimus, junto con la imposibilidad
de administrar una dosis de ambos farmacos potencialmente mas activa de la que se pudo llegar
a administrar, mas los resultados pobres de eficacia obtenidos, no justifican nuevos estudios en

poblacion seleccionada o no seleccionada que evaluen la combinacion de este tipo de fArmacos.
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2.- Deteccion de la m7790M en suero/ plasma y correlacion con la respuesta clinica
y radioldgica en pacientes con mEGFR tratados con ITQ de tercera generacion.

Como ya se ha comentado en la introduccion, se han descrito diversos mecanismos de resistencia
a los ITQ de primera y segunda generacion en pacientes con mEGFR. La adquisicion de la
m7790M es el mecanismo mas frecuente, que aparece en la mitad de los pacientes (86). Tras la
aprobacion de osimertinib en pacientes previamente tratados conforme a los resultados del
programa AURA, la deteccion de la m7790M cobra especial interés (172,188). La biopsia liquida
en este contexto clinico tiene una gran importancia, dada la potencial dificultad en la obtencion
de nuevas muestras de tejido (183—186). Un hecho muy relevante es que la informacion de la
biopsia liquida puede superar a la informacion unidimensional que se obtiene de la muestra de
tejido, y que no es capaz de representar la heterogeneidad espacio-temporal de la enfermedad y
su evolucion en el curso del tratamiento (86,179—182). En estudios previos, la m7790M se habia
encontrado de forma exclusiva en plasma en 31% y 35% de pacientes cuyo resultado habia sido
negativo en el tejido (184,189). Por otra parte, la biopsia liquida presenta el atractivo de su uso
potencial para monitorizar la eficacia de un tratamiento y la deteccion precoz de mecanismos de

resistencia, todo ello con una técnica minimamente invasiva para el paciente (Tabla 17).

Todos los pacientes en nuestro estudio se incluyeron en funcién del resultado positivo de la
m7790M en suero/plasma. La rebiopsia fue posible tnicamente en 6 pacientes (46,1%) con un
resultado confirmatorio de la m7790M positivo en tejido en 3 de ellos. En nuestra serie, 8
pacientes que se beneficiaron de tratamiento con osimertinib no fueron incluidos en este estudio
dado el resultado negativo basal de la m7790M en suero/plasma. Ademas, los resultados de
suero/plasma resultaron adecuados para la seleccion del tratamiento en 11 de 13 pacientes (85%)
independientemente del resultado en tejido. Estos resultados refuerzan la necesidad de obtener
una nueva muestra de tumor en caso de un resultado negativo en la biopsia liquida, asi como la
posibilidad de obviar dicho procedimiento ante un resultado en suero/plasma positivo, tal y como

ha sido propuesto por otros autores (189).
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Tabla 17.- Ventajas y desventajas de las determinaciones de mEGFR en muestras de sangre frente
al tejido.

Ventajas de la determinacion de las mEGFR en | Desventajas de la determinacion de mEGFR

muestra de sangre en muestra de sangre

Concordancia con resultados en tejido.
(sensibilidad 61-93%)
Informacion dinamica del tumor primario y
metastasis
Monitorizacion de eficacia de tratamiento
Monitorizacion de aparicion de resistencias
Comodidad para el paciente
Prevencion de los riesgos asociados a
procedimientos invasivos

Falsos negativos hasta en un 30% de los casos

Menor tiempo hasta resultados (3 dias frente a 27)

Diversos estudios han demostrado la utilidad de la biopsia liquida en la monitorizacién de los
cambios de las mEGFR a lo largo del tratamiento con ITQ y en la deteccion de la m7790M en el
momento de la progresion (177,195). No obstante, hasta el momento de la publicacion del
presente articulo, no se habian publicado resultados de la monitorizacion de la m7790M en
muestra de biopsia liquida en pacientes tratados con osimertinib. Se habian publicado resultados
de deteccion de la m7790M en muestras de sangre y orina en pacientes tratados con rociletinib
(196). Dicho estudio demostrd que los niveles de la m7790M disminuian en sangre y orina poco
después del inicio de tratamiento con rociletinib; no obstante, no existia un seguimiento

longitudinal de los cambios en la m7790M durante el tiempo de tratamiento (196,197).

Recientemente, se han publicado resultados de los mecanismos de resistencia asociados al

tratamiento con osimertinib

Un primer estudio present6 resultados de los mecanismos de resistencia en pacientes incluidos en
el estudio AURA (192). Se obtuvieron muestras de tejido previas al inicio del tratamiento con
osimertinib y de plasma a nivel basal y cada 6 semanas durante el tratamiento. La realizacion de
una nueva biopsia en el momento de la progresion fue opcional. Se evaluaron los mecanismos de
resistencia, incluidas las mEGFR, T790M, C797S y se evalu6 su asociacion con la SG, SLP y SG
a partir de la PE a osimertinib (supervivencia postprogresion, SPP). Cincuenta y tres de los 71
pacientes fueron elegibles para el andlisis. La mSLP y SG fue de 11,1 meses (IC95%, 8,1-13,9)
y 16,9 (IC95%, 11,7-29,1), respectivamente. La mSPP fue de 5,4 meses (IC95%; 4.1-10,0). El
analisis en las muestras de plasma a la progresion (n=40) demostrd la presencia de la m7790M

en un 30% (n=12); 4 presentaron C797S de forma concomitante. Los pacientes en los que no se
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encontr6 la mEGFR antes del tratamiento presentaron la mejor SG y SPP (22,4 meses; 1C95%,
15,6-NA; 10,8 meses; 1C95% 7,2-NA). La pérdida de la m7790M junto con la presencia de
mEGFR se asocio con la SLP maés corta (2,2 meses; IC95%, 1,3-NA). En muestras de tejido
(n=22), se describieron los siguientes mecanismos de resistencia a osimertinib: transformacion a
CMP (n=1); transformacion a carcinoma escamoso (n=1); 7790M (50%, n=9 del8); C797S (17%,
n=2 de 12); amplificacion de MET (50%, n=5 de 10); mBRAF (8%, n=1 de 13) y mKRAS (8%,
n=1 de 13). Por tanto, en el momento de la progresion a osimertinib, la mitad de los pacientes

presentaran una pérdida de la m7790M.

En otra cohorte de pacientes con la m7790M tratados con osimertinib (n=143 cohorte
multiinstitucional; n= 110 cohorte de validacion con muestras de plasma seriadas de pacientes
incluidos en el estudio AURA) se evaluaron los mecanismos de resistencia en biopsia tumoral y
en cfDNA (193). De los 143 pacientes, 41 (28,7%) disponian de muestra de rebiopsia. El estudio
de las muestras mediante NGS demostrd la persistencia de la m7790M en 13 pacientes (32%);
junto con C797S en 9 pacientes (22%). Se identificaron diversos mecanismos de resistencia en
las muestras de los 28 pacientes que resultaron 7790M negativa a la resistencia: transformacion
a CMP (n=6); amplificacion de MET (n=4); mBRAF (n=2); mPI3K (n=1); mKRAS (n=1); fusiones
con otros genes (n=3). El tiempo hasta la interrupcioén del tratamiento fue menor en los pacientes
que presentaron la m7790M a la progresion (6,1 vs 15,2 meses); hecho que sugeria una
emergencia de clonas preexistentes de lam7790M. El anélisis en las muestras de plasma demostrd
la pérdida de la m7790M en 52 (47%) pacientes y su persistencia en 58 (53%). Los pacientes con
pérdida de la m7790M en plasma presentaron un tiempo hasta la interrupcion del tratamiento

menor que los que la mantuvieron (5,5 vs 12,6 meses; p=0,000).

De estos resultados los autores concluyeron la existencia de dos tipos de patrones de resistencia
producida por la m7790M: a) la m7790M como mecanismo dominante y b) la m7790M como
mecanismo no dominante en el contexto de una heterogeneidad de mecanismos de resistencia. En
el primero caso, los pacientes tendrian una respuesta mas duradera a osimertinib; mientras que,
en el segundo, la inhibicidon de la m7790M conseguiria un beneficio transitorio y menos duradero.
Este segundo patron implicaria que los mecanismos diferentes a la m7790M no se adquieren
durante el tratamiento con osimertinib, sino que coexisten con la m7790M y emergen como
resultado del tratamiento. Ademas, un porcentaje elevado de pacientes (67%) con la m7790M no
detectable, desarrolla mecanismos de resistencia alternativos e identificables con técnicas de

NGS.

Recientemente, se han presentado los resultados de los mecanismos de resistencia en 73 pacientes

tratados con osimertinib a la progresion de la enfermedad a un ITQ de primera/ segunda
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generacion dentro del estudio AURA 3. Todos ellos tenian la m7790M en tejido y disponian de
una muestra de plasma previo al inicio de osimertinib y a la progresiéon al mismo (194). Se
evaluaron los mecanismos de resistencia en muestras de plasma por NGS (Guardant360 assay)
con los siguientes resultados: a) adquisicion de nuevas mutaciones (21%, C797S, C797X), b)
amplificacion de MET (19%), ¢) amplificacion de HER2 [5%, con aparicion simultanea de
L792X+C797X+amplificacion de PI3KCA (1%), G796S+amplificacion de HER2 (15%) y
amplificacion de HER?2 exclusiva (1%)]; d) amplificacion/ mutacion de PI3KCA (5%), e)
mutacion de BRAF V600E (3%) y f) fusiones oncogénicas adquiridas (1%) Por tanto, a la
progresion a osimertinib, la mitad de los pacientes presentaron una pérdida de la m7790M. En
este estudio, la mSLP de los pacientes que presentaron pérdida de la m7790M fue levemente
inferior a la de aquellos pacientes con persistencia de la m7790M (5,5 meses (IC95%, 4,14-9,69)
vs. 7,1 meses (IC95%, 5,62-10,97) (194)

De nuevo, no se han presentado datos de los cambios longitudinales de estos mecanismos de
resistencia durante el tratamiento con osimertinib. En nuestro estudio, las muestras de sangre se
obtuvieron de forma periddica durante el tratamiento con osimertinib. Segin los resultados de
nuestro estudio, la monitorizacion de la m7790M podria ayudar a predecir qué pacientes
responderan o no al tratamiento. No obstante, no podemos concluir de una manera solida el papel
predictivo de la progresion segln la reaparicion de la m7790M en sangre después de un periodo
de beneficio clinico, dado que, a pesar de un seguimiento de 45 meses, una alta proporcion de
pacientes no habia progresado y estaba aun en tratamiento en el momento del andlisis. Asi pues,
podemos generar la hipdtesis de que, en el momento de la progresion a osimertinib, un porcentaje

de pacientes desarrollara otros mecanismos de resistencia diferentes a la m7790M (192,207).

En relacion a la paciente de nuestra serie con la m7790 positiva en suero y negativa en tejido, la
negativizacion en suero tras el inicio de tratamiento con osimertinib, a pesar de la progresion
clinica y radioldgica, podria explicarse por la presencia de un clon minoritario en coexistencia
con otros mecanismos de resistencia. Previamente, ya se habia publicado un patréon molecular
similar con un menor beneficio de osimertinib respecto a los pacientes con la m7790M positiva

en plasma y tejido o positiva en tejido y negativa en plasma (189)

En relacion a la eficacia de osimertinib en términos de respuesta, en los pacientes incluidos en
nuestro estudio, la TR fue inferior a la obtenida en estudios previos, posiblemente por incluir
pacientes con PS2 y con un mayor nimero de tratamientos previos (166,172). Nuestro estudio
identificé un grupo de pacientes que presentd una negativizacion de la m7790M en suero/plasma,
en ocasiones temprana. La mayoria de los pacientes de este grupo presentaron respuesta o

estabilizacion de la enfermedad. Otro grupo de pacientes present6 PE radiologica con un beneficio
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clinico del tratamiento con osimertinib administrado mas alla de la progresion en una proporcion
muy pequefia de los pacientes. Los pacientes incluidos en este segundo grupo presentaron
persistencia de la m7790M en muestra de suero/plasma. Un tercer grupo de pacientes incluyo
pacientes que presentaron una negativizacion de la m7790M a pesar de presentar progresion de
la enfermedad. Otros estudios no han evaluado la respuesta radiologica de los pacientes a
osimertinib en funcién de la evolucidon de la m7790M en la muestra de sangre (216-218, 220,
221). Tampoco se han publicado resultados de la respuesta clinica en los pacientes que han
recibido tratamiento con osimertinib de acuerdo con la evolucion de la m7790M en la muestra de

la biopsia liquida (216-218, 220, 221).

Nuestros resultados de SLP son opuestos a los presentados por otros grupos en que la SLP fue
inferior en aquellos pacientes con pérdida de la mT790M a la progresion a osimertinib respecto a
los que se seguia detectando (193,194). No podemos excluir que el tamafio de muestra pequefio

de nuestra serie haya podido contribuir a este resultado.

Por otra parte, la SG de nuestra serie es mayor que la previamente comunicada. Posibles
explicaciones a estas diferencias podemos encontrarlas en el elevado numero de pacientes con
diagndstico inicial como estadio local (30%), el nimero medio de localizaciones M1 (1,6) y la
elevada proporcion de pacientes con afectacion pulmonar exclusiva (46,1%). Ademas, cabe
destacar la supervivencia individual proxima a los 12 afios de 1 paciente en el momento del
analisis, dato que, en esta cohorte pequefia de pacientes, podria haber influido en los resultados

de la SG.

Se han empleado diferentes técnicas para el aislamiento de cfDNA (172,174-176). En conjunto,
las limitaciones que comportan algunas de ellas son el coste, el tiempo hasta la obtencion de los
resultados, la exactitud y el contexto clinico en que han sido utilizados. En el mejor de los casos,
los resultados obtenidos con estas técnicas deberian ser validados de forma prospectiva y
comparativa con los resultados en tejido; no obstante, la validacion retrospectiva de los resultados
del suero o plasma obtenidos en estudios prospectivos se consideran aceptables (177). En general,
estas técnicas empleadas presentan una alta especificidad, y con un valor predictivo alto, aunque

sea a expensas de una sensibilidad menor (174).

En nuestro estudio, empleamos la determinacion en suero y plasma de la m7790M basada en
PNA-PCR. Las ventajas de esta técnica fueron la disponibilidad de la misma, su coste y el
reducido tiempo hasta la obtencion de resultados (media de 3 dias). Es, ademas, una técnica
validada de forma retrospectiva en estudios con obtencion de muestra de sangre de forma

prospectiva (208).
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Nuestro estudio incluyo las siguientes limitaciones: el escaso nlimero de pacientes, la ausencia de
evaluacion de otros mecanismos de resistencia diferentes a la m7790M, y la falta de progresion
de un porcentaje significativo de los pacientes del estudio, incluso con un seguimiento
prolongado, hecho que no permite conocer aun los mecanismos de resistencia a la progresion a

osimertinib.
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CONCLUSIONES
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1.- Afatinib en combinacion con sirolimus ha demostrado actividad antitumoral. No obstante, la
respuesta en pacientes con CNMP con mEGFR en progresion a ITQ de primera generacion fue
pobre y la toxicidad elevada. Por ello, el desarrollo de nuevos estudios con esta combinacion no

esta justificado.

1.1.- La combinacién de afatinib y sirolimus asocié una alta tasa de efectos adversos.
Dicha toxicidad no tuvo relacion con la existencia de interaccion farmacocinética entre

ambos farmacos.

1.2.- La respuesta tumoral en pacientes con CNMP con mEGFR en progresion a ITQ de
primera generacion fue similar a la obtenida con afatinib en monoterapia, y se produjo

administrando una dosis que excedia la maxima tolerable.

2.- La monitorizacion de la m7790M en muestras de suero/plasma es factible.

2.1.- El comportamiento dindmico (desapariciéon o persistencia) de la m7790M en el
suero/plasma en pacientes con CNMP con mEGFR vy resistencia adquirida a ITQ de
primera y segunda generacion producida por la m7790M es un marcador de respuesta

clinica y radiologica, o ausencia de ellas, a osimertinib.

2.2.- La reaparicion de la m7790M en suero/plasma, en aquellos casos en que habia
desaparecido durante el tratamiento, podria ser un marcador de resistencia a osimertinib
en una proporcion de pacientes cuyo tumor no desarrolla otros mecanismos adicionales

de resistencia.
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LINEAS DE INVESTIGACION FUTURA
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1.- Evaluacion de nuevas opciones terapéuticas tras el fracaso del tratamiento con

ITQ de primera generacion.

A phase IB trial of continuous once-daily oral afatinib plus sirolimus in patients with epidermal

growth factor receptor mutation-positive non-small cell lung cancer and/or disease progression

following prior erlotinib or gefitinib. Lung Cancer 2017:108:154-60.

La aparicion de los inhibidores de tercera generacion ha modificado el algoritmo de tratamiento
para los pacientes que presentan resistencia a los ITQ de primera y segunda generacion producida
por la aparicion de la m7790M. Pero no podemos olvidar que un porcentaje sustancial de
pacientes van a presentar una resistencia por otro mecanismo independiente a la m7790M. Para
estos pacientes, la alternativa a recomendar es el tratamiento con QT. A pesar del gran esfuerzo

en el desarrollo de ensayos clinicos de combinacion, la mayoria de ellos han resultado negativos.

Deberiamos intentar subsanar los errores del pasado en el disefio de ensayos clinicos y considerar
ensayos que evalten el mecanismo de resistencia de una forma prospectiva en el momento de la

progresion.

También deberiamos plantear la inclusion, no sélo de pacientes con mEGFR, sino también con
m-iEGFR. Las técnicas de diagndstico molecular actuales permiten la identificacion de este
segundo grupo de pacientes del que no disponemos de informacion, dada su exclusion de estudios

previos.

2.- Deteccion de la m7790M en suero/ plasma y correlacion con respuesta clinica y

radiologica en pacientes con mEGFR tratados con osimertinib.

Monitoring of EGFR-T790M mutation in serum/plasma for prediction of response to third
generation inhibitors. Oncotarget 2018, 9(43):27074-86.

La biopsia liquida representa un método alternativo a la muestra tumoral en la identificacion y
monitorizacion de mecanismos de resistencia en pacientes con mEGFR. En concreto, la
identificacion de los mecanismos de resistencia a osimertinib permitira la posibilidad de
seleccionar a aquellos pacientes con una probabilidad de respuesta mas corta a este tratamiento y
poder plantear un cambio de estrategia terapéutica. Esta incluiria la recomendacion de QT u otras

opciones disponibles en la actualidad en régimen de ensayos clinicos. Dicha individualizacién del
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tratamiento podria tener un impacto positivo en la sostenibilidad del sistema sanitario, ademas de

incrementar el conocimiento de los mecanismos de resistencia.

En nuestro trabajo, la mayoria de los pacientes no habian progresado en el momento del analisis,
a pesar de un tiempo de seguimiento largo. Se ha continuado con la extraccion de muestras de
sangre de estos pacientes y se han realizado nuevas biopsias en alguno de ellos en el momento de
la progresion. Hemos incorporado pacientes adicionales a este estudio, a fin de aumentar el
tamafio de la muestra. Planteamos la realizacion de biopsias a la progresion en todos aquellos
pacientes en los que sea posible. Con estas muestras adicionales pretendemos dar respuesta a las
cuestiones que han quedado pendientes en nuestro estudio: aumento del nimero de pacientes, un
seguimiento completo, la eficacia del tratamiento en la cohorte completa de pacientes y la
evaluacion de otros mecanismos resistencia adicionales a la m7790M, en muestra de sangre y

tejido (ésta ultima cuando esté disponible).
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ADICCION ONCOGENICA: Proceso por el que una célula tumoral, a pesar de estar
expuesta a diferentes sefales de crecimiento y supervivencia, es dependiente de una Unica via de
sefializacion para su proliferacion y supervivencia. Este término fue acufiado por primera vez en
el afio 2000 por Bernard Weinstein. Existen diferentes tumores cuya supervivencia viene
determinada por este proceso (por ejemplo, tumores de pulmén con mEGFR, reordenamientos en
ALK y ROSI; melanoma con mBRAF, leucemia linfatica cronica o tumores del estroma
gastrointestinal con mBRCA-ABL, ¢c-KIT o PDGFR-f). Implicita a esta dependencia, la adiccion
oncogénica supone una sensibilidad a farmacos que son capaces de inhibir el oncogén causante

de esta dependencia.

CRITERIOS RECIST. Las diferentes técnicas de imagenes biomédicas permiten
diagnosticar, estadificar, controlar y valorar la efectividad de los procedimientos terapéuticos a
los que son sometidos los pacientes con cancer. Los criterios RECIST (Response Evaluation
Criteria In Solid Tumors) son el método estandar para monitorizar la respuesta al tratamiento
mediante las medidas unidimensionales de los tumores, obtenidas con técnicas de imagen
reproducibles como son la TC, la RM y la PET. Las lesiones pueden considerarse diana o
medibles (LM) o no diana o medibles (LNM). Segun el cambio en el sumatorio de las LM, la

respuesta tumoral se puede categorizar de la siguiente manera:

e Respuesta completa (RC): desaparicion de todas las LM (las adenopatias deben medir
<10mm).

e Respuesta parcial (RP): disminucion de al menos un 30% en la suma de los didmetros de
las LM (SLD).

e Enfermedad estable (EE): no existe aumento o disminucién suficiente para considerar el
cambio del SLD como EE ni progresion.

e Progresion de enfermedad (PE): aumento de, al menos, un 20% en el SLD comparando

con el momento de maxima respuesta y con un incremento absoluto de al menos 5 mm.
La evaluacion RECIST también tiene en cuenta el comportamiento de las LNM, asi como la

aparicion de nuevas lesiones. Considerando todos estos factores, la respuesta tumoral se

categoriza del siguiente modo:
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Lesion medible Lesidon no medible Nueva lesion RESPUESTA

RC CR No RC
RC No RC/No PE No RP
RP No PE No RP
EE No PE No EE
PE cualquiera Si/No PE
cualquiera PE Si/No PE
cualquiera cualquiera S| PE

CELULAS TUMORALES CIRCULANTES (CTCS). Células tumorales presentes en el

torrente circulatorio.

DNA CIRCULANTE. Fraccion de DNA que se encuentra fuera del espacio intracelular y
proviene de la digestion celular como resultado de la apoptosis o muerte celular. Se localiza en
espacios extracelulares como la sangre, la orina o el liquido cefalorraquideo, y puede aislarse
mediante el procesamiento de estas muestras. El DNA circulante puede tener dos naturalezas: el
DNA que proviene de fragmentos de células normales (cDNA) y que el proviene de fragmentos
de células tumorales. Este ultimo incluye el denominado ctDNA (cell tumor DNA o DNA tumoral

circulante) y el cfDNA (cell free DNA o DNA libre circulante).

Existen diversas técnicas para analizar la informacion derivada del DNA circulante:

e Cariotipado digital: se utiliza en DNA circulante para calcular las variaciones en el
numero de copias (CNVs) de ciertas regiones del genoma. Estas CNVs son determinantes
a la hora de identificar un cancer.

e  Personalized analysis of rearranged ends (PARE): esta técnica de deteccion de
reordenamientos cromosdmicos se ha trasladado al DNA circulante con la ayuda de la
secuenciacion masiva.

e Metilacion de DNA: la deteccion de los distintos patrones de metilacion mediante el
tratamiento con bisulfito.

e PCR cuantitativa (qPCR): es la técnica basica en este tipo de analisis. Emplea
cebadores o primers dirigidos para detectar marcadores concretos del DNA circulante.

o Digital droplet PCR (ddPCR): una técnica basada en PCR con una mayor sensibilidad
al adecuarse a las bajas concentraciones del DNA circulante y que tiene aplicaciones

similares a la PCR cuantitativa.
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o  BEAMing: (“beads, emulsion, amplification, magnetics’) consiste en una combiancion
de un PCR vy citometria de flujo para la identificacion de mutaciones somaticas presentes
en el DNA circulante. Es mas sensible que la PCR cuantitativa aislada.

e Técnicas que incluyen la secuenciacion masiva:

o Cancer Personalized Profiling by deep Sequencing (CAPP-Seq)
o Tagged AMplicon deep Sequencing (TAM-Seq)

o Safe-Sequencing (Safe-Seq)

o Duplex sequencing

o Integrated Digital Error Suppression (iDES)-enhanced CAPP-Seq

DOSIS MAXIMA TOLERADA. Se define como la dosis maxima de un farmaco o

tratamiento que produce el efecto deseado sin efectos secundarios inaceptables

ESCALA DE LA ECOG DEL PERFORMANCE STATUS (PS). Escala de evaluacion
del estado general funcional de los pacientes segiin grado de actividad que son capaces de

desarrollar a lo largo del dia. Esta escala has sido desarrollada por el Eastern Cooperative

Oncology Group (Oken M Ann J Clin Oncol 1982; 5: 649-655)

GRADO ECOG PERFORMANCE STATUS

0 Actividad completamente normal, sin restricciones,

Actividad limitada con ejercicio extenuante, pero capaz de mantener trabajo de tipo sedentario,
ambulatorio

Actividad fisica limitada, ambulatorio, capaza de autocuidado pero no de desarrollar actividad

2 laboral de ningun tipo; >50% del dia levantado

3 Capaz de actividades limitadas de autocuidado; >50% en cama o silla
4 Total dependencia, incapaz de autocuidado, todo el dia en cama o silla
5 Muerte

FACTOR PREDICTIVO (en Oncologia). Variable concreta que ayuda a predecir si el
cancer de una persona respondera a un tratamiento especifico. Un factor predictivo
(predisponente) también puede describir aquello que aumenta el riesgo de una persona de
presentar una afeccion o enfermedad. Hay que considerar que existen determinadas variables que

pueden tener valor predictivo y pronostico al mismo tiempo.
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FACTOR PRONOSTICO (en Oncologia). Variable concreta que ayuda a determinar el
comportamiento biolodgico natural de un tumor. Pueden dar informacion de supervivencia y de
recaida de la enfermedad tumoral y es independiente del tratamiento administrado. Hay que
considerar que existen determinadas variables que pueden tener valor prondstico y predictivo al

mismo tiempo.

INHIBIDORES DE TIROSINA QUINASA. Grupo de farmacos capaces de ejercer una

accion opuesta a la de la TQ en los RTQ. Se caracterizan por ser moléculas de pequefio tamaiio.

Se administran por via oral.

e ITQ covalentes: ITQ que se une de forma irreversible al RTQ.

e ITQ no covalentes: ITQ que se une de forma reversible al RTQ.

INCIDENCIA. Medida de frecuencia de enfermedad que refleja el nimero de casos nuevos
con una caracteristica o problema de salud analizada en un periodo concreto. Generalmente se
utiliza esta medida para evaluar enfermedades con un periodo de induccion corto (infecciones).
Se utiliza cuando interesa evaluar el flujo de ntimero de casos que van apareciendo en un periodo

de tiempo. Se calcula:

I= nimero de eventos/ periodo

INCIDENCIA ACUMULADA. Proporcion de individuos que desarrolla un determinado

evento durante un periodo de seguimiento. Tiene en cuenta el numero de pacientes susceptibles

de suftir el evento al inicio del periodo. Se calcula:

IA= numero de eventos nuevos/ numero de individuos susceptibles al comienzo del

periodo

MUTACIONES. Cambios en las secuencia de un nucledtido en el DNA que produce una
variacion caracteristica en la informacion codificada por este, que se traduce en una variacion de
la actividad de la proteina que se deriva (pérdida o ganancia de funcion). En el proceso del cancer

existen dos tipos de mutaciones:

e CONDUCTORAS. Son mutaciones responsables de la génesis de los tumores, ya que

su presencia propicia la formacion y crecimiento de los mismos.
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e PASAJERAS. Aquellas mutaciones que no estan relacionadas con la aparicion de
tumores. No obstante, estas mutaciones junto con las conductoras, puede condicionar una

mayor predisposicion a la génesis de los tumores.

PREVALENCIA. Medida de frecuencia de enfermedad que refleja la proporcion de una
poblacion que presenta una caracteristica o estado de salud en un momento determinado.
Generalmente se utiliza este término para realizar analisis de patologias cronicas. Es posible
diferenciar entre la prevalencia de periodo (revela la proporcion en un momento incierto) y la
prevalencia puntual (en un momento concreto). Ambas medidas de frecuencia reflejarian una foto

fija de la variable que se esta estudiando. Se calcula:
P=numero de casos/ nimero total de individuos

QUIMIOTERAPIA CITOTOXICA. Conjunto de farmacos cuya administracion provoca la
muerte de células en fase de proliferacion, especialmente las células tumorales. Sus efectos
secundarios se asocian a la inhibicion de la proliferacion de las células normales, con una ventana

de selectividad muy estrecha para las células tumorales.

RECEPTORES TIROSINA QUINASA (RTQ). Receptores de membrana celular capaces

de activar cascadas de sefializacion intracelular, gracias a la presencia de un residuo de tirosina

quinasa.

RESISTENCIA. Proceso por el que un tumor no responde a un determinado tratamiento. En
caso de tumores que presentan adiccidn oncogénica, la resistencia puede presentarse de novo
(PRIMARIA o INTRINSECA) o después de un tiempo en tratamiento, habiendo demostrado que
dicho tratamiento estaba siendo eficaz (ADQUIRIDA)

e RESISTENCIA INTRINSECA: resistencia de las células tumorales debida a
caracteristicas basales del tumor presentes previamente a la exposicion de un determinado
tratamiento.

e RESISTENCIA ADQUIRIDA: resistencia de las células tumorales que aparece tras la
exposicion a un determinado farmaco y un periodo inicial de sensibilidad a dicho

farmaco. Dicha resistencia es debida a la aparicion de nuevas alteraciones moleculares.
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SUPERVIVENCIA LIBRE DE PROGRESION. Tiempo transcurrido durante y después

de un tratamiento en el que no existe evidencia de crecimiento ni diseminacion de le enfermedad.

SUPERVIVENCIA GLOBAL. Tiempo transcurrido entre el diagndstico de la enfermedad

tumoral y la fecha de fallecimiento de un paciente.

TASA DE CONTROL DE ENFERMEDAD. Medida de evaluacion de respuesta a un
tratamiento. Se define como el numero de pacientes que presenta respuesta parcial, respuesta
completa y estabilidad de la enfermedad mediante evaluacion radioldgica al ser expuestos a un

determinado tratamiento respecto al total de los pacientes expuestos a dicho tratamiento.

TASA DE RESPUESTA. Medida de evaluacion de respuesta a un tratamiento. Se define
como el numero de pacientes que presenta respuesta parcial y completa radioldgica al ser
expuestos a un determinado tratamiento respecto al total de los pacientes expuestos a dicho

tratamiento.

TOXICIDAD LIMITANTE DE DOSIS. Tipo de efecto secundario a la administracion de

un farmaco que impide la escalada de dosis y establece la DMT.

TRATAMIENTO DIRIGIDO o ANTIDIANA. Farmacos que son capaces de inhibir
proteinas especificas relevantes en el crecimiento y supervivencia tumoral y que generalmente
son irrelevantes para las células normales. Los efectos secundarios asociados a estos farmacos
son menos severos que los asociados a la quimioterapia citotoxica. No obstante, la inhibicion

efectiva de la proteina diana puede no traducirse en una terapia clinicamente efectiva
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Tabla Al.- Estudios de combinacion de ITQ en el momento de aparicion de la resistencia adquirida

3
SRR CO Poblacion EGFRm Toxicidad Referencia
combinacion ITQ

erlotinib+MEK162 1/IB KRAS m/ EGFR m si, NE 44 NC NC NC NC NC cllnlcaltrlals.gov
gefitinib+selumetinib 1/ EGFRm, ITQ previo si clinicaltrials.gov
Anti-PI3K/mTOR -—--—————_
L . o o
erlotinib+XL765 I CTEREES s 46(37) 0 37,50% NC NC LRI ERS D) eba) BBk | o o
(EGFR m) nauseas (28%)
50%
L i . T790M, rash (80%), diarrea(73%),
" gﬁf';'(g';wzo) Ib 'JTQkpreV')° g}frm;;/e 40% ":;S:;i/e"w:;/v NR 2,8m NC fatiga(60%), anorexia Tan 2013
tparhist ackman, M 2% METa, 0% o &n av% (47%), mucositis (40%)
PI3K m

cohorte a) CP avanzado

) 12 m (27 en rash (60%), diarrea (56%),
no tratado previamente,

gefitiib+everolimus /1l 4,80% 62 13% (8% EGFRm) 4m cohorte ay 11 estomatitis (52%), fatiga Price 2010
b) CP avanzado tratado
. . en cohorte b) (45%), nauseas (31%)
previamente con platino
rlotinib+ rlisi LP m rash (279 iarrea (789
Gl T Il EGFR m, ITQ previo si 37 3,40% NC SLPa3 122 m as. (27%), d,a RN clinicaltrials.gov
(BKM120) 50,4% fatiga 54%, nduseas (46%)

EGFR, Epidermal Growth Factor Receptor; EGFRm, mutaciones; ITQ, inhibidor de tirosina quinasa; m, meses, n, numero de pacientes; NC, no comunicados, NE, no evaluado; TCE, tasa de
control de enfermedad; TR, tasa de respuesta; SG, supervivencia global, SLP, supervivencia libre de progresion.
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Tabla Al.- Estudios de combinacion de ITQ en el momento de aparicion de la resistencia adquirida (continuacion)

Estrategia de
Poblacion EGFRm Toxicidad Referencia
combinacién ITQ

Antl IGF1R

no seleccionada, fase 2

erlotinib+dalotuzumab /1 (erlovs si, NE

erlo+dalotuzumab)

afatinib +xentuzumab Ib EGFR m, ITQ previo

75

fase 2 8% vs. 2,7%

63,2 vs.

59,4%

1,6 vs. 2,5

10,4 vs. 6,6 m

diarrea (81%), nauseas
(45%), estomatitis (11%),
astenia (38%),
hijperglicemia (19%)

Moran 2014

clinicaltrials.gov

-——-—————_

seleccion clinica y/o

afatinib+dasatinib [ molecular EGFR m St

erlotinib+ruxoletinib 1/11 EGFR m si

afatinib+ruxoletinib Ib EGFRm si

25

22

15

NC

5%

40%

NC

45%

86,70%

NC

2,2m

8,8 m

NC NC clinicaltrials.gov

o i
NC rash (14%), diarrea (325), Yu 2016

AST (27%)

di 46%), rash (33%),
NC larrea ( A? .ras (33%) Park 2017
estomatitis 26%)

EGFR, Epidermal Growth Factor Receptor; EGFRm, mutaciones; ITQ, inhibidor de tirosina quinasa; m, meses, n, numero de pacientes; NC, no comunicados, NE, no evaluado; TCE, tasa de
control de enfermedad; TR, tasa de respuesta; SG, supervivencia global, SLP, supervivencia libre de progresion; vs. versus
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Tabla Al.- Estudios de combinacion de ITQ en el momento de aparicion de la resistencia adquirida (continuacion)

Estrategia de
: g Poblacion Toxicidad Referencia
combinacion ITQ
1]

dasatinib/ dasatinib+
erlotinib

no seleccién si 21(9; 12) 0 0 0,5;0,9 m NC Derrame pleural Johnson 2011

diarrea (88%), rash (74%),
erlotinib+dasatinib Il no seleccion NE 34 7% 63% NC NC anemia (53%), derrame Haura 2010
pleural (35%)

A6/ /! ' ! '/ ' | |

no seleccién molecular

erlotinib+BGB324 1/11 66 NC NC NC NC NC clinicaltrials.gov
en fase |
Anti-VEGF - ! ! 4 ]/ { | |

erlotinib+ramucirumab 1} EGFR m si clinicaltrials.gov

543 NC NC NC NC NC
__AntiEGRWA__ || | [ | [ | | | |

4,7 m (DR rash 90%; diatrrea 71%;
ARGl e, T e si 126 29% 70% NC ungueal 57%; estomatitis Janjigian 2014
5,7m) -
56%, fatiga 47%

DR, duracion de la respuesta, EGFR, Epidermal Growth Factor Receptor; EGFRm, mutaciones; ITQ, inhibidor de tirosina quinasa; m, meses, n, numero de pacientes; NC, no comunicados, NE,
no evaluado; TCE, tasa de control de enfermedad; TR, tasa de respuesta; SG, supervivencia global, SLP, supervivencia libre de progresion.
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Tabla Al.- Estudios de combinacion de ITQ en el momento de aparicion de la resistencia adquirida (continuacion)

Estrategia de ., . . .
.., Poblacién EGFRm TR TCE SLP Toxicidad Referencia
combinacion ITQ

. Aeiver [ | | | ' ' ' | |

1b:

lotinib+cab tinub; . , 64/ 15; di 97,3%),
eriotinibrcabozatinid: i1 EGFR m, ITQ previo si / 82%: 6,7%  82%67% 3,7;1,9m NC farrea (97,3%) Wakalee 2017
I, caboz vs cabo+ 13 HTA(26,6%)
erlotinib
EGFR m, amplificacién 27% nausea (28%), edema
Gefitinib+capmatinib 1/11 ! P . si 61/100 .°’ 80% NC NC (22%), anorexia (21%), rash Wu 2018
MET, ITQ previo FIl 47% si GCN>6
(20%)
di 8%, 8%, 28%); HTA
erlotinib, cabozantinib, | o o 12 o 19%23% 1843 51,92, '?(:;eaz(sf 3;)’. TEP")(W Neal 2016
erlotinib+cabozantinib » previa : 40, 43) °’ 20 7% 47 m 13.3*m 2 =200 ” @
8%, 5%)
rlotinib+tivantinib (8116873) rash (65,5%; 53%); diarrea
Sl clsill I no seleccién si, NE ' 10%, 7% 3,8,2,3m NC (48%; 54%); anorexia (30%;  Sequist 2011
erlotonib+placebo EGFRm
34%)
17
rash (60%); diarrea (52,2%;
erlotinib+onotuzumab, L, 3 40,6%); edema (23,2%, .
1] no seleccion si, NE 137 (7;6) 5,8%, 4,4% NC 2,2;2,6 m 8,9;7,4m Spigel 2013

erlotinib+placebo 7,5%); neumonia (7,2%,

4,5%)

EGFR, Epidermal Growth Factor Receptor; EGFRm, mutaciones; ITQ, inhibidor de tirosina quinasa; m, meses, n, numero de pacientes; NC, no comunicados, NE, no evaluado; TCE, tasa de
control de enfermedad; TR, tasa de respuesta; SG, supervivencia global, SLP, supervivencia libre de progresion; WT, wild type.
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Tabla Al.- Estudios de combinacion de ITQ en el momento de aparicion de la resistencia adquirida (continuacion

Estrategia de ., . . .
. ., Poblacion EGFRm TR TCE SLP (m) Toxicidad Referencia
combinacion ITQ

Inhibidor HDAC

TTP 8s; . .
. . . i anemia 80%; diarrea 76%;
erlotinib+vorinostat /1 EGFR m, ITQ previo si 33 0% 28% (EE) SLP12 s 10,3 m rash 48% Reguart 2014
28% 0
3,4;,3;3y )
. . 6,1; 10,7;9,7; diarrea (11,4%, 8,5%,
erlotnib+patritumab DA, . 1,4 m;
b/l no seleccionada NE 212 5; HRGa HR 4,2%); rash (5,7%, 7,0%, Von Pawel 2014
DB, global, placebo HRGa HR e 2.8%)
0,92 ’ S
HGRa 52,4 vs HGRa 1,9
. . HGRa 5,2 vs .
erlotnib+patritumab, i no seleccionada NE 145 HGRa 2,4 vs 7,5%; 65%; HGRb vs 2,9 m; 8.2 m: HGRb diarrea (51,4%, 31%); rash Paz Ares 2017
erlotinib+placebo HGRb 4,8 vs 15,8% 47,6 vs HGRb 1,5 7’ 1 vsl - (37,8%, 36,6%)

63,2% vs 2,8 m

.__otos | | [ | | | | | | | |

gefitinib+olaparib b EGFR m, (previamente 5|’ 22 (8) 629%% (35,5%)  90,5% (75%) NG NG NC Garcia Campelo
(iPARP) tratados) RSP ORISR 2014; 2017
erlotinib+quinacrine Ib no seleccionda NE 12 NC NC NC NC NC clinicaltrials.gov

EE, enfermedad estable; EGFR, Epidermal Growth Factor Receptor; EGFRm, mutaciones; HGR, heregulin ; ITQ, inhibidor de tirosina quinasa; m, meses, n, numero de pacientes; NC, no
comunicados, NE, no evaluado; TCE, tasa de control de enfermedad; TR, tasa de respuesta; SG, supervivencia global, SLP, supervivencia libre de progresion.
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