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RESUMEN

Implementacidn del analisis del ADN libre circulante en plasma en el diagndstico de

pacientes con cancer de pulmoén de células no pequenas

INTRODUCCION: Las mutaciones en el gen EGFR son alteraciones comunes en pacientes con
adenocarcinoma de pulmoén. Los farmacos inhibidores de la tirosina quinasa son el tratamiento
de eleccién en este grupo de pacientes, ya que han demostrado una mejora clara en la
supervivencia frente a tratamientos convencionales. Las guias clinicas internacionales
recomiendan el analisis de mutaciones en el gen EGFR en pacientes con un diagndstico de
adenocarcinoma avanzado. La biopsia de tejido continda siendo el gold-standard para la
caracterizaciéon molecular en pacientes con cancer de pulmén de célula no pequefia. Sin
embargo, en un alto porcentaje de pacientes no se dispone de muestra de tejido, o esta no
presenta la calidad suficiente para realizar andlisis moleculares. EI ADN libre circulante (cfDNA)
en plasma es una fuente alternativa para el analisis molecular indirecto del tumor,
especialmente util en aquellos pacientes de los que no se dispone de muestra de tejido. Junto
con las caracteristicas cualitativas del cfDNA, la informacion cuantitativa, como la concentracion,

y estructural, como el tamafio de sus fragmentos, esta ganando interés en la practica clinica.

HIPOTESIS: la caracterizacién molecular del gen EGFR en pacientes con cancer de pulmén de
células no pequeiias mediante el analisis de cfDNA en plasma representa una alternativa
adecuada al analisis en biopsia de tejido. Ademas, parametros derivados de este analisis como
la concentracion y tamafio de los fragmentos de cfDNA o el indice semicuantitativo (SQl) podrian
proporcionar informacidn complementaria en el diagndstico y seguimiento de pacientes con

cancer de pulmodn de células no pequefias.

OBIJETIVOS: los objetivos de esta tesis son, en primer lugar, evaluar el impacto de la introduccidn
en un entorno clinico real de un test tipo RT-PCR para el andlisis de mutaciones en el gen EGFR
en cfDNA en plasma. Ademds, determinar la utilidad clinica de la concentracién del cfDNA y su
fraccion de fragmentos cortos como biomarcadores de estadificacién de pacientes con cancer
de pulmén de células no pequefias localmente avanzado o metastasico. Por otro lado, evaluar
las caracteristicas del indice semicuantitativo (SQI) obtenido en los pacientes con alteraciones
en el gen EGFR y estudiar la asociacién de la concentracion del cfDNA y su patron de fragmentos

con parametros derivados del FDG PET/TC.

METODOS: se ha realizado un analisis prospectivo en una cohorte clinica de pacientes

diagnosticados con cancer de pulmdén de células no pequefias localmente avanzado o
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metastdsico. En todos los pacientes se realizé el estudio de alteraciones en el gen EGFR mediante
el Cobas EGFR Mutation Test v2 en cfDNA en plasma y se determind la concentracién de cfDNA
mediante fluorometria, y el patrén de fragmentos de cfDNA mediante electroforesis capilar. Se
recogieron datos demograficos, clinicos, histopatoldgicos y el resultado molecular en tejido,
siempre que estuviera disponible, de todos los pacientes. Se analiz6 la eficacia diagnéstica del
estudio de mutaciones en plasma, el impacto de la introduccion de esta metodologia en la
practica clinica y la utilidad de la concentracidén de cfDNA y el tamafio de sus fragmentos como
biomarcadores. En los pacientes en los que se disponia de analisis de imagen mediante FDG
PET/TC y TC toracoabdominal se estudié su asociacion con la concentracion de cfDNA vy el
tamafio de sus fragmentos. En un subgrupo de pacientes con deleciones en el exén 19 del gen
EGFR se realizo el analisis de mutaciones en el gen EGFR mediante una metodologia alternativa
(ddPCR) que proporciond la fraccion de alelo variante (VAF) para la mutacién encontrada y se

realizd un estudio de correlacion de la misma con el SQJ.

PRINCIPALES RESULTADOS: el andlisis de alteraciones en el gen EGFR en cfDNA en plasma
mostré una alta eficacia diagndstica comparado con el tejido. La concentracion de cfDNA fue
significativamente mas alta en pacientes con estadios avanzados, y estos presentaron una
fraccion mayor de fragmentos cortos de cfDNA. Tanto la concentracién de cfDNA como la
fraccion de fragmentos cortos presentaron una correlacién positiva con los parametros
volumétricos y metabdlicos derivados del FDG PET/TC de la enfermedad metastasica. El SQI
presentd una buena correlacién con la VAF, tanto en pacientes al inicio del tratamiento, como

durante el seguimiento longitudinal de los mismos.

CONCLUSIONES: i) el andlisis del cfDNA en plasma para la determinaciéon de mutaciones en el
gen EGFR es un método preciso y rapido para la caracterizacion molecular inicial de pacientes
con cancer de pulmdn de célula no pequefia en la practica clinica. ii) La introduccion del Cobas
EGFR mutation test v2 en la practica clinica ha permitido el acceso a terapias dirigidas a los
pacientes en los que no se dispone de muestra de tejido. iii) La concentracion de cfDNA
correlaciona con el estadio tumoral y con pardmetros de imagen del tumor derivados de las
lesiones metastasicas, por lo que tiene potencial como biomarcador en la estadificacién de la
neoplasia. iv) la fraccion de fragmentos cortos de cfDNA correlaciona con parametros
volumétricos y metabdlicos de las lesiones metastasicas obtenidos a partir del FDG PET/TC. v) El
SQl es un parametro cuantitativo robusto que refleja indirectamente la VAF y el nimero de

copias mutadas/mL en pacientes con mutaciones en el exon 19 del gen EGFR.
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1.1. Epidemiologia del cancer de pulmoén

El cancer es la causa de muerte prematura mas frecuente en los paises con mayor indice de
desarrollo humano. Segun los datos del Global Cancer Observatory (GLOBOCAN) del afio 2020,
el cancer de pulmén es el cdncer mas comun a nivel mundial, con 2.2 millones de nuevos casos,
asi como el que mayor mortalidad presenta, con 1.8 millones muertes(1). Existen diferencias en
la incidencia del cancer de pulmdn segun el sexo y el origen geografico (Figura 1). El cancer de
pulmén es el cdncer mas comun en hombres y su incidencia es practicamente el doble con
respecto a las mujeres (1.44 millones de casos vs. 771.000 en 2020), en las que el cancer de
pulmdn es el tercer cancer mas comun. Las regiones con una mayor incidencia de cancer de
pulmdén en hombres son Micronesia, Polinesia, Europa Central y del Este y Asia Oriental. En
cambio, las regiones con una mayor incidencia de cédncer de pulmdn en mujeres son
Norteamérica y Europa del Norte y Occidental. Esta diferencia se atribuye principalmente a las

diferencias existentes en cuanto al consumo de tabaco(2).

Segun la Organizacidon Mundial de la Salud (OMS), el cancer es la enfermedad que genera mayor
carga en los afos de vida ajustados por discapacidad, tanto en hombres como en mujeres. El
riesgo de morir de cancer entre 0-74 afios es del 10.6%, siendo el mas probable el cancer de
pulmon, con un 3.2%(3). La incidencia y mortalidad del cancer de pulmén ha ido en descenso en
aquellos paises con un mayor indice de desarrollo y que cuentan con politicas activas de
deshabituacién tabaquica. Sin embargo, los paises en vias de desarrollo donde el consumo de
tabaco es aulin elevado presentan una menor incidencia de cancer de pulmén, pero una elevada
tasa de mortalidad. Esto se debe a diversos factores como son una elevada contaminacién
ambiental, la existencia de barreras socioculturales y un desigual acceso al sistema de salud lo

gue provoca un retraso en el diagndstico y tratamiento del cancer(4).

El cancer de pulmdn esta intrinsecamente relacionado con la exposicién a factores ambientales.
El tabaco es el factor ambiental mas importante y la causa mas determinante en cuanto a la
incidencia y mortalidad en este cadncer. Se estima que el tabaco es responsable del 80-85% de
los casos de cancer de pulmén a nivel mundial(5). El tabaco contiene mas de 7000 sustancias
quimicas y 69 carcindgenos, y su consumo esta relacionado con algunos subtipos histolégicos
de cancer de pulmodn. Principalmente se ha relacionado el consumo de tabaco con el carcinoma
escamoso de pulmdn y el cancer de pulmdn de células pequeias, y en menor medida con el
adenocarcinoma. Ademds del tabaco, otros 29 agentes se han relacionado con la aparicion del
cancer de pulmdn, como por ejemplo los asbestos, la silice, varios metales pesados y el radén,
asi como la combustion de combustibles fésiles en hogares mal ventilados y la polucidon

ambiental(6). Ademas de los carcindgenos mencionados, enfermedades pulmonares como la
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enfermedad pulmonar obstructiva crénica, el enfisema y la neumonia también se han asociado

con el desarrollo del cancer de pulmdn(7,8).

La susceptibilidad genética al cancer de pulmdn es un factor importante en su desarrollo,
habiéndose estimado en un 18% la heredabilidad del mismo(9). Ademas, el riesgo de padecerlo
en familiares de primer grado de pacientes de cdncer de pulmén es aproximadamente 1.5 veces
mas alto que en individuos sin historia familiar de esta neoplasia, actuando como un factor

independiente del consumo de tabaco(10).

Las estrategias actuales para prevenir el del cancer de pulmdn se centran en campaifias de
deshabituacién tabaquica. Ademas, se han desarrollado programas piloto de screening en
cancer de pulmdn basados en técnicas de imagen con resultados prometedores. El National Lung
Screening Trial de Estados Unidos (EEUU) hallé un 20% menos de mortalidad en un grupo de
pacientes de alto riesgo de padecer cancer de pulmén cuando fueron cribados mediante
tomografia computarizada de baja dosis (TC de baja dosis) frente a otro grupo de pacientes con
iguales caracteristicas clinicas cribado mediante radiografia de térax(11). En Europa se han
encontrado resultados similares en cribados basados en imagen en Alemania(12) y
Dinamarca(13). Estos resultados han propiciado que la Unidn Europea haya hecho publica su
posicién a favor al cribado de cancer de pulmén mediante TC de baja dosis a través de la
publicacion de un documento donde se exponen recomendaciones para la implementacion

exitosa de estos programas de cribado(14).

ASR (World) per 100 000

2269
17.1-26.9
9.0-17.1

3.7-90 I otapplicable
<37 No data

Figura 1. Estimacidn de la incidencia de cancer de pulmdn estandarizada por edad en 2020, para ambos
sexos. Adaptado de Sung et al. (1)



1.2. Clasificacion del cancer de pulmoén
1.2.1. Clasificacion Histolégica

El cancer de pulmdn constituye un grupo heterogéneo de neoplasias con caracteristicas
histolégicas diferenciadas. Tradicionalmente, el cdncer de pulmdn se ha dividido en dos grandes
grupos: el cadncer de pulmoén de células pequeiias, que corresponde al 15% del total de canceres
de pulmdn, y el cancer de pulmén de células no pequefias, que representa el 85% restante y
engloba a los subtipos adenocarcinoma, carcinoma escamoso de pulmén y carcinoma de
pulmén de células grandes (15). Sin embargo, los avances en el conocimiento de los factores
genéticos implicados en el desarrollo del cdncer de pulmdn han hecho que en los Ultimos afos

se hayan producido cambios importantes en su clasificacidn histoldgica.

En la Ultima década ha surgido el concepto de medicina personalizada o medicina de precision,
cuya definicién mds aceptada es la dada por el US National Institutes of Health (NIH), que la
define como un enfoque emergente para el tratamiento y la prevencién de enfermedades que
tiene en cuenta la variabilidad individual en los genes, el entorno y el estilo de vida de cada
persona(16). El desarrollo de la medicina de precisién ha permitido que un porcentaje de
pacientes con cancer puedan recibir tratamientos dirigidos a inhibir el efecto de las alteraciones
moleculares driver implicadas en el desarrollo del tumor. Dichos tratamientos dirigidos tienen
una mayor especificidad y por tanto una mayor eficacia y menor toxicidad comparados con los
tratamientos convencionales(17). El cancer de pulmén de células no pequefias se ha convertido
en un claro ejemplo en donde aplicar la medicina de precisidon en tumores sélidos, por lo que en
este tipo de pacientes es preciso caracterizar molecularmente el tumor, ademas de

histolégicamente(18).

La OMS publica periédicamente una clasificacién histolégica de los tumores toracicos,
incluyendo a los tumores de pulmén, la cual se actualiza en base a los avances genéticos y
terapéuticos que se obtienen en dicha neoplasia. La clasificacidn histolégica de la OMS del afio
2015 introdujo nuevas recomendaciones para la clasificacion del cancer de pulmén como son:
(i) la inclusién del uso de la inmunohistoquimica cuando sea posible para biopsias pequefias y
citologias, y también para piezas de reseccién en algunos tumores como el adenocarcinoma, el
carcinoma escamoso de pulmén no queratinizante, los tumores neuroendocrinos y los tumores
sarcomatoides(19); (ii) la integracién de los estudios moleculares para facilitar tratamientos
personalizados en pacientes con cancer de pulmdn avanzado; (iii) recomendaciones para el
diagndstico y manejo de biopsias pequefias y muestras citoldgicas; (iv) cambios mayores
respecto al enfoque del adenocarcinoma en muestras de reseccidn; (v) la restriccion del

diagndstico del cancer de pulmdn de células grandes a tumores resecados que no presenten
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ninguna clara diferenciacion histoldgica, inmunohistoquimica o mucina; (vi) nuevos subtipos de

carcinoma escamoso de pulmén; (vii) la agrupacién de los tumores neuroendocrinos(20).

Por tanto, la clasificacion del afio 2015 de la OMS de tumores de pulmdn se actualizd respecto
a la anterior de 2004 basada en los nuevos perfiles moleculares y alteraciones genéticas diana
identificados durante ese periodo. Esta clasificacién contempla como tipos histolégicos
principales los tumores epiteliales, tumores mesenquimales, tumores linfohistiociticos, tumores
de origen ectépico y tumores metastdsicos. Dentro de los tumores epiteliales, destacan el grupo
de adenocarcinomas, constituido por 16 entidades diferentes, los carcinomas escamosos de
pulmén, que engloba 5 subtipos diferentes, los tumores neuroendocrinos, donde destaca el
carcinoma de pulmén de célula pequeia, ademas de otros 6 subtipos. En el grupo de tumores
epiteliales se incluye ademdas el carcinoma de pulmén de célula grande, el carcinoma
adenoescamoso, los carcinomas sarcomatoides, los tumores tipo glandula salival, y distintos
tipos de adenomas y papilomas. En total, los tumores epiteliales estan constituidos por 51

entidades diferentes(21).

Existen diferencias en la frecuencia de los diferentes subtipos histoldgicos de cancer de pulmodn.
En el programa Surveillance, Epidemiology, and End Results (SEER) de EEUU, con datos entre
2013y 2017, los adenocarcinomas representaron el 50.4% de los tumores de pulmén, seguidos
del carcinoma escamoso de pulmdn (22.6%), el cancer de pulmon de células pequeiias (12.5%),
otros carcinomas especificos (5.5%), carcinomas de célula no pequefa (4.6%), carcinomas no
especificos (2.9%), carcinoma de pulmdn de célula grande (1.3%) y otros (0.2%)(22). Los datos
del registro espanol entre muestran datos similares pero en una cohorte mucho menor:
adenocarcinomas (55.6%), carcinoma escamoso de pulmén (24.1%), cancer de pulmén de
células pequefias (12.9%), carcinoma de pulmén de célula grande (2.7%), otros carcinomas

especificos (2.1%), carcinomas no especificos (2.1%) y otros (0.5%)(23,24).

1.2.2. Clasificacion Molecular

La identificacion de alteraciones genéticas clave durante el inicio y las primeras etapas de la
evolucidn del cancer de pulmén ha cambiado el paradigma del tratamiento de esta neoplasia.
En los dultimos afios se han realizado importantes esfuerzos para llevar a cabo una
caracterizacion molecular exhaustiva de diferentes tipos de neoplasias entre las que se
encuentra el cancer de pulmaén. Una de estas iniciativas es el The Cancer Genome Atlas (TCGA),
un programa que desde 2006 ha caracterizado molecularmente mds de 20.000 tumores de 33

tipos diferentes, y el mismo nimero de muestras normales emparejadas(25). Este tipo de



iniciativas ha permitido identificar relaciones entre las caracteristicas moleculares del tumor y

los habitos tabaquicos o caracteristicas clinicas de los pacientes con cancer de pulmodn.

Los canceres de pulmén de células no pequefias, en particular los tumores desarrollados en
individuos fumadores presentan una alta carga de mutaciones tumorales somaticas, definida
como el numero de mutaciones codificantes no sinénimas por megabase. Estos datos ponen de
manifiesto el panel carcinogénico del tabaco, el cual influye en el espectro de mutaciones. Los
tumores de pacientes fumadores presentan una mayor frecuencia de mutaciones,
predominantemente transversiones de nucledtidos (citocinas por adeninas (C>A)) y mutaciones
en los genes Kirsten Rat Sarcoma (KRAS) y TP53. Por el contrario, los pacientes no fumadores
presentan predominantemente transiciones de citocina a timina (C>T) y mayor prevalencia de
alteraciones accionables incluyendo mutaciones en el gen Epidermal Grouth Factor Receptor

(EGFR), y traslocaciones en los genes ROS1 y ALK(26).

Por otro lado, un estudio en el que se secuenciaron mas de 500 tumores sélidos metastdasicos
de diferente origen incluyendo el cancer de pulmdn, observaron que el nimero de mutaciones
es mayor en las metastasis en comparacion con los tumores primarios, poniendo de manifiesto
la heterogeneidad molecular del cancer metastasico y que el éxito del tratamiento del cancer
avanzado dependerd de la capacidad de entender las implicaciones terapéuticas de esta

heterogeneidad(27).

Las principales mutaciones encontradas en el cancer de pulmdn de células no pequefias se
localizan en los genes KRAS y el gen EGFR. Dichas alteraciones son claves para el desarrollo del
tumor y representan dianas terapéuticas muy atractivas. Las mutaciones en los genes KRAS y
EGFR son claves en el inicio del tumor y normalmente son mutuamente excluyentes. En aquellos
tumores en los que coexisten alteraciones en ambos genes, las mutaciones en el gen KRAS
confieren resistencia a los inhibidores de EGFR. Se ha observado una relaciéon entre las
diferentes alteraciones driver y las caracteristicas moleculares del tumor. Los tumores que
presentan mutaciones en el gen EGFR, o reordenamientos en los genes ALK o ROS1 tienen una
carga mutacional mas baja que la media de tumores. Aunque se desconocen las causas, ello
puede ser debido a que estas mutaciones son mas comunes en tumores de pacientes no
fumadores o poco fumadores. Por otro lado, las mutaciones en el oncogén TP53 suelen
observarse de forma recurrente en tumores avanzados, lo que sugiere que esta alteracién tiene

un papel relevante en la progresién tumoral.
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1.2.2.1. Adenocarcinoma de pulmon

En 2014 se publicaba el perfil molecular de 230 adenocarcinomas de plumdn dentro del
proyecto TCGA. Se analizd tanto el ADN somatico como el ADN germinal de los pacientes
mediante Whole Exome Sequencing (WES) y se identificaron 18 genes con alteraciones
recurrentes en este subtipo de cdncer de pulmdn. Los genes frecuentemente alterados en el
tumor eran el gen TP53 (46% de los casos), el gen KRAS (33% de casos), los genes STK11y KEAP1
(17% de los casos), el gen EGFR (14% de casos), el gen NF1 (11% de los casos), el gen BRAF (10%
de casos), el gen SETD2 (9% de los casos), los genes MGA y RBM10 (8% de los casos), los genes
PIK3CA, MET y ARID1A (7% de los casos), el gen SMARCA4 (6% de los casos), los genes RB1 y
CDKN2A (4% de los casos), el gen U2AF1 (3% de los casos) y el gen RIT1 (2% de los casos)(Figura
2)(28).

El 75% de los adenocarcinomas presentaban mutaciones que promueven la seiializacidn de la
via receptor de tirosina quinasa (RTK)/RAS/RAF, localizandose las alteraciones mas frecuentes
en los oncogenes KRAS, EGFR y BRAF (62% de los casos), y en menor frecuencia mutaciones en
los genes ERBB2, MAP2K1, NRAS y HRAS, ademas de los genes de fusion ROS1, ALK y RET. En
aquellos casos en los que no se encontraron estas mutaciones, el andlisis del nimero de copias
de ADN reveld la amplificacion de los oncogenes ERBB2 y MET. También se identificaron nuevas

alteraciones en el gen NF1y RIT1, ambos implicados también en la via RTK/RAS/RAF(15,29).

Otros estudios han caracterizado molecularmente diferentes cohortes ademads de la del TCGA.
Una revisidon que sumaba los datos moleculares de las principales cohortes analizadas hasta la
fecha evalud las frecuencias de mutaciones en diferentes genes seglin el estadio de la
enfermedad. El estudio evidencid la diferencia en la prevalencia de mutaciones en determinados
genes en los adenocarcinomas de pulmdn segun el estadio de la neoplasia. Por ejemplo, las
mutaciones en el gen EGFR estan presentes en la mitad de adenocarcinomas de pulmén en
estadios tempranos respecto a los estadios metastasicos (14.2% vs. 30.3%) o por el contrario,
truncamientos en el gen NF1 son mas prevalente en estadios tempranos que avanzados (6.3%

vs. 1.9%)(30).

Ademas de la caracterizacién genética, estos andlisis han permitido subclasificar a los
adenocarcinomas de pulmdn en diferente subtipos segun sus perfiles transcripcionales de

ARNm y perfiles de metilacién y de expresion proteica(15,28,29).

Los genes de fusién son genes hibridos generados por la yuxtaposicion de dos genes
independientes, generando reordenamientos estructurales como deleciones, inversiones,

traslocaciones o duplicaciones dentro del mismo cromosoma o entre cromosomas diferentes.



Las fusiones de genes, mutaciones en sitios de splicing o mutaciones en genes que codifican para
factores de splicing promueven o sustentan fenotipos malignos generando transcritos de ARNm
aberrantes(28). Algunas proteinas de fusidon cuentan con tratamientos oncoespecificos. En
concreto, las generadas por reordenamientos de genes como ALK, ROS1, RET y NTRK(31). Se
estima que los reordenamientos en el gen ALK estdn presentes entre un 4-6% de
adenocarcinomas de pulmdén y en los genes ROS1 y RET en un 1.2%(32). La fusién mas
frecuentemente encontrada es una pequefia inversién dentro del brazo corto del cromosoma 2,
gue fusiona el dominio N-terminal del gen EML4 y el dominio C-terminal quinasa de ALK, lo que
conlleva a una proteina quinasa constitucionalmente activa. El gen ROS1 es capaz de fusionarse
con diferentes genes, provocando la activacién de su dominio quinasa. Por su parte, el gen RET
codifica para un receptor tirosina quinasa, que transduce sefales para el crecimiento y la
diferenciacion celular. La presencia de estos reordenamientos es mutuamente excluyente con
mutaciones en los genes EGFR, KRAS, BRAF y ERBB2(33). La secuenciacién del ARN en las
muestras del TCGA reveld fusiones involucrando a ALK en el 1.3% de los casos (EML4-ALK), a
ROS1 en el 1.7% de los casos y a RET en el 0.9% de casos. El andlisis de ARN también reveld la

presencia de la activacién de MET en un 4.3% de muestras(28).

1.2.2.2. Carcinoma escamoso de pulmén

En el afio 2012, el proyecto TCGA publicé los resultados del analisis molecular de 178 carcinomas
escamosos de pulmdn(34). Este analisis reveld la presencia media por cada carcinoma escamoso
de pulmdn de 360 mutaciones exdnicas, 165 reordenamientos genéticos y 323 segmentos de
alteracion de numero de copia. Este perfil tan complejo se cree que esta relacionado con el
habito de fumar, el cual se asocia con este subtipo histoldgico. Se encontraron mutaciones en el
gen TP53 en el 90% de los tumores. Otros hallazgos significativos fueron mutaciones en los genes
CDKN2A, PTEN, PIK3CA, KEAP1, MLL2, HLA-A, NFE2L2, NOTCH1 y RB1. También se detectaron
otros genes mutados en menor proporcién, como el gen EGFR, pero tanto el tipo de mutaciones
como su frecuencia (<9%) difieren respecto a las encontradas en adenocarcinomas de pulmén.
En el 34% de los casos se hallaron mutaciones en las vias relacionadas con estrés oxidativo y en
la respuesta celular a la quimioterapia y la radioterapia, en concreto en los genes KEAP1 y
NFE2L2, asi como mutaciones en genes relacionados en la diferenciacion celular a célula
escamosa, en concreto en los genes SOX2 y TP63 en el 44% de los casos, y en genes relacionados
con las vias PI3K/RTK/RAS en el 69% de los casos. El gen supresor de tumores CDKN2A se

encontré inactivado en el 72% de los casos (Figura 2).
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El perfil de ARNm permitié establecer una relacidn entre el perfil de expresidon génica y las
diferentes alteraciones adquiridas. Ademas, se pudo clasificar a los carcinomas escamosos de

pulmdn en 4 subgrupos segun su perfil de metilacion y expresion de miARN (15,29,34).
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Figura 2. Alteraciones en vias oncogénicas diana en adenocarcinoma de pulmdn carcinoma escamoso de
pulmén. Los cuadros amarillos representan los genes activados y los cuadros violetas los genes
inactivados. El porcentaje (%) en color rosa corresponde a la frecuencia en adenocarcinomas de pulmén,
y en color azul a la frecuencia en carcinoma escamoso de pulmoén. Adaptado de Herbst et al. (26)

1.2.2.3. Tumores neuroendocrinos de pulmoén

En este grupo se incluyen los tumores neuroendocrinos de alto grado, como el cancer de pulmon
de células pequefnas y el carcinoma neuroendocrino de células grandes, y los tumores
neuroendocrinos de bajo grado, como el carcinoide tipico y el carcinoide atipico. En los tumores
neuroendocrinos de bajo grado predominan mutaciones no activadoras en los genes EGFR,
ERBB2, RET, MET, KIT, KRAS, KDR, FGFR1, BRAF, SMAD4 y PIK3CA, pero en un porcentaje menor

gue en otros canceres de pulmdn de célula no pequefia(35,36).

En lo que respecta a los tumores neuroendocrinos de alto grado, el proyecto TCGA secuencid
110 cénceres de pulmdn de célula pequefia y encontrd una frecuencia extremadamente alta de
inactivaciones bialélicas en los genes TP53 y RB1 en el 98% y el 91% de los casos,

respectivamente. Los genes de la familia NOTCH se encontraron inactivados en el 25% de los



casos. Ademas, se descubrieron reordenamientos en el gen TP73 en el 13% de los casos. Otras
alteraciones incluyeron la sobreexpresidn del gen CCND1, en el 2% de los casos y mutaciones en
los genes CREBBP (15%), EP300 (13%), MYCL1 (9%), PTEN (9%), MYC (6%), KIT (6%), FGFR1 (6%),
MYCN (4%) y PIK3CA (3%)(37) (Figura 3).

Otros autores han dividido los carcinomas neuroendocrinos en tres grupos; dos grandes y uno
pequefio: el tipo cancer de pulmdn de células pequefias, caracterizado por comutaciones en los
genes TP53 + RB1 y amplificacion del gen MYCL; el tipo cancer de pulmdn de células no
pequefias, que no presenta estas comutaciones y presenta alteraciones universales de los
canceres de pulmén de célula no pequefia, como en los genes STK11, KRAS y KEAP1, y el tipo
carcinoide, que presenta mutaciones en el gen MEN1 y baja carga mutacional(38). Ademas, en

se encontraron alteraciones la via PIK3CA/AKT/mTOR en el 15% de los casos(39).
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Figura 3. Vias de sefalizacion frecuentemente afectadas en el cancer de pulmdn de células pequefias.
Adaptado de George et al. (37)
1.2.2.4. Otros tumores de pulmédn

Un estudio con 75 muestras en cancer de pulmén de célula grande identific6 mutaciones
somaticas en el gen TP53 en el 92% de los casos, seguidos de mutaciones inactivadoras

somaticas en el gen RB1 (42%) y alteraciones bialélicas en ambos genes en el 40% de las
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muestras. También se encontraron alteraciones somaticas, normalmente deletéreas, en
dominios funcionales relevantes en los genes STK11 (30%) y en KEAP1 (22%). Alteraciones

bialélicas de estos dos genes se encontraron en el 37% de los casos(40).

En el carcinoma adenoescamoso, que contiene componentes de adenocarcinoma y de
carcinoma escamoso, la mayoria de las mutaciones eran comunes en ambas histologias, salvo
algunas como las alteraciones en los genes KRAS, HER2 y EGFR, que solo se encontraban en el

componente adenocarcinoma(29).

En el carcinoma sarcomatoide, un estudio en 81 pacientes mostré mutaciones en los genes KRAS
(27%), EGFR (22%), TP53 (22%), SKT11 (7.4%), NOTCH1 (4.9%), NRAS (4.9%) y PI3KCA (4.9%).
Cabe destacar que las mutaciones encontradas en el gen EGFR son mutaciones poco comunes y

que difieren de las alteraciones detectadas en el subtipo adenocarcinoma(41).

En los tumores de tipo glandula salivar, entre el 50-100% del subtipo carcinoma
mucoepidermoide presentan traslocaciones en el gen MAML2. En este subtipo también se han
encontrado mutaciones en los genes HER2, EGFR y KRAS. En los tumores tipo linfoepitelioma, se
han encontrado mutaciones en el gen EGFR en un 18% de los casos. En los carcinomas tipo NUT,

el reordenamiento mas comun encontrado es la fusion entre los genes NUT y BRD3(29).

1.2.3. Dianas terapéuticas moleculares en cancer de pulmén de células no
pequeias

En los ultimos 20 afios, el tratamiento del cancer de pulmén de células no pequefias ha
evolucionado desde el tratamiento empirico con agentes citotdxicos a tratamientos dirigidos a
dianas moleculares terapéuticas especificas en los adenocarcinomas, y a terapias en desarrollo
en carcinoma escamoso de pulmdn (Figura 4). El tratamiento bdsico en pacientes con cancer de
pulmdn de células no pequeias avanzado ha sido la combinacidn de terapias basadas en platino
combinadas con otros agentes citotdxicos. La introduccidn de algunos anticuerpos
monoclonales como bevacizumab (anti-VEGF) o necitumumab (anti-EGFR) supuso una mejora
en la supervivencia de los pacientes con carcinoma escamoso de pulmdn y cancer de pulmén de
células no pequefias avanzado. El docetaxel, combinado o no con ramucirumab, ha sido el

tratamiento estandar en cancer de pulmoén de células no pequefias en segunda linea(26).

Estos regimenes citotdxicos han mostrado eficacia principalmente en estadios tempranos de la
enfermedad. La reseccidn quirurgica se considera el tratamiento mas efectivo para los estadios
I'y Il 'y algunos casos de estadio Ill1A(42), con una supervivencia a 5 afios del 92% en estadio IA1
a 36% en estadio 1lIA(43). El tratamiento para tumores localmente avanzados se basa en la

combinacion de quimioterapia y radioterapia. La alta mortalidad del cancer de pulmdn viene



determinada por su capacidad para producir metastasis, y por el hecho que la mayoria de los

pacientes se detectan en estadios avanzados. La Unica manera de mejorar la supervivencia en

estos pacientes es la introduccion de tratamientos sistémicos mas efectivos(44).
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Figura 4. Cronologia de los avances en el tratamiento de cancer de pulmén de células no pequeiias.
Adaptado de Herbst et al. (26)
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1.2.4. Gen Receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)
1.2.4.1. Biologia del gen EGFR

Uno de los genes mas frecuentemente mutados en cancer de pulmon de células no pequeiias,
especialmente en adenocarcinomas, es el gen EGFR. La familia de receptores de tirosina quinasa
tipo EGFR comprende cuatro receptores diferentes: EGFR (ErbB1/HER1), HER2 (ErbB-2), HER3
(ErbB-3) y HER4 (Erb-4). Estos receptores estan formados por cuatro dominios extracelulares,
un dominio hidrofdbico transmembrana, un dominio citoplasmatico tipo tirosina quinasa y una
cola carboxilada. El EGFR, el cual es el primer prototipo descubierto de receptores tipo tirosina
quinasa, se activa por la union de varios factores de crecimiento extracelulares, como son el
Epidermal Growth Factor (EGF) y el Transforming Growth Factor (TGFa). La unién de estos
ligandos provoca la dimerizacidn y transfosforilacién de los residuos de tirosina en la cola
carboxilada, lo que provoca la activacién de diferentes vias moleculares relacionadas con la
proliferacién celular, la supervivencia, la invasion y la angiogénesis. Las vias de sefializacién del
EGFR incluyen la via del PI3K/AKT, la via de las MAPquinasas, la via de JAK/STAT y la via de la
fosfolipasa C-proteina quinasa C (PLC-PKC) (Figura 5). Mutaciones alrededor de la zona de unién
dependiente de ATP del dominio tirosina quinasa pueden llevar a la activacién constitutiva de la

proteina EGFR independientemente de la unién a su ligando(26,45).
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Figura 5. Vias de sefalizacion del gen EGFR. Adaptado de Cataldo et al. (46)

1.2.4.2. Alteraciones moleculares en el gen EGFR implicadas en el
desarrollo del cancer de pulmén de células no pequeiias

Las mutaciones en el gen EGFR son consideradas como mecanismos promotores de tumores.
Estas mutaciones rodean el sitio de unién de la quinasa al ATP y provocan un estado activado de
la proteina causado por la autofosforilacién. Dicha activacién promueve la transformacion
maligna de las células mediante la activacion selectiva de las vias de sefalizacidon AKT, STAT y de
las MAP quinasas. Existen diferentes tipos de mutaciones en el gen EGFR que incluyen tanto
deleciones como alteraciones puntuales. Las alteraciones mas recurrentes son las deleciones en
el exdn 19, mutaciones puntuales en el exdn 21 (p.Leu858Arg y p.Leu861GIn) o en el exén 18
(p.Gly719Ser) e inserciones y/o duplicaciones en el exdn 20. Se han descrito otras mutaciones

menos comunes localizadas entre los exones 18 y el exén 21(47) (Figura 6).
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Figura 6. Distribucion de las mutaciones en el gen EGFR en el dominio tirosina quinasa en cancer de
pulmon de células no pequefias. Adaptado de Reguart et al. (47)



1.2.4.3. Estructura del receptor de EGFR

El dominio quinasa tiene dos ldbulos, el Cy el N, separados por una hendidura de unién de ATP.
El I6bulo N estd formado principalmente por cadenas B y por la hélice reguladora aC, mientras
que el Iébulo C, de mayor tamafio, es de tipo a-hélice y contiene el bucle de activacion. El estado
inactivo del EGFR se caracteriza por una rotacion hacia afuera de la aC-hélice que se estabiliza
por un giro helicoidal dentro de la porcién N-terminal del bucle de activacién. Esta conformacion
evita la interaccidn tipo puente salino entre los aminodcidos K745 y E762. Estos aminoacidos se
encuentran en el I6bulo N, con E762 posicionado en la hélice aC. Juntos se unen y orientan el
ATP formando interacciones con el fosfato a y B del ATP respectivamente. El I6bulo N también
contiene el bucle de unidn tipo fosfato rico en glicina (loop P) mientras que el I6bulo C

comprende el motivo DFG, el bucle y la base cataliticos.

Los estudios estructurales han demostrado que la mutacién p.L858R y las deleciones del exdn
19 desestabilizan la conformacién inactiva del receptor, lo que lleva al aumento de la
dimerizacion y actividad del receptor en comparacién con el receptor en su estado no mutado.
El aminodacido L858 se encuentra dentro del giro helicoidal del bucle de activacion y forma
interacciones hidrofdbicas cruciales con residuos en el I6bulo N cuando el receptor esta en la
conformacion inactiva. Debido a que la arginina tiene una cadena lateral mas grande en
comparacion con la leucina, la sustitucién p.L858R es incompatible con la conformacién inactiva
y por lo tanto bloguea el dominio quinasa en una conformacién constitutivamente activa. En la
conformacion activa, el p.L858R cargado positivamente estd rodeado por un grupo de residuos
cargados negativamente que estabilizan ain mas esta configuracidn. También se cree que las
mutaciones en el exdn 19 desestabilizan la conformacién inactiva mediante el acortamiento del

bucle B3-aC que evita la rotacién de la hélice aC(48) (Figura 7).

El exdn 19 del EGFR codifica para 5 aminoacidos (E746 al A750), que estan situados dentro del
dominio quinasa del receptor(49). Un estudio realizado mediante simulacién molecular
dindmica investigd los efectos estructurales de una de las deleciones mas comunes en el exdn
19, la delecidon de los aminoacidos E746 a A750 (eliminacién de los aminodacidos Glutamico-
Leucina-Arginina-Glutdmico-Alanina, (A7*ELREA’), que lleva a incrementos de la actividad
quinasa. Las simulaciones revelaron que esta delecion estabiliza la hélice aC del dominio
quinasa, que se encuentra adyacente a la delecién, aumentando la rigidez del loop B3-aC, que
acomoda la secuencia ELREA. Como consecuencia, la hélice aC es estabilizada en una
conformacion que prolongara el tiempo en que el receptor se encuentra en su estado activado.

Ademas, las simulaciones revelaron que el puente salino clave para la actividad EGFR se
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encontraba estabilizado y que la interaccién entre el EGFR y el ATP estaba favorecida en el EGFR

mutado respecto al wild-type(50).
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Figura 7. Estructura del dominio quinasa del EGFR en sus conformaciones activas e inactivas.
Adaptado de Harrison et al. (48)

1.2.4.4. Relacidn entre las alteraciones en el gen EGFR y caracteristicas
clinico-histopatoldgicas de los pacientes con cancer de pulmon

Multiples estudios han analizado la presencia de alteraciones genéticas en el gen EGFR en
cohortes de pacientes con cancer de pulmdn. Dichos estudios han puesto de manifiesto la
existencia de diferencias en la frecuencia de mutaciones en el gen EGFR segun el origen
geografico del paciente, el habito tabaquico, el sexo y el subtipo histologico del cancer de
pulmén. En un metaandlisis que abarcé 456 estudios que incluian 115.815 pacientes se
determind la prevalencia de mutaciones en el gen EGFR en funcién de estas variables. Los
pacientes de paises asiaticos presentaban una mayor prevalencia de mutaciones en el gen EGFR
(38.4%), seguida de pacientes de Norte-América y Sudamérica (24.4%) y pacientes de paises
europeos (14.1%). Los resultados en funcién de la etnia fueron similares, con un 38.8% de
mutaciones en poblacién asiatica, un 17.4% en caucasicos, un 17.2% en afroamericanos y un
27.0% en poblaciones mixtas. El estudio demostrd que la prevalencia es mds alta en mujeres
respecto a hombres (43.7% vs. 24.0%) y en no fumadores en comparacién a fumadores y
exfumadores (49.3% vs. 21.5%). En cuanto a las caracteristicas histoldgicas del tumor, la
prevalencia de alteraciones en el gen EGFR fue mas alta en pacientes con adenocarcinomas de
pulmon con respecto a los no-adenocarcinomas (38.0% vs. 11.7%). De forma interesante, la

prevalencia no fue diferente segun el estadio tumoral o el tratamiento quimioterapico(51).

En otro estudio realizado en poblacién europea y poblacién japonesa, se encontraron resultados
similares. La prevalencia de alteraciones era mayor en pacientes japoneses en comparacion con
pacientes europeos (31% vs 12%). En el estudio, las deleciones en el exén 19 (51%) y la mutacion
p.L858R (38%) fueron las mas prevalentes (52). Finalmente, en un estudio realizado en 89

pacientes espafioles, la prevalencia de mutaciones en el gen EGFR fue del 18.6%(53).



1.2.4.5. Farmacos inhibidores de la tirosina quinasa

A finales de los afios 90 se desarrolld la primera generacidn de inhibidores de la tirosina quinasa
representada por los farmacos erlotinib y gefitinib. Se trata de pequefias moléculas altamente
especificas que bloquean de manera competitiva y reversible la unién de ATP en el dominio
tirosina quinasa del EGFR, inhibiendo la autofosforilacién y bloqueando la cascada de trasmisién
de sefal(46). Ambos compuestos demostraron una mejor respuesta y una mayor progresion
libre de enfermedad respecto a la terapia citotdxica convencional en pacientes con mutaciones
en el gen EGFR no tratados previamente. Tanto erlotinib como gefitinib son compuestos
aprobados como tratamiento en primera linea de cancer de pulmdn de células no pequeiias. Sin
embargo, la mayoria de los pacientes que reciben estos tratamientos desarrollan resistencia, lo
qgue conduce a la progresion de la enfermedad. Se han descrito tres formas principales de
resistencia: la aparicién de una nueva mutacion en el gen EGFR, como por ejemplo la mutacion
p.Thr790Met (p.T790M) en el exdn 20; la aparicion de nuevas alteraciones que promueven la
activacion de otras vias de sefializacidon que eviten la inhibicién del EGFR o cambios histoldgicos

como la transicion a caracteristicas histoldgicas de cancer de pulmén de células pequefias(54).

La segunda generacién de inhibidores de la tirosina quinasa, afatinib y dacomitinib, se
desarrollaron como inhibidores irreversibles que ademas tienen efecto sobre HER2 y HER4
bloqueando la transfosforilaciéon de los residuos de tirosina en la regidon C-terminal. Afatinib se
une covalentemente a la cisteina en la posiciéon 797 del EGFR, mientras que dacomitinib lo hace
a la cisteina en el residuo 773, logrando una capacidad de unidn mayor a la zona de unién del
ATP que los inhibidores de la tirosina quinasa de primera generacidon. Afatinib ha sido aprobado
para el tratamiento no sélo de cancer de pulmdén de células no pequefias con mutaciones
comunes en el gen EGFR sino también para mutaciones poco comunes y para carcinoma
escamoso de pulmdn en segunda linea después de la quimioterapia. Dacomitinib, sin embargo,
solo cuenta con la aprobacién para cancer de pulmén de células no pequeiias metastdsico que
contenga una delecién en el exén 19 o la mutacién p.L858R. Ambos mostraron una mayor
supervivencia libre de enfermedad con respecto a gefitinib. Afatinib también mostré una mayor
supervivencia global con respecto a terapias basadas en platino, pero solo en pacientes con
deleciones en el exdén 19 y no en aquellos con la mutacion p.L858R. Esto se puede deber a
cambios conformacionales en la zona de uniéon dependiente de ATP y patrones de
autofosforilaciéon propios de cada mutacion. El mecanismo de resistencia mas comun a esta
segunda generacién es la mutacion p.T790M, aunque la frecuencia es menor que en los

inhibidores de la tirosina quinasa de primera generacion(26,54-56).
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La mutacidn de resistencia p.T790M se encuentra presente hasta en el 60% de los canceres de
pulmén de célula no pequefia postratamiento con estos inhibidores de la tirosina quinasa(57).
Sin embargo, raramente se encuentra en pacientes no tratados previamente con inhibidores de
la tirosina quinasa, y en aquellos casos en los que se detecta la alteracidn, ésta se encuentra
asociada a otra mutacidon en el gen EGFR como la mutacién p.L858R o deleciones en el exén 19.
El mecanismo de accion de esta mutacion de resistencia estd relacionado con una mayor
afinidad del dominio quinasa por el ATP, en lugar de provocar un obstaculo estérico que impida
la unién de inhibidores de la tirosina quinasa de primera y segunda generacién, como se creia
en un principio(58). Otras mutaciones de resistencia a inhibidores de la tirosina quinasa de
primera y segunda generacion son amplificaciones en HER2 o mutaciones en los genes MET,

BRAF, PIK3CA, o transformacion en cancer de pulmén de células pequefias(59).

Los inhibidores de la tirosina quinasa de tercera generacién como osimertinib son inhibidores
selectivos tanto de la mutacién original de sensibilidad como de la de resistencia, uniéndose
covalentemente a la cisteina en el coddn 797, superando la mayor afinidad del ATP conferida
por la mutacién de resistencia. Osimertinib demostré la misma capacidad de inhibir la
autofosforilacién que los inhibidores de la tirosina quinasa de primera generacién contra las
mutaciones de sensibilidad, pero mayor potencia contra la mutacidn de resistencia p.T790M. En
la practica clinica, osimertinib ha demostrado una superioridad a la quimioterapia en pacientes
con resistencia adquirida a inhibidores de la tirosina quinasa de primera y segunda generacion,
con una progresion libre de enfermedad mediana de 10.1 meses y una alta actividad contra las

metastasis del sistema nervioso central(60).

También se han descrito mecanismos de resistencia a los inhibidores de la tirosina quinasa de
tercera generacién. Entre el 10-26% de los casos presenta la mutacion p.Cys797Ser (p.C797S).
La substitucion de la cisteina en el codén 797 dentro del sitio de unidn del ATP por una serina
provoca la pérdida del enlace covalente entre osimertinib y el EGFR mutado. Sin embargo, esta
mutacion no causa resistencia a los inhibidores de la tirosina quinasa de primera y segunda
generacion. En el caso poco probable de que las mutaciones p.T790M y C797S se encontraran
en trans, se podrian combinar inhibidores de la tirosina quinasa de primera o segunda
generacion con uno de tercera generacién como diana de cada uno de los alelos. La presencia
de las tres mutaciones juntas en cis (sensibilidad + p.T790M + p.C797S) causa resistencia a las
tres generaciones de inhibidores de la tirosina quinasa, tanto juntos como combinados. No

existen actualmente tratamientos para pacientes triples mutados(61-63).

1.3. Estrategias diagndsticas en cancer de pulmoén
1.3.1. Diagnéstico histoldgico del cancer de pulmon



El diagndstico del cancer de pulmén comienza de forma habitual con una biopsia mediante aguja
gruesa o con una muestra citoldgica obtenida mediante aspiracién por aguja fina. La mayoria de
los pacientes presentan enfermedad avanzada o metastdsica en el momento del diagndstico,
por lo que la reseccién quirlrgica del tumor para el diagndstico morfolégico no es una opcion.
Surgen entonces otras opciones para obtener muestra tumoral, por ejemplo, mediante técnicas
endoscépicas, como son la aspiracidn transbronquial con aguja fina, guiada o no mediante
ultrasonido, o técnicas transtordcicas guiadas por TC o ultrasonido. La muestra obtenida es
tefiida con una tincion de hematoxilina-eosina y evaluada al microscopio para tratar de
identificar cambios morfoldgicos que orienten al diagndstico de cancer de pulman de células no
pequefias, y tratar de subclasificarla en alguno de los subtipos mayores como adenocarcinoma,
carcinoma escamoso de pulmén, cancer de pulmén de células grandes o alguno de los subtipos
especiales. Aunque la mayoria de los tumores pueden clasificarse mediante la tincién con
hematoxilina-eosina, en tumores con un grado de diferenciacién pobre o en piezas con
abundantes zonas de necrosis o con escasas células tumorales se hace necesario el estudio del

tumor mediante inmunohistoquimica para una correcta clasificaciéon del mismo(64,65).

Los marcadores inmunohistoquimicos mas utilizados en la practica clinica para la clasificacion
del cancer de pulmdn de células no pequefias son el Thyroid Transcription Factor-1 (TTF-1),
Napsin A, CK5/6, P63 y P40. TTF-1 y Napsin A son diagndsticos de adenocarcinoma, mientras que
CK5/6, P63 y P40 lo son de carcinoma escamoso de pulmodn. Diferentes combinaciones de estos
marcadores mejoran la eficacia diagndstica de los mismos en solitario, con valores de
sensibilidad del 86% y del 100%, y de especificidad del 100% y 97.1% para adenocarcinoma de

pulmon y carcinoma escamoso de pulmén respectivamente(65) (Figura 8).
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Figura 8. Combinacién de diferentes marcadores inmunohistoquimicos para el diagnéstico de
cancer de pulmon de células no pequeias. Adaptado de Osmani et al. (65)
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El diagndstico inmunohistoquimico de mutaciones en el gen EGFR es posible, ya que se han
desarrollado anticuerpos especificos contra la mutacion p.L858R y para algunas deleciones del
exon 19, como la E746_A750. Estos anticuerpos presentan buenos valores de sensibilidad y
especificidad para estas mutaciones. Sin embargo, presentan una baja sensibilidad para otras
deleciones del exén 19, no detectan otras mutaciones menos comunes como las del coddon 719,
y presentan un elevado nimero de falsos positivos en inserciones del exdn 20. Debido a este
rendimiento subdptimo, las guias clinicas no recomiendan el uso de la inmunohistoquimica para

la deteccidn de mutaciones en el gen EGFR(66).

Recientemente, la Food and Drug Administration (FDA) de los EEUU aprobd un test
inmunohistoquimico para detectar reordenamientos de ALK en pacientes con cancer de pulmon
de células no pequeiias, utilizando el anticuerpo clonal de DF53. Este método presenta mejor
sensibilidad y especificidad que la técnica convencional de hibridacién fluorescente in situ
(fluorescent in situ hybridization, FISH). También existe un método inmunohistoquimico coste-
eficiente para el cribado de reordenamientos de ROS1 basado el anticuerpo monoclonal
especifico de ratéon D4D6. Los casos positivos por este método deben ser confirmados por

FISH(67).

La expresion del ligando 1 de muerte programada (programmed-death ligand 1, PD-L1) dentro
del tumor inactiva a las células T que reconocen antigenos especificos del tumor, permitiendo
al mismo progresar y metastatizar(68). La aprobacién de un anticuerpo monoclonal,
pembrolizumab, como tratamiento de primera linea en pacientes con expresién de PD-L1 ha
convertido al test de expresién de PD-L1 mediante inmunohistoquimica en un test obligatorio
al diagndstico en todos los pacientes con cancer de pulmdn de células no pequefias avanzado

para determinar su acceso a un tratamiento de inmunoterapia(69).

1.3.2. Marcadores tumorales

Actualmente, el uso de marcadores tumorales en el manejo clinico de pacientes con cancer de
pulmdn no esta recomendado por las guias internaciones (69,70), aunque su uso ha ido ganando
influencia en las decisiones diagndsticas, de inicio de tratamiento y seguimiento debido a que
se trata de test no invasivos, con buena repetibilidad, sencillez y rapidez(71). El método analitico
para la deteccidén de estos marcadores tumorales es la quimioluminiscencia. Existen numerosos
ensayos comerciales automatizados en el mercado, que han sido validados analiticamente y que

permiten su determinacion de manera rdpida y fiable.



Los principales marcadores tumorales utilizados en cancer de pulmén son(72):

El CEA (antigeno carcinoembrionario), una glicoproteina de elevado peso molecular y

funcién desconocida que puede detectarse en numerosos tumores epiteliales.

- EI CYFRA 21-1, constituido por dos anticuerpos monoclonales frente a la citoqueratina
19.

- EI SCC (antigeno asociado a los carcinomas escamosos), una glicoproteina de la familia
de las serinproteasas que puede detectarse en neoplasias escamosas de diverso origen.

- EI'CA 15.3, un antigeno mucinico no especifico de neoplasia de pulmén.

- Elantigeno carbohidrato CA 125, una glicoproteina de elevado peso molecular presente
en diversas neoplasias y causa de numerosos falsos positivos.

- La NSE (enolasa neuroespecifica), una enzima glicolitica principalmente sintetizada en

neuronas y tejido neuroendocrino.

- El Pro-GRP (propéptido asociado a la gastrina), asociado a tumores neuroendocrinos

La utilidad individual de estos marcadores tumorales para el diagndstico histolégico de cancer
de pulmdn ha sido demostrada. Diferentes marcadores tumorales estan relacionados con
diferentes subtipos histologicos. Por ejemplo, el CEA y el CA 125 se encuentran
significativamente mas elevados en adenocarcinomas, mientras que el CYFRA 21.1 y el SCC en
carcinoma escamoso de pulmony el Pro-GRP y la NSE en cancer de pulmdn de células pequefias.
La combinacidn de algunos de estos marcadores permite la discriminacién entre cancer de
pulmén de células no pequeiias y cancer de pulmdn de células pequefias con una alta

sensibilidad y especificidad(71,73).

El grupo del Dr. Molina (Hospital Clinic de Barcelona) determind la utilidad de la combinacion de
diferentes marcadores tumorales (CEA, CA 15.3, CYFRA 21.1, SCC, Pro-GRP y NSE) en el
diagndstico del cancer de pulmdn en un estudio con 3.144 pacientes. El estudio demostré que
la combinacidon de dos o mas marcadores tumorales por encima del valor de referencia,
presentaba mejor sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo
negativo que cada marcador de manera individual. Ademas, la combinacién de los marcadores
tumorales con datos clinicos mejoraba la capacidad diagnéstica de los datos clinicos y de los
marcadores tumorales ambos por separado. En este trabajo también se observé que la
concentraciéon de los marcadores tumorales aumenta en proporcion al estadio tumoral tanto en
cancer de pulmén de células no pequenas como en cancer de pulmén de células pequenas, y
gue los marcadores Pro-GRP y NSE son los mas adecuados para discriminar entre cancer de

pulmén de células no pequefias y cancer de pulmon de células pequefias(74). Este mismo grupo,
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en un trabajo no publicado, validé la combinacién de estos 6 marcadores en una cohorte similar
y anadid tres marcadores al panel (CA72.4, CA 19.9 y CA125), que mejoraban ligeramente la

sensibilidad a costa de perder especificidad.

1.3.3. Diagnostico por la imagen del cancer de pulmén

La radiografia de térax (Figura 9a) es la prueba de imagen mas ampliamente utilizada para el
diagnéstico de enfermedades pulmonares. Es una técnica simple y de bajo coste, que
proporciona gran cantidad de informacion y tiene una amplia disponibilidad. En cancer de
pulmodn, esta técnica puede utilizarse para caracterizar determinadas lesiones como benignas o
malignas a partir de calcular la velocidad de crecimiento de dichas lesiones. Para determinar el
estadio tumoral, la radiografia de térax puede determinar el tamafio de la lesion, la presencia
de derrame pleural o de diseminacién extrapulmonar. Sin embargo, no puede detectar la
invasién de la caja tordcica, el diafragma o el mediastino ni la afectacion ganglionar(75). La
radiografia de térax también es util en seguimiento postoperatorio, como una base para

comparar con posteriores radiografias(76).

La TC (Figura 9b) se basa en un procedimiento computarizado de imagenes en el que se proyecta
un haz estrecho de rayos X que gira rapidamente alrededor del cuerpo del paciente,
produciendo sefiales que son procesadas y que permiten crear una imagen tridimensional de las
estructuras a las que se dirige. La TC es la mejor técnica para evaluar el tamafo del tumor, el
cual es uno de los factores prondsticos mas importantes en el cancer de pulmén(76). Todos los
pacientes con sospecha clinica y radiolégica de cancer de pulmén deben realizarse una TC con
contraste del pecho y del abdomen superior que incluya el higado, rifiones y glandulas
suprarrenales. La TC permitira delinear la forma y el tamafio de la lesidn, su localizacién y su
relacidon con estructuras vecinas, como los vasos sanguineos, el corazén, la caja tordcica y el
esofago. La TC también es capaz de detectar las metdstasis y nddulos pleurales, ademas de ser

capaz de evaluar el mediastino, crucial para un correcto estadiaje(76,77).

La resonancia magnética (RM) juega un rol secundario en el diagndstico y estadiaje del cancer
de pulmadn. Esta técnica presenta mejores resultados en la evaluacion de la invasién de la pared
parietal y de la caja toracica que la TC, y su principal utilidad es la busqueda de metdstasis en el
sistema nervioso central (SNC), ya que la RM con gadolinio presenta una mayor sensibilidad que
la TC con contraste yodado y es capaz de detectar mas lesiones y mas pequefias(69,77). Una
variante de la RM, la resonancia magnética de difusiéon (RMD), puede proporcionar informacién
de la celularidad tumoral y de la integridad de las membranas celulares, ya que es una técnica

sensible a la movilidad de las moléculas de agua, que esta restringida en tejidos con alta



densidad celular y numerosas membranas intactas(75). La RMD tiene potencial para diferenciar
nddulos linfaticos benignos de malignos, aunque su utilidad no estd del todo clara al no

presentar mejores caracteristicas diagndsticas respecto a otros métodos(76).

En la practica clinica, la evaluacién de la respuesta al tratamiento se lleva a cabo mediante la
medida de lesiones las lesiones diana obtenidas por TC o RM siguiendo el criterio del Response

Evaluation Criteria in Solid Tumours (RECIST) v1.1(78).

La tomografia de emisidn de positrones (PET) (Figura 9c) es una técnica de imagen sensible y
especifica que permite la reproduccion in vivo de vias metabdlicas en tejido humano. Para ello,
se utilizan radioisétopos como el ®F-Fluorodeoxiglucosa (FDG), un analogo de la glucosa en el
que un grupo hidroxilo en la posicidon C2 de la glucosa es reemplazado por un isétopo del fldor
emisor de positrones (*3F). El FDG es metabolizado de la misma manera que la glucosa, pero una
vez es fosforilado, queda atrapado en el interior de la célula. La distribucion de los emisores de

positrones en la célula se mide mediante una cdmara PET(75).

La combinacion de la TC y del FDG-PET (FDG-PET/TC) resulta en una técnica que proporciona la
informacidn anatdmica de la TC y metabdlica del PET y que permite una mejor caracterizacion
de las lesiones que ambas técnicas por separado, por ejemplo, la evaluacién de ndédulos
solitarios en el pulmén, la afectacion linfatica intratordcica o las metastasis extratordcicas, lo
gue contribuye a un mejor estadiaje de la neoplasia de pulmén. Se considera al FDG-PET/CT
como la mejor técnica para el estadiaje inicial del cancer de pulmédn, incluido el cancer de
pulmén de células pequefias, comparado con el resto de técnicas disponibles, excepto para la

busqueda de metastasis cerebrales(69,76).

El FDG-PET/TC proporciona parametros relativos a la actividad metabdlica y al volumen tumoral.
El Maximum Standardized Uptake (SUVmax) representa el grado de captacién de glucosa. La
Total Lesion Glycolyis (TLG) incorpora tanto la actividad metabdlica medida como el nivel medio
de captacion de glucosa (SUVmean) y datos volumétricos como el Metabolic Tumor Volume
(MTV). Tanto el TLG como el MTV han ganado importancia en los Ultimos aflos como marcadores
prondsticos de supervivencia en muchos tumores. Estos parametros volumétricos representan
mejor la carga tumoral que la TC, ya que tienen en cuenta la actividad metabdlica de la
enfermedad(79). El seguimiento de la respuesta al tratamiento mediante PET no estd

recomendada debido a su alta sensibilidad pero baja especificidad(69).
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Figura 9. Diferentes técnicas de imagen en el diagndstico de cancer de pulmodn. a) Radiografia de
tdrax; b) TC; c) PET. Adaptado de Gridelli et al. (77)

1.3.4. Diagndstico molecular del cancer de pulmoén en tejido

A lo largo de los ultimos afios se han identificado alteraciones genéticas adquiridas en el cancer
de pulmdn que son biomarcadores predictivos y excelentes dianas terapéuticas. Los ejemplos
mas representativos son las mutaciones en los genes KRAS y EGFR. Estas mutaciones son mas
comunes en pacientes que nunca han fumado o en aquellos que han fumado muy poco (<100
cigarros en la vida), o en exfumadores de mas de diez afios o fumadores con un consumo bajo
de tabaco (<15 paquetes/afio). La gran mayoria de canceres de pulmén dependientes de
oncogén son clasificados histopatoldgicamente como adenocarcinomas de pulmoén. Las guias
clinicas internacionales recomiendan que en todos los pacientes con un diagndstico posible,
probable o definitivo de adenocarcinoma avanzado se analice la presencia de alteraciones
oncogénicas. El diagndstico molecular no estda recomendado en pacientes con carcinoma
escamoso de pulmadn, excepto en casos excepcionales como por ejemplo cuando el carcinoma
escamoso es diagnosticado en pacientes no fumadores, exfumadores de largo periodo o

fumadores con un bajo consumo de tabaco(66,69,80,81).

Existe un alto consenso internacional con respecto al analisis molecular del cancer de pulmoén
de células no pequefias. La guia de la European Society for Molecular Oncology (ESMO), y otras
guias internacionales como la del National Comprehensive Cancer Network (NCCN), College of
American Pathologists (CAP)/International Association for the Study of Lung Cancer
(IASLC)/Association for Molecular Pathology (AMP), American Society of Clinical Oncology
(ASCO) vy las guias Pan-Asiaticas recomiendan el andlisis de mutaciones en los genes EGFR y
BRAF, asi como los reordenamientos en ALK, ROS1y NTRK'y la determinacion de la expresidn de
PD-L1, con pequeias discrepancias en sus recomendaciones (Figura 10a). Sin embargo,
recomendaciones sobre el diagndstico molecular de marcadores emergentes (panel secundario)
como KRAS, MET, RET, ERBB2/HER2 y TMB solo estan incluidas en las guias NCNN,
CAP/IASLC/AMP y ASCO (Figura 10b)(82).
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Figura 10. Recomendaciones sobre diagndstico de biomarcadores moleculares de diferentes sociedades.
a) Panel principal b) Panel secundario. Adaptado de Kerr et al. (82)

En cuanto al analisis de mutaciones en el gen EGFR, la guia europea (ESMO) establece que los
métodos de analisis molecular utilizados deben cubrir las mutaciones mas importantes del gen
como las deleciones en el exén 19 y la mutacién p.L858R. También recomienda que estos
métodos cubran el resto de las mutaciones contenidas en los exones 18 a 21. Para esta guia, la
necesidad de alcanzar un diagndstico histoldgico y molecular apropiado y preciso requiere la
obtencién de muestra de tejido, ya que la mayoria de las decisiones terapéuticas se basaran en
la informacion proporcionada por la muestra obtenida en el diagndstico. Para el diagnédstico de
mutaciones en los genes EGFR, KRAS y ALK también se aceptan muestras citoldgicas obtenidas

mediante aspiracién con aguja fina guiada por ecografia endoscépica(69).
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La guia CAP/IASLC/AMP recomienda el analisis universal de las mutaciones oncogénicas en los
exones 18 al 21 del gen EGFR con una prevalencia de al menos un 1% en pacientes con cancer
de pulmdn avanzado con componente adenocarcinoma. Aceptan como métodos de deteccidn
aquellos con una adecuada sensibilidad analitica y un tiempo de respuesta como mdaximo de
diez dias. El uso de la inmunohistoquimica no se recomienda para el andlisis de mutaciones en

el gen EGFR(66).

Respecto a las técnicas utilizadas para la deteccion de las dianas moleculares incluidas en el
panel principal de las principales guias clinicas, estas recomiendan, siempre que sea posible, el
uso de paneles genéticos mediante secuenciacidn de nueva generacién (next generation
sequencing, NGS). En los casos en los que no se dispone de plataformas de NGS, las mutaciones
en los genes EGFR y BRAF pueden ser determinadas mediante test tipo reaccion en cadena de
la polimerasa alelo especifica (AS-PCR). Los analisis de los reordenamientos de ALK, ROS1y NTKR
se deben realizar mediante procedimientos inmunohistoquimicos y/o FISH, y los andlisis de PD-
L1 mediante inmunohistoquimica(83). Ademas de estas técnicas, las guias recomiendan la
utilizacion de la NGS en determinadas circunstancias como la confirmacién de reordenamientos,
la deteccidén de mutaciones poco comunes o con una baja carga mutacional. Todas las técnicas
que se utilicen en la practica clinica deben estan sujetas a la participacidn en programas externos

de garantia de la calidad(66,69,80).

En cada laboratorio clinico, los algoritmos diagndsticos y la eleccion de las técnicas de
diagndstico molecular dependen principalmente del acceso a las diferentes técnicas
moleculares, del tiempo de respuesta requerido, de los recursos econémicos disponibles y de la

existencia o no de farmacos contra las dianas moleculares a analizar.

La PCR a tiempo real (RT-PCR) representa una alternativa rapida para la amplificacién de acidos
nucleicos. Sin embargo, presenta valores bajos de sensibilidad, por lo que se han desarrollado
algunas variaciones para mejorar estas caracteristicas, como la AS-PCR. La técnicas tipo RT-PCR
no requieren una gran infraestructura y permiten caracterizar molecularmente una muestra a
bajo coste y con un rapido tiempo de respuesta. Existen numerosos kits comerciales disponibles
en el mercado, que deben cubrir al menos las mutaciones mas prevalentes en el gen para el que
han sido disefados, por ejemplo, deleciones en el exdn 19 y la mutacién p.L858R en el exén 21
para el gen EGFR, o la mutacidn p.V600E en el gen BRAF. El Cobas® EGFR Test Mutation v1 fue
aprobado en 2013 por la FDA para la deteccidén de la mutacién p.L858R y deleciones en el exdn
19 en el gen EGFR en muestras de tejido. En el afio 2015 se aprobd la version 2 del test, que

incluia a la mutacién de resistencia p.T790M ademas de otras mutaciones en el exén 18,



inserciones y sustituciones en el exén 20, y la mutacién p.L861Q en el exdn 21. El Cobas Test
estd implementado en la practica clinica y presenta valores altores valores de eficacia
diagndstica respecto a la secuenciacién Sanger(84). También existe una versién del test para la
mutacion p.V600E del gen BRAF, el Cobas® BRAF V600 Mutation Test, que presenta valores de
sensibilidad y especificidad diagnéstica altos para diferentes neoplasias(85—87). El principal
problema de estas técnicas es que proporcionan informacion limitada a las mutaciones incluidas
en los paneles de deteccidn, las cuales son las alteraciones mas recurrentes, por lo que otras
alteraciones menos frecuentes no son detectadas. Algunos laboratorios complementan estas
técnicas de alta resolucion de fusion (high resolution melting, HRM) y secuenciacion tipo Sanger
o pirosecuenciacién para detectar estas mutaciones menos prevalentes. Las técnicas tipo PCR
no son validas para la deteccidon de reordenamientos genéticos, aunque se han introducido
mejoras como la comparacion del nivel de expresidon de los extremos 5’ y 3’ de la quinasa
analizada. El mayor inconveniente de las técnicas tipo PCR hoy en dia es la falta de ensayos para

la deteccidn de la expresién de PD-L1(83).

A diferencia de las técnicas basadas en RT-PCR, la NGS permite el analisis de multiples genes
clinicamente relevantes en un solo andlisis. La NGS permite analizar de forma paralela de unos
pocos a cientos de regiones exdnicas, o incluso intrénicas (paneles personalizados). Esta
estrategia también permite la secuenciacion del genoma o exoma completo y ARN
transcriptomico. Actualmente se puede analizar mediante NGS tanto ADN o ARN de tejido como
de ADN libre circulante (cell-free DNA, cfDNA). La introduccidn de la NGS en la rutina clinica
permite incrementar la eficiencia diagndstica y analizar en un Unico test las alteraciones en
genes de interés, evaluar cambios en el nimero de copias y, en el caso de utilizar ARN, estudiar
los reordenamientos en los genes ALK, ROS1 o NTRK. En general, las técnicas NGS cubren las
necesidades en el analisis molecular de pacientes con cancer de pulmdn de células no pequeiias,

excepto para el analisis de expresion de PD-L1, que no es practicable por esta técnica(88).

Algunos de los inconvenientes que presenta la NGS a dia de hoy son su alto coste y el
equipamiento que requiere, su elevado tiempo de respuesta comparado con otras técnicas
como las tipo PCR, y la complejidad de interpretacion de los resultados y el manejo de los datos

generados(82,83).
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1.4. ADN libre circulante (cfDNA)
1.4.1. Origen del cfDNA

El cfDNA se refiere a cualquier molécula de ADN extracelular (ADN nuclear y ADN mitocondrial)
que se encuentra en fluidos bioldgicos originario de cualquier tipo de célula(89). El cfDNA se
encuentra presente en la sangre y en otros fluidos como por ejemplo la saliva, orina, liquido
cefalorraquideo y liquido pleural. La presencia de acidos nucleicos en sangre fue descrita por
primera vez en 1948(90). El andlisis de metilacién del cfDNA ha demostrado que en individuos
sanos, la mayoria del mismo es liberado desde las células hematopoyéticas (91,92). En pacientes
con céncer, el cfDNA proviene de diferentes fuentes como son las células cancerigenas, las
células del microambiente tumoral y las células no cancerosas procedentes de otras regiones
del cuerpo. Los mecanismos de liberacion principales del cfDNA son la apoptosis, la necrosis y la
secrecidn activa, aunque otras formas de muerte celular pueden contribuir a su liberacion(93).
La liberacién de cfDNA a la circulacién esta influenciada por factores bioldgicos y ambientales
como la edad, el género, la etnia, el indice de masa corporal, el consumo de tabaco, la actividad

fisica, la medicacion, infecciones, menstruacion y embarazo(94,95).

Respecto a las caracteristicas bioldgicas del cfDNA, su vida media en la circulacidn sanguinea se
encuentra entre 16 minutos y 2.5 horas, y es aclarado de la circulacion mediante la accién de
nucleasas y por excrecidn renal hacia la orina. La captacion del cfDNA en el higado y en el bazo
y su posterior procesamiento mediante macréfagos también puede contribuir a su
aclaramiento(96). El aclaramiento mediante estos métodos puede ser influenciado por la
asociacion del cfDNA con complejos proteicos, vesiculas extracelulares o la unién de fragmentos
de cfDNA con proteinas séricas como la albumina, la transferrina, la fibrina, el fibrinégeno,
protrombina, globulinas, proteina C reactiva, HDL, Ago2 y SAA(94). La unidn, disociacién e
internalizacién del cfDNA por las células, dependiente del pH, la temperatura y la presencia de

sustancias como heparina, también condicionan la presencia del cfDNA en sangre.

1.4.2. Concentracion y patron de fragmentos del cfDNA

La concentracién de cfDNA en plasma en individuos sanos se encuentra entre 1-10 ng/mL. Se
han descrito incrementos de la concentracion de cfDNA en pacientes con cancer, pero también
en otras situaciones como en pacientes con traumatismos, infartos cerebrales, durante el
ejercicio fisico, pacientes trasplantados e infecciones(96). La concentracién de cfDNA se
encuentra significativamente elevada en pacientes con cancer de pulmén de células no
pequefias con respecto a pacientes con enfermedades pulmonares no neopldsicas(97) y a

controles sanos(98). Sin embargo, no se ha encontrado correlacién entre la concentracién de



cfDNA vy los diferentes estadios tumorales no metastdsicos, el subtipo histoldgico(97) o las

caracteristicas del tumor (tamafio, grado, estadio)(99).

A pesar de que existen diferencias en cuanto a la concentracién del cfDNA entre individuos sanos
y pacientes oncoldgicos, su papel como biomarcador para el diagndstico de cancer de pulmén
no presenta valores de sensibilidad y especificidad suficientes como para ser utilizado como
Unico marcador(100). Sin embargo, la concentracion de cfDNA si que tiene un alto valor
prondstico. Se ha descrito que la concentracion de cfDNA en el momento del diagndstico de
pacientes con cancer de pulmdn de células no pequenas es un factor prondstico de menor
supervivencia, y que la mediana de dicha concentracién era mads alta en pacientes que
fallecieron respecto a los que sobrevivieron(101). También se ha demostrado la utilidad del
cfDNA como marcador de progresion de la enfermedad(102) y la monitorizacién de su cinética

le permite ser considerado como un posible marcador de respuesta al tratamiento(103).

Es importante tener en cuenta los factores preanaliticos a la hora de realizar la extraccién del
cfDNA. Existen varios factores que provocan cambios significativos en la cantidad de cfDNA
presente en una muestra de suero o plasma debido a un enriquecimiento de ADN gendémico
causado por la lisis de leucocitos o células hematopoyéticas después de la obtencién de la
muestra. Los factores preanaliticos mds importantes son la eleccidon de la matriz (suero o
plasma), el tipo de tubo y sus anticoagulantes, las condiciones de centrifugacion de la muestra,
la temperatura de conservacion y el proceso del descongelado de la muestra, el propio proceso

de extraccion del cfDNA, su almacenamiento y el método de cuantificacion(104).

El cfDNA de una muestra de plasma presenta una longitud variable. Dicha longitud se asocia a
los procesos de liberacién del mismo. La mayoria del cfDNA tiene un tamafio modal de 166 pares
de bases (pb) y se encuentra asociado a mecanismos de apoptosis celular. Esta longitud
corresponde a 147 pb de ADN, que se encuentra enrollado alrededor de un nucleosoma mas el
tramo de ADN en la histona H1, que une dos nucleos de nucleosoma. Ademas, dependiendo de
la accidon de las nucleasas, la apoptosis puede producir fragmentos de mayor longitud
correspondiente al ADN que se encuentra empaquetado en di, tri o polinucleosomas. Se ha
observado que el tamafio del ADN libre circulante tumoral (ctDNA) es mas corto que el cfDNA
de origen no tumoral. A diferencia de la apoptosis, los fragmentos de mas de 10000 pb se
relacionan con procesos de necrosis celular. Otras formas de muerte celular como la piroptosis,
la autofagia, la fagocitosis, eventos mitéticos y la NETosis también son una fuente de cfDNA,
aunque las caracteristicas estructurales del cfDNA derivado de estos mecanismos no ha sido

estudiado en profundidad(105).
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El ADN mitocondrial también puede encontrarse circulando sangre, asociado o no con
fragmentos de la membrana interna y externa mitocondrial. Su rango de tamano se encuentra
entre 40-300 pb, lo que puede ser debido a la ausencia de unién con histonas, que provoca su

exposicién a enzimas de digestion(106).

También existe una fraccién de cfDNA liberada por secrecidn activa y no asociado a procesos
apoptoticos ni necréticos cuyo tamafio se encuentra entre 1000-3000 pb. Aunque los
mecanismos exactos de liberacidon del cfDNA mediante secrecidon activa son desconocidos, se
cree que puede ser una consecuencia de la inestabilidad gendmica. Recientemente, mediante
la secuenciacion de 26 librerias de NGS de tres donantes de sangre y de controles negativos se
ha demostrado la presencia de ADN extracromosdmico circular en sangre, con un tamafio entre
30 y 20000 pb(107). Otra forma de secrecion regulada de cfDNA son los fragmentos de ADN
relacionados con particulas como los exosomas, que contienen fragmentos entre 150 y 6000

pb(105)(Figura 11).

Hasta la fecha, la relevancia clinica del patrén de fragmentacion del cfDNA en pacientes con
cancer ha sido poco explorada. A pesar de ello, estudios en pacientes con cancer de prdstata,
cancer de mama o cancer pancredtico avanzado sugieren que el patron de fragmentos del cfDNA
puede tener un papel diagndstico y prondstico en pacientes con cancer(108,109). La integridad
del cfDNA, calculada como el ratio entre fragmentos largos y cortos de cfDNA, es mas alta en
pacientes con enfermedades pulmonares no neopldsicas como la enfermedad pulmonar
obstructiva crdnica y en sujetos sanos que en pacientes con cancer de pulmén de células no

pequefias(110).

1.5. ADN tumoral circulante (ctDNA)

El ADN libre circulante tumoral (ctDNA) corresponde a la fracciéon de cfDNA procedente de las
células tumorales(111) y que presenta las mutaciones, los reordenamientos cromosémicos, la
variacion en el nimero de copias y la metilacién del ADN especificas del tumor(112). El ctDNA
deriva o bien de las células tumorales circulantes (CTCs) o de las células localizadas en el lecho
tumoral(113). Fue descrito por primera vez en 1994, cuando se detectaron mutaciones en el gen
KRAS en el plasma de pacientes con cancer de pancreas. Estas mutaciones eran idénticas a las
identificadas en el tumor del paciente, por lo que se confirmaba el origen tumoral del
ctDNA(114). Los fragmentos de ctDNA encontrados en plasma mimetizan el estado del tumor,

su evolucién y las alteraciones gendmicas presentes en el tumor primario o metastasico(94).
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Las moléculas de ctDNA estan mas fragmentadas que las moléculas de cfDNA no mutado,
observandose en modelos animales un tamafio ente 134 y 144 pb(96), y entre 90-150 pb en
pacientes con diferentes neoplasias(115). Esta diferencia con respecto al cfDNA puede ser
causada por factores biolégicos como son las diferencias en la envoltura del nucleosoma o al
modo de accién de las nucleasas entre diferentes tipos de tejidos. También factores técnicos,
como diferencias en la recuperacion de tamano de cfDNA con diferentes métodos de extraccién,
o sesgos introducidos en los métodos de preparacién de librerias de ADN monocatenario
podrian explicar esta diferencia. De forma similar a lo observado en el cfDNA, la liberacién a la
circulacién de fragmentos mas grandes de ctDNA por parte de las células tumorales se relaciona
con procesos necroticos y procesos de secrecidén activa(105,112). Las células necrdticas no
liberan moléculas ADN a la circulaciéon, sino que son los macréfagos que limpian el material
muerto, incluyendo ADN, los que lo digieren en fragmentos mas pequefios que liberan en el
torrente sanguineo(116). Se ha descrito una correlacién entre la extensién de la necrosis y
cantidad de ctDNA en pacientes con cancer de pulmdn de células no pequefias, ademas de con

un mayor indice de proliferacidn Ki67 y captacion de FDG en el PET(117).
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La vida media del ctDNA se ha estimado en 114 minutos(118), lo que podria tener importantes
implicaciones en el diagndstico del cancer, ya que una vida media corta lo haria un marcador
ideal al estar su desaparicidn y reaparicion relacionadas con la respuesta al tratamiento y la

recurrencia de la enfermedad(113).

A diferencia del cfDNA, varios factores impactan en la presencia y cantidad de ctDNA en la sangre
de pacientes oncoldgicos como son la carga y el estadio tumoral, la localizacién anatémica del
tumor y su vascularizacion. En un estudio pan-cancer, se detectd ctDNA en el plasma de 47% de
los pacientes en estadio | frente al 82% de pacientes en estadio IV(119). La fraccién de alelo
mutado (mutant allele fraction, MAF) o fraccién de alelo variante (variant allele fraction, VAF)
representa la cantidad de alelo mutado de un determinado gen respecto a la cantidad de alelo
wild-type en el cfDNA. En estadios metastdsicos la VAF puede ser > 10%, mientras que en
estadios mads precoces o para la deteccién de la enfermedad minima residual (EMR) esta puede
ser < 0.1%, por lo que son necesarias técnicas muy sensibles que puedan detectar hasta un
0.01% de VAF. Se ha estimado que en pacientes con estadios tempranos de cancer de pulmén
de células no pequenias solo se encontraran 1.7 copias gendmicas de ctDNA en 15 mL de sangre
en tumores con un volumen de 1 cm3(120), o que en pacientes con una VAF de 0.01% solo se
encontraria una molécula de ctDNA en 30 gr de cfDNA. Esta cantidad de ctDNA puede estar por
debajo del limite de deteccién incluso de técnicas altamente sensibles, porlo que su papel como

herramienta para el screening del cancer de pulmodn es limitado.

1.6. Tecnologias utilizadas para la deteccion de ctDNA

Actualmente se siguen dos estrategias para la deteccion de ctDNA. La primera se basa en
estrategias que analizan la presencia de una Unica alteracién genética o un nimero reducido de
alteraciones, como pueden ser la AS-PCR, la PCR cuantitativa (Q-PCR), BEAMing (beads,
emulsion, amplification, magnetics), o técnicas de NGS como FAST-SeqS (Fast Aneuploidy
Screening Test-Sequencing System), Safe-SeqS (Safe-Sequencing System), CAPP-Seq (CAncer
Personalized Profiling by deep sequencing), y TAm-Seq (Tagged-Amplicon Deep sequencing),
entre otras. La principal desventaja de estos métodos es que se requiere conocimiento
gendmico previo del tumor, mientras que sus ventajas son su alta sensibilidad, pudiendo
detectar alteraciones con una VAF de hasta el 0.01% con alta especificidad, su rapido tiempo de
respuesta y su alto coste-efectividad. La segunda estrategia consiste en un cribado no dirigido
del genoma completo, bien analizando las alteraciones en el numero de copias, o secuenciando

el genoma completo (Whole-Genome Sequencing, WGS) o el WES(121) (Figura 12, Tabla 1).



Algunas guias internacionales recomiendan el analisis del ctDNA en plataformas de NGS
clinicamente validadas antes que en plataformas de tipo RT-PCR, tanto en pacientes al
diagndstico antes del tratamiento como en aquellos que hayan desarrollado multiples
mecanismos de resistencia al mismo. En los casos en los que los métodos NGS no estén
disponibles, métodos dirigidos a un solo gen o métodos multiplex a pequefia escala representan

una alternativa apropiada.
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Figura 12. Diferentes metodologias para la deteccidn del ctDNA. Adaptado de Elazezy et al. (122).

1.6.1. Métodos basados en RT-PCR

Los métodos tipo RT-PCR son un método rapido, coste-efectivo y facil de utilizar para la
deteccion de mutaciones en ctDNA. La AS-PCR utiliza sondas marcadas con fluorérofos cuya
sefial es detectada. Es muy utilizada en la practica clinica para la deteccién de mutaciones
puntuales o pequefas deleciones o inserciones tanto en muestra de tejido como en ctDNA y
permiten detectar VAFs hasta el 1% con una alta especificidad(53). Modificaciones de la RT-PCR
como la Peptide Nuclei Acid-Locked NucleicAcid PCR clamp (PNA-LNA PCR clamp), que impide la
amplificacion del alelo wild-type, o la Co-amplification at Lower Denaturation temperature
(COLD-PCR), que permite el enriquecimiento del alelo mutado, permiten detectar mutaciones

con una frecuencia alélica del 0.1% con una alta especificidad. Utilizando una curva de
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calibracion se puede cuantificar el ndmero copias de ctDNA en la muestra analizada

(gPCR)(102,121).

1.6.2. Plataformas de PCR Digital

Las plataformas de PCR digital son unos métodos robustos para detectar mutaciones puntuales
con bajas frecuencias alélicas. Se incluyen dos tipos: los basados en plataformas de microfluidos

como la droplet digital PCR (ddPCR) y el tipo BEAMing.

La ddPCR se basa en la distribucién del ADN de la muestra en miles de gotas y fue desarrollada
con el objetivo de proporcionar un alta precision y una cuantificacion absoluta de la variacion
en el numero de copias del ADN diana, asi como para la cuantificacion de mutaciones
somaticas(121). Una gota contendrd una Unica molécula de ADN que puede ser detectada por
citometria de flujo usando sondas fluorescentes tipo Tagman®. La Picodroplet ddPCR permite la
deteccidon de varias mutaciones en el ctDNA siempre que su frecuencia alélica sea > 0.1%. Las
ventajas de la ddPCR son su alta sensibilidad para detectar mutaciones puntuales y que es una
tecnologia asequible que permite la cuantificacién absoluta. Sus desventajas son que solo
permite la deteccidon de mutaciones conocidas y que solo se pueden evaluar un nimero limitado

de las mismas en cada analisis(121).

BEAMing es un método basado en gotas, emulsién, amplificacidn y particulas magnéticas. Esta
tecnologia utiliza gotas de agua en una emulsién oleosa como lugar de reaccién, y contiene una
mezcla de ADN molde, cebadores, reactivos de PCR y esferas magnéticas. En cada reaccion de
PCR se produce la amplificacién del ADN molde, ya sea el ADN mutado o wild-type, y cada
particula magnética contendrd miles de copias idénticas a la original. Se utilizan
desoxinucledtidos terminadores marcados con fluorescencia para distinguir las gotas que
contengan secuencias divergentes con la secuencia de referencia, y se analizan mediante
citometria de flujo(123). Ademas de la identificacidn, permite la cuantificacion de moléculas de
ADN con la secuencia mutada respecto a la wild-type(124). Esta técnica puede detectar ctDNA
con una frecuencia del 0.01% y una especificidad del 100%. A pesar de estas ventajas, es una
técnica cuyo flujo de trabajo es complicado, ademas de costosa, lo que dificulta su implantacién

en los laboratorios clinicos de rutina.

1.6.3. Next Generation Sequencing (NGS)

La NGS ha surgido en la ultima década como una estrategia eficaz y coste-eficiente para la
secuenciacién del ADN. Se basa en la obtencién de millones de pequefias secuencias de ADN en
paralelo, las cuales son analizadas bioinformaticamente para identificar aquellas variantes

genéticas que difieren de un genoma de referencia. A pesar de su alta sensibilidad vy



especificidad, la NGS tiene una tasa de error entre el 0.1-1%(125). Es por ello por lo que se han
desarrollado diferentes modificaciones para tratar de mejorar las caracteristicas de la técnica.
Una modalidad de NGS, Deep sequencing, se basa en secuenciar las regiones dianas con una alta
cobertura (>10000x), lo que permite detectar mutaciones con una VAF < 0.2%(126). Su principal
ventaja es la posibilidad de analizar multiples regiones con una alta sensibilidad mientras que su
principal desventaja es la extremadamente alta profundidad de lectura que hay que realizar para
detectar mutaciones a VAFs tan bajas, lo que eleva significativamente sus costes(121).
Adaptaciones como la Bias-Corrected Targeted PCR, que consiste en un panel de NGS dirigido a
11 alteraciones en cancer de pulmén de células no pequenas que maximiza las lecturas en estos
genes y minimiza los artefactos, han permitido la deteccidn de VAFs > 0.4% con una especificidad
del 100% en pacientes con cancer de pulmoén de células no pequefias(127). La multiplex-PCR
NGS estd basada en el disefio de un panel de PCR que facilita la amplificacién de regiones diana

especificas, y permite detectar VAFs > 0.1% con una alta especificidad.

Se han desarrollado numerosas variaciones de la NGS con tal de alcanzar valores de VAFs mas
bajos. FAST-SeqS puede amplificar hasta 38.000 amplicones con solo un par de cebadores en un
subconjunto de regiones repetidas y es utilizada para la deteccion de aneuploidias(128). TAm-
Seq se basa en la utilizacion de cebadores dirigidos a las regiones de interés que se desean
amplificar. Para evitar errores y pérdidas alélicas, los cebadores se unen a la region de interés
en el primer paso de la amplificacion y posteriormente las muestras son amplificadas
individualmente. Pueden detectar alteraciones genéticas con VAFs del 2% con una especificidad
del 97%(129). Una nueva versidn mejorada, e-TAm-Seq, permite detectar alteraciones con VAFs
de hasta el 0.02%, ademds de alteraciones en el nimero de copias y deleciones e
inserciones(130). Safe-Seqs se basa en tres pasos: la identificacién de cada molde de ADN con
un identificador Unico, la amplificacion de cada molécula marcada de forma Unica para crear
familias en base al amplificador y la secuenciacién redundante de los productos de
amplificacion. Esta tecnologia ha permitido una reduccion de la tasa de error enormemente con
una especificidad del 99%(131). EI CAPP-Seq se desarrollé para detectar concentraciones muy
bajas de ctDNA mediante el uso de selectores, que son oligonucleétidos biotinilados de ADN
complementarios a dreas con mutaciones recurrentes previamente definidas. Posteriormente,
se realiza una Deep sequencing. Mutaciones puntuales, reordenamientos y variacion del
numero de copias pueden ser detectadas por esta metodologia, que puede detectar
alteraciones a bajas VAFs (0.02%)(132). Sin embargo, esta técnica presenta una tasa de error del
50% de las posiciones gendmicas secuenciadas, debido a artefactos en la secuenciacidén y a la

baja cantidad de ctDNA utilizada. Es por ello por lo que se desarrollé una herramienta
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computacional que corrige los errores de secuenciacion, resultando en una deteccidon tedrica

del 0.00025% de la VAF. En la practica, se ha visto que esta modificacidon permite la deteccidn

de mutaciones en el gen EGFR en pacientes con cancer de pulmon de células no pequefias con

VAFs del 0.004% con una especificidad > 99.9%(133).

Las técnicas de captura hibrida ofrecen la ventaja de que pueden detectar fusiones vy

alteraciones en el nimero de copias, y tanto su precio como su complejidad de procesamiento

y tiempo de andlisis se han reducido considerablemente. Estas técnicas utilizan sondas para

atrapar las secuencias diana en una libreria de NGS, con una alta profundidad de secuenciacién

y correccion de errores. Su disefio permite la deteccién de mutaciones puntuales, pequefas

inserciones y deleciones, asi como fusiones clave y alteraciones en el nimero de copias que son

relevantes en el cdncer de pulmdn de células no pequefias(134).

Tabla 1. Caracteristicas de las diferentes tecnologias para el andlisis de ctDNA

TECNOLOGIA PLATAFORMA VAF MiNIMA ESPECIFICIDAD CANTIDAD NUMERO DE TIPO DE ALTERACION DETECTADA LIMITACIONES
DETECTADA DE CFDNA GENES DIANAS
NGS Deep 0.2% 80-90% 2ng Panel Variacion en el nimero de copias a Incapaz de detectar
sequencing nivel gendémico reordenamientos sin
modificaciones especificas del
ensayo
TAm-Seq 0.02% 99.99997% 0.9-2ng Panel Mutaciones puntuales conocidas Solo mutaciones conocidas
Safe-SeqS 0.1% 98.9% 3ng Panel Mutaciones puntuales conocidas y Menos completo que WES
variacién en el numero de copias
FASTSeqS >10% 80% 5-10 ng Panel Variacion en el nimero de copias a Baja sensibilidad y especificidad
nivel gendmico
CAPP-Seq 0.004% >99.99% 32ng Panel Mutaciones puntuales conocidas, Gran cantidad de cfDNA, solo
variacion en el numero de copias y mutaciones conocidas
reordenamientos
Bias-Corrected >0.4% 100% Panel Mutaciones puntuales conocidas, Solo mutaciones conocidas
Targeted NGS variacién en el numero de copias y
reordenamientos
Multiplex-PCR >0.1% 100% 2-50ng Panel Mutaciones puntuales conocidas Solo mutaciones conocidas
NGS
DIGITAL-PCR ddPCR 0.1% 100% 25ng 1-3 Mutaciones puntuales conocidas Detecta locis gendmicos
especificos: limitado en
multiplex
BEAMing 0.01% 100% 1ng 1-20 Mutaciones puntuales conocidas Solo mutaciones conocidas
RT-PCR AS-PCR 1% 98% 3-50 ng 1 Mutaciones puntuales conocidas Baja sensibilidad, solo
mutaciones conocidas
PNA-LNA PCR 0.1-1% 79% 30 ng 1 Mutaciones puntuales conocidas Baja especificidad, solo
clamp mutaciones conocidas
COLD-PCR 0.1% 94.9% 1-10 ng 1-3 Mutaciones puntuales conocidas Detecta locis gendmicos

limitados, limitado en multiplex
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Abreviaturas: VAF: Variant Allele Frequency; TAm-Seq: Tagged-amplicon deep sequencing; Safe-SeqS: Safe-Sequencing System;WES:whole
exome sequencing; CAPP-Seq: Cancer Personalized Profiling by deep sequencing; ddPCR: Droplet Digital polymerase chain reaction; BEAMing:
Beads, Emulsion,Amplification andMagnetics; AS-PCR: Allele-specific amplification; PNA-LNA PCR clamp: Peptide Nuclei Acid-Locked Nucleic Acid;
COLD-PCR: co-amplification at lower denaturation temperature. Adaptado de Elazesy et al(121).



1.7. Analisis de mutaciones en el gen EGFR en ctDNA

El uso de técnicas tipo RT-PCR para el analisis de mutaciones en el EGFR en plasma para la
estratificacion molecular inicial en pacientes con cancer de pulmdn de células no pequenas es
apropiada en poblaciones en donde la prevalencia de estas mutaciones es alta. Sin embargo,
este analisis no se considera completo en aquellos casos en que el resultado es negativo, en

donde se debera expandir el diagndstico molecular para identificar otras alteraciones.

Diferentes opciones tecnoldgicas permiten la determinacién de mutaciones en el gen EGFR en
ctDNA, desde técnicas tipo RT-PCR y variantes, a espectrometria de masas, ddPCR y BEAMing y
plataformas de NGS, con sensibilidades que van desde el 17% al 100%, en todos los casos con
una especificidad minima del 80%(135). La heterogeneidad en los valores de sensibilidad entre
las distintas técnicas se debe a la capacidad de detectar diferentes mutaciones en cada una de
ellas, asi como a diferencias en la sensibilidad analitica(136). El test Cobas® EGFR Mutation Test
v2 (Cobas Test) fue aprobado en 2016 por la FDA como el primer test para la deteccion de
mutaciones en el gen EGFR en plasma en pacientes con cancer de pulmén de células no
pequefias para la seleccion de candidatos a recibir terapia tipo inhibidores de la tirosina
quinasa(137). Se trata de un test tipo AS-PCR disefiado para la deteccion de 42 mutaciones,
incluyendo mutaciones puntuales, inserciones y deleciones localizadas en los exones 18, 19, 20
y 21 del gen EGFR(138). De acuerdo con la aprobacién de la FDA, el Cobas Test puede ser usado
tanto en muestras de tejido como en plasma como prueba de diagndstico complementario para
la identificacién de pacientes con la mutacién p.L858R o deleciones en el exdn 19 del gen EGFR,
con el objetivo de establecer el tratamiento con inhibidores de la tirosina quinasa (osimertinib,
erlotinib o gefitinib) en primera linea. También dispone de aprobacién para el uso de osimertinib
en segunda linea en adelante en pacientes con cancer de pulmén de células no pequeias

metastasico con la mutacion p.T790M en el gen EGFR(139).

El Cobas Test presenta una alta especificidad y una sensibilidad moderada-alta comparado con
la biopsia de tejido, con valores de concordancia del 85-97%, sensibilidad del 71-90% y
especificidad del 92-100%, en funcién de la mutacidn estudiada(53,140). Otras plataformas con
tecnologias tipo ddPCR, BEAMing, ARMS-PCR y NGS han mostrado valores similares de
sensibilidad y especificidad(141-143). El estudio observacional RING trial comparé la
concordancia entre siete plataformas diferentes para la determinaciéon de mutaciones en el gen
EGFR en muestras de plasma, incluyendo dos métodos de NGS (Oncomine™ y QlAact™), tres
métodos tipo PCR de alta sensibilidad como son la ddPCR, BEAMing y PNA-qPCR y 2 métodos
tipo AS-PCR aprobados por la FDA (Cobas Test y el Therascreen® EGFR RGQ PCR Kit

(Therascreen)). Respecto a las deleciones en el exdn 19, el rango de valores de sensibilidad
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obtenido para los diferentes métodos fue del 50-71%, y la especificidad entre el 92-100%. Para
la mutacién p.L858R, se obtuvieron valores de sensibilidad mas altos, entre el 50-90%, mientras
que la especificidad fue del 100% en todos los casos. Los autores concluyeron que la mayoria de
resultados discordantes entre las plataformas se obtuvieron con valores de VAF < 0.5%, y
consideran este parametro el mds informativo a la hora de evaluar la veracidad de un resultado

de EGFR en plasma, sugiriendo su inclusién en los informes de laboratorio(144).

Los valores de sensibilidad y especificidad pueden variar segln el estadio tumoral y la VAF. El
Cobas Test y el Therascreen mostraron valores de sensibilidad mas bajos en estadios no
avanzados (44.4% y 25.7%) frente a estadios avanzados (82.4% y 52.9%)(136). Por otro lado, un
estudio de validacion del panel NGS comercial Oncomine™, demostré una creciente sensibilidad

segln aumentaba el valor de la VAF(145).

1.7.1. indice semicuantitativo (SQI) obtenido en el Cobas Test

El Cobas Test proporciona un parametro llamado indice semicuantitativo (SQl) en los casos en
los que se detecta una mutacién en el gen EGFR. Este parametro refleja la proporcién de copias
mutadas frente a copias wild-type del gen, y deriva de unas diluciones seriadas que contienen
un numero conocido de copias del gen EGFR mutado y un nimero fijo de copias de EGFR wild-
type(146). El Cobas Test esta aprobado para su uso como un test cualitativo y no cuantitativo,
por lo que el valor de SQI no tiene actualmente aplicacién en la practica clinica(147). Algunos
estudios han tratado de establecer una correlacion entre el SQl y las copias mutadas/mL o la
VAF del alelo mutado del gen EGFR en muestras de pacientes con cancer de pulmén de células
no pequenas obteniendo resultados dispares. Mientras que en un estudio el SQIl correlacionaba
con la VAF obtenido mediante NGS, y sugeria que los cambios en el SQl pueden reflejar la
progresion tumoral(146), otros estudios no observaron una correlacién entre el valor de SQl y

la VAF obtenida por ddPCR(148).

Sin embargo, en un estudio derivado de un programa de garantia externa de la calidad se
demostré una buena correlacion entre el valor del SQl y la VAF de diferentes mutaciones del gen
EGFR (deleciones el exdn 19, p.L858R, p.T790M e inserciones en el exdn 20) analizados mediante
Cobas Test y NGS. El estudio observé una alta imprecisidon de los valores de SQI en muestras con
valores bajos de VAF (< 1%). Ademas, de forma relevante, observaron que los valores de SQI
eran diferentes en funcién de la alteracién estudiada(149), lo que sugiere que aspectos técnicos

pueden impactar en el valor SQl obtenido en una muestra.



1.8. Aplicaciones del analisis del cfDNA/ctDNA

El analisis del ctDNA ha cobrado relevancia clinica gracias a la introduccion de las técnicas
moleculares descritas anteriormente en los laboratorios clinicos, y a que se trata de una
estrategia minimamente invasiva que permite obtener la informacién molecular asociada a un
tumor. Se han propuesto varias aplicaciones clinicas donde el analisis del cfDNA/ctDNA tiene
interés, desde el screening y el diagndstico precoz, al estadiaje y localizacién del tumor hasta la

monitorizaciéon de la terapia e identificacidn de recaidas (Figura 13).
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Figura 13. Diferentes aplicaciones del cfDNA/ctDNA en el cancer. Adaptado de Bronkhorst et al.
(105)

A la hora de elegir estrategias de analisis molecular mediante analisis de ctDNA en plasma en
lugar de la biopsia de tejido, hay que tener en cuenta las diferencias entre ambos
procedimientos. En términos de conveniencia, aplicar estrategias de analisis molecular en
plasma resulta adecuado cuando el tejido no esta disponible inmediatamente o es inadecuado
para su analisis molecular. Algunos estudios cifran entre el 10-60% el nimero de biopsias que
no son adecuadas para el analisis molecular debido a cantidad de tejido insuficiente o falta de
material genético amplificable(146,150,151). La mayoria de los especimenes que llegan al
laboratorio son muestras pequenas, ya que los pacientes con cancer de pulmoén de células no
pequefias son diagnosticados en estadios avanzados y no se les realizan procedimientos
quirargicos donde obtener piezas grandes de reseccidon(83). Estas muestras pueden ser

adecuadas para andlisis histopatoldgicos pero insuficientes para andlisis gendmicos(152).
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Ademas, la biopsia de tejido presenta numerosos inconvenientes como la heterogeneidad
intratumoral que puede existir entre diferentes zonas del mismo tumor, asi como entre el tumor
primario y las metdastasis locales y a distancia; la existencia de subclones resistentes al
tratamiento que pueden estar presentes en menor frecuencia en el tumor primario; la baja
accesibilidad al tumor debido a las complicaciones clinicas derivadas de los procedimientos para
obtener el tejido tumoral; el estado clinico del paciente que puede contraindicar este
procedimiento; la posibilidad de resultados falsos positivos derivados de los métodos de
preservacion del tejido, y el alto coste y tiempo de respuesta. En contraposicién a las biopsias
tradicionales de tejido, el ctDNA en plasma es una fuente fresca de material derivado del tumor
no alterada con conservantes, cuya extraccidn es un proceso minimamente invasivo y que evita
las complicaciones derivadas de la biopsia de tejido. Ademas, permite establecer las dinamicas
de los diferentes clones celulares durante la terapia e identificar mecanismos de resistencia
moleculares precozmente, antes que clinica y radiolégicamente. Por tanto, el analisis de ctDNA
en plasma proporciona una muestra alternativa cuando la biopsia de tejido no estd disponible,

no es apropiada o es dificil de obtener(153).

El tiempo de respuesta del laboratorio en la entrega de resultados es generalmente menor para
el plasma, gracias a la facilidad de recoleccidn, transporte y procesamiento de la muestra. El
coste en ambos procedimientos es variable, y en el caso del analisis del ctDNA podria
incrementarse si fuera necesario obtener una muestra de tejido en el caso de que el resultado
en plasma fuese negativo. La sensibilidad diagndstica en el andlisis molecular es mas alta en el
caso del tejido, en las muestras que son adecuadas para el analisis. El ctDNA puede ser no
detectable en algunos casos con alteraciones con una baja VAF, lo que condiciona sus valores
de sensibilidad diagndstica. La especificidad para el andlisis molecular es excelente en muestras
de tejido con el inconveniente de que algunas variantes germinales pueden ser reportadas como
somaticas. Los valores de especificidad también son excelentes para las mutaciones diana en el
caso del ctDNA, aunque se han reportado casos de falsos positivos, especialmente a bajos

valores de VAF, en algunos genes derivados de la hematopoyesis clonal(154).

Las nuevas tecnologias que han permitido la deteccion de alteraciones genéticas con frecuencias
alélicas tan bajas como 0.008% en pacientes con cancer de pulmdn con estadios T1b(155) han
hecho que el andlisis de ctDNA en plasma esté siendo considerada como una alternativa al TC
de baja dosis para el cribado del cancer de pulmén, siempre que se puedan diferenciar las
mutaciones derivadas de los clones hematopoyéticos de las propias del tumor. El analisis de
metilacion del cfDNA, que difiere entre pacientes oncolégicos e individuos sanos, puede ser otra

aproximacion al screening de cancer de pulmdn(156).



Se ha observado que los pacientes con estadios tempranos de cancer de pulmon de células no
pequefias presentan menor concentracién de cfDNA que estadios avanzados, y que esta
aumenta en funcién del nimero de érganos metastasicos afectados(157). A pesar de estos
datos, la concentracién de cfDNA aun no se utiliza para la estadificacion tumoral en cancer de

pulmén de células no pequefias.

Una de las aplicaciones mds importantes del analisis de ctDNA en plasma la caracterizacion
molecular de pacientes con cancer de pulmén de células no pequefias para la seleccién del
tratamiento oncoespecifico. La guia ESMO recomienda el uso del andlisis del cfDNA en plasma
Unicamente para detectar la mutacidn de resistencia p.T790M en pacientes en recaida. En
aquellos pacientes con un resultado negativo en el andlisis del cfDNA se debe realizar una
biopsia de tejido y realizar de nuevo el estudio molecular. Respecto a los métodos de deteccidon
de alteraciones en cfDNA, recomiendan cualquiera apropiado y validado y que esté sujeto a
programas de garantia de control externo de la calidad(69). Por su parte, la guia CAP/IASLC/AMP
indica que actualmente no hay evidencias que soporten la utilizacidon del cfDNA en el diagndstico
de adenocarcinoma de pulmdn primario. Sin embargo, en los casos en que el tejido no esté
disponible o sea dificil de obtener, se pueden utilizar métodos de andlisis en cfDNA en plasma
para la deteccion de mutaciones en el gen EGFR. En aquellos pacientes que tengan una mutacion
de sensibilidad y la enfermedad progrese se les ha de realizar el andlisis de la mutacién p.T790M
antes de comenzar el tratamiento con inhibidores de la tirosina quinasa de tercera generacion.
En este caso es aceptable el uso de cfDNA en plasma, pero tal y como sugiere la guia ESMO, ante

un resultado negativo se debe realizar una biopsia de tejido y repetir el estudio genético(66)

Los test tipo RT-PCR han demostrado su eficacia en la practica clinica para la deteccién de
mutaciones especificas que cuentan con tratamientos dirigidos. Otros test basados en otras
tecnologias como ddPCR o BEAMing han demostrado ser capaces de detectar mutaciones
derivadas del tumor primario o relacionadas con la respuesta a determinados fdrmacos con una
alta concordancia respecto a las muestras obtenidas mediante biopsia de tejido(89). Las
plataformas multigen tipo NGS han ido cobrando relevancia en la préctica clinica en los ultimos
afios. Su principal ventaja es que permiten una caracterizacion molecular mdas amplia e
informativa. Un estudio realizado mediante NGS en cfDNA, con mas de 8.000 muestras de
pacientes diagnosticados con cancer de pulmén de células no pequefias encontré alteraciones
somaticas en el 86% de los pacientes, encontrandose estas mutaciones en genes accionables

terapéuticamente en el 48% de los casos(158).
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Recientemente, dos plataformas comerciales basadas en NGS, Guardant360 y FoundationOne
Liquid CDx han recibido la aprobacién de la FDA para la evaluacién de tumores sélidos, incluido
el cancer de pulmdn de células no pequefias. Ambos métodos utilizan una metodologia de
captura hibrida. El Guardant 360 CDx es capaz de detectar mutaciones puntuales, inserciones y
deleciones en 55 genes, amplificaciones en el numero de copias en 2 genes y fusiones en 4
genes. Sin embargo, sélo ha sido aprobado para la deteccidn de deleciones en exdén 19, la
mutacion puntual p.L858R y la mutacion de resistencia p.T790M en el gen EGFR. El
FoundationOne Liquid CDx incluye el andlisis de 311 genes, reordenamientos en 4 genes y
alteracion en el nimero de copias en 2 genes. Su indicacion incluye la deteccién de la mutacion
p.L858R y deleciones en el exdn 19 en el gen EGFR, asi como reordenamientos en el gen ALK.
Ademas de para estas indicaciones, ambos test fueron aprobados como test complementarios
en el diagndstico de pacientes con cualquier neoplasia sdlida, cuya informacion, en conjunto con

otras pruebas diagndsticas, pueda ser usada en la toma de decisiones clinicas(154).

Numerosos estudios han demostrado que el ctDNA refleja mejor la heterogeneidad molecular
del tumor que las biopsias tradicionales. Ademas, permite la monitorizacidn longitudinal de la
respuesta molecular del tumor, por lo que puede usarse para monitorizar la aparicion de

mutaciones de resistencia, como la p.T790M en el caso del gen EGFR(148).

La vida media del ctDNA, asi como el hecho de ser un método poco invasivo respecto a las
alternativas (biopsia de tejido y técnicas de imagen) hacen del ctDNA un marcador ideal de
respuesta al tratamiento, o de monitorizacidn de la carga tumoral después la cirugia o EMR(105).
La guia ESMO enfatiza el posible valor de las determinaciones seriadas de ctDNA en plasma
durante el tratamiento. La desaparicién de la mutacion de sensibilidad podria estar asociada con
la respuesta radioldgica al tratamiento. Por otro lado, su reaparicion, con o sin la mutacidn de

resistencia p.T790M, podria indicar una recaida bioquimica(69).

Estudios previos han demostrado una reduccién drastica del ctDNA en pacientes con cancer de
pulmén de células no pequenas en estadios no metastasicos tras la cirugia(159,160). Con la
metodologia CAPP-Seq descrita anteriormente, se ha demostrado que la presencia de ctDNA es
prondstica de recurrencia a pesar de que las pruebas de imagen muestren una respuesta
completa en pacientes con cancer de pulmén de células no pequefias(132). Con la misma
metodologia, en pacientes con estadios I-Ill, el ctDNA se detectd en el 94% de los pacientes que
sufrieron una recaida en la primera muestra postratamiento(161). Por otro lado, la ratio del

cfDNA postquimioterapia respecto al cfDNA pretratamiento fue capaz de distinguir a los



pacientes respondedores de los no respondedores, ademas de correlacionar negativamente con

la progresion libre de enfermedad(103).

En el caso del cancer de pulmén de células no pequefias metastasico, se ha demostrado que
aquellos pacientes en que el ctDNA era indetectable a las 12 semanas de empezar el tratamiento
presentaron una mejor respuesta, ademds de una mayor progresiéon libre de enfermedad y
supervivencia, que aquellos en los que este era detectable(162). Estos resultados también se
han objetivado en pacientes con la mutacidn de resistencia p.T790M en el gen EGFR. En un
estudio que incluyd 41 pacientes se asocid la presencia de la mutacion p.T790M, asi como un
aumento de la VAF de la mutaciéon de sensibilidad, con progresién de la enfermedad. Por otro
lado, la mutacidn de resistencia p.T790M fue detectada en plasma 51 dias antes de la progresion
medida mediante TC(163). Otros estudios también han observado una correlacion entre la VAF
del ctDNA con la progresion libre de enfermedad y la supervivencia en pacientes tratados con

inmunoterapia(164).
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HIPOTESIS

Las hipdtesis planteadas, a la luz de la revisién de la literatura sobre el tema y el trabajo de

compilaciéon de publicaciones que se presenta en esta tesis, fueron las siguientes:

e lacaracterizacién molecular del gen EGFR en pacientes con cancer de pulmén de células
no pequefias mediante el andlisis de ADN libre circulante en plasma representa una
alternativa adecuada al andlisis molecular en muestras obtenidas mediante biopsia de

tejido.

e El Cobas® EGFR Test v2 disefiado para el andlisis de ADN libre circulante en plasma
presenta caracteristicas de eficacia diagndstica adecuadas para su introduccién como

test diagndstico en un entorno clinico real.

e El indice semicuantitativo (SQI) reportado por el Cobas® EGFR Test v2 representa la
cantidad de alelo mutado del gen EGFR en una muestra de ADN libre circulante en

plasmay es equivalente a la fraccion de alelo mutado.

e En pacientes con cancer de pulmdn de células no pequefias, la concentracién del ADN
libre circulante en plasma se asocia a las caracteristicas clinicas del paciente y a las

caracteristicas del tumor, y puede tener valor como biomarcador diagndstico.

e En pacientes con cancer de pulmén de células no pequefias, el patron de fragmentos del
ADN libre circulante en plasma correlaciona con el tamafio tumoral y las caracteristicas

bioldgicas del tumor.



OBJETIVOS

El objetivo principal de esta tesis es implementar el andlisis de alteraciones en el gen EGFR a
partir de ADN libre circulante en plasma en pacientes con cancer de pulmdn de células no

pequefias en un laboratorio clinico de diagndstico molecular.

Los objetivos especificos de la tesis son:

1. Evaluar el impacto de la introduccién en un entorno clinico real de un test tipo RT-PCR
para el andlisis de mutaciones en el gen EGFR en cfDNA en plasma en pacientes con
cancer de pulmén de células no pequenas localmente avanzado o metastdsico en el

momento del diagndstico.

2. Evaluar las caracteristicas del indice semicuantitativo (SQl) obtenido en los pacientes

con alteraciones en el gen EGFR.

3. Evaluar la correlacion del indice semicuantitativo (SQl) con la fraccion alélica de la
variante (VAF) y su potencial como biomarcador de seguimiento en pacientes con cancer

de pulmdn de célula no pequeiia.

4. Evaluar la utilidad clinica de la concentracién del cfDNA y la fraccidn de fragmentos
cortos como biomarcadores de estadificacidon de pacientes con cancer de pulmén de

células no pequefias localmente avanzado o metastasico.

5. Evaluar la asociacidn de la concentracidn del cfDNA y sus fracciones de fragmentos con
parametros derivados del FDG PET/TC y del TC toracoabdominal respecto a la lesion
primaria, las lesiones extrapulmonares y a la enfermedad global en pacientes con cancer

de pulmdn de células no pequefias localmente avanzado o metastasico.
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PUBLICACION 1

Cell-free DNA concentration and fragment size fraction
correlate with FDG PET/CT-derived parameters in NSCLC
patients

Objetivos especificos de este articulo

Evaluar la utilidad de la caracterizacién molecular del gen EGFR mediante cfDNA en
pacientes con cancer de pulmdn de células no pequefas avanzado o metastdsico antes
de recibir tratamiento con inhibidores de la tirosina quinasa.

Analizar el potencial como biomarcadores de estadio tumoral de la concentracién de
cfDNAYy el patrén de fragmentos de cfDNA en pacientes con cancer de pulmon de células
no pequefias avanzado o metastasico.
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Background: Analysis of circulating free DNA (cfDNA) by the real-time PCR cobas® EGFR Mutation
Test v2 (cobas® EGFR Test) is a diagnostic approach used in clinical practice for the characterization of
advanced non-small cell lung cancer (NSCLC) patients. The test additionally outputs a semiquantitative
index (SQI) which reflects the proportion of mutated versus wild-type copies of the EGFR gene in ¢fDNA
with potential use as a biomarker. CfDNA concentration and cfDNA fragmentation pattern have also shown
potential utility as biomarkers for cancer patients. We evaluated the implementation of EGFR testing and
cfDNA related parameters in NSCLC patients in routine clinical setting as biomarkers for disease stage and
diagnosis.

Methods: A prospective cohort of 173 locally advanced or metastatic NSCLC TKI-naive patients analyzed
by the cobas® EGFR Test were included in the study. Reproducibility of the test was assessed in 56 patients.
The concentration of ¢fDNA and fragment size pattern was measured using fluorometry and microchip
electrophoresis respectively.

Results: The test showed high diagnostic accuracy when compared to the gold standard of biopsy tumor
tissue testing. The SQI value showed a moderate reproducibility (1°=0.70) and did not correlate with cfDNA
concentration (r’=0.17, P=0.28) or disease stage (stage III patients SQI =9.1+3.1 and stage IV patients SQI
=11.5+4.8, P=0.41). We found differences in SQI values according to the type of EGFR mutation (Ex19Del
mutations, SQI =13.6; p.L858R, SQI =8.88; P=0.001). Stage IV patients had higher concentrations of cfDNA
(P<0.0001) and higher fractions of ¢fDNA 100-250 base pairs (bp) fragments (P=0.01) compared to stage
IIT patients. From the ROC curve analysis, cfDNA concentration showed higher AUC compared to ¢fDNA
100-250 bp fragments (0.86 vs. 0.71). We obtained a cut-off value for cfDNA concentration of 20.3 ng/mL
with 72.3% sensitivity and 95% specificity for predicting disease stage in TKI-naive advanced NSCLC
patients.

Conclusions: The study indicates that ¢fDNA analysis in plasma for EGFR testing by RT-PCR is an

accurate and fast method to initially stratify NSCLC patients in a real-world clinical setting. However, the
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SQI has limited clinical value. The ¢fDNA concentration and fragmentation pattern have clear potential

clinical utility for tumor staging in NSCLC patients.
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Introduction

Lung cancer, which is one of the most frequent and lethal
cancers worldwide (1), has traditionally been classified,
based on clinical-histopathological characteristics, into
the non-small cell lung carcinoma (NSCLC) subgroup,
including adenocarcinoma, squamous cell carcinoma, and
large cell carcinoma; and the small cell lung cancer (SCLC)
subgroup. The NSCLC and SCLC subgroups correspond
to 85% and 15% of all lung cancers respectively (2).

Recently, advances in the understanding of the molecular
bases of lung cancer have promoted a new classification
based on molecular profiling (2). Mutations in the epidermal
growth factor receptor (EGFR) gene are common driver
events in lung adenocarcinomas (3) with the prevalence of
EGFR mutations ranging from 14.1% in European patients
to 38.4% in Asian patients. Treatment with EGFR tyrosine
kinase inhibitors (TKIs) is the standard-of-care in first-line
therapy for NSCLC patients with EGFR mutant tumors.
While several generations of TKIs have considerably
improved the prognosis of the disease (4), patients
ultimately develop resistance to TKI treatment. The
acquisition of the p.” T790M EGFR mutation is a common
mechanism of resistance observed in 50% of patients treated
with first and second-generation TKIs (5). Osimertinib, a
third-generation TKI, is the standard of care in patients
with an acquired