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1 Introducciéon




1.1 Cancer de pulmén

1.1.1 Epidemiologia

El cancer de pulmon ha sido la causa mas comun de cancer en el mundo durante
décadas. En 2008 se produjeron 1,61 millones de nuevos casos, representando el 12,7%
de todos los nuevos canceres. Asimismo fue la causa mas comudn de muerte por cancer
con 1,38 millones de muertes (18,2% del total).*

En Estados Unidos el cancer de pulmdn es la principal causa de muerte. Se
estima que 226.160 nuevos casos seran diagnosticados en 2012 (116.470 en hombres y
109.690 en mujeres) y 160.340 muertes debidas a este tumor. Solamente un 15,6% de
todos los pacientes con cancer de pulmén estan vivos a los 5 afios del diagnéstico.?

En Espafia, la prevalencia total estimada en el afio 2006 fue de 1.175 casos de
cancer por 100.000 habitantes, falleciendo en ese afio 16.879 hombres con una media de
edad de 68 afos, asi como un total de 2.634 mujeres con una media de edad de 66 afios.
Las cifras de incidencia y mortalidad presentan variaciones en las distintas areas
geograficas y de forma global las tasas de mortalidad por cien mil habitantes son de
121,5 para los hombres y 95,1 para las mujeres; las tasas estandarizadas por cien mil
habitantes son de 137,7 y 92,1 respectivamente.

La agencia de la Organizacion Mundial de la Salud que estudia la incidencia del
cancer en el mundo -GLOBOCAN-, estimd en el afio 2008 una tasa cruda de incidencia
del cancer de pulmon de 52,2 por 100.000 habitantes y una tasa de mortalidad de 45,7
(Figura 1). Es por tanto la 3% causa de cancer diagnosticado, y la 1% causa de

fallecimiento por cancer en nuestro medio.

1.1.2 Factores de riesgo
El principal factor de riesgo para desarrollar cancer de pulmon es el habito

tabaquico, el cual ocasiona de manera directa, entre el 85-90% de todas las muertes
relacionadas con el cancer de pulmoén.®* ElI humo del tabaco contiene muchos
carcinégenos quimicos (ej. nitrosaminas, benzopirenos).® ° El riesgo de desarrollar
cancer de pulmon se incrementa con el nimero de paquetes de cigarrillos fumados al dia

y con el nimero de afios que se ha estado fumando (lo que se conoce como “paquetes-
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Figura 1. Incidencia y mortalidad por tumor en Espafia. Tasa cruda por 10° habitantes. Fuente:
GLOBOCAN.!

afio”). Los no fumadores expuestos al humo del tabaco también tienen un riesgo relativo
(RR) incrementado (RR=1,24) de padecer cancer de pulmén.>8

El gas raddn, un gas radioactivo que se produce por la desintegracion del radio
226, también parece ser un causante del cancer de pulmén. La Agencia para la
Proteccion del Medio Ambiente de Estados Unidos (U.S. Environmental Protection
Agency, EPA) estima que el radon es la principal causa de cancer de pulmoén en no
fumadores, aunque el ser fumador pasivo es otro factor importante.®-2

El asbesto, un compuesto mineral que se descompone en pequefios fragmentos
que son llevados por el aire, es un carcindgeno conocido que incrementa el riesgo de
cancer en las personas expuestas a estas particulas, sobre todo en los individuos
fumadores. Se estima que entre un 3-4% de los canceres de pulmdn son causados por la
exposicion a ashesto.!3

Otros posibles factores de riesgo incluyen los procesos inflamatorios
pulmonares, las cicatrices pulmonares secundarias a la tuberculosis, los antecedentes
familiares y la exposicion a agentes carcindgenos distintos de los mencionados (ej.
hidrocarbonos policiclicos aromaticos, cromo, niquel, compuestos organicos de
arsénico).'*'°> La Agencia Internacional para la Investigacién en Cancer (International
Agency for Research on Cancer, IARC) posee una lista detallada con todos los

compuestos potencialmente cancerigenos en el pulmon, entre los que destacan: arsénico,
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cromo, asbesto, niquel, cadmio, berilio, silice y humos de combustion.6-17 El asbesto
también es el causante del mesotelioma pleural maligno.

No esta claro si el tratamiento hormonal sustitutivo (THS) afecta al riesgo de
cancer de pulmon en las mujeres. Se han publicado méas de 20 estudios a este respecto,
con resultados contradictorios. En un estudio aleatorizado'® con un gran nimero de
pacientes no se observo aumento de la incidencia de cancer de pulmon entre las mujeres
postmenopausicas tratadas con THS a base de estrogenos y progestagenos; no obstante,

el riesgo de muerte por cancer de pulmén no microcitico (CPNM) estaba aumentado.*8

1.1.3 Prevenciony cribado

Aproximadamente el 85-90% de los casos de cancer de pulmdn estdn causados
por el habito tabaquico. Existe una relacion causal entre el tabaquismo activo y el
cancer de pulmén, asi como con otros tumores (eséfago, cavidad oral, laringe, faringe,
vejiga, pancreas, gastrico, rifion, ovario, colorrectal y cérvix) y diversas enfermedades.
Las personas que viven con un fumador tienen entre un 20-30% mas de riesgo de
desarrollar cancer de pulmén.

Los oncdlogos debemos incidir en el cese del habito tabaquico, sobre todo en los
pacientes con cancer. La persistencia en el tabaquismo se asocia con la aparicion de
segundas neoplasias, complicaciones del tratamiento y una disminucion de la
supervivencia. La estrategia mas eficaz para conseguir dejar de fumar es el
asesoramiento conductual (counseling) y el uso de medicaciones. Las sustancias que
pueden colaborar en el cese del tabaquismo es el uso de suplementos con nicotina (ej.
chicles, inhaladores, spray, parches), el bupropion de liberacion mantenida y la
vareniclina. Diversos estudios han demostrado que la vareniclina es mejor que el
bupropion o los parches de nicotina'®?!, aunque genera diversos efectos secundarios
como nauseas, vomitos y en algunos casos sintomas neuropsiquiatricos, trastornos del
movimiento o disminucion del nivel de consciencia.

Uno de los motivos por los que el cancer de pulmon es todavia la principal causa
de muerte por cancer es la tardanza en su diagnéstico.??>® Dado que el cancer puede ser
curado incrementando la supervivencia en otros tumores solidos (ej. mama, cérvix,
colon, prostata), parece necesario desarrollar estrategias que mejoren el cribado y el
diagndstico precoz. Algunos ensayos realizando tomografias computerizadas (TC) con

bajas dosis como técnicas de cribado en cancer de pulmoén, han mostrado resultados
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prometedores con una frecuencia de diagnostico de cancer de pulmén en estadio |
mayor del 80%.242% Los resultados publicados muestran que realizar TC de cribado en
pacientes con alto riesgo de padecer cancer de pulmén disminuye la tasa de mortalidad
por cancer de pulmén un 20%, cuando se compara con el cribado por radiografias.?” Los
pacientes de alto riesgo son aquellos que fuman o han fumado, con un antecedente de 30

paquetes-afio, sin evidencia de cancer de pulmon.?8-2°

1.1.4 Clasificacion

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en su clasificacién de 2004, divide
el cancer de pulmoén en 2 grandes clasificaciones basados en su biologia, tratamiento y
pronostico: CPNM vy cancer de pulmén de células pequefias (o microcitico, CPM). El
CPNM da lugar a més del 85% de todos los casos de cancer de pulmon, e incluye a su
vez al carcinoma no-escamoso (adenocarcinoma, carcinoma de células grandes y otros
tipos) y el carcinoma escamoso (epidermoide). El adenocarcinoma es el tipo mas
frecuente de cancer de pulmén y el que se observa con mayor frecuencia en los no

fumadores.30

1.1.5 Evaluacion histopatologica del cancer de pulmén

En la evaluacion histopatologica del cancer de pulmon se determina la extension
de la invasién, si se trata de un tumor primario de pulmén o metastasis de otra
localizacion, si afecta a los bordes de reseccion quirdrgica y se realizan estudios para el
diagnostico molecular de ciertas mutaciones genéticas (ej. receptor del factor de
crecimiento epidérmico, EGFR). Los datos actuales muestran que las terapias dirigidas
son potencialmente muy eficaces en aquellos pacientes que presentan mutaciones
genéticas especificas o reordenamientos genéticos en el tumor.31-3

La evaluacion preoperatoria incluye el lavado bronquial, puncidn-aspiracién con
aguja fina (PAAF), biopsia con aguja gruesa (BAG), biopsia endobronquial y biopsia
transbronquial. Ademas se deben valorar sistematicamente las adenopatias
mediastinicas para una estadificacion completa y valorar las posibilidades terapéuticas.

Las muestras de lobectomia o neumonectomia deben de ser valoradas
intraoperatoriamente para determinar el margen quirdrgico de reseccion, se deben
diagnosticar los nodulos incidentales hallados en el momento de la cirugia y evaluar los
ganglios linfaticos regionales. En la evaluacion postquirdrgica se diagnostican las

caracteristicas histopatolégicas necesarias para la clasificacion del tipo tumoral, la
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estadificacion y los factores pronosticos. El informe patologico debe reflejar la
clasificacion histolégica de la OMS.*°

Recientemente se ha revisado la clasificacion de los adenocarcinomas por un
panel de expertos.® Las categorias de carcinoma bronquioloalveolar y el subtipo mixto
de adenocarcinoma ya no se usan. Las nuevas categorias incluyen 1) el adenocarcinoma
in situ (AIS) (lo que se denominaba carcinoma bronquioloalveolar), que es una lesion
preinvasiva; 2) el adenocarcinoma minimamente invasivo (AMI); y 3) el
adenocarcinoma invasivo (incluye el carcinoma bronquioloalveolar mucinoso). Tanto el
AIS como el AMI estan asociados con una excelente supervivencia si son resecados. El
panel de expertos recomienda el estudio de la mutacion del EGFR y del reordenamiento
del gen anaplastic lymphoma kinase (ALK) en todos los adenocarcinomas.

La inmunohistoquimica (IHQ) es una técnica diagndstica fundamental para
diferenciar un adenocarcinoma primario de pulmon de las metastasis localizadas en el
pulmén desde otros 6rganos (ej. mama, prostata, colorrectal), también permite
diferenciar el adenocarcinoma pulmonar del mesotelioma y para determinar el estado
neuroendocrino del tumor. Los carcinomas escamosos suelen ser TTF-1 negativo, p63
positivo y citoqueratinas (CK) 5/6 positiva; mientras que los adenocarcinomas suelen
ser TTF-1 positivo.®® Otros marcadores podrian ser Utiles para diferenciar
adenocarcinomas de carcinomas escamosos (ej. CK de elevado peso molecular
[34BE12], napsina A, mucicarmin).3’-38

Las tinciones positivas para adenocarcinoma son: CEA (antigeno
carcinoembrionario), B72.3, Ver-EP4, MOC31 y TTF-1.3 TTF-1 es un factor de
transcripcion que regula la expresion de las apoproteinas A, B y C del surfactante, el
antigeno de células claras y T1a. E1 TTF-1 es habitualmente negativo para el carcinoma
de células escamosas,® pero es positivo en los tumores de tiroides.*° EI adenocarcinoma
de pulmon es CK7 positivo y CK20 negativo.

El diagndstico del cancer de pulmén microcitico (CPM) suele ser mas
complicado, desde el punto de vista histolégico.*! Los pacientes con CPM presentan
caracteristicas clinicas y radiolégicas especificas (ej. linfangitis, invasion mediastinica).
En cuanto a la IHQ, los CPM son positivos para TTF-1 y negativos para la CK
34BE12;** normalmente tienen positividad para marcadores de diferenciacion
neuroendocrina (ej. cromogranina A, enolasa neuroespecifica -NSE-, molécula de
adhesion a células neurales -NCAM-, sinaptofisina). No obstante, estos marcadores
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neuroendocrinos no pueden ser usados para distinguir un CPM de un CPNM porque
aproximadamente el 10% de los CPNM presentan inmunorreactividad por alguno de
ellos.** En estudios recientes se sugiere que la expresion de microRNAs (miRNA)

puede ser til para el diagnéstico diferencial entre microcitico y no microcitico.®

1.1.6 Estadificacion
El sistema internacional de estadificacion del cancer de pulmdn es adoptado por

consenso y revisado periédicamente por el American Joint Committee on Cancer
(AJCC), la Union Internationale Contre le Cancer (UICC) y la Association of the Study
of Lung Cancer (IASLC).%¢%0 Se basa en el sistema TNM (tumor, ganglio [node] y
metastasis) y es publicado por la AJCC; en la actualidad la referencia es la 72 edicién,
publicada en 2010.5! La estadificacion patoldgica se basa en la informacion clinica
(anamnesis, exploracién fisica y estudios de imagen) y en procedimientos diagnosticos
invasivos (ej. toracotomia, mediastinoscopia). El esquema de la clasificacion TNM se

puede ver en las figuras 2 y 3.

Definitions

Primary Tumor (T)

TH Primsary Semor Ganmed be assessed, of Tumor T3 Turmor mone than 7 am of one that dvectly
proven by Be presence of malignant cels Irwades anry of the following: parietal w |
0 sputum or broncheal washings but nat plousal (PL3), chwst wall (nciuding superier - |

kzed by iemaging of bronchasopy sabas umery, daghagn, pheen necve, -

10 Neevidence of primary tumer medintingl pleata, patietal peticardim o w |

T G sty Susier in the main bronches des Ban 2 om i -

£ X distal 12 the canny’ bt without imvalvernent Sage w

17 Damor 3 om or bess in greatest dmenson, of 1he Griex of assodated atelectasts or w
smsended by hang or viscenal plesra bstructive esmanits of the endre g or w
without Dronchoscopic evidence of invasion separate tumor sodales) i the same bobe w |
";:""""‘n:f":::;:“mr 14 Tumar of any soe that irwaces any of the o =
¢ 2' Y - 4 following: medintivem, heart, great vessel, gl 1

T4 Tumer 2 on or bess in greatest dimension -4

: ¢ Taches, recurent Leynged nerve, esophagus, "

1 Tumor more than 2 on but § on vertebral body, canna, separate Yemor )
of less 18 greated Gmersion nedule(s) in 3 Gffwest pritnel kbe »

12 Tumor more thas 3 on but 7 on o bess or w
tumat with any of the folowing Seatwes (T2 )
tumars wath these features are classfid 122 Distant Metastasis (M) W
15 cm ox bess)s imwalves main bronches, 2 on v 1an1! medst w
or more distal 15 the carny ivades vioral NS e M P w |
plesta (LY or PLIL assocated with atebectss N1 Destant metastass - w
o SREWRCTVE preumanias that extends o the Mia Sepacate tumot noduiey in 3 contralatersd -
il region Det does not imvolve Mhe entire ing lebe, tumer with plessal sodules or w

T2a Tumer more than § on bet 5 on Mafignart pleral (2 pesicardlal efhushae’ -

o lesis in reatest dmersion MTD Dstant metastass in extrathorack avgans) w0

T2 Tamer more thas § on but 7 on 3 ot

Seage IV N
of less B greatest dmenaon L RS

he amcomewn upericial greatng tm of oy &y i B

i o compureet Wed s T Docud oA W) w4 et
A TH T A RO, B A et 2 TU

* Mol piverd Land pevendel #Baat W by Crm v foe @ e
W0 AT, e ETghe R AN e e o paw d
PERal S e wegte o Taren 3aC e A 5 nontiedy wd |y
WX 0 ol W Tois v el i (b 4 psdgredd % Bal

@ 61 s vl e et ot o (Lt 1 WD

Figura 2. Estadificacion TNM del cancer de pulmén. Criterios de la AJCC.5!
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Figura 3. Ganglios linfaticos regionales de interés en la estadificacion del
cancer de pulmén.5?

1.1.7 Factores prondsticos y predictivos
Un marcador pronostico es un indicador de la supervivencia del paciente con

independencia del tratamiento que reciba, es decir, es un indicador de la agresividad
innata del tumor. Un marcador predictivo es un indicador de la eficacia terapéutica, es
decir, existe una relacion entre la molécula y el tratamiento de cara al resultado
terapéutico en el paciente.

Clasicamente, los factores relacionados con el pronéstico en cancer de pulmén
han sido el sexo, el habito tabaquico, el estadio de la enfermedad y el estado general del
paciente (o performance status, PS del Eastern Cooperative Oncology Group). Se sabe
que son factores de buen prondstico en el CPNM el diagnostico en un estadio temprano,
un buen estado general (o PS de 0, 1 0 2), la ausencia de pérdida de peso (menos del 5%
del peso previo al diagndstico) y el sexo femenino.>?

En los dltimos afios han surgido multiples marcadores prondsticos y predictivos
para el CPNM. Entre éstos, los que mayor evidencia han demostrado son EGFR, la
endonucleasa 5’ del complejo reparador por excision de nucledtidos (ERCCL), el

oncogen k-ras, la subunidad reguladora de la reductasa de ribonucleétido (RRM1) y el
8



oncogen de fusiébn EML4-ALK (resultado de la fusion entre echinoderm microtubule-
associated protein-like 4 [EML4] y ALK).

Mutaciones de EGFR — EGFR es un receptor transmembrana que se detecta en
aproximadamente el 80-85% de los pacientes con CPNM. Las mutaciones mas
comunmente encontradas son deleciones en el ex6n 19 (E19del, en el 45% de los
pacientes) y una mutacion en el exon 21 (L858R, en el 40%). Ambas mutaciones dan
lugar a una activacion del dominio tirosin kinasa, y en ambos casos se asocia con
sensibilidad al tratamiento con inhibidores tirosin kinasa (ITKs): erlotinib y gefitinib.>3-
5 Estas mutaciones se encuentran en aproximadamente el 10% de los pacientes
caucasicos y en hasta el 50% de los asiaticos.’® Otras mutaciones sensibles al
tratamiento son las mutaciones puntuales en el ex6n 21 (L861Q) y el exdon 18
(G719X).5" La mutacién T790M se asocia con resistencia al tratamiento con ITKs y se
ha confirmado en el 50% de pacientes con progresion de la enfermedad.58-60

El andlisis mutacional del ADN es el método preferido para conocer el estado
del EGFR, aunque la hibridacién in situ fluorescente (FISH, para determinar el nimero
de copias del gen) y la IHQ (para determinar el nivel de expresion) también se usan.51-63
Para determinar el estado mutacional del EGFR en las células tumorales se pueden usar
varios mecanismos de deteccion de mutaciones en el ADN. La secuenciacion directa del
ADN en los exones 18-21 (o simplemente en los exones 19 y 21) es un procedimiento
razonable, no obstante existen métodos mas sensibles.% 62.64-66 | 3 técnica de screening
de mutaciones multiples (SNaPshot Multiplex System) puede detectar mas de 100
mutaciones puntuales, incluyendo EGFR.%7 Seria mejor poder determinar el estado
mutacional del EGFR en el tumor primario antes de iniciar el tratamiento que en las
metéstasis, aunque no existe un consenso a este respecto.

El efecto pronostico de las mutaciones del EGFR -E19del y L858R- no esta
claro.®® Sin embargo, si esta claramente definido su valor predictivo de respuesta al
tratamiento con ITKs. La tasa de respuestas objetivas en pacientes con CPNM de
histologia no escamosa y mutacién del EGFR (53% E19del, 26% L858R y 21% otras
mutaciones) fue del 55%, con una mediana de supervivencia libre de progresion (SLP)
de 9,2 meses.® En pacientes tratados en primera linea con quimioterapia con o sin
erlotinib, la mutacion del EGFR fue predictiva de una mejor respuesta en los pacientes
que recibieron el ITK (53% en pacientes con la mutacion frente al 18% en aquellos sin
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la mutacién).®? La tasa de respuesta en el grupo de los pacientes que sélo recibieron
quimioterapia fue del 21% para los mutados y del 27% para los no mutados. Datos
recientemente publicados sugieren que erlotinib podria ser usado como primera linea
sistémica (en lugar de una primera linea estandar con quimioterapia) en pacientes con
mutacion del EGFR.%-"! Los datos muestran que la SLP mejora con el uso de ITKs en
pacientes con mutacion del EGFR comparado con la quimioterapia estandar; la
supervivencia global (SG) no es estadisticamente relevante.

Reordenamiento de EML4-ALK — Se estima que aproximadamente el 2-7% de
los pacientes con CPNM presentan reordenamiento de los genes EML4-ALK. 42 Estos
pacientes son resistentes a los ITKs frente al EGFR pero sus caracteristicas son
similares a los que la presentan (ej. adenocarcinoma, no fumadores) con la salvedad de
que suelen ser mas jovenes y varones. En poblaciones seleccionadas con estas
caracteristicas hasta en el 30% de los casos se encontraria este reordenamiento génico.’?
Las mutaciones del EGFR vy el reordenamiento EML4-ALK se consideran mutuamente
excluyentes’ (aunque se han comunicado casos en los que ambas alteraciones estan
presentes’), por este motivo los ITKs no serian eficaces en segunda linea de tratamiento
en los pacientes con reordenamiento de ALK que progresan a crizotinib, un ITK frente a
ALKy MET.7? 75

La deteccién del reordenamiento de ALK se puede realizar por IHQ o por FISH,
aunque este Ultimo presenta una mayor sensibilidad.”®"® Crizotinib ha demostrado una
alta tasa de respuesta (> 80%) y una mejora de la supervivencia en pacientes con CPNM
que presentan el reordenamiento EML4-ALK y que han progresado a los tratamientos
previos.3* Crizotinib es un farmaco oral con muy pocos efectos adversos: elevacion de
las transaminasas 0 neumonitis.”® La respuesta alcanzada con este farmaco es rapida,
aunque los pacientes suelen desarrollar resistencia al afio del tratamiento.® Esta en
marcha un ensayo fase 111 (PROFILE-1007) comparando crizotinib con la quimioterapia
estandar de segunda linea.

Nivel de expresion de ERCC1 — ERCC1 es la endonucleasa 5’ del complejo
reparador por excision de nuclettidos. Se encuentra en todas las células tumorales
aungue su nivel de expresion varia ampliamente. En los pacientes con CPNM resecado
gue no recibieron quimioterapia ni radioterapia perioperatoria, los niveles de ARNm de
ERCC1 fueron prondsticos de supervivencia.t'®? Se han llevado a cabo mdltiples
estudios en los que se ha observado que los niveles de ERCC1 son predictivos de la
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eficacia de la quimioterapia basada en platino en el CPNM; niveles elevados se asocian
con resistencia, mientras que niveles bajos se asocian con sensibilidad.8%83

Mutaciones en K-ras — K-ras es una proteina de union al GTP que se encuentra
asociada a una proteina G receptora. En su forma mutada, K-ras se encuentra activada y
es capaz de promover la proliferacion celular y aumentar la supervivencia de la célula.
Los datos actuales muestran que aproximadamente el 25% de los adenocarcinomas de
pulmén tienen mutaciones en K-ras.’? 5% 84 Esta prevalencia de la mutacién esta
asociada con el habito tabaquico.®® El estado mutacional de K-ras es un factor
prondstico de supervivencia, siendo menor en los pacientes mutados que en aquellos
con K-ras salvaje (wild-type).8* 8-87 |La mutacion de K-ras es predictivo de respuesta al
tratamiento con ITKs frente al EGFR;3> % la adicion de erlotinib a la quimioterapia en
pacientes con K-ras mutado parece interferir negativamente en la eficacia de la
quimioterapia.®?

Nivel de expresion de RRM1 — RRM1 es el gen que codifica la subunidad
reguladora de la reductasa de ribonucleétido, que es crucial para la produccion de
desoxinucleétidos a partir de nucleétidos.?-8° En los pacientes con CPNM resecado que
no recibieron quimioterapia ni radioterapia perioperatoria, los niveles de ARNm son
prondsticos de supervivencia: aquellos que poseen niveles elevados viven
significativamente mas que los que tienen niveles bajos.*® Si la expresién tumoral de
RRML1 es alta, la mediana de SG es mayor de 120 meses, comparado con los 60,2 meses
para los pacientes con baja expresion tumoral de RRM1.%! Asimismo se ha comprobado
que los niveles in situ de proteina RRM1 estan correlacionados de forma inversa y
significativa con la respuesta a gemcitabina o al doblete carboplatino/gemcitabina
(P=0,001, r=-0,41); es decir, la respuesta es mejor en los pacientes con niveles bajos de

expresion de RRM1.83

1.1.8 Tratamiento del CPNM

Las opciones de tratamiento en el CPNM son fundamentalmente cirugia,
radioterapia (RT) y quimioterapia (QT). La indicacion de cada uno de ellos, solos o en
combinacion, viene marcada por el estadio de la enfermedad al diagnéstico. La decision
terapéutica de todo paciente con CPNM deberia ser tomada en el seno de un comité
multidisciplinario donde estén representados los especialistas implicados en el

diagnostico y tratamiento del paciente con cancer de pulmdn (neumdlogo, radidlogo,
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anatomopatdlogo, cirujano toracico, oncélogo radioterapéutico y oncélogo médico).
Esto facilita la coordinacion entre los diferentes especialistas implicados, disminuyendo
los retrasos en el tratamiento del paciente y mejorando los resultados del mismo.

Cirugia — La cirugia es el principal medio para la curacion de aquellos pacientes
diagnosticados en estadios iniciales (I o Il). En todo paciente con indicacion de
reseccion tumoral debe ser valorada la resecabilidad y la estadificacion quirdrgica de la
lesion tumoral. El tipo de procedimiento quirdrgico dependera de la extension del tumor
y de la reserva funcional pulmonar del paciente. Se prefiere la realizacion de lobectomia
sobre neumonectomia, siempre que anatomicamente sea posible y se logré una
resecciobn con margenes quirdrgicos libres. Asimismo, la reserva funcional
postquirdrgica ha de ser Optima.®>% Las resecciones de un segmento pulmonar
(segmentectomia), o en cufia, pueden ser realizadas en pacientes seleccionados: mala
reserva funcional pulmonar o alguna co-morbilidad que contraindique la lobectomia, y
un nodulo periférico < 2 cm con caracteristicas de bajo riesgo (AIS puro, < 50% de su
tamafio tenga apariencia de vidrio deslustrado en el TC o que en el seguimiento
radiolégico se confirme un tiempo de duplicacion del tamafio > 400 dias). El objetivo
con estas técnicas menos agresivas ha de ser conseguir un margen de reseccion >2 cm o
mayor o igual al tamafio del nddulo tumoral.®*% Si el tratamiento quirdrgico conlleva
una neumonectomia, es imperativo realizar un muestreo sistematico de los ganglios
linfaticos (uno o dos ganglios por cada estacion mediastinica: 2R, 4R, 7, 8 y 9 si es del
lado derecho; y 4L, 5, 6, 7, 8 y 9 si es del lado izquierdo).% En la figura 3 se muestran
las estaciones ganglionares hiliares y mediastinicas.®’

Radioterapia — La RT puede ser usada como tratamiento adyuvante para
pacientes con CPNM tras la cirugia, como tratamiento local inicial en aquellos pacientes
que no pueden ser operados 0 con tumores irresecables y/o como tratamiento paliativo
en pacientes con CPNM incurable. La RT estereotactica ablativa (SABR) se recomienda
para pacientes con estadios iniciales de CPNM que son inoperables, para pacientes
ancianos o en los que se contraindique la cirugia y en pacientes que no quieran ser
operados. La quimio-radioterapia radical estd indicada en pacientes con enfermedad
localmente avanzada (estadios Il-111) que son inoperables.®® En pacientes con
enfermedad avanzada (estadio 1V) y metastasis a distancia, la RT paliativa se puede usar
a nivel del primario o en localizaciones a distancia. Se deberia evitar la quimio-
radioterapia preoperativa de cara a evitar la toxicidad pulmonar post-neumonectomia.
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No obstante, esto es controvertido.®®-1% La SABR se administra en ciclos cortos con muy
altas dosis de radiacion que actdan sobre la lesion.’91% En los pacientes con CPNM
estadio | inoperables SABR consigue una mediana de SG de 32 meses y una SG a los 3
afios del 43%, mientras que el tratamiento convencional consigue una SG a los 3 afios
del 20-35%.104-195 QOtra técnica radioterapica que ofrece buenos resultados en pacientes
con estadios iniciales inoperables es la radiocirugia (radiofrequency ablation, RFA).
Los candidatos Optimos a este tratamiento son aquellos que presentan una lesion Unica
periférica menor de 3 cm, pudiendo ser utilizada sobre tejido previamente irradiado y en
indicaciones paliativas.t®® En un estudio con 33 pacientes con CPNM se observé una
SG del 70% (95%IC 51-83%) al afio y del 48% (95%IC 30-65%) a los 2 afios, llegando
al 75% (95%IC 45-92%) a los 2 afios en los pacientes con estadio | (n=13).1%7 La tasa de
mortalidad especifica del procedimiento fue del 2,6%.1%8

En el tratamiento del CPNM, la cirugia ofrece las mayores posibilidades de
curacion para los pacientes con enfermedad en estadios iniciales (I y 1) que puedan
tolerar la cirugia y no presenten contraindicaciones. Asimismo, la SABR debe ser
considerada en aquellos pacientes con estadio | irresecables o que rechazan la cirugia.
En los pacientes en los que se logra una cirugia con reseccion completa del tumor, la
quimioterapia (QT) ha demostrado mejoria en la supervivencia de los pacientes con
enfermedad tempranal®-1!! (las bases del tratamiento quimioterapico se desarrollaran en
el apartado “Papel de la quimioterapia en el CPNM avanzado”). La quimio-radioterapia
concomitante es superior al tratamiento secuencial para los paciente con estadios Il1
irresecables.t'?115 En los pacientes con CPNM estadio IV y buen PS el tratamiento
indicado es la QT basada en platino.*>8 La cirugia raramente estd indicada en
pacientes con enfermedad avanzada, aunque la reseccion de metastasis Unica en

glandula suprarrenal o en cerebro mejora la supervivencia de pacientes seleccionados.!®

1.1.9 Tratamiento sistémico en el CPNM avanzado
Los pacientes con CPNM estadio IV que tienen un buen PS se benefician del

tratamiento con QT, por lo general un régimen basado en platino.'%*7 Muchos
farmacos son eficaces en estadios avanzados de CPNM. Entre ellos se encuentran las
sales de platino (cisplatino y carboplatino), los taxanos (paclitaxel y docetaxel),
vinorelbina, vinblastina, etopdsido, pemetrexed y gemcitabina. El uso combinado de

varios de estos agentes da lugar a tasas de supervivencia a un afio de entre el 30% al
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40%, siendo mayores que el uso de los farmacos de manera individual. Entre estos
regimenes se encuentran: carboplatino-paclitaxel, cisplatino-paclitaxel, cisplatino-
vinorelbina, cisplatino-gemcitabina, cisplatino-pemetrexed o cisplatino-docetaxel.120-124
Los ensayos fase Ill realizados han demostrado que la mayoria de los dobletes con
platino obtienen unas tasas objetivas de respuesta y una supervivencia similares,t25-126

El tipo de tratamiento sistémico dependera del tipo histoldgico, el estado
mutacional del EGFR y el PS. El tratamiento indicado en las metastasis a distancia que
provocan sintomas localizados es la RT externa.'?” En las metastasis 6seas esté indicado
el uso del tratamiento con bifosfonatos, y en los ultimos tiempos con denosumab, un
anticuerpo monoclonal frente al ligando de RANK.128-129

En los pacientes con CPNM sin mutacion del EGFR esta indicado el tratamiento
sistémico con cisplatino-pemetrexed.’** Un estudio de no-inferioridad comparando
cisplatino-gemcitabina frente a cisplatino-pemetrexed demostr6 una mayor SG en
adenocarcinomas (12,6 vs 10,9 meses) favorable al grupo tratado con pemetrexed.
Ademas, cisplatino-pemetrexed presentaba menores tasas de neutropenia grado 3-4,
anemia, trombopenia, neutropenia febril y alopecia. Un andlisis reciente de 3 ensayos
fase Il confirma que el pemetrexed mejora la SG de los pacientes con CPNM no-
escamoso, tanto en primera linea, en segunda linea como en mantenimiento.*°

El tratamiento con carboplatino-paclitaxel-bevacizumab en el ensayo ECOG
4599, mostro una mejoria en la mediana de SG (12,3 vs 10,3 meses) frente al grupo que
no recibié bevacizumab.3! La SG al afio fue del 51% vs 44% y a los 2 afios del 23% vs
15% respectivamente, a favor del brazo con bevacizumab. Un analisis reciente de este
estudio encontré una asociacion entre la histologia de adenocarcinoma y una mayor
supervivencia (14,2 vs 10,3 meses).'® No obstante, el ensayo AVAIL que compard
cisplatino-gemcitabina con o sin bevacizumab, no demostré ningin beneficio en
supervivencia al afiadir bevacizumab.*®3

Los datos demuestran que el tratamiento combinado de dos quimioterépicos, uno
de ellos un platino, es superior al mejor tratamiento de soporte en los pacientes con
CPNM avanzado e incurable. Cisplatino y carboplatino han demostrado beneficio en
asociacion con docetaxel, etopdsido, gemcitabina, paclitaxel, pemetrexed, vinblastina y
vinorelbina.120-124, 134135 Otros regimenes sin platino pueden ser alternativas eficaces

(gemcitabina-docetaxel, gemcitabina-vinorelbina).!36-138
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Los pacientes en tratamiento deben ser evaluados mediante TC.
Aproximadamente un 25% de los pacientes presentan progresion de la enfermedad tras
el primer ciclo de QT. Los pacientes con respuesta o estabilizacion de la enfermedad
pueden continuar con el tratamiento hasta un total de 4-6 ciclos de QT** o hasta la
progresion. Un meta-analisis reciente sugiere que continuar el régimen inicial mas de 4-
6 ciclos se asocia con un incremento de la SLP, aunque estos pacientes presentan mas
efectos adversos.!4? Otras revisiones sugieren que no existe beneficio en continuar la
QT mas alla de 4-6 ciclos, aunque hay que resefiar que en estos estudios, los pacientes
nunca llegan a recibir el nimero planeado de ciclos de tratamiento.4

Para los pacientes con CPNM no escamoso con la mutacion del EGFR negativa,
el tratamiento de mantenimiento incluye bevacizumab, cetuximab, pemetrexed o
gemcitabina.!3! 142-143 |_os regimenes aceptados para hacer el switch para mantenimiento
en estos pacientes incluye el pemetrexed o el erlotinib.44-145 Otra opcién valida es el
seguimiento hasta la progresion. Para los pacientes con CPNM de histologia escamosa,
cetuximab o gemcitabina son los regimenes indicados como mantenimiento de
continuacion.'* En el tratamiento de switch se encuentran el erlotinib o el docetaxel.
También existe la opcion del seguimiento. Un ensayo fase 11l con 663 pacientes con
CPNM que habian recibido QT basada en platino en primera linea pero que no habian
Ilegado a progresar, obtuvieron un aumento en la SG de 15,5 meses tras pemetrexed de
mantenimiento, frente a 10,3 meses de los pacientes que recibieron placebo (p=,002).14

Se ha comprobado que los pacientes obtienen beneficio del tratamiento con
erlotinib o gefitinib tras la progresion de la enfermedad. El cese en el tratamiento con
estos ITKs genera una progresion més rapida de lo habitual (sintomas, tamafio tumoral
y avidez por el FDG en el PET-TC).1#6 Los datos existentes apoyan el uso continuado
del erlotinib o gefitinib en pacientes con adenocarcinoma de pulmén que presenta
mutacion del EGFR tras el desarrollo de resistencias adquiridas a estos ITKs, cuando se
inicia la QT convencional. EI mecanismo mas habitual de resistencia es la aparicion de
una mutacién secundaria en EGFR -T790M-.147-148 |_a amplificacion del oncogén MET
es otro mecanismo de resistencia. La activacion de la via del IGF-1R se ha comprobado
en modelos experimentales. Para tratar estos tres tipos de resistencia, es fundamental
continuar inhibiendo EGFR. En el caso de la amplificacion de MET y de la activacion

de IGF-1R, se deben administrar nuevos inhibidores. Asimismo, en el caso de tumores
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sensibles al tratamiento con ITKs que progresan, el retirar el tratamiento de estos ITKs
puede dar lugar a una progresion acelerada del tumor.146

En segunda linea del CPNM con enfermedad diseminada los medicamentos
activos tienen tasas de respuesta de en torno al 10%. Docetaxel, pemetrexed, erlotinib o
los dobletes con platino se recomiendan como segunda linea de tratamiento en pacientes
con buen estado general (PS 0-2) y que han progresado durante o al finalizar la primera
linea de QT.%%-152 E| docetaxel ha demostrado superioridad frente al mejor tratamiento
de soporte (best supportive care, BSC), la vinorelbina o la ifosfamida, mejorando la
supervivencia y la calidad de vida; el docetaxel puede ser usado en tercera linea de
tratamiento.14%1%0 Cuando se compara con el docetaxel, el pemetrexed tiene una
mediana de supervivencia similar, pero es menos téxico.'® El pemetrexed se
recomienda en pacientes con adenocarcinoma o histologia de célula grande (no
escamoso) tanto en segunda como en tercera linea.*® Erlotinib ha demostrado mejoria
frente al BSC con incremento significativo de la supervivencia y retraso en el tiempo a
deterioro sintomatico.'®? Erlotinib se recomienda para segunda o tercera linea de
tratamiento en pacientes en progresion y mal estado general (PS 3-4) con mutacion del
EGFR.

Si se produce progresion a la enfermedad tras la tercera linea de QT, los
pacientes con un PS de 0-2 podrian ser tratados con BSC u ofrecerles participar en un

ensayo clinico.

1.1.10 Tratamientos dirigidos
En los Gltimos afios se han desarrollado tratamientos frente a dianas especificas

en el CPNM.1%%1% Bevacizumab es un anticuerpo monoclonal recombinante que
bloquea al factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) aprobado para el
tratamiento del CPNM no escamoso localmente avanzado, recurrente o metastasico. Se
recomienda su uso en combinacion con carboplatino y paclitaxel, basado en los
resultados de un ensayo clinico fase 11-111 (ECOG 4599).23! Erlotinib y gefitinib son dos
ITKs frente al EGFR que se utilizan en el tratamiento del CPNM localmente avanzado o
metastasico tras la progresién a un régimen de quimioterapia previo. También esta
aprobado su uso en primera linea de tumores no escamosos con mutacion del EGFR o
amplificacién génica, con independencia del PS.3? 155157 Esta recomendacion se basa en

los resultados del estudio fase Il IPASS (lressa® Pan-Asia study) en el cual los
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pacientes con mutacion del EGFR que recibian gefitinib presentaban un aumento de la
SLP (24,9 vs 6,7 meses), de la tasa de respuesta (71,2% vs 47,3%) y de la calidad de
vida cuando se comparaban con los pacientes que recibian QT (carboplatino-
paclitaxel).’>® Crizotinib es un ITK frente a ALK y MET que se ha aprobado en
pacientes con CPNM localmente avanzado o metastasico que son positivos para el
reordenamiento del gen ALK. Su aprobacién se ha basado en un ensayo clinico fase Il
que demostré un incremento en la tasa de respuesta (> 80%) en pacientes que habian
progresado al tratamiento previo.”® Cetuximab es un anticuerpo monoclonal frente al
EGFR que asociado al tratamiento quimioterapico con cisplatino-vinorelbina aumenta
ligeramente la SG (11,3 vs 10,1 meses) (estudio FLEX).'*2 Es una opcién de
tratamiento para el CPNM con independencia de la histologia; aunque la dificultad para
la administracion, la mala tolerancia al mismo (40% de neutropenias grado 4) y el
escaso beneficio clinico (aunque estadisticamente significativo) hacen que su uso sea

€scaso.

1.1.11 Tratamiento de mantenimiento
Los pacientes con CPNM avanzado tratados con QT en primera linea, que

obtienen respuesta o estabilizacion de su enfermedad tras 4-6 ciclos, son candidatos a
tratamiento de mantenimiento. Este tratamiento de mantenimiento puede ser de
continuacion, con uno de los agentes indicados en primera linea; o “switch”, con un
agente diferente de los que se usaron en el régimen de primera linea. La seleccion del
tratamiento de mantenimiento adecuado depende de varios factores (ej. histologia
tumoral, PS). En el tratamiento de continuacion, un agente diana como el bevacizumab,
podria mantenerse mas alld de los 4-6 ciclos iniciales (asociado a un doblete con
platino) hasta evidencia de progresién de la enfermedad o toxicidad inaceptable, en
pacientes con histologia no escamosa.3 158159 E| pemetrexed también puede usarse
como tratamiento de mantenimiento en CPNM no escamoso (sin mutacion del EGFR o
desconocida).*® El estudio PARAMOUNT (un fase 111) demostré que el tratamiento de
continuacion con pemetrexed aumenta la SLP cuando se compara con placebo (4,1 vs
2,8 meses).1*

El uso del tratamiento de continuacién depende de varios factores, el mas
importante es la toxicidad derivada de su administracion. No existen ensayos

aleatorizados que apoyen el tratamiento de continuacion mas alla de 6 ciclos.!*! La
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mayoria de los onc6logos creen que el tratamiento debe mantenerse siempre que el
paciente se encuentre en respuesta al tratamiento de QT y que la toxicidad derivada sea
aceptable por el paciente.

En cuanto al tratamiento de switch, recientemente se han publicado dos ensayos
aleatorizados fase 111 que muestran un beneficio en SLP y SG al iniciar pemetrexed o
erlotinib tras completar 4-6 ciclos de la QT de primera linea en pacientes sin progresion
de la enfermedad.}#4+145 El switch con pemetrexed se podria iniciar en pacientes con
histologias diferentes al carcinoma escamoso que sean EGFR no mutado o
desconocido.**® Por otra parte, el switch con erlotinib se podria realizar en pacientes con

0 sin mutacion del EGFR o con carcinoma escamoso.160
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1.2 Pemetrexed

Pemetrexed (P) es un antifolato sintético basado en una pirrolo[2,3-d]pirimidina,
que posee un efecto antitumoral alterando los procesos metabolicos dependientes de
folato que son fundamentales para la replicacion celular (Figura 4).

La sintesis del pemetrexed tuvo lugar gracias al trabajo combinado de E.C.
Taylor en Princeton y un equipo de quimicos de Eli Lilly, liderados por Chuan Shih,
quienes se encontraban desarrollando antifolatos sintéticos que pudieran inhibir enzimas
dependientes del cofactor tetrahidrofolato (THF). Inicialmente desarrollaron un
inhibidor de la sintesis de purinas de novo, el 5,10-dideazatetrahidrofolato
(lometrexol).*6! Inicialmente se pens6 que podia ser un inhibidor de timidilato sintasa
(TS), aunque finalmente resultd ser un potente inhibidor del crecimiento de las células
tumorales.'%? Posteriores estudios en laboratorio demostraron que lometrexol fue el
primer antifolato inhibidor de la sintesis de purinas por accion directa sobre glicinamida
ribonucledtido transferasa (GARFT). Lometrexol se realiz6 en un proceso complejo de
23 pasos, Y el resultado era una molécula con una mezcla de diastereoisémeros en torno
al carbono 6. Para intentar eliminar la quiralidad de este compuesto intentaron
reemplazar el anillo 5-deazapteridina del lometrexol con un anillo de una
pirrolopirimidina; esto dio lugar al compuesto LY231514 que posteriormente seria
conocido como pemetrexed.'®® Los experimentos posteriores con cultivos celulares
indicaron que el producto hallado era un potente inhibidor de la TS y también poseia

una débil inhibicion sobre otras dianas enzimaticas.164
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Figura 4. Estructura quimica de los folatos y antifolatos.6°
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1.2.1 Mecanismo de accion de los antifolatos

Los procariotas y las plantas poseen la capacidad de sintetizar folatos. Por el
contrario, los mamiferos no pueden hacerlo y han de obtenerlos de la dieta. El
tetrahidrofolato es esencialmente una vitamina, cuya forma méas familiar es el &cido
félico. Los folatos que se encuentran en la naturaleza presentan tres componentes
estructurales: un anillo pteridina, acido p-aminobenzdico (PABA) y un residuo de
glutamato (Figura 4).

Los coenzimas derivados del folato intervienen en la sintesis de purinas y
timidilato, asi como en la sintesis de grupos metilo. Los folatos que se encuentran en el
interior de las mitocondrias se utilizan para el metabolismo de la glicina y la sintesis de
proteinas mitocondriales.'% El THF actGa como donante de unidades de carbono en una
serie de reacciones metabdlicas que tienen como fin la biosintesis de purinas y
timidilato, aminoacidos (metionina, serina y glicina), el catabolismo de la histidina y el
acido formico, y el metabolismo de grupos metilo como los que se encuentran en las
regiones CpG del ADN metilado. La enzima GARFT participa en la formacion del
anillo imidazol de las purinas, mientras que AICARFT (5-aminoimidazol-4-
carboxamida ribonucle6tido transformilasa) da lugar a una purina intermedia, el &cido
inosinico. La TS cataliza la formacion de timidina monofosfato (dTMP) a partir de
dUMP. Colectivamente, todas estas enzimas dependientes de folato son responsables de
la formacion de nucle6tidos de purina y timina de novo esenciales para la sintesis de
ADN. El DHF (7,8-4cido dihidrofdlico) es reducido para formar THF via NADPH,
mediado por la enzima dihidrofolatoreductasa (DHFR). Esta reaccidén es una etapa
importante en el reciclado de los cofactores THF que posteriormente seran re-
convertidos en donantes de grupos metilo, dando lugar a un sistema ciclico (Figura 5).

La aminopterina (analogo del 4-amino &cido félico) y el metotrexate (MTX, 4-
amino-10-acido metilfolico) fueron los primeros antimetabolitos que se ensayaron en la
clinica oncoldgica para el tratamiento de la leucemia linfoblastica aguda (LLA) de la
infancia.'®’” Posteriormente se han ido desarrollando nuevas generaciones de antifolatos,
entre los que se incluye raltitrexed (ZD1694) y pemetrexed (LY231514). Aungue en
1948 el uso de la aminopterina inicialmente fue el de inhibir a DHFR, el mecanismo de
accion exacto no fue conocido hasta 3 décadas después. Una vez los antifolatos son
llevados hasta el interior de la célula por un sistema especifico de transporte, estos

actian bloqueando enzimas claves en el metabolismo del folato, dando lugar a una
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sintesis anormal de purinas y timidilato, inhibiendo la replicacion del ADN vy
conduciendo a la muerte celular. La aminopterina y el MTX inhiben de manera muy
eficaz a DHFR. Los antifolatos de nueva generacion presentan ademas una potente
inhibicion de otras enzimas importante en el metabolismo de los folatos: TS y
AICARFT.1% Es el caso del pemetrexed, que realiza su accién antineoplésica
inhibiendo a la TS y secundariamente a GARFT.168 Estudios recientes muestran que una

diana importante también seria AICARFT.6°
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Figura 5. Metabolismo celular de los folatos y compartimentalizacion en la célula.16®

1.2.2 Transporte intra y extracelular de los antifolatos
Tanto los folatos como los antifolatos son aniones divalentes en el pH

fisioldgico. Por este motivo, precisan de un sistema especifico de transporte para
atravesar la membrana celular. En el momento actual se conocen 3 sistemas de
transporte que realizan esta funcién: el transportador de folatos reducidos (RFC,
reduced folate carrier), el transportador de folato asociado a protones y los receptores
de folatos (RFs) (Figura 6).

Transportador de folatos reducidos — Se trata de la principal via de entrada de

THF y antifolatos hidrofilico. [serd comentado mas adelante].
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Transportador de folato asociado a protones — Descubierto recientemente, este
transportador se expresa independientemente del RFC y funciona a pH &cido (5,5).
Media la entrada de folatos oxidados (ej. acido félico) y reducidos (ej. 5-CH3-THF) asi
como varios antifolatos hidrofilicos, incluyendo el MTX y el pemetrexed. Se encuentra

fundamentalmente en el intestino delgado.170-171
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Figura 6. Influjo y eflujo de folatos/antifolatos mediado por transportadores.
Sintesis e hidrolisis de la poliglutamilacion.65

Cytosol

Receptores de folatos — Los RF designan a una familia de glicoproteinas de
membrana que se a los folatos con gran afinidad. Se encuentran codificados por tres
genes diferentes (RFa, RFB y RFy).1"? Los receptores o y B presentan una alta afinidad
por el acido folico y el lometrexol pero muy poca por el MTX. EI mecanismo de accidn
de estos receptores es el de una endocitosis mediada por receptor cléasica. La expresion
del RFa se limita a la superficie de determinadas células epiteliales; el RFp tiene un
patrdn de expresion restringido (placenta, timo, bazo y células de la linea
mielomonocitica). En las células en las que existe un bajo nivel de expresion del RFC,
los niveles de RF son criticos para la captacion intracelular de folatos.

Con respecto a la salida de folatos y antifolatos al exterior de la célula, éste
depende en su totalidad de los transportadores ABC (ATP-binding cassette). Estos
constituyen la familia més grande de proteinas transportadoras de membrana. Su
funcion es la de translocar al exterior celular farmacos citotoxicos y/o substratos
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enddgenos mediante el uso de la energia obtenida a partir de la hidrélisis del ATP.173-174
Algunos miembros de esta familia, como las proteinas de resistencia a drogas (MRPs,
multidrug resistance proteins), son las encargadas de la salida al exterior de &acido

folico, THF y antifolatos hidrofilicos, con gasto de ATP.17

1.2.3 Mecanismos de resistencia a antifolatos
A pesar del desarrollo de antifolatos de nueva generacion (MTX, pemetrexed,

raltitrexed) contindan observandose resistencias innatas y adquiridas en las células
tumorales. Con respecto a los antifolatos, se conocen multiples mecanismos de
resistencia, tanto in vivo como in vitro.

Pérdida de funcion del RFC — debido a una disminucion en la expresion del gen
del RFC y a una disregulacion de la proteina transportadora. Tras haber sido observado
in vitro, se realizaron estudios que comprobaron esta disminucién en la expresion en
pacientes con leucemia linfoblastica aguda, osteosarcoma, cancer colorrectal y linfoma
primario del sistema nervioso central.1’6-178 |a alteracion en el transporte de antifolatos
ha sido asociada con alteraciones cuantitativas y cualitativas en la expresion del RFC
y/o en su actividad transportadora.

Sobreexpresion de MRPs — MRP1-5 tienen la capacidad de transportar folatos y
antifolatos (MTX, raltitrexed y pemetrexed) fuera de la célula. MRP5 puede ademas
transportar folatos y antifolatos conjugados con glutamato (formas activas de los
folatos/antifolatos a nivel intracelular). La sobreexpresién de estos transportadores daria
lugar a resistencia frente a antifolatos.

Sobreexpresion de DHFR — un mecanismo frecuente de resistencia al MTX es
la amplificacion génica de la DHFR y la consecuente sobreexpresion del enzima.l’® El
amplicon [segmento de ADN compuesto por multiples copias de un gen] de la DHFR
puede existir como una region cromosomica expandida y estable, o como una forma
inestable que engloba pequefios fragmentos de cromatina nucleosomal (denominado
double minute).

Sobreexpresion de la TS — la sobreexpresion de esta enzima, asi como las
mutaciones que disminuyen su afinidad por los antifolatos, son mecanismos de
resistencia similares a los que se producen en relacién con la DHFR. Los niveles de TS
estan estrechamente controlados por un mecanismo de feed-back negativo en el que la

propia enzima interactia con su ARNm controlando la transcripcién. Esto permite una
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rapida modulacién de los niveles de TS requeridos para sintetizar dTTP, cruciales para
la sintesis del ADN.X° Mutaciones que afecten a la estructura de la TS también
constituyen un mecanismo de resistencia a antifolatos.

Alteraciones en la poliglutaminacion — para el correcto funcionamiento de los
folatos y antifolatos en la célula, éstos han de ser poliglutaminados, es decir, se deben
afiadir residuos de glutamato a su molécula. Esta accion es realizada por la enzima
folilpoli-y-glutamato sintetasa (FPGS) (Figura 5). Se puede producir una resistencia a
los antifolatos por una disminucion en la actividad de la FPGS debido a mutaciones, o
por disminucion de los niveles de FPGS sin alteracion en los niveles de ARNm (lo que
supondria que existen alteraciones post-transcripcionales).8

Aumento de expresion de la y-glutamil hidrolasa — La y-glutamil hidrolasa
(GGH) es una glicoproteina lisosomal que hidroliza las cadenas de y-poliglutamato
unidas al THF y los antifolatos. La sobreexpresion de GGH resultaria en una
disminucién de la actividad de los antifolatos por la disminucién de poliglutamatos,
fundamentales para su correcto funcionamiento y evitar su salida al exterior celular
mediado por las MRPs. No obstante esta hipotesis tedrica ain no ha sido probada
experimentalmente.

Aumento de la THF intracelular — la cantidad de enzima THF intracelular
puede alterar el efecto citotoxico de los antifolatos. EI mecanismo por el que un
aumento en la concentracién de THF da lugar a la resistencia a los antifolatos no esta
claro. La inhibicién de la DHFR por los antifolatos como el MTX hace que el THF sea
oxidado a DHF, aumentando la concentracion de éste. Al tratarse DHF el sustrato con
mayor afinidad por la DHFR, su mayor concentracion intracelular competirda mas
eficientemente por la enzima que el antifolato, dando lugar a una menor inhibicion de la
enzima y como consecuencia, resistencia al antifolato. El aumento de la concentracion
intracelular de THF y DHF genera una competicion por la FPGS lo que disminuye la
poliglutaminacion de los antifolatos, disminuyendo su accién y aumentando el eflujo de

los mismos.182-183

1.2.4 Eficacia terapeutica en el CPNM
El uso de pemetrexed esta aprobado para pacientes con CPNM con histologia no

escamosa, 0 predominantemente no escamosa.'® No obstante, los ensayos clinicos
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realizados han incluido pacientes con CPNM con histologia escamosa y no escamosa,
diferenciando los resultados segun la histologia.

En primera linea de tratamiento del CPNM avanzado, pemetrexed asociado a
cisplatino no mostr6 inferioridad frente a la combinacion gemcitabina/cisplatino en
términos de supervivencia. La mediana de SG fue de 10,3 meses (HR 0,94; 95%IC
0,84-1,05) en ambos grupos de tratamiento. Las tasas de supervivencia a los 12 y 24
meses fueron de 43,5% y 18,9% en los pacientes tratados con pemetrexed/cisplatino y
de 41,9% y 14,0% en aquellos que recibieron gemcitabina/cisplatino. En términos de
SLP, la combinacion pemetrexed/cisplatino tampoco fue inferior (4,8 vs 5,1 meses; HR
1,04; 95%IC 0,94-1,15). Tampoco se observaron diferencias significativas en cuanto a
respuestas objetivas (30,6 vs 28,2%) y duracion de la respuesta (4,5 vs 5,1 meses).
Todos los pacientes incluidos en este estudio presentaban un PS de 0 o 1. Cuando se
evaluo la SG en relacién con el subtipo histologico, la mediana fue significativamente
(p<0,03) mayor con pemetrexed/cisplatino en los pacientes con adenocarcinoma (12,6
vs 10,9 meses; n=846), carcinoma de células grandes (10,4 vs 6,7 meses; n=153) y
CPNM no escamoso (11,8 vs 9,4 meses; n=1000). Por otra parte, la SG en los pacientes
con carcinoma escamoso fue mayor en el grupo tratado con gemcitabina/cisplatino (10,8
vs 9,4 meses; n=473). En cuanto a la SLP, los pacientes con histologia no escamosa
presentaron una mediana de 5,3 meses con pemetrexed/cisplatino frente a 4,7 meses con
gemcitabina/cisplatino; mientras que aquellos con histologia escamosa las medianas de
SLP fueron de 4,4 vs 5,5 respectivamente. Otros factores con impacto pronéstico en la
supervivencia (p<0,05) fueron el estadio, el PS, larazay el sexo.'?*

En los estudios realizados para conocer el beneficio de pemetrexed en
monoterapia en segunda linea de tratamiento, no hubo una diferencia estadisticamente
significativa en la mediana de SG entre pemetrexed (500 mg/m?) y docetaxel (75
mg/m?): 8,3 vs 7,9 meses.'>* Asi como tampoco se observo entre administrar una dosis
de pemetrexed estandar (500 mg/m?) o altas dosis (900 mg/m?): 6,7 vs 6,9 meses
respectivamente.’®® La dosis se administraba el dia 1 de un ciclo de 21 dias. Tanto los
pacientes que recibian pemetrexed como docetaxel, presentaban una mediana de
supervivencia a los 12 meses del 29,7%. La SLP y la tasa de respuestas globales no
mostraron diferencias significativas entre ambos tratamientos, ni entre las diferentes
dosis de pemetrexed administradas (tasas de estabilizacion de la enfermedad del 45,8%
para pemetrexed vs 46,4% para docetaxel; y del 50,6% para dosis estandar vs 53,1%
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para dosis altas). Tampoco se observaron diferencias significativas entre el pemetrexed
y el docetaxel en cuanto a la mediana de tiempo de respuesta (1,7 vs 2,9 meses),
duracion de la respuesta (4,6 vs 5,3) o duracion del beneficio clinico (definido como el
intervalo entre la aleatorizacion y progresion de la enfermedad o muerte; 5,4 vs 5,2
meses); no obstante, si se observé que el tiempo al fallo del tratamiento (intervalo entre
la aleatorizacion y progresion de la enfermedad, fin del tratamiento o muerte por otra
causa) fue significativamente mayor en los pacientes que recibieron pemetrexed (2,3 vs
2,1 meses; p=0,046; HR 0,84; 95%IC 0,71-0,997). Las tasas de mejoria de los sintomas
(anorexia, astenia, tos, disnea, hemoptisis y dolor) no obtuvieron diferencias
significativas entre los que recibieron pemetrexed y docetaxel.??

En cuanto a la terapia de mantenimiento, la mediana de SLP y la SG fueron
significativamente (p<0,0001 y p=0,012) mas altas en aquellos pacientes que recibieron
pemetrexed y los mejores cuidados de soporte (best supportive care, BSC) que aquellos
que recibieron placebo y BSC en CPNM avanzado. Los pacientes tratados con
pemetrexed tenian mejores tasas de respuesta globales y de control de la enfermedad
(respuestas completas y estabilizaciones: 49,1 vs 28,9%; p<0,0001). En pacientes con
histologia no escamosa también se observd una mayor eficacia del pemetrexed en
términos de SLP (4,4 vs 1,8 meses; HR 0,47; 95%IC 0,37-0,6; p<0,0001) y SG (15,5 vs
10 meses; HR 0,70; 95%IC 0,77-1,50; p=0,002).14

1.2.5 Efectos adversos

Pemetrexed es un farmaco bien tolerado. Su perfil de toxicidad ha mejorado
desde la administracion rutinaria de suplementos de acido folico y cianocobalamina
(vitamina B12), aunque la mielosupresion continua siendo la toxicidad limitante de
dosis mas frecuente. Asimismo, el aporte de corticoides disminuye la incidencia y la
gravedad de las reacciones cutaneas. Los efectos adversos (EA) més comunes en el
tratamiento con pemetrexed en monoterapia (con una incidencia >20% en los ensayos
clinicos) son anorexia, astenia y nauseas. Cuando se administra combinado con
cisplatino, a estos EA se incluyen anemia, estreflimiento, leucopenia, neutropenia,
estomatitis, faringitis, trombopenia y vomitos; efectos éstos, mas comunmente

producidos por los platinos.
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1.3 Transportador de folatos reducidos (RFC)

El RFC es el transportador de folatos mejor caracterizado. Su expresion ubicua
en los tejidos hace que sea considerado el sistema transporte de folatos y antifolatos mas
importante en las células y tejidos de los mamiferos. Asimismo es de gran relevancia en
el transporte de los quimioterapicos antifolato: MTX, pemetrexed y raltitrexed, estando
la efectividad de estos farmacos estrechamente ligada a la actividad del
transportador,186-187

El RFC fue caracterizado a nivel molecular en 1960 por Goldman. Se trata de
una proteina de aproximadamente 85 KDa, cuyo gen se encuentra codificado en el brazo
largo del cromosoma 21 (21922.3; SLCA19A1.: solute carrier family 19, member 1). La
proteina posee 12 dominios transmembrana (DTM), con los extremos amino- (N) y
carboxi-terminal (C) orientados internamente y un loop que conecta los DTM 1-6 con
los DTM 7-12. Se ha descrito una homologia de en torno al 64-66% entre las secuencias
génicas primarias de los humanos y los roedores, siendo completamente diferente en los

extremos N- y C-terminal (figura 7).
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Figura 7. Estructura esquematica del RFC humano (izquierda) y modelo 3D en visién lateral (derecha).
En el esquema, los aminoacidos en amarillo se encuentran conservados en las especies estudiadas, los
aminoécidos en rojo son aquellos de los que se conocen mutaciones importantes. 8

El funcionamiento del transportador es saturable a bajas concentraciones
micromolares del sustrato. El transporte es dependiente de la temperatura del medio,
independiente del sodio y es muy sensible a la competencia con otras moléculas. El pH

optimo de funcionamiento es el neutro, al menos en células de leucemia, en el epitelio
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intestinal y en carcinoma de prostata. En diversos estudios se asociado un pH &cido con
una mejor funcion de transporte. El transporte de folatos y antifolatos por medio del
RFC sucede bidireccionalmente, no obstante, la salida a través del RFC es minima, ya
que el eflujo lo llevan a cabo las MRPs.18

Estudios de expresion del gen humano RFC realizados con arrays de ARNm,
mostraron que los mayores niveles de transcripcion del gen se hallan en la placenta, el
higado, leucocitos, rifién, pulmon, médula dsea, intestino y SNC (de mayor a menor
nivel de ARNm).'® Estudios en tejidos de ratdn con técnicas de inmunohistoquimica
con un anticuerpo policlonal frente al extremo C-terminal, mostraron la localizacion del
RFC en la membrana basolateral del epitelio de los tubulos de corteza y médula renales,
en la membrana de los hepatocitos, en la pulpa roja del bazo y en la zona apical de las
vellosidades intestinales.!® Estos resultados indican que el RFC se encuentra en
maultiples tejidos, sobre todo en aquellos que participan de la absorcion de los folatos de
la sangre, en el tracto intestinal, el transporte transplacentario y en los tubulos renales.
Debido a este papel fisiol6gico que juega, bajos niveles de RFC empeoran los efectos de
la deficiencia de folatos que sucede en muchas enfermedades (cardiovasculares,
defectos del tubo neural, neuroldgicas y cancer). EI RFC es fundamental en el desarrollo
embrionario, ya que la ausencia de ambos alelos del gen RFC es letal en ratones durante
el periodo embrionario.!%

La disminucion en el funcionamiento del RFC esta relacionada con alteraciones
cuantitativas y/o cualitativas en la expresion y/o la actividad transportadora de la
proteina. Se han descrito diversas mutaciones que alteran el transporte modulando la
afinidad por los folatos y antifolatos (aumentando la Km) o que dificultan la
translocacion del sustrato al interior celular (disminuyendo la Vmax). La mayoria de las
mutaciones en el RFC humano se presentan agregadas en el primer segmento
transmembrana, lo que sugiere un papel importante en el reconocimiento de la union al
sustrato y/o en la translocacion al interior celular.*®> Un mecanismo de baja expresion
del RFC es el silencio transcripcional del gen debido a una pérdida de funcion de los
factores de transcripcion que regulan su expresion en condiciones fisioldgicas. Entre
estos factores de transcripcion alterados se encuentran: la familia Spl, USF-1, AP-2,
Ikaros, GATA y p53.1% Otro mecanismo de silenciacién génica que también ocurre en
relacion con el gen del RFC es la metilacion de las zonas CpG (CpG island) en el
promotor del gen. Esta metilacién del promotor del RFC se observé por primera vez en
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células de cancer de mama que presentaban una resistencia inherente al MTX.1** La
inestabilidad genémica que caracteriza a diversos canceres da lugar a un nimero de
aberraciones cromosomicas. El locus del gen del RFC se encuentra en la region
telomérica del cromosoma 21 (21922.2-g22.3) lo que origina alteraciones en el nimero
de copias del gen y/o en el estado de expresion. Se ha observado que la pérdida de
alelos del RFC es un mecanismo de resistencia al tratamiento con antifolatos.
Asimismo, translocaciones como la fusion de los cromosomas 21 y 22 pueden alterar la

expresion del gen.1%
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Figura 7. Mutaciones en el RFC que implican un influjo alterado de folatos/antifolatos. Se representan a nivel de
proteina (a, b) y a nivel génico (c).1°

Recientemente se han descrito diversos polimorfismos del gen del RFC que
predicen diferencias en la SG de los pacientes con CPNM tratados con pemetrexed. Los
polimorfismos (0 SNPs, single nucleotide polymorphisms) son diferencias en un
nucleétido de un gen entre los individuos de una especie. Estas alteraciones gendmicas
dan lugar a variaciones en la normalidad. En el caso del gen RFC, se han descrito tres
variantes [IVS4(2117)C>T, IVS5C>A, and exon6(2522)C>T] que confieren una mayor
SG (p=0,03).1%
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2 Objetivos
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Ademas de los factores clasicos utilizados desde hace afios en el diagnostico,
prondstico y tratamiento del cancer de pulmon, es necesaria la bldsqueda de nuevos
elementos basados en los conocimientos moleculares, que ayuden a estratificar a los
pacientes a recibir o no una quimioterapia que de por si es tdxica y conlleva riesgos
sobreafiadidos a la propia enfermedad, o bien que ayuden a estrechar el seguimiento en
aquellos que puedan tener un peor prondstico.

En estudios previos se ha observado que los diferentes polimorfismos del gen
codificante del reduced folate carrier estan relacionados con la respuesta al tratamiento
con pemetrexed en cancer de pulmon no microcitico.

Hasta la fecha no se ha publicado ningun estudio que valide la implicacion

prondstica del nivel de expresion del reduced folate carrier en dichos tumores.

El objetivo fundamental de este trabajo es:

e Estudiar el valor predictivo de respuesta al tratamiento con pemetrexed en

funcidn de la expresion tumoral del reduced folate carrier.
e Valorar la relacion de la expresion tumoral del reduced folate carrier con

distintas variables clinico-patologicas conocidas (sexo, estado general, habito

tabaquico e histologia).
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3 Material y métodos
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3.1 Pacientesy caracteristicas de las muestras

Para este estudio se utiliz6 una muestra retrospectiva de pacientes que iniciaron
tratamiento con pemetrexed en el Hospital Universitario Central de Asturias, entre julio
de 2005 y julio de 2010. De los 290 pacientes registrados, se desecharon aquellos cuyo
diagnostico no fuera el de cancer de pulmon y todos aquellos de los que no se dispusiera
biopsia en el banco de tumores del Hospital Universitario Central de Asturias. El total
de casos analizados en el estudio fue de 48.

Se utilizaron las muestras tumorales conservadas en blogques de parafina en el
Servicio de Anatomia Patologica y el Banco de Tumores del Hospital Universitario
Central de Asturias. Se analizaron 3 tipos de muestras: las obtenidas de la cirugia del
tumor primario (25), las obtenidas de biopsia diagnostica del tumor primario (1) y las
obtenidas de biopsia diagndstica de metastasis (7 de adenopatias, 5 dseas, 4 de sistema
nervioso central, 2 de piel, 2 digestivas, 1 de pericardio y 1 de glandula suprarrenal

resecada).

3.2 Estudio inmunohistoquimico

El anticuerpo utilizado para la IHQ con RFC fue el RFC-1 (C-17) de Santa Cruz
Biotechnology Inc. EI RFC-1 (C17) es un inmunoglobulina G producida por
inmunizacién animal (cabra) frente a un fragmento peptidico cercano al extremo C-
terminal del RFC de origen humano.

Se elaboraron tissue microarrays (TMA: matrices de tejido) con las muestras
obtenidas de los 48 casos. Para los TMA se tomaron tres muestras por caso y se
elaboraron dos TMA, con una media de 30 muestras por bloque.

Para construir el TMA, se perforaron los blogues originales en las regiones
tumorales seleccionadas previamente por el pat6logo, utilizando agujas de 1 mm y un
Tissue Microarrayer de la casa Beecher Instruments®. Estas se insertaron en un bloque
nodriza que se homogeniz6 con todas las muestras en estufa de 37°C una noche, y se
practicaron 30 cortes por bloque para estudios. Se realizé una seccion adicional para
control de calidad, comprobando que todos los tumores muestreados eran representados
en el TMA.

Se colocaron secciones parafinadas de tres micras en cristales tratados Dako
REAL Capillary Gap Microscope Slides®, que se mantuvieron en estufa a 56°C toda una

noche. Posteriormente se procedié al desparafinado, rehidratacién y recuperacién
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antigénica con el sistema PT-Link® (Dako) que permite realizar los 3 pasos en 1. La
recuperacion se realiz6 a una temperatura de 95°C durante 20 minutos a pH 9. La
inmunotincion se realizd en Autostainer (Labvision Corporation). Las muestras se
mantuvieron 5 minutos en un medio blogueante de la actividad peroxidasa enddgena y
posteriormente se afiadio el anticuerpo primario RFC-1, con una dilucion de 1/200 en
diluyente para anticuerpo de Dako, durante 30 minutos. Tras lavado con buffer se
afiadio el anticuerpo secundario, estreptavidina anti-goat, durante 30 minutos.

Posteriormente se incubaron las muestras a temperatura ambiente durante 30
minutos y se reveld con el cromégeno Diamobenzidina (Dako DAB+) durante 10
minutos.

Finalmente se realizo contra-tincion con hematoxilina Dako durante 10 minutos,
y posteriormente lavado en agua 10 minutos y deshidratacion en alcoholes progresivos
y xilol. EI montaje se realizé con la resina sintética Entellan® (Merck).

Todas las muestras fueron revisadas por el mismo patdlogo e investigador
principal, con un microscopio de doble observador Leica. Las imagenes fotograficas
reproducidas en este trabajo se tomaron con la camara Axiocam (Zeiss) a través del
microscopio Jenamed 2 (Zeiss).

Se analiz6 la positividad de RFC en las muestras tumorales, en la membrana
citoplasmatica de las células tumorales. Siguiendo estudios previos de
inmunohistoquimica, se analiz6 la positividad o negatividad de las muestras, con

independencia de la intensidad de tincién (figura 8).189-190, 197-198

3.3 Evaluacion y andlisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizaron los datos de 48 pacientes. Se dividio la
muestra en dos cohortes segun presentaran expresion del RFC o no. En ambos grupos se
analiz6 la supervivencia libre de progresion (SLP) y la supervivencia global (SG) en
relacion con la expresion del RFC vy las distintas variables clinico-patoldgicas. Todos
los pacientes evaluados presentaban un estadio avanzado de la enfermedad (IV de la
AJCC).

La SLP se midid desde el inicio del tratamiento con pemetrexed hasta el dia de
confirmacion de progresion de la enfermedad. Todos los pacientes de la muestra habian

progresado al tratamiento con pemetrexed.
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Figura 8. Imagenes de IHQ (40x). A- control positivo, coriocarcinoma. B- adenocarcinoma sin
expresion del RFC. C y D- adenocarcinoma con expresion del RFC (2 muestras distintas).

La SG se calculd desde el inicio del tratamiento con pemetrexed hasta el dia de
la muerte del paciente. En el caso de que el evento no hubiera tenido lugar, el dato fue
censurado en la Gltima consulta a la que acudio el paciente.

El resultado de la SLP fue la mediana de la supervivencia libre de progresion de
cada paciente. La SG se calculé por medio del método de Kaplan-Meier y la
significacion por el método del log-Rank.!®® El analisis estadistico se realiz con el
programa SPSS 17.0.

Las principales variables clinico-patolégicas analizadas en este estudio fueron
sexo, estado general, habito tabaquico e histologia del tumor. En todos los casos
evaluados la administracion de pemetrexed se realizd en segunda o tercera linea de
tratamiento para carcinoma no microcitico de pulmén. Como variables de supervivencia
se utilizaron la SLP y la SG. Para el analisis de la asociacion de la expresion del RFC
con las distintas variables clinico-patoldgicas adicionales se utilizo el estadistico Chi-

cuadrado.
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4 Resultados
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4.1 Caracteristicas clinico-patologicas de los pacientes

Las caracteristicas clinico-patoldgicas de los 48 pacientes evaluados se muestran
en latabla 1.

Todos los pacientes de la muestra recibieron tratamiento con pemetrexed. Tres
pacientes lo recibieron en primera linea asociado a vinorelbina (dentro de ensayo
clinico). 26 pacientes lo recibieron en 22 y 14 en 3? linea, todos ellos en monoterapia. 5
pacientes lo recibieron como monoterapia en 42 y sucesivas lineas de tratamiento
quimioterapico.

Las muestras analizadas se obtuvieron de la cirugia del tumor primario (25), de
biopsia diagndstica del tumor primario (1) y de biopsia diagndstica de metéstasis (7 de
adenopatias, 5 6seas, 4 de sistema nervioso central, 2 de piel, 2 digestivas, 1 de

pericardio y 1 de gldndula suprarrenal resecada).

Tabla 1. Caracteristicas clinico-patoldgicas de los 48 pacientes.

Edad N %
(mediana, en afios)
56 (42-75)
Sexo
Varon 33 68.75
Mujer 15 31.25
Tabaquismo
Si 23 47.92
No 10 20.83
Exfumador 15 31.25
Estado general (ECOG)
0-1 37 77.08
>2 11 22.92
Histologia
Adenocarcinoma 39 81.25
Epidermoide 8 16.67
Mixto 1 2.08
Expresion RFC
Si 16 33.33
No 32 66.67

Se encontro expresion del RFC en 16 (33,33%) muestras tumorales. De ellas, 14
eran adenocarcinomas, 1 epidermoide y 1 tumor de histologia mixta. Entre las 32
muestras que fueron negativas para el RFC, 25 eran adenocarcinomas y 7 eran
epidermoides. La distribucion de las caracteristicas de los pacientes segun la expresion

o no del RFC en las muestras analizadas, se puede ver en la tabla 2.
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Tabla 2. Caracteristicas clinico-patoldgicas segun la expresion del RFC.

RFC positivo  RFC negativo
Edad
(mediana, en afos)
55 (42-72) 59 (42-75)

Sexo

Varon 10 (30.30%) 23 (69.70%)

Mujer 6 (40%) 9 (60%)
Tabaquismo

Si 4 (17.39%) 19 (82.61%)

No 3 (30%) 7 (70%)

Exfumador 9 (60%) 6 (40%)
Estado general (ECOG)

0-1 14 (37.84%) 23 (62.16%)

>2 2 (18.18%) 9 (81.82%)
Histologia

Adenocarcinoma 14 (35.90%) 25 (64.10%)

Epidermoide 1 (12.50%) 7 (87.50%)

Mixto 1 0

La indicacion del tratamiento quimioterapico fue segun criterio del oncdlogo
responsable. Todos los pacientes recibieron tratamiento con un doblete basado en
platino en primera linea (cisplatino-gemcitabina, cisplatino-docetaxel, carboplatino-
paclitaxel o carboplatino-gemcitabina), con excepcién de los 3 pacientes mencionados
que recibieron la combinacion pemetrexed-vinorelbina. En sucesivas lineas de
tratamiento, los pacientes pudieron recibir carboplatino, gemcitabina, paclitaxel,
docetaxel, vinorelbina, topotecan, irinotecan, inhibidores tirosin-kinasa (gefitinib,
erlotinib), bevacizumab vy crizotinib (dentro de ensayo clinico). En cualquier momento
de la evolucién pudieron recibir radioterapia de caracter paliativa, tanto a nivel del
primario como a nivel de las metéstasis. Las respectivas lineas de tratamiento
quimioterapico recibidas se muestran en la tabla 3.

En el momento del analisis, todos los pacientes habian progresado al tratamiento
con pemetrexed. Tan s6lo 3 pacientes permanecian vivos, por lo que fueron censurados
en el momento del andlisis. La mediana de supervivencia libre de progresion fue de 99
dias (95%IC 1-197), mientras que la mediana de supervivencia global fue de 195 dias
(95%IC 63-307).
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Tabla 3. Tratamientos administrados a la muestra estudiada. Entre paréntesis se expresa
el porcentaje de pacientes que recibieron el tratamiento de los que recibieron esa linea.
No aplicable a 42, 52 y 62 lineas administradas.

Primera linea N (%)
Cisplatino - docetaxel 14 (29.17)
Cisplatino - gemcitabina 14 (29.17)
Carboplatino - gemcitabina 5 (10.42)
Carboplatino - paclitaxel 4 (8.32)
Pemetrexed - vinorelbina 3 (6.26)
Carboplatino - docetaxel 3 (6.26)
Gemcitabina - vinorelbina 2 (4.16)
Cisplatino 1 (2.08)
Carboplatino - etop6sido 1 (2.08)
Cisplatino - etopésido 1 (2.08)
Segunda linea
Pemetrexed 26 (56.52)
Gemcitabina - vinorelbina 5 (10.87)
Paclitaxel 3(6.52)
Erlotinib 3(6.52)
Carboplatino - docetaxel 2 (4.35)
Cisplatino - docetaxel 2 (4.35)
Gemcitabina - paclitaxel 1(2.17)
Gemcitabina 1(2.17)
Docetaxel 1(2.17)
Carboplatino - paclitaxel 1(2.17)
Tercera linea
Pemetrexed 14 (48.28)
Paclitaxel 4 (13.78)
Vinorelbina 3(10.34)
Gemcitabina - vinorelbina 2 (6.90)
Erlotinib 2 (6.90)
Docetaxel 1(3.45)
Etoposido 1(3.45)
Irinotecan 1(3.45)
Crizotinib 1(3.45)
Posteriores lineas de tratamiento
Topotecan 6
Erlotinib 5
Pemetrexed 5
Paclitaxel - bevacizumab 2
Paclitaxel 4
Carboplatino 3




4.2 Analisis de la supervivencia libre de progresion
En cuanto a la supervivencia libre de progresion (SLP) de los 48 pacientes que
recibieron tratamiento con pemetrexed, la mediana fue de 99 dias, con un intervalo de

confianza del 95% entre 1y 197 dias.

4.2.1 Sexo, estadio clinico, tabaquismo e histologia:

La SLP al tratamiento con pemetrexed en la muestra estudiada no demostro
diferencias estadisticamente significativas en relacion al sexo, al tabaquismo ni a la
histologia.

La mediana de SLP por sexos fue de 126 dias para las mujeres y 93 dias para los
hombres (¥? = 0,055). En cuanto al tabaquismo, la mediana de SLP fue de 126 dias para
los no fumadores al diagndstico y de 86 dias para los fumadores activos al diagndsticos
(Log-Rank = 0,105). Por histologia: los adenocarcinomas alcanzaron una mediana de
SLP de 109 dias y los epidermoides (se agruparon epidermoides y mixtos) de 71 dias
(Log-Rank = 0,620).

En cuanto a la SLP segun el estado general, los pacientes con un mejor estado
general (PS) alcanzaban una mayor SLP estadisticamente significativa. Para un ECOG
entre 0 y 1 la mediana de SLP fue de 122 dias, mientras que para un ECOG mayor 0
igual a 2 fue de 43 dias (p < 0,001).

4.2.2 Expresion del reduced folate carrier:

La expresion del RFC no mostré relacion significativa con la SLP al tratamiento
con pemetrexed. Se observo que en los pacientes que presentaban expresividad del
RFC, la mediana de SLP alcanzaba los 135 dias, mientras que en aquellos pacientes que

no lo expresaban era de 84 dias (y* = 0,926).
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4.3 Analisis de la supervivencia global
En cuanto a la supervivencia global (SG) de la muestra en estudio, la mediana

fue de 195 dias, con un intervalo de confianza del 95% entre 63 dias y 307 dias.

4.3.1 Sexo, estadio clinico, tabaquismo e histologia:
La SG en relacién con el sexo y la histologia no mostré ninguna relacion

estadisticamente significativa en la muestra estudiada.

La mediana de SG en hombres fue de 195 dias y en mujeres de 166 dias (Log-
Rank = 0,273). En relacion con la histologia, los adenocarcinomas alcanzaron una
mediana de 222 dias frente a 87 dias los epidermoides (Log-Rank = 0,762).

Los pacientes que presentaban un buen estado general (ECOG 0-1) tuvieron una
SG estadisticamente significativa mayor que los que presentaban un mal estado general
(ECOG > 2). La mediana para los pacientes con buen estado general fue de 262 dias
versus 43 dias para los que presentaban mal estado general (Log-Rank < 0,001). En la
figura 9 se muestran las curvas de SG en relacién con el estado general.

En relacion al habito tabaquico, también fue significativamente mayor la SG de
los pacientes no fumadores al diagndstico, en relacion con los fumadores (351 dias
versus 118 dias; Log-Rank = 0,001). En la figura 10 se muestran las curvas de SG en

relacién con el habito tabaquico.
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Figura 9. SG en relacion con estado general (ECOG). Las cruces indican censuras.
Cada caida a un nivel inferior significa un evento (en este caso fallecimiento).
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Figura 10. SG en relacién con el habito tabaquico. Las cruces indican censuras. Cada
caida a un nivel inferior significa un evento (en este caso fallecimiento).

4.3.2 Expresion del reduced folate carrier:

La expresion del RFC no muestra una relacion estadisticamente significativa con
la SG. La mediana de SG de los pacientes con expresion fue de 351 dias frente a los 146
dias de los pacientes sin expresion del RFC (Log-Rank = 0,150). En la figura 11 se

muestran las curvas de SG en relacion con la expresion del RFC.
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Figura 11. SG en relacion con la expresion del RFC. Las cruces indican censuras.
Cada caida a un nivel inferior significa un evento (en este caso fallecimiento).
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4.4  Analisis multivariante

En el estudio estadistico multivariante no se encontré ninguna asociacion entre
las variables clinico-patoldgicas y la expresion del RFC en cuanto a SLP.

En cuanto a SG, se observd una relacion estadisticamente significativa en los
pacientes que presentaban histologia de adenocarcinoma y expresion del RFC con
respecto a todos los demas (Tabla 4).

Entre los pacientes con diagndstico de adenocarcinoma, aquellos que
presentaban expresion del RFC mostraban una mediana de SG de 433 dias versus 151
dias de los que no tenian expresion (Log-Rank = 0,039). En la figura 12 se muestran las
curvas de SG en adenocarcinomas en relacion con la expresion del RFC.

En la poblacion estudiada, los pacientes sin expresion del RFC mostraban una
evolucion similar con independencia de la histologia: adenocarcinomas con expresion
del RFC alcanzaban una mediana de SG de 433 dias, mientras que los adenocarcinomas
y los tumores epidermoides que no tenian expresion del RFC alcanzaban una mediana
de SG de 151 y 146 dias respectivamente. No obstante, esta diferencia no era

estadisticamente significativa (Log-Rank = 0,108; figura 13).
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Figura 12. SG de los pacientes con adenocarcinoma en relacion con la expresion del

RFC. Las cruces indican censuras. Cada caida a un nivel inferior significa un evento
(en este caso fallecimiento).
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Figura 13. SG los pacientes en relacion con la histologia y la expresién del RFC. No
se muestran los epidermoides con expresion del RFC (n = 2). Las cruces indican
censuras. Cada caida a un nivel inferior significa un evento (en este caso
fallecimiento).
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Tabla 4. Resultados estadisticos de supervivencia libre de progresion y supervivencia
global en relacién con las caracteristicas clinico-patoldgicas y la expresion del RFC en

la muestra estudiada.

Supervivencia libre de progresion

Sexo

Varon

Mujer
Estado general (ECOG)

0-1

>2
Tabaquismo

Si

No
Histologia

Adenocarcinoma

Epidermoide
Expresion del RFC

Si

No
Supervivencia global
Sexo

Varon

Mujer
Estado general (ECOG)

0-1

>2
Tabaquismo

Si

No
Histologia

Adenocarcinoma

Epidermoide
Expresion del RFC

Si

No

Andlisis multivariante

Histologia y expresién del RFC
Adenocarcinomas con expresion del RFC
Adenocarcinomas sin expresion del RFC
Epidermoides con expresion del RFC
Epidermoides sin expresion del RFC

Adenocarcinomas con expresion del RFC
Adenocarcinomas sin expresion del RFC

Mediana
(dias)

93
126

122
43

86
126

109
71

135
84

195
166

262
43

351
118

222
87

351
146

433
151
13
146

433
151

0.055?

<0.001

0.105°

0.620°

0.926%

0.273°

<0.001°

0.001°

0.762°

0.150°

0.004°

0.039°

a. y? b. Log-Rank
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5 Discusion
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Los datos obtenidos a partir de la poblacion estudiada muestran que el
diagnostico de CPNM avanzado se produce en la edad media de la vida (entre la 5% y la
62 década), con un predominio en varones y hasta en un 70% de los casos en individuos
fumadores (activos o exfumadores).

El estado general de la poblacion estudiada era bueno en su mayoria (ECOG 0-
1), algo necesario para tolerar la quimioterapia indicada en este tipo de patologia con
pocos efectos adversos.

La histologia predominante fue el adenocarcinoma, lo cual parece logico ya que
el pemetrexed esta indicado en esta categoria tumoral, si bien durante los inicios de su
aplicacién en clinica, también se administr6 a pacientes con histologia de carcinoma
epidermoide 0 mixto como uso compasivo; por ello se ha podido estudiar la relacion
que existe entre la expresion del RFC y la respuesta al pemetrexed, con independencia
de la histologia tumoral.

A pesar de que el RFC es un transportador de folatos muy ubicuo en el
organismo, se ha detectado su expresién en un tercio de la poblacién estudiada. Esta
pobre expresion puede reforzar la hipotesis inicial de su relacion con el beneficio
terapéutico del uso del pemetrexed en aquellos tumores donde esté aumentada. En
cuanto a la relacién de su expresion con las caracteristicas de la poblacién, parece
evidente que se encuentra disminuida en fumadores. Asimismo la expresion del RFC
parece limitarse a adenocarcinomas, aunque la muestra no presenta un elevado nimero
de tumores epidermoides. No hay diferencias relevantes en su expresion en relacion con

el sexo o el estado general.

En cuanto a los tratamientos recibidos por los pacientes estudiados, la
variabilidad es amplia. Esto es debido a que el tratamiento de dichos pacientes
correspondio a varios oncélogos. No obstante, se puede observar que la mayoria de los
individuos recibieron en primera linea un doblete basado en platino y posteriormente,
segun el estado general y las toxicidades acumuladas por los tratamientos previos,
pasaban a recibir una mono-quimioterapia o tratamientos dirigidos con ITKs o incluso

crizotinib frente al reordenamiento del ALK (un individuo) dentro de ensayo clinico.

El anélisis estadistico de los datos recogidos permite confirmar lo que ya ha sido
publicado previamente: un buen estado general previo a la quimioterapia, el sexo
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femenino, no haber fumado y una histologia de adenocarcinoma se relacionan con unos
mejores resultados terapéuticos.

En cuanto a la SLP, se confirma que tener un buen estado general (ECOG 0-1)
previo al inicio de la quimioterapia da lugar a una mayor SLP (p < 0,001). Respecto al
sexo femenino, la ausencia del habito tabaquico y la histologia se observa una tendencia
favorable pero sin llegar a la significacion estadistica en este trabajo.

La expresion del RFC muestra una tendencia en la poblacién estudiada a alargar

el tiempo hasta la progresion al tratamiento con pemetrexed (p = 0,926).

Cuando se estudia la SG de la poblacion analizada, los resultados demuestran
que aquellos individuos con un mejor estado general (ECOG 0-1) viven mas que los que
presentan un mal estado general (p < 0,001). Esto concuerda con lo publicado hasta la
fecha y parece estar en relacion con que a mejor estado general, mas capacidad para
tolerar los efectos adversos de los tratamientos quimioterapicos y mejor capacidad para
intentar més lineas de quimioterapia que prolonguen la supervivencia.

Se confirma que no haber fumado es un factor favorable para alcanzar una
mayor supervivencia (p = 0,001).

El sexo y la histologia tumoral no presentan resultados significativos en la
poblacion estudiada. Se observa una tendencia favorable hacia los adenocarcinomas, y
de manera llamativa, hacia el sexo masculino. Seria necesario ampliar la muestra para
confirmar si estos datos son extrapolables o son consecuencia del azar debido al
limitado nimero de individuos analizados.

La expresion del RFC se relaciona con una mayor SG, aunque de manera no
significativa. Posiblemente un mayor tamafio muestral permitiria confirmar esta

tendencia que parece intuirse.

En el andlisis multivariante se confirma la ausencia de relacion de la expresion

del RFC con el resto de variables en cuanto a la supervivencia libre de progresion.

Se podria afirmar que la expresion del RFC en los tumores de histologia
adenocarcinoma de la muestra se asocia con una mayor SG (p = 0,039) en el analisis
llevado a cabo en el estudio. Estos resultados parecen indicar que una mejor seleccion
de la poblacion podria obtener mejores respuestas al tratamiento con pemetrexed. En el
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caso de los epidermoides no podemos inferir ni siquiera una tendencia ya que la escasez
de los datos (apenas 2 muestras de tumores epidermoides con expresion del RFC) no

permite sacar conclusiones ni tendencias.

Los resultados comentados anteriormente hacen vislumbrar la posibilidad de
establecer la determinacion de la expresion del RFC como criterio para indicar el
tratamiento con un antifolato, como es el pemetrexed, en pacientes con diagnostico
histolégico de adenocarcinoma de pulmon, con ventajas significativas en supervivencia.

Asimismo podemos confirmar que los criterios de sexo femenino, buen estado
general, no fumador e histologia adenocarcinoma, estan relacionados con un beneficio

terapéutico al tratamiento con pemetrexed.

Para finalizar, este trabajo pone de de manifiesto las dificultades que supone
realizar un estudio retrospectivo y la necesidad de realizar estudios prospectivos para
obtener resultados acordes a las preguntas planteadas, ya que son las preguntas las que
se han de adaptar a los datos de que se dispone, con la consiguiente disminucion de
calidad en el resultado. También destaca las dificultades que entrafia realizar un estudio
con interés traslacional en un &mbito hospitalario comun, con gran heterogeneidad en
los profesionales implicados en el manejo de los pacientes y en su seguimiento
posterior, con las numerosas pérdidas en cuanto al mismo que conlleva el hecho de no

formar parte de un protocolo preestablecido.
Asimismo, seria interesante poder llevar el estudio a una serie mas amplia de

pacientes y de modo prospectivo, para poder analizar con mejor potencia estadistica las

diferencias observadas a lo largo del trabajo.
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Los pacientes con cancer de pulmoén no microcitico avanzado y buen estado
general (ECOG 0-1) presentan una mayor supervivencia libre de progresion al

tratamiento con pemetrexed.

Los pacientes con cancer de pulmén no microcitico avanzado, buen estado
general (ECOG 0-1) y no fumadores presentan una mayor supervivencia global

tras el tratamiento con pemetrexed.

La expresion del reduced folate carrier estd aumentada en adenocarcinomas de

pulmon, siendo rara su expresion en tumores epidermoides.

La asociacién de adenocarcinoma de pulmén y expresion del reduced folate
carrier en pacientes con cancer de pulmon parece tener valor predictivo para

alcanzar una mayor supervivencia.

Por lo anteriormente expuesto, la expresion del reduced folate carrier guarda
una potencial aplicabilidad clinica, fundamentalmente pronostica, en el
tratamiento con pemetrexed del carcinoma de pulmén no microcitico avanzado
de histologia adenocarcinoma, siendo necesario confirmar su utilidad en un

estudio prospectivo con un mayor nimero de pacientes.

El escaso nimero de pacientes con histologia epidermoide no permite establecer
una relacién entre la expresion del reduced folate carrier y la efectividad del
tratamiento con pemetrexed en esta poblacion de cancer de pulmén no

microcitico.
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Escala de evaluacion del estado general

- Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG, Zubrod)?®°

0 El paciente se encuentra totalmente asintomatico y es capaz de realizar
un trabajo y actividades normales de la vida diaria.

1 El paciente presenta sintomas que no le impiden realizar su trabajo, ni las
actividades de la vida diaria. El paciente s6lo permanece en la cama durante las
horas de suefio nocturno.

2 El paciente no es capaz de desempefiar su trabajo, se encuentra con
sintomas que le obligan a permanecer en la cama durante varias horas al dia,
ademas de las de la noche, pero que no superan el 50% del dia. El individuo
satisface la mayoria de sus necesidades pero precisa de ayuda para alguna
actividad que antes realizaba como por ejemplo la limpieza de la casa.

3 El paciente necesita estar encamado méas de la mitad del dia por la
presencia de sintomas. Necesita ayuda para la mayoria de las actividades de la
vida diaria.

4 Encamado el 100% del dia y necesita ayuda para todas las actividades
bésicas.

5 El paciente estd moribundo o morira en horas.
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