NCT

Neumologia y Cirugia de Térax

Original

Vol. 79 - Ndm. 1 / Enero-Marzo 2020
doi: 10.35366/93425

https://dx.doi.org/10.35366/93425

Perfil molecular tumoral del cancer pulmonar
medido por secuenciacion de nueva generacion

Molecular profile tumor of pulmonary cancer
measured by next generation sequencing

Carla Paola Sénchez-Rios,* Marfa del Rosario Flores-Soto,* Jerénimo Rafael Rodriguez-Cid,*
Luis Manuel Martinez-Barrera,* Patricio Santillan-Doherty,* Jorge Arturo Alatorre-Alexander*

*Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias Ismael Cosio Villegas, Ciudad de México, México.

RESUMEN. Introduccién: El cancer de pulmén es la principal causa
de muerte por cancer en todo el mundo; muestra un aumento en
mujeres y no fumadores en la Gltima década. Actualmente se trabaja
bajo el enfoque diagndstico-terapéutico con el conocimiento de la he-
terogeneidad de los tumores y la optimizacion en el andlisis molecular
con técnicas novedosas como la secuenciacién genética. Material y
métodos: Se realizé un estudio descriptivo y trasversal. Se incluy6 112
pacientes con cdncer. Se analizaron regiones relevantes en muestras de
tejido tumoral para la bisqueda de mutaciones asociadas a cancer en
15 genes y posteriormente se realizaron andlisis descriptivo univariado.
Resultados: Se observé una mayor frecuencia de mutaciones en TP53
(64.3%), seguido de 32 pacientes (28.6%) con mutacién en receptor del
factor de crecimiento epidérmico y 29 pacientes (25.9%) con mutacién
en ERBB2. Seguidas en orden de frecuencia KRAS, PIK3CA, KIT, BRAF
y NRAS. No se encontraron mutaciones en AKT y MET. Conclusiones:
Corroboramos por secuenciacion de nueva generacion la frecuencia
aproximada informe de mutaciones en receptor del factor de crecimiento
epidérmico y su asociacién con antecedente de no fumar y el género
femenino como se ha establecido en la literatura internacional.

Palabras clave: Cancer de pulmén, secuenciacion de nueva generacion,
prondstico.

Abreviaturas:
CP = Cancer pulmonar.
INER = Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias.
CPCNP = Céncer pulmonar de células no pequenas.
EGFR = Receptor del factor de crecimiento epidérmico.
KRAS = Gen KRAS.
ALK = Cinasa de linfoma anaplasico.
NCCN = National Comprehensive Cancer Network.
ROS1T = Ros protooncogén 1.
BRAF = Cen BRAF.
RET = Protooncogén RET.
MET = Protooncogén MET.
EBUS = Ultrasonido endobronquial.
NGS = Secuenciacién de nueva generacion.
FFPE = Tejido fijado en formalina y embebido en parafina.
gPCR = Reaccion en cadena de polimerasa.
PCR = Reaccién en cadena de la polimerasa.
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ABSTRACT. Introduction: Lung cancer is the leading cause of cancer
death worldwide, showing an increase in women and non-smokers
in the last decade. Currently, the diagnostic-therapeutic approach is
being studied with the knowledge of the heterogeneity of tumors and
the optimization in molecular analysis with novel techniques such as
genetic sequencing. Material and methods: A cross-sectional and
descriptive study was carried out. We included 112 patients with clinical
stage IV non-small cell lung cancer. Relevant regions for the search
for cancer-associated mutations in 15 genes were analyzed in tumor
tissue samples and subsequently a univariate descriptive analysis was
performed. Results: A higher frequency of mutations was observed in
TP53 (64.3%), followed by 32 subjects (28.6%) with mutation in EGFR
and 29 subjects (25.9%) with mutation in ERBB2. Followed in order of
frequency KRAS, PIK3CA, KIT, BRAF NRAS. No mutations were found
in AKT and MET. Conclusions: We corroborated by sequencing of new
generation the approximate frequency reported of mutations in EGFR
and its association with antecedent of smoking and the female gender
as it has been established in the international literature.

Keywords: Lung cancer, next generation sequencing, prognosis.

NRAS = Protooncogén NRAS.
TKI = Inhibidores de tirosina cinasa.
HER2 = Receptor del factor de crecimiento epidérmico humano
tipo 2.
MAP = Mitogen-Activated Protein (proteinas cinasas activadas por
mitégenos).
FDA = Food and Drug Administration.
FISH = Hibridaci6n fluorescente in situ.
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INTRODUCCION

El CP sigue siendo la primera causa de muerte por cancer,
el nimero de muertes estimadas mundialmente es de 1.6
millones seglin GLOBOCAN en 2012." En 2018 se han es-
timado 1.8 millones de casos nuevos y Gnicamente 18% de
pacientes con CP sobrevivird a los cinco afios después de
realizarse el diagnéstico. Se ha proyectado que la incidencia
de CP se incrementard de 14 millones de casos nuevos en
2012 a 22 millones en el afo 2030.

En México, la incidencia y mortalidad por CP calculadas
en el afo 2012, fueron de 7.5 y 6.7 casos por 100,000 ha-
bitantes, respectivamente. La informacién estadistica oficial
muestra que el cancer fue la tercera causa de mortalidad
general en México con 73,240 muertes del total de 602,354
defunciones ocurridas en ese mismo afo (12.2%). El cancer
de traquea, bronquios y pulmén fue la tercera causa de
mortalidad en varones durante 2012 con 4,152 defunciones
(1.2% del total de 338,377 defunciones), sélo después de
las enfermedades del corazén y la diabetes mellitus.

En comparacién con los paises desarrollados, en Mé-
xico los enfermos con CP se presentan a recibir atencién
especializada en etapas avanzadas de la enfermedad.
Especificamente en el INER Ismael Cosio Villegas, Ciudad
de México, el CP representa la primera causa de muerte
hospitalaria y la primera causa de hospitalizacion segin
la H. Junta de Gobierno institucional en relacién a la
centésima décima cuarta reunion de trabajo publicada
en enero de 2019. Alrededor de 85% de esta patologia
corresponde a CPCNP, y el adenocarcinoma representa
mas de 50% de los casos en este grupo.? La mayorfa de
los pacientes tienen una enfermedad metastdsica en el
momento del diagnéstico. Aunque la quimioterapia per-
manece como una forma importante del tratamiento, el
desarrollo de nuevas drogas se ha centrado en terapias
dirigidas a blancos moleculares. La efectividad de tales
terapias dirigidas se basa en la presencia o ausencia de
mutaciones «driver, las cuales son el principal mecanismo
oncogénico de estas células.’

Las mutaciones del EGFR y KRAS, asi como las transloca-
ciones en ALK, se encuentran entre las primeras alteraciones
gendmicas importantes identificadas en el adenocarcinoma
de pulmén, pero la lista ha crecido significativamente en
los Gltimos cinco anos.** La consideracién de las pruebas
genéticas y la terapia dirigida basada en la alteracion gené-
mica es ahora el estandar de atencién para pacientes con
adenocarcinoma de pulmén en pacientes con enfermedad
metastdsica.” Ademds de recomendar la evaluacién de
mutaciones en EGFR, KRAS y ALK, las pautas actuales de
NCCN también incluyen pruebas para ROST y BRAF en
esta poblacién.? Adicionalmente, se cuenta con estudios
fase I'y Il para blancos en RET, MET y otros con resultados
prometedores.’

La NGS es una tecnologia que ha permitido aumentar
de manera considerable la capacidad diagnéstica al incor-
porar la deteccién simultanea de miuiltiples alteraciones
genéticas asociadas a cancer a partir de una pequena
muestra de tejido, lo cual prepara el escenario para la
toma de decisiones impulsada por genotipos para un
nGmero significativo de pacientes con adenocarcinoma
de pulmén; ademas, con ello se tiene el potencial de
impactar significativamente en la mortalidad por cancer.’
En la actualidad, muchos pacientes son diagnosticados
y estadificados con pequefnas muestras de biopsia por
métodos como la aspiracién transbronquial guiada por
EBUS, criobiopsia, biopsias transbronquiales con férceps
o biopsias guiadas por ultrasonido o tomografia.""'* Sin
embargo, puede ser un reto realizar mdltiples ensayos
moleculares de un solo gen en pequefnos especimenes de
biopsia para los genes asociados al cancer recomendados
en las guias de la NCCN sin agotar el tejido disponible.
Para maximizar la informacién de una sola biopsia, se han
desarrollado plataformas multigen basadas en la NGS. Es-
tas pruebas ofrecen una manera eficiente, rdpida y precisa
de identificar un panel selecto de mutaciones genémicas
clinicamente relevantes en una pequefa fraccion de la
biopsia de tejido y se pueden integrar en la practica clinica
habitual.”*'* El panel ideal de genes blanco se expande
constantemente y es necesario realizar la determinacién
de estas alteraciones genéticas para poder identificar un
blanco terapéutico que permita ofrecer un tratamiento
personalizado al paciente. Esta identificacién del blanco
terapéutico especifico ideal para cada paciente ha deriva-
do en supervivencias globales reportadas con una mediana
de hasta 54 meses, lo cual contrasta con la mediana que se
lograba Ginicamente con quimioterapia basada en platino
que era de tan sélo nueve meses.”

El objetivo de este estudio es describir el perfil molecular
tumoral de pacientes con CPCNP medido por NGS en el
INER Ismael Cosio Villegas de la Ciudad de México.

MATERIAL Y METODOS

El presente estudio descriptivo y transversal se realizé en
el INER Ismael Cosio Villegas, Alcaldia Tlalpan, Ciudad de
México.

Se analizé la base de datos de los expedientes de pa-
cientes diagnosticados con CPCNP atendidos en el INER
durante 2018. Se solicit6 al Servicio de Archivo Clinico
del instituto los expedientes pertinentes para la revisién
y llenado de hojas de cotejo formuladas por los mismos
investigadores principales para determinar el perfil clinico.

De manera prospectiva se invit6 a participar a todos los
pacientes con diagndstico reciente de CPCNP en el INER
durante 2018 que contaran con bloques de tejido parafina-
do y en cantidad suficiente para el analisis molecular. Los
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participantes firmaron consentimiento informado para que
una seccion de la biopsia de tumor en bloque de parafina
se utilizara para realizar el estudio de mutaciones asociadas
a cancer por NCS.

Se realiz6 muestreo no probabilistico, por conveniencia,
y se incluyé a todos los pacientes con muestras de tejido
disponibles y apropiadas para realizar el andlisis molecular
y que autorizaron participar en el proyecto.

Criterios de seleccion

1. Criterios de inclusién: pacientes hombres o mujeres
mayores de 18 anos con diagndstico histopatolégico
de CPCNP en el INER a partir de enero de 2017 y que
autorizaran via consentimiento informado la realizacién
de la prueba de bisqueda de mutaciones asociadas a
cancer por NGS en tejido tumoral previamente obte-
nido como parte del seguimiento clinico.

2. Criterios de exclusién: no autorizacién para realizar la
prueba.

3. Criterios de eliminacién: tejido no 6ptimo para andlisis
molecular definido por el Servicio de Patologia. Con-
centracién y/o calidad del ADN extraido de tejido FFPE
no 6ptima para el andlisis molecular.

Procedimientos del estudio
Seleccion de tejido y extraccion de ADN

La aprobacién de las muestras para andlisis molecular se
realizé por patélogos expertos en el drea del instituto. Se
emplearon secciones de FFPE de biopsias tumorales. El
pat6logo analizé la muestra para garantizar un contenido
de células tumorales > 75% cuando fuera posible y marcar
el area del tumor. Posteriormente, se utilizaron secciones
de tejido FFPE de 3 mm para la extracciéon de ADN ge-
némico, se emple6 el estuche de reactivos Allprep FFPE
DNA/RNA Kit (QIAGEN). La calidad del ADN extraido se
analizé por qPCR (FFPE QC Kit, lllumina) y se cuantific6
por fluorometria (Qubit, Invitrogen).

Prueba de mutaciones asociadas a cancer empleando NGS

A partir de 20 ng de ADN extraido se secuenciaron regio-
nes relevantes para la bisqueda de mutaciones asociadas
a cancer en 15 genes para cada participante: AKT1, BRAF,
EGFR, ERBB2, FOXL2, GNAT1, GNAQ, KIT, KRAS, MET,
NRAS, PDGFRA, PIK3CA, RET, TP53, se emple6 el estuche
de reactivos TruSight Tumor 15 (lllumina Way, San Diego,
CA 92122). Brevemente, el estuche de reactivos se basa en
la amplificacién por PCR mdiltiplex de 250 ampliaciones de
150-175 pb que cubren regiones relevantes para cancer en
los 15 genes mencionados. Las ampliaciones son generadas
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en dos PCR midiltiplex y después marcados con secuencias
indice, especificas para cada muestra. Después, los grupos
de ampliaciones son secuenciados en corridas de ocho
muestras en un equipo MiniSeq (lllumina), empleando
cartuchos de 2 x 151 pb. El método permite identificar
variantes con frecuencias de 5%, con una cobertura mini-
ma de 500x. Los datos de secuenciacion seran analizados
e interpretados clinicamente empleando la base de datos
SOPHiA Data-Driven Medicine de SOPHiA Genetics. Cabe
mencionar que este proceso de deteccién de mutaciones
asociadas a cancer ha sido validado oficialmente en el
Departamento de Investigacion en Enfermedades Infec-
ciosas del INER mediante evaluacion externa por parte de
SOPHIA Genetics.

Andlisis de mutaciones asociadas a
cdncer e interpretacion clinica

El andlisis primario de los datos de secuenciacion se
realiza de manera rutinaria en el servidor de Illumina,
BaseSpace (https://basespace.illumina.com/home/index),
con el objeto de realizar el filtrado inicial de calidad y la
generacion de archivos fastq. Los archivos fastq con las
lecturas de secuenciacién serdn analizados e interpreta-
dos clinicamente empleando la base de datos SOPHIA
Data-Driven Medicine de SOPHIA Genetics (https:/www.
sophiagenetics.com/).

Esta plataforma permite visualizar las variantes e inter-
pretar su significado clinico, lo cual asegura la proteccién
de la informacién genética. La plataforma permite identi-
ficar de manera sencilla variantes genémicas patogénicas.
Cada variante encontrada es guardada automdticamente
en la base de datos global de SOPHiA y los usuarios pue-
den agregar una interpretacién que sera aplicada a cada
paciente futuro que tenga la misma variante. Asimismo, la
historia y frecuencia de una variante en los pacientes de
la institucién puede ser trazada y accesada por el usuario.
Brevemente, los archivos fastq son cargados directamente
en la plataforma y procesados de forma inmediata por me-
dio de algoritmos avanzados patentados y procedimientos
de aprendizaje automatico, lo cual asegura una mayor
exactitud en el andlisis gendmico. Una vez analizados los
resultados, la interpretacion se realiza a través de SOPHIA
Al, que preclasifica las variantes encontradas en clases
patogénicas —desde una alta patogenicidad hasta benig-
nas—. Por Gltimo, se genera un reporte de variantes desde
la plataforma de SOPHIA, que incluye la interpretacion
clinica bésica.

Andlisis estadistico

Se realiz6 andlisis descriptivo univariado para informar y
examinar la frecuencia y las caracteristicas de la poblacién
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estudiada con medidas de tendencia central (media, media-
na y moda) y medidas de dispersion (desviacion estandar,
varianza y rango). Los andlisis estadisticos se realizaron
empleando el software SPSS versién 23.

RESULTADOS

Se incluyeron 112 pacientes con diagnéstico de CP, con un
promedio de edad al diagnéstico de 61.95 + 12.84 afos.
Con respecto al género, 69 (61.6%) fueron mujeres y 43
(38.7%) hombres.

En cuanto a antecedentes de exposicién se pudo do-
cumentar esta variable en 109 casos, encontrando que 41
pacientes (37.6%) tenian antecedente de tabaquismo, 34
(31.2%) habian estado expuestos a biomasa y 34 (31.2%)
habian tenido algin otro tipo de exposicién de riesgo
como fue exposicion a hidrocarburos, metales, solventes
inorganicos y asbesto.

Con respecto a la estirpe de CP, la mas frecuente fue el
adenocarcinoma en 83 pacientes (71.4%), seguido del tipo
escamoso en 26 individuos (23.2%) y en menor frecuencia
el de células grandes, el cual se observé Gnicamente en tres
pacientes (2.7%) (Tabla 1).

Se analizaron mediante secuenciacién masiva los genes
EGFR, ALK, TP53, BRAF, NRAS, ERBB2, AKT, PIK3CA,
KIT y MET en tejido tumoral de CPCNP, encontrando lo
siguiente (Tabla 2).

En los 112 pacientes incluidos en el estudio se observo
una mayor frecuencia de mutaciones somdticas en TP53
(64.3%), seguido de 32 pacientes (28.6%) con mutacién
en EGFR y 29 sujetos (25.9%) con mutacién en ERBB2.
Unicamente se observaron 13 pacientes con mutaciones
en KRAS (11.6%), cuatro con mutacién en PIK3CA, dos con
mutacion en KIT, un paciente con mutacion en BRAF y un
sujeto en NRAS. No se encontraron mutaciones en ALK,
AKT, PD-L1 y MET.

Es importante mencionar que de los 112 pacientes que
se incluyeron en el estudio, 40 (35.7%) tuvieron > 2 muta-
ciones somdticas en el tejido tumoral estudiado. Especifica-
mente, 36 (32.1%) tuvieron dos mutaciones, y Gnicamente
cuatro pacientes (3.6%) tuvieron tres mutaciones. S6lo en
dos pacientes del total incluido en el estudio no presentaron
alguna mutacion.

Con respecto a TP53, en aquéllos con mutacion
somatica se observé una edad promedio de 63.22 +
13.46 comparado con 59.67 + 11.45 afos en quienes
no tuvieron mutacion. El género mas frecuente fue el
femenino tanto en quienes tuvieron mutacién como en
los que no, 45 (62.5%) y 23 (59.0%), respectivamente.
En cuanto a la exposicién, fue mas frecuente el antece-
dente de tabaquismo en quienes tuvieron mutacién; la
exposicion a biomasa fue mas frecuente en quienes no
presentaron mutacion. La estirpe histolégica mas comin

Tabla 1: Caracteristicas sociodemograficas de los pacientes
con cancer pulmonar de células no pequefas en el INER.

n =112 (media = DE;

Variable frecuencia y porcentaje)
Edad al diagnéstico 61.95+12.84
Género
Mujer 69 (61.6)
Hombre 43 (38.7)
Exposicion
Antecedente de tabaquismo* 41 (37.6)
Antecedente de exposicion a 34 (31.2)
biomasa*
Otras exposiciones de riesgo’ 34 (31.2)
Estirpe de cancer pulmonar de
células no pequefias
Adenocarcinoma 83 (71.4)
Escamoso 26 (23.2)
Células grandes 3(2.7)

* Se considerd exposicion a tabaquismo como variable positiva a aquellos pacien-
tes que habian consumido al menos 100 cigarrillos en su vida (segin OMS).

*Se considerd exposicion a biomasa como variable positiva a aquellos pacientes
que tenian indice de exposicién al humo de lefia (IEHL) por arriba de 200 horas
al afio.

$Exposicion a hidrocarburos, asbesto, metales y/o solventes inorganicos.

en pacientes con y sin mutacién fue el adenocarcinoma
(Tabla 3).

En relacion con el EGFR, en los individuos con mutacién
somatica se encontré una edad promedio de 60.18 + 10.46
y de 62.66 + 13.67 afos en los que no. El género femeni-
no fue el més frecuente tanto en el grupo con mutacién
como en los que no presentaron mutacion. Se observéd
mas exposicién a biomasa en quienes tuvieron mutacion
en ECFR, mientras que los que no presentaron mutacién
tuvieron mas exposicion a tabaco. La estirpe histologica
mas frecuente en pacientes con y sin mutacion fue el ade-
nocarcinoma (Tabla 3).

DISCUSION

Actualmente las gufas internacionales recomiendan que
se realice un panel ampliado de secuenciacién (NGS) que
permita identificar subgrupos de pacientes con mutaciones
«driver» que ya han mostrado un beneficio al ser tratadas
con TKI. Dicha prueba evalGa de manera simultanea las
mutaciones en diferentes genes, incluyendo el EGFR, re-
ordenamientos en el gen de la ALK, genes B-Raf (BRAF),
ROS-1, K-RAS, MET y HER2 y varias otras moléculas que
regulan diferentes vias de traduccién de sehales como
son las vias de MAP cinasas o PI3K-AKT-MTOR.® Hasta
el momento la FDA ha aprobado diversos TKI contra los
siguientes blancos terapéuticos: EGFR, BRAF, ROST y ALK."
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Tabla 2: Frecuencia de mutaciones en pacientes con cancer pulmonar de células no
pequefias medido por secuenciacion de nueva generacion en el INER.

Frecuencia y porcentaje (n = 112) Frecuencia de

Gen Con mutacién Sin mutacién Mutacion reportada mutaciones reportadas
TP53 72 (64.3) 40 (35.7) Exon 4

¢.215C>G (p.Pro72Arg) 68

.139C>T (p.Pro47Ser)

¢.215C>G (p.Pro72Arg)lc.639A>G (p.Arg213Arg)
¢.215C>G (p.Pro72Arg)lc.818G>A (p.Arg273His)
¢.215C>G (p.Pro72Arg)lc.734G>A (p.Gly245Asp)

—_

EGFR 32 (28.6) 80 (71.4) Exon 18
¢.2156G>C (p.Gly719Ala) 1
Exon 19
€.2235_2249delGGAATTAAGAGAAGC 4
p.Glu746.Ala750del
€.2236_2250delGAATTAAG...(1) 2
p.Glu746.Ala750del
€.2239_2248delTTAAGAGA...(1) 1
p.Leu747.Ala750delinsPro
€.2240_2254delTAAGAGAA...(1) 1
p.Leu747.Thr751del
Exon 20
€.2303G>T (p.Ser768lle) 1
€.2361G>A (p.GIn787GIn) 9
€.2369C>T (p.Thr790Met) 1
Exon 21
€.2573T>G (p.Leu858Arg) 11
€.2582T>A (p.Leu861GIn) 1
ERBB2 29 (25.9) 83 (74.1) Exén 1
¢.1873A>G (p.lle625Val) 29
KRAS 13(11.6) 99 (88.4) Exon 2
¢.35G>A (p.Gly12Asp) 5
¢.38G>A (p.Gly13Asp) 1
¢.34G>T (p.Gly12Cys) 3
¢.35G>T (p.Gly12Val) 3
¢.35G>C (p.Gly12Ala) 1
PIK3CA 4(36) 108 (96.4) Exén 10
€.1633G>A (p.Glu545Lys) 2
.1624G>A (p.Glu542Lys) 1
Exon 21
¢.3140A>G (p.His1047Arg) 1
KIT 2(1.8) 110 (98.2) Exon 17
€.2394C>T (p.lle798lle) 2
BRAF 1(0.9) 111 (99.1) Exon 15
¢.1799T>A (p.Val600Glu) 1
NRAS 1(0.9) 111 (99.1) Exon 3
¢.181C>A (p.GIn61Lys) 1
ALK 0(0.0) 112 (100.0) No se reportaron NA
AKT 0(0.0) 112 (100.0) No se reportaron NA

MET 0(0.0) 112 (100.0) No se reportaron NA
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Tabla 3: Estratificacion de pacientes con cancer pulmonar
de células no pequefias por factor de exposicion.
TP53n=112 (media + DE;
frecuencia y porcentaje)
Con mutacion | Sin mutacion
Variable n=72 n=40
Edad al diagndstico 63.22+£13.46 | 59.67+11.45
Género
Muijer 45 (62.5) 23 (59.0)
Hombre 27 (37.5) 16 (41.0)
Exposicion
Antecedente de tabaquismo (40.8) 12 (31.6)
Antecedente de exposicion a 19 (26.8) 15
biomasa
Otras exposiciones de riesgo 23 (32.4) 11 (28.9)
Estirpe de céncer pulmonar de
células no pequenas
Adenocarcinoma 47 (65.3) 36 (90.0)
Escamoso 22 (30.6) 4(10.0)
Células grandes 3(4.2) 0(0.0)
EGFR n = 112 (media + DE;
frecuencia y porcentaje)
Con mutacion | Sin mutacion
Variable n=32 n=80
Edad al diagndstico 60.18+10.46 | 62.66 + 13.67
Género
Mujer 21(67.7) 47 (58.7)
Hombre 10 (32.3) 33 (41.3)
Exposicion
Antecedente de tabaquismo 6 (19.4) 35 (44.9)
Antecedente de exposicion a 16 (51.6) 18 (23.1)
biomasa
Otras exposiciones de riesgo 9 (29.0) 25 (32.1)
Estirpe de céncer pulmonar de
células no pequefias
Adenocarcinoma 29 (90.6) 54 (67.5)
Escamoso 3(9.4) 23 (28.7)
Células grandes 0(0.0) 3(3.8)

Varias mutaciones genéticas se han identificado
como posibles blancos terapéuticos. Se han recono-
cido dos tipos de mutaciones en EGFR como las mas
frecuentes y significativas en la préctica clinica, las
cuales representan 90% del total y han mostrado alta
sensibilidad al bloqueo con TKI: deleciones en el exén
19 y la sustitucién de leucina por arginina en el codén
858 del ex6n 21 (L858R)." No obstante, hoy se sabe
que existen mutaciones en el exén 20 (T790M/L858R,
G719 y L861Q) que generan resistencia de novo o ad-
quirida a los TKI."

Con base en estos datos, la FDA ha aprobado a erlo-
tinib, gefitinib, afatinib y osimertinib como tratamiento
sistémico de primera linea para pacientes con mutaciones
EGFR sensibles, ya que han demostrado una superviven-
cia libre de progresion al compararse con el estandar de
tratamiento basado en platino de 10.9 a 18.9 meses versus
7.4 meses con riesgo relativo de 0.54 (IC 95% 0.38-0.79; p
= 0.0012).° Un estudio reciente analizo la frecuencia de
mutacién de EGFR en pacientes europeos y encontr6 que
estaba presente en 16.6%, observando una mayor frecuen-
cia en mujeres (30%) que en hombres (8.2%), y una mayor
proporcién en no fumadores (38%) comparativamente con
exfumadores (9.5%) y fumadores (5.8%).”!

El reordenamiento de EML4-ALK se encuentra en 2 a
7% de pacientes con CPCNP.2? Se han identificado méds
de 20 variantes de EML4-ALK. El exén 13 (variante 1) y
el ex6n 6a/b (variante 3a/b) de EML4 fusionado con el
ex6n 20 de ALK generan las dos variantes mds frecuen-
tes que estan presentes en mas de 50% de los casos. El
reordenamiento de ALK se encuentra casi siempre en el
adenocarcinoma del subtipo sélido con presencia de cé-
lulas en anillo de sello, normalmente en pacientes j6venes
y mayoritariamente en no fumadores, siendo ocasional
en tabaquismo.”

Estudios clinicos han demostrado buenas respuestas
con inhibidores de ALK, particularmente con alectinib,
que mostré una mediana de supervivencia libre de
progresion de hasta 35.2 meses versus 10.1 meses con
crizotinib (ALEX trial), mostrando adecuada penetrancia
al sistema nervioso central.** La fusion del gen ROS-1 ha
sido identificada con una prevalencia de 1.7%.%* Esta al-
teracion es identificada en histologia de adenocarcinoma,
edad temprana al momento del diagnéstico y en perso-
nas que nunca fumaron con mayor frecuencia. Resulta
interesante que los pacientes con CPCNP que presentan
la translocacién que genera el gen de fusion ROS-1 con
CD74, SLC34A2 y fusiones del gen ROS-1 también se han
identificado en pacientes con carcinoma epidermoide. Los
pacientes ROS-1+ tratados con el TKI crizotinib o ceritinib
han tenido tasas elevadas de respuesta similares a las de
los pacientes ALK positivo.?® Un estudio fase Il demostrd
que la combinacién de dabrafenib y de trametinib para
el tratamiento de pacientes con CPCNP con la mutacién
V60OE en el gen BRAF, presentaron una respuesta global
de 64% y una respuesta libre de progresién con una me-
diana de duracién de 10.4 meses.?”

También existen resultados alentadores con otros bio-
marcadores que han mostrado adecuadas tasas de respues-
ta como son: MET exdn 14 que se encuentra en 1-2% de
los casos y presenta tasa de respuesta de 44%; RET que
se observa en 1% de los casos con tasa de respuesta de
17-38%.% Las mutaciones de HER2 representan 1.3% de
los casos, con tasas de respuesta que varian entre 5-41%.%
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KRAS se encuentra entre 20-25%, sin ningun tratamiento
dirigido hasta el momento.

La NGS analiza de manera simultanea miles de se-
cuencias de ADN en una manera masiva, ofreciendo asi
un enfoque rentable para la deteccién de miiltiples alte-
raciones genéticas en muestras tumorales. La sensibilidad
obtenida por NGS es superior a la de la tecnologia de
secuenciacién convencional, haciendo posible la detec-
cién de mutaciones que estan presentes en porcentajes
muy bajos en un fondo de ADN normal, lo cual es extre-
madamente importante para la deteccién de mutaciones
somaticas. La aplicacion a gran escala de esta tecnologia
en caracterizacion molecular de los tumores condujo a la
generacion de bases de datos que catalogan el genoma
del céncer, las cuales incluyen: COSMICO, International
Genome Consortium y Trial Cancer Genome Atlas. Adi-
cionalmente, la interpretacion de variantes somaticas es
factible debido a varios recursos de conocimiento disponi-
bles y herramientas de interpretacion en linea disponibles
para clinicas y laboratorios de prueba.

La NGS nos permite no sélo identificar la presencia o
ausencia de mutaciones, sino que se encuentra aprobada
como método diagnéstico y se recomienda como método
de preferencia de diagnéstico molecular, con mdltiples
estudios en el mundo que se han realizado utilizando
esta técnica.* El uso de paneles de mutaciones basados
en NGS ha demostrado excelentes tasas de sensibilidad,
especificidad y reproducibilidad (cercanas al 100%) para
encontrar las alteraciones existentes.>’ Ademas, arriba de
50% de los pacientes tenfa una mutacion en un gen que
podria estar relacionado con una terapia indicativa para
acceder a un ensayo clinico, lo que enfatiza la importancia
de su implementacion. Por lo tanto, la caracterizacién mo-
lecular de los tumores es fundamental para la adecuacién
del tratamiento.

En la actualidad, en el INER, la determinacién de las
mutaciones asociadas a cdncer con relevancia clinica se
hace en su mayoria mediante las técnicas de PCR y FISH,
identificando Gnicamente alteraciones puntuales en el
gen de interés de forma aislada; lo cual implica retraso
en los tiempos de diagndstico, mayor costo y dado que
el tejido se obtiene por biopsias pequeias suele no ser
suficiente para analizar todas las mutaciones necesarias.
La implementacion de la deteccién de mutaciones en un
panel de genes de interés para CPCNP basada en NGS
permitira identificar mdltiples blancos con relevancia cli-
nica o con potencial terapéutico de manera simultanea
en nuestros pacientes.

Hasta el momento no se cuenta con un perfil molecu-
lar tumoral en la poblacién del instituto, ni en poblacién
mexicana. Lo cual es de gran importancia a nivel individual
para optimizar el tratamiento y a nivel poblacional para
identificar la frecuencia de alteraciones de interés tera-
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péutico en nuestros pacientes. Es importante mencionar
que los pacientes atendidos en el INER tienen factores
sociodemogréficos y de riesgo particulares, incluyendo
una alta frecuencia de personas expuestas a humo de lefa
como factor de riesgo principal. Asimismo, es sabido que
las frecuencias de exposicién al humo de lefa y tabaco en
la poblacién mexicana son diferentes a los de la poblacién
anglosajona y asidtica.*

Ante la alta prevalencia de CPCNP en nuestro institu-
to, es de suma importancia determinar cudles y en qué
frecuencia se encuentran las mutaciones genéticas con
interés terapéutico, con el fin de ofrecer a los pacientes
el mejor tratamiento disponible para cada caso. A su vez,
es importante la descripciéon molecular y la determinacién
del perfil epidemiolégico de cada una de las mutaciones
en la poblacién de pacientes atendidos en el INER, al ser
éste un centro de referencia nacional para el estudio de
pacientes con CP. Con el conocimiento de estas altera-
ciones podremos identificar subtipos de tumores dentro
de la poblacién general con CP, lo que permitird brindar
terapéutica individualizada y poder ofrecer mayor bene-
ficio en términos de supervivencia de los pacientes con
dicha patologia.

CONCLUSIONES

Corroboramos por NGS la frecuencia aproximada re-
portada de mutaciones en EGFR y su asociaciéon con
no fumary el género femenino, como se ha establecido
en la literatura internacional. La realizacién de esta
técnica en un nimero considerable de muestras de te-
jido tumoral podria representar el parteaguas entre las
técnicas utilizadas en nuestro pais, ya que corroboramos
la factibilidad de realizarla. Lo que se debe considerar a
futuro es la adquisicién de nuevos kits en los que se in-
cluya un mayor nimero de genes para obtener la mayor
informacién posible y asi poder caracterizar de mejor
manera esta enfermedad en nuestra poblacién con el
menor riesgo posible en la adquisicién de biopsias pe-
quenas y de igual manera el mejor tratamiento futuro.
El 100% de los pacientes con mutacion EGFR sensible
a inhibidores de tirosina cinasa recibi6 tratamiento de
manera oportuna.
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