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RESUMEN ESTRUCTURADO
Caracterizacion molecular y resultados del tratamiento de paciente con diagndstico de

Adenocarcinoma pulmonar etapa IV en dos Hospitales de referencia en México: Estudio

de cohorte retrospectiva.
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Numero de centros participantes a nivel nacional: 2



Numero de centros participantes a nivel internacional: 0

Numero de centros participantes del IMSS: 1

ANTECEDENTES.

El cancer de pulmdn (CP) es la neoplasia que ocasiona mas muertes por cancer en hombres
y mujeres en cualquier grupo étnico alrededor del mundo. Clasicamente se ha descrito al
cancer pulmonar en base a las caracteristicas morfoldgicas (células de aspecto glandular) y
de inmunohistoquimica. Asi, los grandes grupos histolégicos incluyen el adenocarcinoma
pulmonar, el carcinoma de células pequefias, el carcinoma epidermoide y el carcinoma de
células grandes. En las ultimas décadas la genética tumoral ha permitido la reclasificacion
de CP, con base en mutaciones key driver especificas. Esto ha ampliado el panorama
respecto al entendimiento del adenocarcinoma pulmonar y al abanico de posibilidades de
tratamiento. La clasificacion basada en la genética molecular ha probado en algunos
estudios en CP elegir tratamientos dirigidos a blancos moleculares terapéuticos. En algunos
casos esto se ha traducido en mejores tasas de respuesta y de supervivencia libre de
progresién y supervivencia global. El desarrollo de la terapia blanco (TB) tiene como premisa
gue el CP es una enfermedad heterogénea, subcategorizada por mutaciones driver que
predicen respuesta a TB. Las mutaciones mds importantes por su frecuencia y por la
disponibilidad de farmacos contra ellas son del Receptor del Factor de crecimiento

epidermoide (EGFR) y de la Cinasa de linfoma anaplasico (ALK).

OBIJETIVO PRIMARIO

Determinar la frecuencia de mutacién de EGFR y ALK en pacientes con cancer de pulmén
de células no pequena de tipo adenocarcinoma metastasico (etapa IV) atendidos en Centro
Médico Nacional Siglo XXI y en el Instituto Nacional de Cancerologia en el periodo 2013 a

2018.



MATERIAL Y METODOS

Se trata de un estudio retrospectivo para medir la frecuencia de mutacidon de EGFR y ALK
en CPCNP de tipo adenocarcinoma metastasico (etapa 1V), ademds de los resultados del
tratamiento con respecto a sobrevida global y supervivencia libre de progresion.

Lugar donde se realizard el estudio. El estudio se realizard en el Servicio de Oncologia
Médica, en el Hospital de Oncologia, Centro Médico Nacional Siglo XXI, del Instituto
Mexicano del Seguro Social, México. Ademas se incluirdn pacientes del Instituto Nacional
de Cancerologia.

Cdlculo del tamafio de muestra. Para el calculo de tamafo de muestra se utilizé el programa
Epiinfo versidn 7, considerando una prevalencia de mutaciones en el gen EGFR del 35 %, un
nivel de confianza del 90 % y un margen de error esperado del 5 % de acuerdo con el estudio
de realizado en el Instituto Nacional de Cancerologia por O Arrieta y colaboradores por lo

gue se requiere de un total de 246 pacientes.

CRITERIOS DE INCLUSION, EXCLUSION Y ELIMINACION.
Criterios de inclusion. Para ser incluidos en este estudio, los individuos con cancer
pulmonar metastasico de reciente diagndstico que cumpla con los siguientes criterios al

momento del enrolamiento:

1. Pacientes de 18 afios de edad o mayores
2. Pacientes de ambos sexos
3. Cancer de pulmoéon de células no pequeiias (NSCLC) confirmado

histoldgicamente o citolédgicamente:

4. Enfermedad metastasica en estadio IV
5. Subtipo histoldgico de NSCLC de tipo adenocarcinoma
6. Pacientes asignados por el médico tratante a cualquier terapia (es decir,

guimioterapia, agentes dirigidos, inmunoterapia) o cuidados paliativos.

7. Material suficiente para la determinacion de las caracteristicas moleculares
de acuerdo con criterios establecidos por el equipo utilizado (Rotor gene Q QIAGEN
en caso de mutaciones EGFR y VENTANA ALK (D5F3) CDx Assay en el caso de

mutaciones ALK)
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Criterios de exclusiéon 1.- Pacientes sin confirmacidn histolégica de cancer pulmonar. 2.-
Pacientes con cancer pulmonar de células pequefias. 4.- Pacientes con un segundo primario

Criterios de eliminacion. El estudio no tiene criterios de eliminacion.

Descripcion general del estudio

Se trata de un estudio de cohorte retrospectiva en el cual se solicitard la revision y
aprobacion del estudio por el Comité Nacional de Investigacion por parte de los
investigadores del IMSS. Nuestra institucién es un centro de tercer nivel que realiza el
diagnéstico de cancer pulmonar. Esto es, a través de biopsia, estudio de tomografia
computarizada y clasificacion molecular. Se recolectard informacién sobre todos los
pacientes, incluyendo las caracteristicas demograficas, socioecondmicas, la historia
médica/oncoldgica, la informacién clinica, los métodos de diagndstico y los detalles
patoldgicos. Se registran fechas de cirugia de cancer de pulmén, fecha de diagndstico
histoldgico, fecha de inicio de tratamiento sistémico asi como los tratamientos sistémicos

utilizados (quimioterapia, terapia blanco e inmunoterapia).

Analisis estadistico. Las medidas de centro y dispersion (por ejemplo, media, mediana,
desviacion estandar y amplitud de percentil) se informardn para las variables continuas, y
para las variables categdricas se informardn los resimenes tabulados. Cuando las pruebas
estadisticas son apropiadas, las variables continuas se compararan utilizando pruebas de T
de Student, Wilcoxon, ANOVA o Kruskal-Wallis, segiin corresponda para la distribucion de
la variable y el nimero de grupos considerados. De manera similar, las variables categdricas

se compararan usando la prueba de Chi-cuadrado o la prueba de Fisher.

ASPECTOS ETICOS. Se trata de un estudio riesgo minimo. La informacién recabada estara
resguardada por el Dr Rogelio Trejo Rosales. En ningin momento se divulgara el nombre de
los pacientes. Sdlo el equipo de investigacidn tendra acceso a la informacion clinica y de
patologia asi como a los resultados del estudio. Toda la informacion serd tratada con la

confidencialidad necesaria de acuerdo a los principios de bioética vigentes consignados en



la Ley General de Salud y la Declaracion de Helsinki.

RECURSOS E INFRAESTRUCTURA

El estudio se llevard a cabo en el area de Oncologia Médica. Se solicitaran las laminillas de
revision y/o bloques de parafina para el analisis al departamento de patologia. para
procesamiento de muestras se solicitara financiamiento a través de las convocatorias
correspondientes del Instituto Mexicano del Seguro social. El analisis de resultados se
realizara en el departamento de Oncologia Médica.

El andlisis molecular se realizara utilizando el equipo propio la institucion. El uso del
equipo no tendra costo alguno para la institucion.

El Centro Médico Nacional Siglo XXI es un centro de referencia nacional para la atencion de
pacientes con cancer pulmonar. Se atienden en promedio 4 casos nuevos de cancer
pulmonar por semana, esto es, mas de 200 casos anuales con éste diagndstico. Como se
describe mas adelante, el cancer pulmonar es una de las neoplasias mas comunes en

nuestro pais.

El Hospital de Oncologia Centro Médico Siglo XXI cuenta con los siguientes recursos:

1.- Consultorios

2.- Area de toma de muestras y laboratorio clinico
3.- Area de diagnéstico anatomopatoldgico.

4.- Area de diagnéstico imagenoldgico. Incluye

a) un equipo para tomografia axial computarizada
b) un equipo para resonancia magnética

c) 3 equipos para ultrasonografia

d) un equipo para diagndstico por medicina nuclear
e) 5 equipos para el diagnostico por rayos X

5. Area para la realizacién de broncoscopia.



6.- Area para la preparacién, administracién y vigilancia de reacciones adversas de
quimioterapia

7.- Area de radioterapia y radiocirugia.

a) 5 aceleracion lineales

b) 1 Cyberknife

Resultados. Se realizé el analisis de un total de 1243 pacientes en los que el antecedente de
tabaquismo fue positivo en un 47.7% (n= 665) con indice tabaquico medio de 14.5
paquetes/afio (0.1 a 100 paquetes/afio). Determinamos el antecedente a exposicion de
humo de lefia siendo positivo en el 22.1% (n= 275) de los pacientes con un indice de
exposicion variable (2 a 700 horas/afio). El adenocarcinoma fue la histologia mas frecuente
en 81.7 % de los casos (n=1015). La etapa clinica al momento del diagndstico correspondid
en un 89.3% de los pacientes a EC IV (n=1110).

El estatus de EGFR, ALK y KRAS fue determinado en el grupo de pacientes con
Adenocarcinoma. El estatus para EGFR, ALK, KRAS fue positivo en 18.7%, 2% y 0.1%. El
52.8% de los casos en los que se estudié PD-L1 fue positivo. La expresién mayor al 50 %
estuvo presente en 51.06 % (24 casos). La presencia de mutacion EGFR fue
mayoritariamente en pacientes mujeres (23.8% vs 14% OR 1.9 1C95% 1.39 — 2.61 p<0.0001),
en pacientes con tabaquismo negativo (23.8% vs 14% OR 1.69 IC 95% 1.31 — 2.2 p<0.001) y
en aquellos con exposicién a humo de lefia (19.1% vs 11.1% OR de 1.89 IC 95% 1.25 - 2.58
p=0.004).El tratamiento que recibieron los pacientes con Quimioterapia en 63% (n=784),
terapia blanco molecular con TKI anti EGFR 8.05% (n=105), terapia contra PDL1 en 1.7%
(n=22), mejores cuidados de soporte en 17.9% (n=223), sin diferencias significativas en SLP
y SG.

Conclusiones.
Encontramos asociacién al desarrollo de adenocarcinoma pulmonar con tabaquismo, humo

de lefa. Ademas con respecto al perfil mutacional, se demuestra un porcentaje de
expresion meno EGFR. Ademas, obtenemos informacion importante sobre factores de
riesgo, corroborando mayor expresidn en mujeres, la ausencia de tabaquismo en pacientes

con mutacion y la relacién positiva entre exposicion a humo de lefia y el gen mutado. No se



encontraron diferencias entre los grupos frente a la positividad de la mutacion en Sobrevida
global o Sobrevida Libre de progresion.

EXPERIENCIA DEL GRUPO

El Dr Rogelio Trejo es médico especialista en Oncologia Médica y Neumdlogo oncdlogo. Es
investigador asociado B en el Instituto Mexicano del Seguro Social. Es miembro de Latin
America Oncology Group y ha participado en otros estudios retrospectivos con dicho grupo
colaborativo. El Dr. Trejo Rosales, es investigador asociado B en el Instituto Mexicano del
Seguro social y ha participado previamente en la medicién de respuesta a tratamiento
sistémico en pacientes con neoplasias toracicas dentro de protocolos prospectivos.

El Dr Samuel Rivera Rivera es el jefe de servicio de Oncologia Médica, Centro Médico
Nacional Siglo XXI. Tiene amplia experiencia en estudios clinicos de caracter retrospectivo y
prospectivo.

La Dra. Celene Maritza Pefia Campos, Médico Adscrito al Servicio de Radiologia e Imagen
del Hospital de Oncologia, Centro Medico Nacional Siglo XXI cuenta con amplia experiencia
en el uso de RECIST.

La Dra Jazmin de Anda es patdloga adscrito al Servicio de Patologia de Centro Médico
Nacional Siglo XXl y tiene experiencia en el diagndstico de cancer pulmonar por patologia.
Tiene experiencia en estudios retrospectivos previos.

El Dr Odilén Félix Quijano Castro es Coordinador de Educacién en el Hospital de Oncologia,
Centro Médico Nacional Siglo XXI. Tiene una maestria en Ciencias y amplia experiencia en
estudios clinicos de caracter retrospectivo y prospectivo.

El Dr Oscar Arrieta tiene un doctorado en ciencias médicas. Realizara la recoleccion de datos
de pacientes con Cancer de Pulmdn en el Instituto Nacional de Cancerologia. Tiene amplia
experiencia en estudios prospectivos y retrospectivos.

El Dr Eduardo Sanchez Roman es residente de primer afno de Oncologia Médica y se
encargara de la recoleccién de informacidn. Tiene experiencia en el manejo clinico de

pacientes con cancer pulmonar.



ABREVIATURAS

CP. Cancer de pulmdn

CED. Captura Electrénica de Datos

ECOG. Estern Cooperative Oncology Group

FU. Seguimiento

IMSS. Instituto Mexicano del Seguro Social

IT. Inmunoterapia

LA. América Latina.

NSCLC. Cancer de pulmén de células no pequefias (no microcitico)
OS. Supervivencia global

TB. Terapia blanco

EGFR. Receptor de factor de crecimiento epidermico.

ALK. Cinasa de Linfoma anaplasico.
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ANTECEDENTES
Tendencias epidemioldgicas en cancer de pulmoén

El cancer de pulmdn (CP) es la neoplasia que ocasiona mas muertes por cancer en hombres
y mujeres en cualquier grupo étnico alrededor del mundo. Un 25 % de las muertes por
cancer son atribuibles a esta entidad. La probabilidad de desarrollar CP en pacientes entre
60y 69 afos de edad, mujeres y hombresesde 1 en 54y 1en 70 personas, respectivamente,
mientras que en pacientes de mds de 70 aiios, la probabilidad aumentaalen 16y 1en 21
personas, respectivamente, con lo que claramente la neoplasia se relaciona con la edad

(Figura 1) (2).
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Figura 1. Generalidades de la trascendencia actual del CP

La incidencia del CP depende de variables como la edad, el género, etnia, el estado
socioecondémico y la ubicacidn geografica (2). Las tasas de incidencia han disminuido en las
ultimas décadas, lo cual es mas notorio en el sexo masculino comparado con el femenino,
lo cual refleja diferencias histéricas en el consumo y cese del habito tabaquico en ambos
sexos. (3, 4). Existen diferencias raciales en la etapa al diagndstico, con mas etapas

avanzadas en personas de raza negra cuando se comparan con personas de raza blanca.

Etapas avanzadas de cancer pulmonar



En contraste con otras neoplasias, la mortalidad por cancer de pulmén ha tenido un
descenso lento. En gran medida el mal prondstico de la enfermedad estd dado por la
elevada frecuencia con que es diagnosticada esta enfermedad en etapas avanzadas. La tasa
de supervivencia a 5 afios del 5-18 %. Cuando se comparan hombres y mujeres se observa
un descenso dispar en las tasas de mortalidad por cdncer de pulmdn: en hombres el
descenso entre 1990 a 2015 fue del 45 % y del 19 % entre 2002 y 2015 en mujeres, debido
a disminucion del habito tabaquico (2). Puede observarse en la grafica 1y 2 que la tasa de
muerte por cancer de pulmén en hombres aumentd de forma persistente en el siglo XX. A

principios de la década de 1990 mostré un decremento anual de aproximadamente 1.5 %.

Hombres por sitio de neoplasia
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Grafica 1. Mortalidad por cancer de pulmén en hombres de 1930 a 2015. Tomado de
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Grafica 2. Mortalidad por cancer de pulmén en mujeres de 1930 a 2015. Tomado de

Cancer Statistics. 2009. CA Cancer J Clin 2009; 59;225-249

En un estudio mexicano de 2012 realizado por Meneses y cols, se evidenciaron mayores
tasas de mortalidad en los estados del norte del pais, en contraste con los estados del sur,

diferencia atribuible a los patrones del habito tabaquico (5).

FACTORES DE RIESGO

El papel del tabaquismo

El CP es una enfermedad prevenible en la mayoria de los casos. El 61.2 % de casos con
cancer de pulmén ocurre en ex fumadores, mientras que el 20.9 % de los pacientes
diagnosticados es un fumador actual. Sin embargo, el 17.9 % de los casos de CP se presentan
en personas que nunca fumaron (6). La asociacion del CP con el habito tabaquico fue
establecida en 1964 por el Surgeon General’s Report, con un impacto favorable en salud
publica. La prevalencia de tabaquismo en hombres disminuyd de 51 % a 21.6 % en 2014 en
Estados Unidos. En mujeres la disminucidn fue de 33.3 a2 16.5 %. Aun con ello, se estima que
1,300 millones de personas alrededor del mundo fuman (8,9). Esta adiccidon tiene un
comportamiento descendiente en paises desarrollados, sin embargo se mantiene o incluso
ha aumentado en paises en vias de desarrollo. (4). Se han caracterizado mas de 8000
compuestos en el tabaco y el humo que este produce, de los cuales 70 son clasificados como
carcinégenos segun la International Agency for Research on Cancer. Los mas importantes
son los hidrocarbonos aromaticos policiclicos, las aminas aromaticas, las nitrosaminas
volatiles, aldehidos e hidrocarbonos volatiles, metales (niquel, arsénico y cromo), el
radioelemento 210Po y otros elementos orgdnicos. La pieza clave en las carcinogénesis por
tabaco son los aductos de ADN formados. Estos habitualmente son eliminados por los

sistemas enzimaticos reparadores de bases de ADN. Sin embargo, si estos son ineficientes



o sobrepasados, los aductos de ADN ocasionan codificacion errénea, con mutacién de genes
supresores tumorales como TP53, RASSF1A y FHIT. En este proceso también pueden

intervenir algunos epigenéticos que favorecen la transformacion maligna (10).

Factores de riesgo para CP distintos al tabaco

Exposicion a biomasa, polucion aérea y exposicion a radon

La evidencia indica que la exposicion a biomasa estd ligada al desarrollo de CP. En un
metaanalisis realizado en poblacion china en 2006 se encontré un OR de 2.12 (IC 1.81-2.47)
para desarrollar CP en pacientes expuestos a biomasa. Un estudio realizado en el Instituto
Nacional de Cancerologia por Arrieta et al (11), relaciond la exposicién a biomasa con
adenocarcinoma con mutacion de EGFR. La polucién aérea es uno de los grandes problemas
ecoldgicos de las sociedades modernas. El crecimiento urbano e industrial desmesurado, ha
llevado a que los individuos que viven en grandes ciudades estén expuestos a altas
concentraciones de contaminantes en su vida diaria. La concentracion de estos
contaminantes en el medio ambiente, entre los que se cuentan el ozono, diéxido de
nitrégeno, didxido de azufre y la materia particulada 6 PM (particulate matter) depende del
parque vehicular, las emisiones de fabricas y la direccidn de las corrientes aéreas. Se estima
gue en nuestro pais 38 mil personas murieron entre 2001 y 2005 por enfermedades
relacionadas a la polucién aérea (12). Segun estimaciones de la OMS, la contaminacion del
aire causd 165 000 muertes por cancer de pulmdn a nivel mundial en 2004, de las cuales
108 000 fueron causadas por la contaminacién del aire exterior (13). El estudio mas
importante, por tratarse de un estudio prospectivo, que busca una relaciédn causal entre
polucion aérea y cancer pulmonar es el estudio ESCAPE. Constituye un analisis de 17
cohortes europeas de 9 paises europeos donde se analizaron niveles de PM10, PM2.5 y
oxidos de nitrogeno. La cohorte completa, con mas de 300 mil personas y 2095 casos de
cancer pulmonar, mostré una asociacién estadisticamente significativa de cancer pulmonar

y PM10 (hazard ratio [HR] 1.22 [95% Cl 1.03-1.45]. Para PM2.5 el HR fue de 1.18 (0.96—



1.46). No se encontré asociacién con Oxidos de nitréogeno. Este estudio retrospectivo
evidencid una tendencia a la ausencia de mutaciones sensibilizantes en pacientes

provenientes de zonas de alta polucién medido por PM2.5 (14).

Otro factor de riesgo asociado a CP es la exposicién a raddn. Este es un gas inerte producido
de la desintegracién del uranio y es una causa ambiental importante de CP. El raddn esta
presente en el suelo, las rocas y las aguas subterraneas, y se puede acumular en los hogares.
Los productos de desintegracion del raddn, el polonio 218 y el polonio 214 son capaces de
emitir particulas alfa que son particulas de alta energia y alta masa que consta de dos
protones y dos neutrones que causan mutaciones de bases de ADN y roturas de la cadena
cromosdémica lo cual esta ligado a su potencial carcinogénico. No existe informacidon sobre

la relacién de exposicion a radén y mutaciones sensibilizantes (16).

1.3. CLASIFICACION DEL CANCER DE PULMON

El CP se clasifica en base a las caracteristicas morfoldgicas y de inmunohistoquimica. La
clasificacién mas ampliamente utilizada es la sugerida por la Organizacién Mundial de la

Salud (11). En esta clasificacidn, los grupos histoldgicos incluyen:

- Tumores epiteliales: adenocarcinoma pulmonar y carcinoma epidermoide.

- Tumores neuroenddcrinos: carcinoma de células pequeiias, el carcinoma de
células grandes y los tumores carcinoides.

- Carcinoma de células grandes

- Carcinoma adenoescamoso.

- Carcinomas sarcomatoides

- Carcinomas inclasficables

- Tumores mesenquimales

- Tumores linfohistociticos.



Las histologias epiteliales constituyen las mds frecuentes y pueden agruparse para su
estudio como carcinoma pulmonar de células no pequefias (CPCNP o NSCLC por sus siglas

en inglés).

Por inmunohistoquimica en los adenocarcinomas pulmonares suele observarse una
neoplasia TTF1 (+), Napsina (+) que representan los marcadores mas sensibles y especificos
respectivamente, ademas de elevada frecuencia de CK7 +. Los carcinomas epidermoides

son positivos para p40 y p63 (grafica 3) (16).

Subtipos moleculares del cancer pulmonar de células no pequefias de tipo

adenocarcinoma

En las Ultimas décadas la genética tumoral ha permitido la reclasificacién de CP, con base
en mutaciones key driver especificas. Esto ha ampliado el panorama respecto al
entendimiento del adenocarcinoma pulmonar y al abanico de posibilidades de tratamiento.
Puede observarse la evolucion de la clasificacién del CP en la grafica 4. La clasificacidon
basada en la genética molecular ha probado en algunos estudios en CP elegir tratamientos
dirigidos a blancos moleculares terapéuticos. En algunos casos esto se ha traducido en

mejores tasas de respuesta y de supervivencia libre de progresion y supervivencia global.
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Grafica 3. Subtipos moleculares del CPCNP de tipo adenocarcinoma



Mutaciones de EGFR

El receptor del factor crecimiento epidermoide o EGFR constituye una glucoproteina
transmembrana que esta compuesta por un dominio extracelular amino-terminal para la
unién con ligandos, una hélice transmembrana hidréfoba y un dominio citoplasmatico con
el dominio tirosina quinasa asi como una regién carboxi-terminal con residuos de tirosina y
los elementos reguladores del receptor. En humanos, el gen que codifica el EGFR se
encuentra en el brazo corto (regién p13-p12) del cromosoma 7. Este gen esta compuesto
por 28 exones que ocupan un segmento de 75 kb y codifican a una proteina precursora de
1 210 aminoacidos que posee una corta secuencia lider hidrofébica en su extremo N-
terminal usada para su insercién en la membrana, siendo posteriormente eliminada por
procesamiento proteolitico, Y quedan finalmente 1 186 aminoacidos, los que forman una
sola cadena polipeptidica. EGFR tiene varios ligandos que pueden activarlo, como por
ejemplo el el factor de crecimiento epidérmico (EGF) o el factor transformador de
crecimiento (TGF). Cuando EGFR se une con estos ligandos ocurre una oligomerizacién del
receptor que activa la porcidn tirosina cinasa de la molécula y origina la autofosforilacion
de ambos dominios del receptor. Estas tirosinas fosforiladas sirven como sitios de unién
para diferentes moléculas transductoras de sefales citoplasmaticas. Luego de ello inicia la
cascada de senales intracelulares que tiene como consecuencia proliferaciéon celular,
resistencia a apoptosis, y transcripcidon génica. Las células neoplasicas y las normales
dependen de la seializacidon del EGFR, pero en las células normales ésta sefializacion se
encuentra estrictamente regulada mientras que las células tumorales tienen adiccion a ésta
via (17). Estas mutaciones convierten a la célula mutada en «adicta» a las sefiales del EGFR.
Las mutaciones mas frecuentes son deleciones in-frame de los nucledtidos 9, 12, 15, 18, o
24 en el exdn 19 y mutaciones puntuales CTG/CGG en el exén 21(L858R) (18).

Las mutaciones en el receptor del factor de crecimiento epidermoide (EGFR) se encuentran

predominantemente en el adenocarcinoma pulmonar o carcinomas mixtos pulmonares con



componente de adenocarcinoma. EGFR da inicio a vias de sefializaciéon con implicaciones en

procesos intracelulares como crecimiento celular, proliferacion y movimiento cellular (17).

La frecuencia de la mutacién en los CP de células no pequeias es del 5-35% dependiendo
de la poblacién estudiada. Es mas frecuentes en mujeres, no fumadores, histologia de
adenocarcinoma y raza asiatica. Debe considerarse, sin embargo, estos marcadores clinicos
tienen una insuficiente sensibilidad y especificidad; su presencia o ausencia no selecciona o
excluye candidatos a determinar la presencia de mutaciones para EGFR (17).

Cerca del 75% de los pacientes con mutacién en el gen del EGFR responde al tratamiento
con anti EGFR, mientras que entre los no mutados solo responde un 10%. La mutacién de
EGFR corresponde a un marcador predictivo, sin embargo no prondstico. Es recomendable
realizar estudio molecular para EGFR en todos los pacientes con adenocarcinoma pulmonar
y tumores pulmonares mixtos con componente de adenocarcinoma que puedan ser

candidatos a tratamiento con terapia blanco anti EGFR (19-21).

Diferentes series han demostrado una mayor sensibilidad y mejor correlacién con la
amplificacién cuando la expresién del EGFR se analiza utilizando los kits Zymed EGFR kit
(clona 31G7) y Dako EGFR pharmDx kit (clona 2-18C9) que con otros anticuerpos

En los ultimos afos se han desarrollado anticuerpos especificos que reconocen las proteinas
codificadas por las formas mas frecuentemente mutadas del EGFR (L858R y DEL E746-
A750). Las series mas recientes muestran una sensibilidad aceptable 47-83% y una alta
especificidad, cercana al 100%. Estos estudios indican una mayor sensibilidad y

especificidad para el anticuerpo especifico para la mutacién L858R (22,23)

En un estudio realizado en nuestro pais en el Instituto Nacional de Cancerologia se encontré
asociacién a exposicidon a humo de lefia con esta mutacidn sensibilizante. Pueden
observarse las caracteristicas de los pacientes en la tabla 1. Como es notorio, la frecuencia

de mutacién de EGFR en CP de tipo adenocarcinoma resultd mas elevada comparada con



lo reportado en poblacién anglosajona y con mayor similitud a lo reportado en poblacién

asiatica (11).

No tabaquismo 40.8 vs21.1% <0.001

vs tabaquismo

Adenocarcinoma 35.7 vs 13.9% <0.001
vs otras

histologias

Mujeres vs 38.3vs 22% 0.001
hombres

Exposicién a 50.8 vs19.8% <0.001

humo de lefia vs

no exposicion

Tabla 1. Factores relacionados con mutacion de EGFR

El tipo de mutacién encontrada se resumen en la tabla 2.

Delecion 19 63%
Mutacidn exén 21 26 %
Mutacion exon 20 8.4 %

Mutaciones complejas 9.2%



Exon 18 9.2%

Tabla 2. Tipo de mutacion encontrada en poblacion mexicana.

Algunos estudios han demostrado mayor frecuencia de mutacidn de EGFR en pacientes con
tumores bien diferenciados cuando se les compara con tumores poco diferenciados.

Un estudio realizado en China demostrd en 60 especimenes de adenocarcinoma de pulmdn
frecuencia de 33.3 % de mutacidn de EGFR en tumores bien diferenciados vs 12.12 % en
tumores pobremente diferenciados (P=<0.05). Sin embargo existe evidencia de una

frecuencia significativa en tumores de alto grado (18).

Métodos de extraccion de ADN para busqueda de mutaciones de EGFR

Practicamente cualquier muestra con células tumorales que haya sido procesada de manera
adecuada es susceptible de analisis y tiene el potencial de dar resultados satisfactorios. Las
técnicas citoldgicas, con menor cantidad de células, tienen el riesgo de mayores falsos
negativos.

En el mercado existen multiples métodos de extraccion de ADN disponibles y que son
aplicables a muestras fijadas en formol e incluidas en parafina. Estos métodos son validos
si proporcionan un ADN de calidad y concentracién adecuada (por encima de 15 ng/ml). Los
métodos robotizados (Qiacube o Magnapure, por ejemplo) proporcionan un ADN de menor
concentracion que los métodos in house. Para muestras sélidas incluidas en parafina se
recomienda una extraccién manual basada en proteinasa K a una concentracion de 20
ng/ml y solucién detergente tipo Tween20 al 50% en estufa o bafio a 55°C durante 24h,
seguido de hervido a 100°C y centrifugaciéon a 12.000 rpm, tras lo cual se extrae la fase
liquida con el ADN en suspension. Cualquier método que proporcione un ADN medido en
espectrofotémetro, nanodrop o similar por encima de 15 ng/ml es susceptible de ser

aceptado y, por tanto, de analisis molecular de calidad (24).

Técnicas para busqueda de mutaciones de EGFR



En la actualidad existen diversas técnicas de laboratorio que permiten el analisis de
mutaciones en el gen EGFR, si bien la mayoria de ellas se centran en procesos basados en
la amplificacion del ADN utilizando PCR.

En la mayoria de laboratorios donde actualmente se realizan las determinaciones del EGFR,
las técnicas utilizadas son las siguientes: secuenciacién automadtica, Scorpion Amplification
Refractory Mutation System (SARMS), PNA-LNA clamp y pirosecuenciacion

Existen otras formas de llevar a cabo estos andlisis, como son plataformas Sequenom,

basadas en tecnologia «MassArray», e incluso otras plataformas mas sofisticadas (25-28).

Secuenciacidon automatica

De todas las técnicas, ésta es la que tiene menor sensibilidad. Para aumentar al maximo la
sensibilidad, es necesario macro o microdisecar las muestras sujeto de andlisis, de forma
qgue al menos el 80% de las células deben ser de origen tumoral. De esta forma, puede
disminuir el porcentaje de falsos negativos.

Es altamente recomendable utilizar doble secuenciacidn, es decir, hacer la reaccién de
secuenciacion tanto de forma directa como invertida (secuenciacion en forward y reverse),
para lo que es necesario disponer de un secuenciador automatico.

Para la lectura de las secuencias pueden utilizarse programas informaticos que detectan
automaticamente cualquier cambio en la pauta de lectura a partir de una secuencia
consenso o wild type, aunque debido a la sensibilidad de esta técnica se recomienda hacer
un anadlisis manual de las secuencias. De esta forma se podran detectar algunas mutaciones

gue de forma automatica no se detectarian.

Scorpion Amplification Refractory Mutation System (SARMS)

Se basa en la combinacién de dos técnicas: las sondas Scorpions y una amplificacidn
refractaria para la deteccion de mutaciones. El procedimiento de laboratorio requiere un
equipo de PCR capaz de detectar en tiempo real la reaccion con PCR en funcion de la

fluorescencia que se va generando en cada ciclo con el uso de sondas fluorescentes. Esta



técnica tiene la ventaja de su alta sensibilidad. Precisa un equipo de PCR en tiempo real.
Esta técnica permite solamente detectar las mutaciones especificas para las que esta
disefiado el ensayo. Actualmente, existe un kit comercial de la compafiia DxS (Qiagen) para

la deteccidn de las mutaciones mas frecuentes.

PNA-LNA clamp

Esta técnica se basa en una reaccién de PCR junto a un oligotipo PNA (acido nucleico
peptidico) o LNA (acido nucleico bloqueado) disefiado sobre la secuencia nativa, lo cual
favorece la deteccién de las secuencias no bloqueadas o inhibidas por este tipo de cebador,
incrementando la sensibilidad en la deteccién de las mutaciones para las cuales estd
disefiado el ensayo. La ventaja clara es el incremento en la sensibilidad de la técnica. Sin
embargo, como contrapartida, es una técnica dirigida a mutaciones concretas y requiere

experiencia en el procedimiento. Es necesario disponer de un equipo de PCR en tiempo real.

Pirosecuenciacién

Constituye un método de secuenciacion de ADN basado en el principio de la secuenciacién
por sintesis. A diferencia del procedimiento de Sanger, donde la terminacién de la cadena
se lleva a cabo con la incorporacion de dideoxinucledtidos, en la pirosecuenciacion la
deteccidn se basa en la liberacidn del pirofosfato cuando se produce la incorporacién de un
nucledtido mediante la ADN polimerasa. El pirofosfato liberado es convertido en ATP por la
ATP sulfurilasa en presencia de adenosina-5’ fosfosulfato. El ATP formado permite la
conversidon de luciferina en oxiluciferina, produciéndose luz que es proporcional a la
cantidad de ATP generado. La ventaja que presenta es que permite detectar cualquier
cambio de secuencia igual que la secuenciacidn gendmica estandar pero con una mayor
sensibilidad. Requiere un equipamiento especial, un software dedicado y experiencia en la

técnica. Recientemente se ha comercializado un EGFR pyro kit (Qiagen (29-35)).

Resistencia a tratamientos antiEGFR



La forma habitual de progresion estd representada por la mutacién T790M, que
corresponde al mecanismo de resistencia en el 60 % de los casos. Este mecanismo de
resistencia ha motivado la creacidn de medicamentos dirigidos contra la mutacién T790M,
conocidos como anti EGFR de tercera generacién. Ademas, se ha buscado bloquear vias de
sefializacién paralelas como mTOR. Esta via tiene un papel importante en la regulacién de
la proliferacién celular, supervivencia y mecanismos de angiogenesis. También se le ha
relacionado como un mecanismo de resistencia a tratamientos antiEFGR. En lineas celulares
sensibles como en resistentes, el inhibidor de mTOR everolimus, reduce la expresién de

EGFR (23).
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Grafica 5. Mecanismos de resistencia en adenocarcinoma pulmonar con mutacion de

EGFR

El rearreglo de ALK

La Cinasa de Linfoma anaplasico (ALK), se trata de un oncogen de fusién que constituye del
4-7%, del total de los adenocarcinomas pulmonares y que implica la inversion del brazo
corto del cromosoma 2 y afecta a los genes que codifican para ALK (2p23.2) y la proteina 4
asociada al microtubulo del equinodermo (EML4) (2p21) o, raramente, a los genes en otros
cromosomas. Este oncogen fusiona los exones 1-13 del EML4 (Proteinas similares asociadas

a microtubulos) e implican la parte del extremo N-terminal del gen EML4 y el dominio de



cinasa en la parte C-terminal del gen ALK. (36,37) El producto proteico tiene una cinasa
constitutivamente activa de ALK puestto que el dominio basico del gen EML4 proporciona
un mecanismo para la dimerizacion de la nueva proteina quimérica. Existen multiples
variantes quiméricos y se han identificado numerosas variantes de reordenamiento del gen
de fusiéon EML4-ALK en los diferentes tipos de CP (38,39).

La reordenacion génica implica una inversién y translocacién cromosdmica, la hibridacién
in situ fluorescente (FISH) es el método elegido para la deteccion de todas las formas de
reordenamiento del gen ALK, y fue el ensayo utilizado para detectar esta aberracion
genética en los primeros ensayos clinicos del inhibidor de ALK, crizotinib. La deteccidn de
ALK con la inmunohistoquimica (IHC) es viable teniendo en cuenta su bajo costo y su alta
reproducibilidad, sensibilidad y especificidad, las IHC se conciben para los pacientes con
carcinoma de pulmén de células escamosas en combinacién con la prueba FISH y que se

utiliza para confirmar los resultados positivos de la IHC (40).

Este gen de fusién lleva a la activacién de mecanismos de supervivencia y proliferacion

celular.

El rearreglo de ALK se encuentran predominantemente en el adenocarcinoma pulmonar o
carcinomas mixtos pulmonares con componente de adenocarcinoma. El rearreglo de ALK
es mas frecuente en adenocarcinomas con histologia sdélida o con células en anillo de sello,
en estudios occidentales, sin embargo estos hallazgos no se han descrito para pacientes
asiaticos. Pacientes nunca fumadores y jovenes tienen mayor prevalencia del rearreglo de
ALK. Identificar estos grupos de pacientes en la practica clinica diaria permite reconocer
aquellos susceptibles de tratamiento dirigidos altamente efectivos y que son administrados
via oral a diferencia de la quimioterapia tradicional, contra la cual han mostrado ser
superiores en términos de supervivencia libre de progresidn. Estas caracteristicas clinicas
sin embargo no son lo suficientemente especificas ni sensibles como para considerarlas
determinantes para elegir o excluir los pacientes candidatos para la determinacion de este

rearreglo genetico.



La guia CAP/IASLC/AMP sugiere que las pruebas de ALK se hagan sdlo a los pacientes con
adenocarcinoma y CP mixto con un componente de adenocarcinoma en muestras de CP
completamente extirpadas. La prueba ALK también se recomienda para muestras limitadas,
como las muestras de biopsia y de citologia, cuando no se puede excluir por completo el

componente de adenocarcinoma (41-44).

Muestras apropiadas para busqueda de ALK

Al igual que fue mencionado con las pruebas para EGFR, en el caso de la busqueda de este
gen de fusion, lo mds importante es el nimero de células disponibles en el tejido a analizar.
Si la cantidad de células es suficiente, la prueba puede ser llevada a cabo en tejido sélido y
en citolégicos. El nimero de células tumorales necesarias para la determinacién
inmunohistoquimica de la proteina ALK aun no estd definido. Para la técnica FISH se
requiere un minimo de 50 células tumorales. Existen diferentes enfoques para las muestras
de frotis citoldgico, pero el mds adecuado con las muestras de citologia es generalmente el
bloque celular. Como regla general, los tumores con un didmetro de 3cm o menos deben
ser procesados en su totalidad. Se recomienda la fijacién por inmersiéon, o cuando
corresponda, por insuflacion, con formaldehido tamponado al 10%. La prefijacion con
algunos fijadores a base de alcohol puede alterar la antigenicidad del tejido o la integridad
del DNA. Las soluciones descalcificadoras acidas utilizadas en muestras de biopsia ésea
pueden interferir con la IHC y alterar la prueba FISH. Se recomienda un periodo de fijacion
de mas de 6 horas y menos de 48 horas, especialmente cuando se tengan que hacer pruebas
de biomarcadores (para las que la integridad del DNA es importante. Un defecto o un exceso
de fijacidon pueden tener efectos nocivos en el DNA y sobre los epitopos de una proteina

antigénica.

La sonda FISH de rotura (o break-apart) fue originalmente desarrollada para la deteccién de
fusio- nes de genes creados por translocaciones intracromosomales. FISH break-apart es un
método de diagnéstico fiable en la patologia quirdrgica, ya que es facilmente aplicable a

especimenes FFPE, incluso cuando no se conocen las parejas exactas de fusiéon. Las sondas



FISH ALK break-apart se han incorporado con éxito en la practica habitual de diagnéstico de
linfomas y de los tumores mesenquimales, y el descubrimiento del reordenamiento de ALK
en un subgrupo raro de CPCNP amplid su aplicacion. Sin embargo, en este Ultimo escenario,
la prueba FISH se ha enfrentado a complicaciones inesperadas, principalmente debido a que
las variantes comunes de fusidn se producen entre ALK (2p23.2) y el gen situado muy cerca
de EML4 (2p21) a través de inversiones intracromosomales. Rara vez el gen ALK se fusiona
con otros genes por translocacion intracromosomal. Por lo tanto, la técnica FISH break-
apart para detectar el reordenamiento del gen ALK, se debe realizar prestando mucha
atencidn a los aspectos técnicos y a la interpretacién de los resultados. Las zonas gendmicas
homdlogas a las sondas 5' y 3' estdn molecularmente muy cercanas y estas sefales se
visualizan como fusionadas, préximas o adyacentes en las células normales. Por el contrario,
cuando el gen de fusién EML4-ALK estd presente, la sefial verde de 5' ALK se aleja bastante
de la sefial roja de 3' ALK (aproximadamente 12,5 Mb), y las sefiales se ven como si
estuvieran divididas. En realidad, las sefiales 3' y 5' se pueden visualizar o muy alejadas o
muy préximas entre si en las células huéspedes tumorales anormales debido a diversos
grados de condensacidn y reordenamientos tridimensionales de la cromatina. Del mismo
modo, debido a la proximidad de EML4 y ALK, la divisién puede ser tan estrecha que las
sefiales pueden parecer fusionadas en el reordenamiento ALK. Ademads, esta regién
gendmica parece ser altamente inestable, y las regiones homélogas a una de las sondas se
pueden perder, y por consiguiente, la sefial correspondiente también. Como resultado,
cada célula tumoral puede mostrar una variedad de combinaciones de senales de co-

localizacion 5'-3' ALK o senales aisladas de 5' o 3' ALK.

Se considera que una célula tiene un patrén normal (ALK negativo) cuando las sefiales 5'y
3' se fusionan. Cualquier separacion entre las sefiales 5'y 3' por una distancia de menos de
dos didmetros de sefial debe ser clasificada como patrén fusionado. El nUmero de sefiales
fusionadas 5'-3' por nucleo tumoral no es relevante para la clasificacion segun estos

patrones.



Se considera que una célula tiene un patrén dividido (ALK positivo) cuando las sefiales 5'y
3' estan separadas, sin importar el nimero de sefiales aisladas reales. La separacién entre
las sefales de 5'y 3' debe ser dos 0 mas veces el diametro de la sefial mas grande. El nimero
de sefales aisladas 5' y 3' no necesita ser el mismo, por ejemplo, una célula con dos copias
de la sefial aislada 5' y tres copias de la sefial aislada 3' se clasifica como patrdn dividido. El
numero de senales fusionadas 5'-3' acompafnantes en la célula no es relevante para la
clasificacidn de patrones. Patron aislado 3' (positivo). Se considera que una célula tiene un
patrén aislado 3’ cuando sélo estdn presentes las sefiales aisladas 3' y no hay ninguna sefial
5' aislada. Cuando una célula tiene tanto sefiales aisladas 3' como 5', con mas sefiales 3' que
5', la clasificacidn correcta es la de patrén dividido, y no la de patrén aislado 3'. El nUmero

de sefiales fusionadas acompafiantes no es relevante para la clasificacion de patrones.

Aunque la sonda FISH break-apart se ha utilizado como norma general para el diagndstico
de céncer de pulmoén ALK-positivo, sigue siendo dificil evaluar la verdadera sensibilidad y
especificidad de la prueba. La mayor discordancia entre FISH y otras modalidades surge
debido a razones técnicas. Sin embargo, FISH puede generar verdaderos resultados falsos
positivos o falsos negativos, que pueden tener un impacto significativo en el manejo de la
enfermedad. Los resultados falsos positivos son especialmente dificiles de demostrar,
principalmente debido a la limitada sensibilidad bien conocida de la RT-PCR y la IHC. Sin
embargo, hay algunos indicios clinicos de que un diagndstico basado en resultados de FISH
predice la respuesta al tratamiento con un inhibidor de ALK con menos exactitud que una
combinacién de FISH, IHC y RT-PCR, y los casos clinicamente discordantes raramente
incluyen verdaderos falsos positivos con los resultados de FISH.

Las nuevas tecnologias, como la secuenciacidn masiva en paralelo en todo el genoma,
pueden ayudar a demostrar la existencia de resultados falsos positivos de FISH. Por el
contrario, algunos casos de resultados falsos negativos de FISH estdn bien documentados
en la literatura. En tales casos, los patrones de sefiales FISH atipicos pueden o no ser vistos.

Los mecanismos gendmicos subyacentes a los resultados falsos negativos de FISH no han



quedado completamente claros, pero cabe la posibilidad de que los complejos

reordenamientos genéticos e inserciones cripticas puedan contribuir a ello. (40-44)

CURSO CLINICO.

El 60% -70% de los pacientes con NSCLC padecen enfermedad en estadio Ill o IV
(enfermedad avanzada) y, en general, la mayoria de los pacientes que presentan signos o
sintomas clinicos debidos al cdncer de pulmdn tienen una enfermedad avanzada. Las
manifestaciones de presentacién mds comunes son las siguientes:

Tos: 50 a 75 por ciento

Hemonptisis: 25 a 50 por ciento

Disnea: 25 por ciento

Dolor de pecho: 20 por ciento

Las manifestaciones menos comunes incluyen los signos y sintomas o anomalias de
laboratorio de metdstasis a distancia o sindromes paraneoplasicos. Cuando cualquiera de
estas manifestaciones estd presente en un paciente con sospecha de cancer de pulmén,
deben impulsar pruebas adicionales. El cancer de pulmdn siempre debe sospecharse en un
fumador actual o exfumador con nueva aparicidon de tos o hemoptisis. Tanto el cdncer de
pulmoén de células no pequeias (NSCLC) como el cancer de pulmdn de células pequefias
(SCLC) pueden presentarse con sintomas similares, y pocas caracteristicas clinicas los
distinguen de manera confiable entre si. Las caracteristicas que sugieren SCLC incluyen
sintomas de progresidon rdpida y la presencia de sindromes paraneopldsicos (p. Ej.,
Sindrome de hormona antidiurética inapropiada), metdstasis mediastinica multiestacion
voluminosa, sindrome de la vena cava superior y metdstasis dseas y cerebrales. Por el
contrario, el sindrome de Pancoast y la hipercalcemia se encuentran con mayor frecuencia
en pacientes con NSCLC.(3, 4, 7)

La diseminacion metastasica puede resultar en los sintomas de presentacion o puede

ocurrir mas tarde en el curso de la enfermedad. (10)



Los sitios mds frecuentes de metastasis a distancia son el higado, las glandulas
suprarrenales, los huesos y el cerebro.

Las metdstasis hepaticas sintomaticas son poco frecuentes en las primeras etapas del curso
de la enfermedad. Las metastasis hepdticas asintomadticas pueden detectarse en el
momento de la presentacién mediante anomalias de las enzimas hepaticas, TC o tomografia
por emisidn de positrones (PET). Entre los pacientes con CPCNP resecable en el térax, se ha
identificado evidencia de metastasis hepatica en la TC en aproximadamente el 3% de los
casos (16).

La metastasis del cancer de pulmdn a los huesos suele ser sintomatica. El dolor en la
espalda, el pecho o las extremidades y niveles elevados de fosfatasa alcalina sérica suelen
estar presentes en pacientes con metdstasis 6sea. El calcio sérico puede estar elevado
debido a una enfermedad ésea extensa. Aproximadamente el 20 por ciento de los pacientes
con NSCLC tienen metdstasis 6seas en la presentacion. Suprarrenales: las glandulas
suprarrenales son un sitio frecuente de metdstasis, pero estas metdastasis rara vez son
sintomaticas. Las manifestaciones neuroldgicas del cdncer de pulmdn incluyen metastasis y

sindromes paraneopldsicos.

Los sintomas de la metdstasis del sistema nervioso central son similares a los de otros
tumores e incluyen dolor de cabeza, vomitos, pérdida del campo visual, hemiparesia, déficit
de pares craneales y convulsiones. En pacientes con NSCLC, la frecuencia de metastasis
cerebral es mayor con el adenocarcinoma y menor con el carcinoma de células escamosas.
El riesgo de metastasis cerebral aumenta con el tamafio del tumor primario mas grande y

la presencia de compromiso de los ganglios regionales. (18, 19).

FACTORES PRONOSTICOS

La estadificacidon del cancer es uno de los factores prondsticos mas reproducibles. Segun el
estadio clinico, las tasas de supervivencia a los 5 afios oscilan entre el 50% para el estadio
lay el 2% para el estadio IV mientras que, si se utiliza el estadio patolégico, se observa una

supervivencia del 73% a los 5 afios para el estadio la disminuyendo a 13% para estadio IV.



El estadio es una poderosa variable de prondstico que resume la informacién incluida en los
tres factores separados: T, N y M. Por supuesto, tomados por separado, estos factores son
factores de prondstico: un tamano creciente del tumor empeora el prondstico y la
afectacion de los ganglios linfaticos es per se un factor importante. Caracteristica prondstica
que también incide en la posibilidad de tratamiento quirdrgico (la afectacion de N3 es
generalmente una contraindicacién para la cirugia). La diseminacién pleural es una
caracteristica de prondstico negativo y, a partir de la séptima edicién, un paciente con
diseminacion pleural ahora se considera M1a [7]. En pacientes metastasicos, un solo sitio
metastdsico es menos perjudicial que las metdstasis multiples [8].

El segundo factor prondstico mas reproducible es el estado funcional medido en la escala
de Karnofsky o en la escala del Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG), aunque su
valor se ha demostrado principalmente en pacientes no resecados.Por lo tanto, algunos
autores han argumentado que la quimioterapia para pacientes en estadio IV deberia
limitarse a pacientes con un estado funcional ECOG 0 o 1 [9]; sin embargo, otras
publicaciones sugieren que algunos pacientes con PS 2 también pueden beneficiarse del

tratamiento [10].

La histologia puede desempeiiar un papel en el resultado: un gran estudio de poblacién
noruega (n = 3211 pacientes resecados) sugirid que el adenocarcinoma y la histologia de
células grandes podrian tener un peor prondstico. Un equipo australiano mostré en una
serie retrospectiva de 210 pacientes resecados con adenocarcinoma (estadio I-lll) que el
subtipo podria ser de importancia prondstica con muy buen prondstico para el
adenocarcinoma in situ, el adenocarcinoma minimamente invasivo y el adenocarcinoma
con predominio lepidico, mientras que el adenocarcinoma con predominio micropapilar y
sélido con adenocarcinomas con predominio de mucina podria estar asociado con una

supervivencia particularmente pobre [13].

Se ha sugerido que las siguientes caracteristicas se asocian con un prondstico mas

favorable: estado normal de p53 ; sin expresion de EGFR; recuento bajo de microvasos; baja



expresion de VEGF; sin sobreexpresion de c-erbB-2 con un efecto posiblemente restringido
a la histologia no escamosa; Expresion de Bcl-2; baja expresidon de KI67; ausencia de
mutacion KRAS [26]; Positividad TTF-1; alto nivel de expresion de p16, expresion de ERCC1
baja o nula (CPCNP avanzado tratado con quimioterapia a base de platino); baja expresién
de B-tubulina de clase lll, en pacientes resecados; baja expresién de survivina, sélo en

pacientes resecados.

Con respecto a los inhibidores de tirosina quinasa (TKI) dirigidos al EGFR, como gefitinib y
erlotinib, en estudios realizados inicialmente, el subgrupo de pacientes que se benefician
en términos de supervivencia libre de progresion de los inhibidores de la tirosina quinasa
fueron aquellos con mutaciones somdticas en el gen EGFR (exones 19 y 21). Estudios
adicionales, ya sea andlisis de subgrupos de los primeros ensayos aleatorizados o ensayos
aleatorizados que hayan utilizado un disefio de enriquecimiento (es decir, un disefio en el
gue solo los pacientes que albergan la caracteristica predictiva son elegibles para el ensayo)
han demostrado sin duda que los pacientes con mutacion EGFR se benefician de los
inhibidores de la tirosina quinasa en términos de supervivencia libre de progresion, aunque
el beneficio sobre la supervivencia general es menos claro. Por tanto, el EGFR se ha
convertido en la primera diana molecular en el cancer de pulmén de células no pequenas

avanzado que definitivamente es de utilidad clinica.

TRATAMIENTO DEL CANCER PULMONAR AVANZADO

En las ultimas dos décadas hemos visto la transicién de tratamientos no personalizados de
tipo quimioterapia citotoxica a terapias dirigidas a sitios puntuales de vias de sefializacién
celulares, esto es, terapia blanco (TB), para posteriormente volver a tratamientos no
personalizados que activan a las células T para que sean éstas las que tengan un efecto
sobre las células neoplasicas, esto es, la inmunoterapia (IT). La IT no solo difiere en los
mecanismos de accion sino también en el perfil de reacciones adversas que requieren
monitoreos especiales y conocimiento por el personal que trabaja con enfermos con cancer.

El objetivo del tratamiento en pacientes con CP avanzado es mejorar la calidad de vida y



extender la supervivencia. En este sentido, un metaanalisis con mas de dos mil pacientes
mostrd que existe un beneficio del 7 % en supervivencia a 1 afio en pacientes que reciben
guimioterapia comparado contra mejores cuidados de soporte. Los estudios con dos drogas
de quimioterapia, que en CP incluyen siempre un platino, muestran tasas de respuesta de

la enfermedad que van del 17 al 32 %.

Papel de la quimioterapia

En pacientes con CPCNP etapa clinica IV de estirpe adenocarcinoma el esquema de platino
mas pemetrexed es superior a otros esquemas de quimioterapia basados en platinos. Un
meta analisis de 4 ensayos clinicos aleatorizados comparo la eficacia y toxicidad de la
combinacidn con platino mas pemetrexed en primera linea de tratamiento. Para el andlisis
de resultados de acuerdo con histologia se incluyeron solamente 3 ensayos clinicos (1 792
pacientes). La combinacion platino mds pemetrexed se asocié significativamente con
beneficio del 13% en SG comparado con otros esquemas de quimioterapia basados en
platinos (HR=0.87, IC 95% 0.77 — 0.98, p=0.02, 1>’=14%) En un andlisis preestablecido de un
ensayo clinico, fase lll, aleatorizado de no inferioridad que comparé la combinacién de
cisplatino mas pemetrexed vs cisplatino gemcitabina se demostrd la superioridad de

cisplatino mas pemetrexed en pacientes con histologia de adenocarcinoma (47-49)

Tratamiento dirigido por alteraciones moleculares

Tratamiento de adenocarcinoma pulmonar con mutacion de EGFR

El desarrollo de la TB tiene como premisa que el CP es una enfermedad heterogénea,
subcategorizada por mutaciones driver que predicen respuesta a TB. Las mutaciones mas

importantes por su frecuencia son EGFR y ALK.
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Figura 2. Tratamiento de CP con TB

Los estudios iniciales que utilizaron TB en CP como una enfermedad homogénea fallaron.
Sin embargo, un estudio de 2004 mostrd por primera vez mejores desenlaces oncoldgicos
en pacientes con mutaciones somaticas en el exén 19 y 21, ubicadas en el dominio tirosin
cinasa del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) tratados con TB (20). Estudios fase llI
realizados posteriormente mostrarian superioridad de las tres principales terapias blanco

(gefitinib, erlotinib y afatinib) contra EGFR sobre la quimioterapia convencional (tabla 3)

(22-24).

ESTUDIO MN=
{(EGFR)

IPASS Gefitinib vs CBP- 261 71.2% vs 47.3% 9.5 vs 6.3

(2009) PACLI

WITOG Gefitinib VS CDDP- 172 62.1% vs 32.2 % 9.2 vs 6.3

3405 DOCE

(2010)

MNEJGSGO0 Gefitinib vs CBP- 224 73.7% vs 30.7% 10.8 vs 5.4

2 PACLI

EURTAC Erlotinib vs CDDP- 173 58.1% vs 14.9% 9.7 vs 5.2
DOCE

OPTIMAL Erlotinib vs GMZ- 154 83% ws 36% 13.7 vs 4.6
CBP

LUXLUNG  Afatinib vs CDDP- 345 56% ws 23% 11.1 vs 6.9

3 PEMETREXED

LUXLUNG  Afatinib vs GMZ- 364 66.9% vs 23% 11.0 vs 5.6

6 CDDP

Tabla 3. Resumen de los tratamientos anti EGFR en adenocarcinoma pulmonar

comparado con quimioterapia clasica



En base a estos estudios la terapia antiEGFR se establecié como el tratamiento estandar en
pacientes con CP metastasico con las mutaciones descritas tomando no solo en cuenta los
mejores desenlaces oncolégicos sino también el mejor perfil de toxicidad, con menos
reacciones adversas hematoldgicas, neuropatia, fatiga y alopecia. La mutacion de EGFR esta
presente en el 33.2 % de la poblacidn mexicana, en el 15 % de la poblacién anglosajona y
40 % de la poblacidn asiatica. El fenotipo cldsico pero no definitivo de pacientes con esta
mutacion es de mujeres, no fumadoras, de origen asidtico con histologia de
adenocarcinoma. Existen mutaciones en el receptor de EGFR que confieren resistencia a la
TB convencionales de primera y segunda generacion (gefitinib, erlotinib y afatinib).
Particularmente importante es la mutacién T790M en el exén 20 de EGFR que predice falta
de respuesta a estos farmacos. Para superar la resistencia conferida por esta mutacién, se
cuenta ahora con un farmaco activo de tercera generacién, osimertinib, que ha mostrado

ser activo tanto en primera como segunda linea de tratamiento (23).

En una revision sistematica con 96 estudios aleatorizados que utilizé las bases de datos de
MEDLINE y EMBASE, en primera linea de tratamiento, mostré evidencia de alta calidad en
el uso de anti EGFR como gefitinib, erlotinib, afatinib, dacomitinib e icotinib en pacinetes
con mutaciones sensibilizantes de EGFR. Los anti EGFR se asociadon a una mayor
probabilidad de tasa de respuesta, mayor probabilidad de supervivencia libre de progresion

y mayor calidad de vida. (50)

Tratamiento para CPCNP de tipo adenocarcinoma con mutacion de ALK y otras mutaciones

menos frecuentes

Para los pacientes con adenocarcinoma de pulmdn con mutacién de ALK, presente en el 2-
7 %, crizotinib, alectinib y ceritinib han mostrado mejores desenlaces oncolégicos sobre la
guimioterapia convencional y constituyen en la actualidad la primera linea de tratamiento.
Basados en el estudio ALEX, alectinib supera en términos de desenlaces oncolégicos a

crizotinib (51,52).
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1 linea

343

SLP 7.7 vs 3 meses
TR 65 vs 20 %
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TR 74 vs 45 %



JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

El cdncer de pulmdn de células no pequefias (CPCNP) es la neoplasia que ocasiona mas
muertes por cancer a nivel mundial en hombres y mujeres. La mayoria de los casos son
diagnosticados en etapas avanzadas, donde la posibilidad de cura es nula con una
supervivencia a 5 afios del 5 %. El CPCNP ha sido categorizado cldsicamente a través de los
hallazgos morfolégicos y de inmunohistoquimica que el patélogo reporta en
adenocarcinoma, cancer epidermoide, cancer de células pequefias y cancer de pulmén de
células grandes. El CPCNP metastdsico mds frecuente es el adenocarcinoma pulmonar. En
la actualidad es posible clasificar el CPCNP metastasico de tipo adenocarcinoma en base a
la presencia de mutaciones que conducen a la cascada de eventos moleculares que
conforman la carcinogénesis. Esta clasificacion, basada en la genética tumoral, ha mostrado
disecar en multiples subgrupos al CPCNP, mismos que pueden ser susceptibles de
tratamientos oncoldgicos especificos, denominados terapia blanco. El CPCNP con mutacion
de EGFR es el prototipo de neoplasia pulmonar donde podria considerarse evaluar la
posibilidad de tratamientos basados en la genética molecular. La mutacidn de EGFR es la
alteracion accionable mas frecuente en pacientes con CPCNP, muy por arriba de la
frecuencia de el rearreglo de ALK. Ademas, existe informacién en poblacién
latinoamericana que sugiere una frecuencia de mutacién de EGFR mayor comparada con
poblacién anglosajona. Ademas la respuesta clinica en pacientes que presentan estas
mutaciones ha conferido en los portadores un aumento en la sobrevida global con un
aumento en la mediana del mismo de hasta 54 meses en comparacién con el tratamiento
mediante quimioterapia, en pacientes sin mutaciones, quienes cuentan con un pedioso de

9 meses, donde relevancia a la determinacién de estas mutaciones.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Conocer la frecuencia de CPCNP metastasico (etapa IV) de tipo Adenocarcinoma con
mutacion de EGFR y ALK permitiria una caracterizacidon basada en la genética molecular. En
la actualidad, las clasificaciones de las neoplasias malignas tiende a ir mas allad de la
descripcién morfoldgica y de marcadores de inmunohistoquimica, estrategia que ha
permitido encontrar subgrupos de pacientes que se benefician de tratamientos altamente
selectivos. En la actualidad los estudios que evalian la genética molecular de CPCNP
metastdsico en poblacién mexicana e incluso latinoamericana son escasos. Este
entendimiento profundo de la biologia tumoral pulmonar puede conducir a estudios
futuros para crear mejores estrategias de diagndstico y tratamiento.

El panel ideal de genes blanco se expande y es necesario realizar la determinacion de estas
alteraciones genéticas para lograr identificar una diana terapéutica que permita ofrecer un
tratamiento personalizado. Esta identificacion del blanco terapéutico especifico ideal para
cada paciente ha derivado en un aumento en la supervivencia global reportada con una
mediana de hasta 54 meses, lo cual contrasta con la informacién que se lograba con
guimioterapia basada en platino que era de tan sélo nueve meses. De esta forma, la
determinaciéon de la respuesta al tratamiento dirigido y el tratamiento estandar
dependiendo de la presencia o no de mutaciones para determinar si, al existir una mayor
proporcién de mutacion ha habido cambios relevantes en la respuesta al tratamiento

valorada de forma objetiva.

PREGUNTA DE INVESTIGACION
éCual es la frecuencia de mutacién de EGFR y ALK en pacientes con adenocarcinoma
pulmonar etapa IV en poblacién mexicana y su relacién con la supervivencia global y la

sobrevida libre de progresion?



HIPOTESIS NULA

La frecuencia de mutacion de EGFR y ALK en pacientes con CPCNP de tipo
adenocarcinoma metastdsico (etapa IV) en los pacientes atendidos en Centro Médico
Nacional Siglo XXl y el Instituto Nacional de Cancerologia en el periodo 2013 a 2018 es de
15 —20% en conjunto, siendo similar a lo reportado en otras series latinoamericanas;
ademads con una respuesta a tratamiento objetiva valorada mediante sobrevida global y

supervivencia libre de progresién es similar a lo reportado en la literatura.

HIPOTESIS ALTERNA

La frecuencia de mutacion de EGFR y ALK en pacientes con CPCNP de tipo
adenocarcinoma metastasico (etapa IV) en los pacientes atendidos en Centro Médico
Nacional Siglo XXl y el Instituto Nacional de Cancerologia en el periodo 2013 a 2018 es
menor a 15% en conjunto; ademas con una respuesta a tratamiento objetiva valorada
mediante sobrevida global y supervivencia libre de progresidon es menor a lo reportado en

la literatura.



OBIJETIVOS.

OBIJETIVO PRIMARIO

Determinar la frecuencia de mutacidn de EGFR y ALK en pacientes con cancer de pulmén
de células no pequefias de tipo adenocarcinoma metastasico (etapa IV) atendidos en
Centro Médico Nacional Siglo XXl y el Instituto Nacional de Cancerologia en el periodo

2013 a 2018.

OBIJETIVOS SECUNDARIOS

1.-Determinar la frecuencia de delecion del exén 21 en pacientes con CPCNP de tipo
adenocarcinoma metastasico (etapa IV).

2.- Determinar la frecuencia de mutacién del exdn 19 en pacientes con mutacion de EGFR
con CPCNP de tipo adenocarcinoma metastasico (etapa IV).

3.- Determinar la frecuencia de mutaciones distintas a la delecién del exén 21 y mutacion
del exdn 19 de EGFR con CPCNP de tipo adenocarcinoma metastasico (etapa V).

4.- Determinar la frecuencia del gen de fusién especifico de ALK en pacientes con CPCNP
de tipo adenocarcinoma metastdsico (etapa IV).

5.- Determinar y comparar la supervivencia global y supervivencia libre de progresion en
pacientes con y sin mutaciones de EGFR y ALK en pacientes con CPCNP de tipo
adenocarcinoma metastasico (etapa IV) que recibieron tratamiento con quimioterapia
6.- Determinar y comparar la supervivencia global y supervivencia libre de progresion en
pacientes con y sin mutaciones de EGFR y ALK en pacientes con CPCNP de tipo
adenocarcinoma metastdsico (etapa IV) que recibieron tratamiento con terapia blanco

7. Determinar y comparar la supervivencia global y supervivencia libre de progresién en
pacientes con y sin mutaciones de EGFR y ALK en pacientes con CPCNP de tipo
adenocarcinoma metastdsico (etapa IV) que recibieron tratamiento con quimioterapia 'y

terapia blanco.



MATERIAL Y METODOS

1.- Diseno del estudio.

Se trata de un estudio de cohorte, retrospectivo, analitico, multicéntrico

a) Universo de trabajo

Casos con cancer de pulmén de células no pequefias de tipo adenocarcinoma metastasico
(etapa IV) atendidos en el Hospital de Oncologia de Centro Médico Siglo XXI en el periodo
de enero de 2013 a enero de 2018. Por otra parte se trabajara de forma conjunta con el

Instituto Naciaonal de Cancerlogia.

b) Muestra de trabajo

Casos con cancer de pulmon de células no pequefias de tipo adenocarcinoma metastasico
(etapa IV) atendidos en el Hospital de Oncologia de Centro Médico Siglo XXI en el periodo
de enero de 2013 a enero de 2018 con material de patologia disponible para su realizar el

panel de mutaciones de EGFR y ALK.

c) Tamaio de la muestra

Para el calculo de tamano de muestra se utilizé el programa Epiinfo version 7, considerando
una prevalencia de mutaciones en el gen EGFR del 35 %, un nivel de confianza del 90 % y un
margen de error esperado del 5 % de acuerdo con el estudio de realizado en el Instituto
Nacional de Cancerologia por O Arrieta y colaboradores por lo que se requiere de un total

de 246 pacientes.

d) Tipo de muestreo

Muestreo no probabilistico a conveniencia.

2.- Descripcion general del estudio

Esta descripcion general del estudio serd atendida por los investigadores ambos centros
oncolégicos. Las instituciones participantes son centros de tercer nivel que realizan el
diagndstico de cancer pulmonar de forma idéntica. Esto es, a través de biopsia, estudio de
tomografia computarizada y clasificacion molecular. Nuestra instituciéon en la actualidad

cuenta con este panel de diagnéstico.



Se realizara una busqueda de los casos de pacientes con adenocarcinoma pulmonar finados,
atendidos en el periodo de enero de 2013 a enero de 2018 con material de patologia
disponible. Se solicitardn las laminillas de revision y bloques de parafina de los casos
identificados. Siendo en nuestra unidad posible realizar la determinaciéon de las mismas
mediante el equipo utilizado (Rotor gene Q QIAGEN en caso de mutaciones EGFR vy
VENTANA ALK (D5F3) CDx Assay en el caso de mutaciones ALK).

Informacion clinica

Se recabard la informacién sobre todos los pacientes, incluyendo las caracteristicas
demograficas, socioecondmicas, la historia médica/oncoldgica, la informacion clinica, los

métodos de diagndstico y la informacidn del reporte de patologia.

Con el objetivo de realizar la etapificacion de la enfermedad debera ser considerada la
Clasificacion TNM edicién 8 (ver en anexos). Solo seran incluidos casos con enfermedad
metastasica (etapa iv).

La informacién que se recolectard de cada paciente sera la siguiente:

1.- Factores demograficos: sexo, edad, peso, historial de tabaquismo e indice tabaquico.
2.- Los factores socioecondmicos a considerar son: nivel educativo y nivel de ingresos en
pesos mexicanos.

3. Historia médica/oncoldgica: incluye la fecha de diagndstico del cancer pulmonar,
histologia (adenocarcinoma, escamoso) y marcadores moleculares (EGFR, ALK, PD-L1).

4. Fechas de cirugia de cancer de pulmén, fecha de inicio de tratamiento sistémico.

5. Los tratamientos sistémicos utilizados a considerar son: quimioterapia, terapia blanco e

inmunoterapia, segun sea el caso.

Informacion histopatoldgica y molecular



Para el diagndstico histoldgico se pedira la participacién del Dra De Anda quien es patdloga
del Hospital de Oncologia, CMN SXXI. La Dra es una patdloga experto en el diagndstico de
éstas neoplasias. Realizard la confirmacidn histoldgica del cancer pulmonar dentro de la

misma institucién. Las laminillas y bloques de parafina no saldran del Hospital de Oncologia.

Cada hospital sigue los estandares de diagndstico histolégico. El diagndstico de
adenocarcinoma pulmonar y carcinoma epidermoide se lleva a cabo a través de estudios de
inmunohistoquimica. Para el caso de carcinoma epidermoide se utilizan los marcadores p63
y p40. Para el diagndstico de adenocarcinoma pulmonar se utilizan TTF-1, Napsia,
Citoqueratinas. No se realizara analisis de concordancia, puesto que no es posible el envio
de las muestras para la confirmacién central por motivos de factibilidad y recursos
econdmicos.

Mds adelante puede observarse a detalle la secuencia en el procesamiento de muestras.
Informacion de imagen
Para confirmar la enfermedad metastasica (etapa IV) se pedira la participacion de la Dra

Maritza Ocampo quien es médico radidlogo del Hospital de Oncologia, CMN SXXI.

Finalmente se hara una comparacién de la poblaciones con y sin mutaciones identificadas

y de la supervivencia global en las poblaciones con y sin mutaciones de ALK y EGFR.

Determinacion de mutaciones de EGFR y ALK

En el momento actual se cuenta con la infraestructura para la determinacion de las

mutaciones de EGFR y ALK en ambos hospitales y de forma independiente.

Procesamiento de las muestras

Extraccion de DNA



Se realizaran cortes de 10 um de espesor dependiendo del tamafio de la muestra para la
extraccion de ADN. Se desparafinan las muestras con xilol y posteriormente se procesan
con el Kit Wizard de Promega de acuerdo a las instrucciones del fabricante. El ADN extraido
se cuantifica en el espectrofotémetro EPOCH, se seleccionaran muestras con pureza de 1.8

a 2.0 y concentracion mayor a 50 ng/uL, para la amplificacién por PCR.

Plataforma, manufactura y metodologia segiin mutacion

Las pruebas serdn realizadas con insumos certificados por la FDA y por las instituciones

regulatorias en México.

Se utilzara, para EGFR la plataforma Therascreen EGFR RQG y Roto-Gene Q. La manufactura
estard a cargo de Qiagen. La gPCR a realizar buscard deleciones en el exon 19, mutacién en

L858R, G719X, S7681, inserciones en el exdn 20 y T790 en el exdn 20-

Para ALK se utilizara la plataforma ALK D5F3 y la ventana XT. La manufactura estard a cargo
de Ventana. Se realizara inmunohistoquimica para la busqueda del rearreglo de ALK-EML-

4.

Evaluacion de la respuesta a tratamiento, supervivencia libre de progresion y

supervivencia global.

1. Se consignara la fecha de progresién de la enfermedad metastasica.

2. Se consignara la fecha de la primera y ultima dosis administrada en cada linea de
tratamiento.

3. Mejor respuesta al tratamiento catalogada como enfermedad estable, progresion de la
enfermedad, respuesta parcial o respuesta completa

4.- Fechas de progresion de la enfermedad en cada linea de terapia.

5.- Fecha de muerte.



Para la evaluacién de la respuesta se revisaran los estudios de tomografia basal y de control
posterior al inicio de tratamiento con primera linea de tratamiento sistémico. La tomografia
basal serd la que se realice previo al inicio de tratamiento sistémico, con un maximo de 4
semanas previas.

Se considerara como Paciente evaluable por RECIST a todo paciente que cuente con al
menos una tomografia realizada previo al inicio de tratamiento sistémico. En caso de no
contar con tomografia o en caso de que ésta se haya realizado fuera de estos rangos de
tiempo, los pacientes serdn categorizados de la siguiente manera:

- Paciente no evaluable para respuesta por RECIST. Paciente sin estudio de tomografia
previo al inicio de tratamiento sistémico.

Serdn consideradas tomografias o estudios de tomografia por emision de positrones (PET)
realizados dentro o fuera de la institucién, siempre y cuando permitan llevar a cabo la
medicion de la respuesta por RECIST en los tiempos previamente descritos. Serdn
consideradas tomografias con contraste (oral, intravenoso o ambos) o sin medio de
contraste aplicado.

La medicidn de la respuesta a tratamiento sera llevada a cabo por la Dra. Celene Maritza
Pefia Campos quien es Adscrita al Servicio de Radiologia e Imagen, quien cuenta con amplia

experiencia en el uso de RECIST.

Se considerarad enfermedad medible la presencia de al menos una lesién con un minimo de
10 mm en el diametro mayor por tomografia o PET. Las lesiones medibles a considerar seran
las siguientes:
- Ganglios linfaticos malignos. Se consideraran ganglios patoldgicos los
ganglios linfaticos de mas de 15 mm en el eje corto medido por tomografia o PET.
En el seguimiento, solo el eje corto del ganglio sera medido
- Lesiones liticas dseas o lesiones dseas mixtas (liticas y blasticas). Lesiones
identificadas por tomografia o PET que tienen un componente de tejido blando que

cumple con la definicion de enfermedad medible



La enfermedad no medible es: enfermedad leptomeningea, ascitis, derrame pleural,
derrame pericardico, infiltracidn en piel, infiltracidn linfangitica. Se consideraran también
como enfermedad no medible las lesiones dseas blasticas que no tienen componente de

tejido blando medible.

Lesiones blanco (Target lesions)

De todas las lesiones medibles se eligieran las representativas de todos los érganos
involucrados. Se medirdan un maximo de dos lesiones por drgano y cinco lesiones en total.
Estos datos se registraran en el estudio de tomografia basal y en los estudios tomograficos
subsecuentes. Las lesiones blanco seran seleccionadas en base al tamafo de la lesion (las
lesiones con el diametro mds grande) y seran representativas de todos los érganos
involucrados. Todas las mediciones serdn consignadas en la hoja de recoleccidon
correspondiente.

La suma de todos los diametros (el mas largo para las lesiones no ganglionares, el mas corto
para las lesiones ganglionares) de todas las lesiones blanco serd calculada y reportada como
la suma basal de didmetros, la cual serd utilizada como referencia para mediciones
posteriores. La suma final de didmetros sera la obtenida con el primer estudio tomografico
de evaluacion de respuesta posterior al estudio tomografico basal realizado en los tiempos
previamente descritos.

Las lesiones no blanco seran las lesiones no medibles descritas como enfermedad no
medible (descrita previamente). Estas lesiones seran registradas, sin embargo no sera
necesaria su medicién. En los casos en que no estuvieran presentes previamente,

representaran sitios de progresion de la enfermedad.

Criterios de respuesta por RECIST modificado

Respuesta completa. Desaparicion de todas las lesiones blanco. Cualquier ganglio
patoldgico debe tener una reduccion en su eje corto a menos de 10 mm.

Respuesta parcial. Decremento del 30 % en la suma de los didametros de las lesiones blanco,

tomando como referencia la suma basal de didmetros comparada con la suma final.



Progresion de la enfermedad. Un aumento del 20 % en la suma de didmetros de las lesiones
blanco, tomando como referencia la suma basal de didametros comparada con la suma final.
Enfermedad estable. La presencia de un cambio en la suma de diametros de las lesiones

blanco que no califica para respuesta parcial ni progresion de la enfermedad.



3.- Criterios de inclusién y exclusion.

Serdn incluidos todos los casos comprendidos en el rango de tiempo de enero de 2013 a
enero de 2018 y que cuenten con el diagndstico confirmado de CPCNP de tipo
adenocarcinoma metastasico pulmonar (etapa IV) con laminillas de revisién/bloques de

parafina suficientes para su andlisis.

Criterios de inclusion

1. Pacientes de 18 afios de edad o mayores
2. Pacientes de ambos sexos
3. Cancer de pulmén de células no pequeiias (NSCLC) confirmado

histolégicamente o citoldgicamente:

4, Enfermedad metastdsica en estadio IV
5. Subtipo histolégico de NSCLC de tipo adenocarcinoma
6. Pacientes asignados por el médico tratante a cualquier terapia (es decir,

quimioterapia, agentes dirigidos, inmunoterapia) o cuidados paliativos.

7. Material suficiente para la determinacion de las caracteristicas moleculares
de acuerdo con criterios establecidos por el equipo utilizado (Rotor gene Q QIAGEN
en caso de mutaciones EGFR y VENTANA ALK (D5F3) CDx Assay en el caso de

mutaciones ALK)

Criterios de exclusion

1.- Casos de neoplasias pulmonares con histologias epidermoides

2.- Casos de neoplasias de tipo adenocarcinoma de primarios no pulmonares diferentes a
la descrita, sin material de patologia

3.- Pacientes con insuficiente muestra para su analisis molecular.



5. Definicion de variables

DEFINICION TIPO DE | RELACION ESCALA
VARIABLE
EDAD ANOS CUMPLIDOS EN | CUANTITATIVA | DESCRIPTIVA <20 ANOS
EL DISCRETA 21-30 ANOS
MOMENTO DEL 31-40 ANOS
ESTUDIO 41-50 ANOS
51-60 ANOS
61-70 ANOS
MAYOR 70 ANOS
GENERO CARACTERISTICAS CUALITATIVA | DESCRIPTIVA MASCULINO
FENOTIPICAS NOMINAL FEMENINO
DEL INDIVIDUO
MODALIDAD DE | RESECCION CUALITATIVA | CONFUSORA S|
TRATAMIENTO: | QUIRURGICA DEL | DICOTOMICA NO
QUIRURGICO TUMOR DE TORAX
MODALIDAD DE | TIPO DE TRATAMIENTO | CUALITATIVA | CONFUSORA CISPLATINO
TRATAMIENTO: | DE QUIMIOTERAPIA | NOMINAL CARBOPLATINO
QUIMIOTERAPIA | RECIBIDO  POR  EL PEMETREXED
PACIENTE GEMCITABINA
VINORELBINE
MODALIDAD DE | TRATAMIENTO CON | CUALITATIVA | CONFUSORA S|
TRATAMIENTO | RADIACION IONIZANTE | DICOTOMICA NO

RADIOTERAPIA

A TUMOR PRIMARIO DE
TORAX




TABAQUISMO | HISTORIA O HABITO | CAULITATIVA | CONFUSORA S|
ACTUAL DE CONSUMO | DICOTOMICA NO
DE TABACO
CORRESPONDIENTE A
UN CIGARRILLO DIARIO
POR 1 O MAS ANOS.
MUTACION DE | PRESENCIA DE | CUALITATIVA | INDEPENDIENTE | Sl
EGFR MUTACION EN  LOS | DICOTOMICA NO
EXONES 18-21
DETERMINADA POR
TECNICA DE PCR
TIPO DE | DESCRIPCION DE LA | CUALITATIVA | INDEPENDIENTE | DELECION EXON
MUTACION DE | MUTACION DE EGFR | NOMINAL 19
EGFR ESPECIFICA MUTACION
EXON 21
MUTACION
EXON 20 T790M
MUTACION
EXON 18
MUTACION PRESENCIA DE MAS DE | CUALITATIVA | INDEPENDIENTE | TODAS LAS
COMPLEJA DE | UNA MUTACION DE | NOMINAL COMBINACIONES
EGFR EGFR POSIBLES DE LAS
MUTACIONES DE
LOS EXONES 18-
21
REARREGLO DE | PRESENCIA DEL | CUALITATIVA | INDEPENDIENTE | SI
ALK REARREGLO DE ALK- | DICOTOMICA NO

EML-4 DETERMINADO
POR




INMUNOHISTOQUIMICA

SOBREVIDA NUMERO DE PACIENTES | CUANTITATIVA | DEPENDIENTE CUALQUIER
GLOBAL VIVOS AL TERMINO DEL | NOMINAL CIFRA DE TIEMPO
PERIODO DE DE SOBREVIDA
OBSERVACION, CON EN MESES
ENFERMEDAD O SIN
ELLA
SUPERVIVENCIA | CANTIDAD DE TIEMPO | CUANTITATIVA | DEPENDIENTE CANTIDAD DE
LIBRE DE | DURANTE Y DESPUES | NOMINAL TIEMPO EN
PROGRESION DEL TRATAMIENTO EN MESES HASTA LA

EL QUE LA
ENFERMEDAD NO
MEDIDA POR CRITERIOS
CLINICOS Y DE IMAGEN

PROGRESION

ANALISIS DE DATOS

Forma de captura

Los datos recolectados durante este estudio se ingresaran en una base de datos segura.

El acceso al sistema de Captura Electrénica de Datos (CED) se controlara mediante nombre

de usuario y contrasefia. El nombre del paciente no se registrara en CED. Se atribuird un

numero de identificacién secuencial a cada paciente inscrito. Este nimero identificard al

paciente. Con los medios para evitar errores de identificacién, se registraran el cédigo del

paciente, sus iniciales y la fecha de nacimiento.

Documentos fuente

La documentacion fuente se refiere a los registros originales de observaciones, hallazgos

clinicos y evaluaciones que se registran posteriormente como datos. La documentacion

fuente estara disponible para respaldar el registro de investigacién del sujeto cuando sea

necesario.




Analisis estadistico.

Se utilizard estadistica descriptiva con porcentajes y frecuencias para describir la
distribucién de mutaciones de EGFR y ALK en las pruebas realizadas. Posteriormente se
realizard una comparacion entre los grupos de pacientes con y sin las mutaciones de EGFR
y ALK.

Se considerara estadisticamente significativo un nivel de confianza del 95% con un valor p=
< 0.05. Para el analisis se utilizara el software SPSS version 21.0 (IBM Corporation, Armonk,

NY, USA).

Supervivencia global y supervivencia libre de progresién.

Todos los analisis estadisticos se realizaran con SPSS. Tanto la supervivencia global y la
supervivencia libre de progresiéon se estimaran utilizando el método de Kaplan-Meier. Para
el cdlculo de la supervivencia global se tomaran en cuenta la fecha de diagndstico
histoldgico y la fecha de muerte por cualquier causa.

Por otra parte, para la supervivencia libre de progresién, se tomara en cuenta la fecha de
inicio de tratamiento sistémico y la fecha de progresién radiolégica. Los datos de pacientes
sin progresidn de la enfermedad o que no cuenten con seguimiento en el expediente serdn
censurados en el momento de la ultima imagen del tumor para estimar la supervivencia

libre de progresion.

Los datos de pacientes que se documente en el expediente con el estatus de vivos sin
evidencia de progresion de la enfermedad serdn censurados en el momento de la ultima
evaluacién radiografica que muestre respuesta. Los anadlisis para la OS se realizardn de
manera global y separado segun la institucion correspondiente. La razon de tasas que
comparan las estrategias de tratamiento se estimaran a partir de los modelos de regresiéon
de Cox ajustados por factores de confusién.

La seleccion de factores de confusion variard de acuerdo al modelo y dependerd de los



tratamientos que se comparen. Los candidatos incluiran la edad, la presencia de metastasis
hepaticas, el dolor, el estado de desempefio (ECOG).

Debido a que el tratamiento para el cancer pulmonar avanzado puede ser diferente segin
la institucion, éste factor sera considerado también como factor confusor. Se usara el
analisis multivariado para identificar los factores prondsticos de supervivencia usando la

regresion de Cox.



ASPECTOS ETICOS

El protocolo sera sometido a evaluacién por parte de la CNIC. El presente estudio y los
procedimientos propuestos se apegan al Reglamento de la Ley General de Salud en Materia
de Investigacion para la Salud, asi como con la declaracién de Helsinki y sus enmiendas de

acuerdo con los siguientes apartados:

Riesgos del estudio
Al tratarse de un estudio de cohorte retrospectiva sin intervencién, para medir la frecuencia
de la mutacién EGFR y ALK, asi como la determinacién de la supervivencia global y la

supervivencia libre de progresién, se trata de un estudio de riesgo minimo.

La informacién recabada del archivo clinico estara resguardada por el Dr Rogelio Trejo. En
ningin momento se divulgard el nombre de los pacientes. Sélo el equipo de investigacidn
tendra acceso a la informacidn clinica y de patologia asi como a los resultados del estudio.
Toda la informaciéon sera tratada con la confidencialidad necesaria de acuerdo con los
principios de bioética vigentes consignados en la Ley General de Salud y la Declaracién de

Helsinki.

Proteccién a los participantes
Se solicitara aprobacién por el Comité Nacional de Investigacidn en Salud. Se desarrollaran
todas las fases de la investigacion de acuerdo con la Declaracion de Helsinki y al reglamento

de la Ley General de Salud vigente

Beneficios

El éxito del estudio potencialmente puede impactar en el mejor conocimiento de los
pacientes con adenocarcinoma pulmonar metastasico. Elevar el conocimiento de
histolégico a molecular podria permitir el desarrollo de mejores estrategias de tratamiento

en el futuro.

Seleccidn de participantes



Todos los sujetos con cancer de pulmdn de células no pequefias metastdsico (etapa IV)
atendidos en el Hospital de Oncologia, Centro Médico Nacional Siglo XXI podrdn ser

incluidos.

Balance riesgo beneficio

Debido a que se trata de una enfermedad con un prondstico malo, donde la informacidn
prospectiva es escasa y a que se trata de un estudio sin riesgo, el balance se inclina al
beneficio.

El resultado de este estudio podria mejorar el prondstico en el futuro de enfermos con esta

patologia.

Confidencialidad

La informacién recabada estara resguardada por Dr Rogelio Trejo. En ningin momento se
divulgard el nombre de los pacientes. Todos los datos serdn andénimos. Sélo el equipo de
investigacion tendra acceso a la informacidn clinica y de patologia, asi como a los resultados
del estudio. Las hojas de recoleccion de datos seran identificadas con un folio numérico
consecutivo que correspondera con los datos que puedan identificar al sujeto de estudio y
solo el equipo de investigacidn tendrd acceso a los mismos. Toda la informacidn sera tratada
con la confidencialidad necesaria de acuerdo con los principios de bioética vigentes

consignados en la Ley General de Salud y la Declaracion de Helsinki.



CONSIDERACIONES DE BIOSEGURIDAD

Debido a que para el diagndstico histoldgico se pedird la participacion de la Dra De Anda
quien es patdlogo del Hospital de Oncologia, CMN SXXI, experta en el diagndstico de estas
neoplasias y serd el encargado de realizar la confirmacion histoldgica del cancer pulmonar
dentro de la misma institucién y que por lo tanto las laminillas y bloques de parafina no
saldran del Hospital de Oncologia, se realizard una Carta de no implicaciones de

bioseguridad.



RECURSOS, FINANCIAMIENTO Y FACTIBILIDAD

Recursos humanos:

El Dr Samuel Rivera participard en los procesos de seleccion, solicitud, cuidado y envio las
laminillas de revisidén, analisis de resultados asi como la presentacion de los mismos. El
donativo del equipo para la realizacién de las pruebas estd bajo resguardo del Dr Rivera

El Dr Rogelio Trejo realizara la recoleccién de datos asi como en la seleccion, solicitud,
cuidado y envio las laminillas de revision, analisis de resultados asi como la presentacién de
los mismo.

La Dra Celene Maritza Ocampo se encargara de la revisidn de los estudios de imagen para
la confirmacién de la etapa IV (o enfermedad metastasica) y de la revision de los estudios
subsecuentes para determinar el tipo de respuesta.

La Dra Jazmin de Anda es patdloga adscrito al Servicio de Patologia de Centro Médico
Nacional Siglo XXI y tiene experiencia en el diagndstico de cancer pulmonar por patologia.
Tiene experiencia en estudios retrospectivos previos.

El Dr Odilén Félix Quijano Castro es Coordinador de Educacién en el Hospital de Oncologia,
Centro Médico Nacional Siglo XXI. Tiene una maestria en Ciencias y amplia experiencia en
estudios clinicos de caracter retrospectivo y prospectivo.

El Dr Oscar Arrieta tiene un doctorado en ciencias médicas. Realizara la recoleccién de datos
de pacientes con Cancer de Pulmén en el Instituto Nacional de Cancerologia. Tiene amplia
experiencia en estudios prospectivos y retrospectivos.

El Dr Eduardo Sanchez Roman es residente de primer afo de Oncologia Médica y se
encargara de la recoleccién de informacion. Tiene experiencia en el manejo clinico de

pacientes con cancer pulmonar.

Recursos fisicos
El estudio sera llevado a cabo en el departamento de Oncologia Médica. Se requerira
también de un espacio para la revisidon de expedientes fisico y electrdnico para la extraccion

de informacién clinica relevante para el estudio.



Los analisis mutacionales se pueden llevar a cabo desde Enero de 2020 en nuestra unidad
en el Hospital de Oncologia, Centro Médico Nacional Siglo XXI. De forma independiente, las
dos instituciones participantes determinardn las mutaciones en EGFR y ALK. Este proceso
no tiene costo alguno. Para el financiamiento de los insumos para la realizacién de pruebas
se solicitara financiamiento a través de las convocatorias del Instituto Mexicano del Seguro

social.

Serd necesario equipo de computo para el registro de datos y analisis de los mismo. Para el

analisis se utilizara el software SPSS version 21.0

El Hospital de Oncologia Centro Médico Siglo XXI cuenta con los siguientes recursos:

1.- Consultorios

2.- Area de toma de muestras y laboratorio clinico
3.- Area de diagnéstico anatomopatoldgico.

4.- Area de diagnéstico imagenoldgico. Incluye

a) un equipo para tomografia axial computarizada
b) un equipo para resonancia magnética
c) 3 equipos para ultrasonografia
d) un equipo para diagndstico por medicina nuclear
e) 5 equipos para el diagnostico por rayos X
5. Area para la realizacién de broncoscopia.
6.- Area para la preparacién, administracion y vigilancia de reacciones adversas de
quimioterapia
7.- Area de radioterapia y radiocirugia.
a) 5 aceleracion lineales

b) 1 Cyberknife



Recursos econémicos

Se buscara financiamiento en las convocatorias del Instituto Mexicano del Seguro Social
para realizar las pruebas mutacionales. No se requieren recursos adicionales para la
recoleccién de datos y el andlisis de los mismos, procedimientos que se llevaran a cabo por

el Dr Samuel Rivera y el Dr Rogelio Trejo.

Factibilidad

El cdncer pulmonar de células no pequefias, es una de las neoplasias mas comunes en el
mundo, con aproximadamente cerca de 2 millones de casos nuevos al afio. La frecuencia
exacta en Latinoamérica se desconoce, sin embargo segun las cifras del GLOBOCAN, el

cancer de pulmén de células no pequenas es también una de las neoplasias mas comunes.

Los recursos humanos y materiales hacen factible el estudio. El Hospital de Oncologia en
Centro Médico Nacional Siglo XXI es un centro de referencia para pacientes con cancer
pulmonar. En el Hospital de Oncologia del CMNSXXI, los casos de tumores toracicos
representan el 15-20 % de todas las causas de ingreso. Si en promedio se tienen 1,000 casos
nuevos anuales, se prevé una aproximado de 150-200 casos nuevos anuales de pacientes

con cancer pulmonar.



RESULTADOS

Se realizo el andlisis de un total de 1243 pacientes con diagndstico de cancer de pulmén de
células no pequefias tratados durante el periodo de 2013 a 2018 en el Instituto Nacional de
Cancerologia y en el Centro Médico Nacional Siglo XXI de Instituto Mexicano del Seguro
Social de la Ciudad de México. La mediana de edad al diagnéstico fue de 62 afos (rango 18-

97 anos), el resto de las caracteristicas se refieren en tabla anexa.

El antecedente de tabaquismo fue positivo en un 47.7% (n= 665) con indice tabaquico
medio de 14.5 paquetes/afio (0.1 a 100 paquetes/afio). Determinamos el antecedente a
exposicién de humo de lefia siendo positivo en el 22.1% (n= 275) de los pacientes con un

indice de exposicion variable (2 a 700 horas/afio).

El adenocarcinoma fue la histologia mas frecuente en 81.7 % de los casos (n=1015). La etapa
clinica al momento del diagndstico correspondié en un 89.3% de los pacientes a EC IV

(n=1110).

El estatus de EGFR, ALK y KRAS fue determinado en el grupo de pacientes con
Adenocarcinoma. El estatus para EGFR, ALK, KRAS fue positivo en 18.7%, 2% y 0.1%. El
52.8% de los casos en los que se estudié PD-L1 fue positivo. La expresién mayor al 50 %

estuvo presente en 51.06 % (24 casos).

Caracteristicas clinicas

Variable n=1243 %

Sexo Femenino 665 53.5%
Masculino 578 46.5%

Edad (afios) | Mediana 62

Tabaquismo | Presente 593 47.7 %
Ausente 614 49.4%




No determinado 36 2.9%
Exposicidn a | Presente 275 22.1%
humo  de | Ausente 691 55.6%
lefia No determinado 277 22.3%
ECOG 0-1 958 77%
2-4 285 23%
Etapa clinica | | 2 0.2%
Il 5 0.4%
I 126 10.1%
v 1110 89.3%
Tipo Adenocarcinoma 1015 81.7%
histoldgico | Epidermoide 228 18.3%
GEN VALOR n(1015) | %
EGFR Indeterminado 120 11.8%
Determinado 895 88.2%
Positivo 190 18.7%
Negativo 705 69.5 %
ALK Indeterminado 891 10.3%
Determinado 124 89.7%
Positivo 19 2%
Negativo 105 10.3%
KRAS Indeterminado 961 94.7%
Determinado 54 1.9%
Positivo 1 0.1%




Negativo 53 5.2%
PDL-1 Indeterminado 926 91.2%
Determinado 89 8.8%
Positivo 47 4.2%
Negativo 42 4.6%

La presencia de mutacion EGFR fue mayoritariamente en pacientes mujeres (23.8% vs 14%
OR 1.91C95% 1.39 — 2.61 p<0.0001), en pacientes con tabaquismo negativo (23.8% vs 14%
OR 1.691C95% 1.31 — 2.2 p<0.001) y en aquellos con exposiciéon a humo de lefia (19.1% vs
11.1% OR de 1.89 1C 95% 1.25 - 2.58 p=0.004).

Los rearreglos ALK fueron positivos con mayor frecuencia en pacientes con tabaquismo
negativo (17 vs 4.9% OR 3.46 IC 95% 1.33 vs 8.98 p=0.005.

No se encontrd asociacion entre estatus mutacional de KRAS (OR 1.3;1C0.139-12.5; p=0.53
o con la expresion de PD-L1 (OR 0.6; IC 0.25-1.4; p= 0.21).

Para evaluar la independencia de los factores de riesgo se realizd un andlisis multivariado
con regresidn logistica binaria incluyendo entre los factores el sexo, humo de lefa,
tabaquismo, confirmando la independencia de las variables de sexo, tabaquismo y humo de

lefia con un OR de 0.027, 0.0045 y 0.025.

El tratamiento que recibieron los pacientes en primera linea de manejo fue con
Quimioterapia en un 63% de los pacientes (n=784), terapia blanco molecular con TKI anti
EGFR 8.05% (n=105), terapia contra PDL1 en 1.7% (n=22), mejores cuidados de soporte en
17.9% (n=223) y no determinado por pérdida de seguimiento en 9.28% (n=109),
encontrando una Sobrevida libre de progresion en general de 10.6 meses, con una
sobrevida de 9.2 meses en los pacientes que recibieron quimioterapia contra 11.1 meses
en aquellos con terapia blanco anti EGFR lo cual no fue estadisticamente signficativo (OR

0.87,1C0.87 - 1.93 p=0.211), sin una diferencia en sobrevida global entre los que recibieron



tratamiento dirigido contra los que recibieron quimioterapia con una Sobrevida Global de
18.7 meses en los pacientes que recibieron quimioterapia contra 19.2 meses en aquellos

que recibieron terapia dirigida.



CONCLUSIONES.

El cdncer de pulmdn de tipo adenocarcinoma esta asociado a factores de riesgo como lo
son el lugar geografico, la exposicion a humo de lefia, el género y los habitos, siendo el
principal a nivel mundial y en nuestro pais el tabaquismo.

Con respecto a la determinacién del perfil mutacional se realizé en pacientes con histologias
confirmatorias NSLCC, demostrando respecto a la mutacion en el gen EGFR, que resalta un
porcentaje de expresidon menor, encontrandose positividad en un 18.7% con respecto al
34.3% en otros estudios en nuestro pais pero con similitud en poblacidn anglosajona, en los
cuales la prevalencia oscila entre 12-15%. Ademas, obtenemos informacién importante
sobre factores de riesgo, corroborando mayor expresion en mujeres, la ausencia de
tabaquismo en pacientes con mutacion y la relacidn positiva entre exposicién a humo de
lefia y el gen mutado. Adicionalmente, se realizaron determinaciones de biomarcadores
moleculares, encontrando positividad de ALK, KRAS y expresién de PDL-1 positiva con
resultados similares a lo que se reporta en la literatura mundial (13); sin embargo, estos
ultimos resultados deben tomarse con reserva ya que fueron realizados en menor
proporcién de pacientes.

Esta informacidn corrobora datos importantes sobre la epidemiologia del cdncer pulmonar
en nuestro pais en relacién a las mutaciones y el desarrollo en el entorno actual; ademas
proporciona informacién importante debido a que en este estudio no existié beneficio en
sobrevida libre de progresidon en aquellos que recibieron tratamiento con terapias blanco
contra los que recibieron quimioterapia sin beneficio en sobrevida global entre ambos
grupos independientemente de la presencia de las mutaciones, siendo esto relevante ya
gue al momento del diagndstico de la mayoria de los pacientes no se encontraba aun
disponible en ambas unidades el tratamiento con terapias dirigidas contra las mutaciones,
y, en aquellos donde se tenia este tratamiento existieron algunas inconsistencias en el
seguimiento y continuidad de los manejos. Esto destaca la necesidad continuar con la
realizacion de estudios de este tipo en la actualidad ante la estandarizacién del manejo de

estos pacientes y la disponibilidad de los tratamientos en la actualidad.
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