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Resumen

El cancer de pulmdn constituye una de las principales causas de muerte por cancer a nivel mundial. Esto
se debe, en gran parte, a su mal prondstico, pues se suele diagnosticar en estadios avanzados. Esta
deteccion tardia se relaciona con la baja sensibilidad de los métodos convencionales para identificar el
cancer de manera precoz. La secuenciacion de nueva generacion (NGS) se presenta como una herramienta
innovadora permitiendo un andlisis exhaustivo del genoma, siendo capaz de identificar las alteraciones
genéticas relevantes. Gracias a esta nueva tecnologia se ha podido demostrar la elevada heterogeneidad
que presentan los tumores pulmonares, con multiples variantes genéticas. Las terapias dirigidas surgen
para actuar sobre dianas terapéuticas especificas, reduciendo los efectos adversos asociados a los
tratamientos convencionales y ofreciendo mejores resultados. La NGS no solo facilita la deteccién de
alteraciones genéticas que coexisten en el microambiente tumoral, sino que ademas permite adaptar el
tratamiento a las caracteristicas moleculares de cada paciente, impulsando la medicina de precisién.
Asimismo, esta herramienta ofrece la posibilidad a los pacientes de acceder a ensayos clinicos, permitiendo
que éstos puedan tener acceso a terapias totalmente emergentes e innovadoras, pudiendo verse
beneficiados. El objetivo del presente trabajo es realizar la revision de todos los casos de cancer de pulmén
analizados en el Laboratorio de Dianas Terapéuticas (LDT) del Hospital HM Sanchinarro desde 2021 hasta
la actualidad, con el fin de evaluar como la identificacion de dianas terapéuticas ha contribuido a mejorar el
prondstico y a ofrecer un tratamiento personalizado al paciente.
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Introduccién

El cancer constituye un conjunto de enfermedades que se caracterizan por la proliferacion excesiva de
células anormales, dividiéndose sin control y llegando a diseminar a otras partes del cuerpo. Mientras que
las células normales son capaces de dividirse y morir cada cierto tiempo, las células cancerosas pierden esta
capacidad dando lugar a una masa de células cancerosas cominmente conocida como tumor o neoplasia
[1]. El desarrollo del cancer esta relacionado con la acumulacion progresiva de mutaciones en diversos
genes que regulan funciones esenciales como la division celular, supervivencia, proliferacion o invasion,
entre otros [2]. A dia de hoy, se han identificado mas de 1.000 genes alterados en los tumores, lo que permite
una caracterizacion cada vez mas precisa de los mecanismos moleculares implicados en las células
cancerosas, que contribuyen a la progresion tumoral y diseminacion metastasica [3].

La medicina de precision es un concepto que ha ido desarrollandose a lo largo de los tlltimos afios y que ha
tomado gran peso en oncologia, debido a la necesidad de desarrollar terapias personalizadas que se ajusten
a cada paciente. La integracion de los datos clinicos, junto con los anatomopatologicos y moleculares
consiguen proporcionar un tratamiento 6ptimo adaptado al perfil bioldgico del tumor [4]. En relacion a las
caracteristicas moleculares es importante conocer la utilidad de la identificacion de biomarcadores en el
manejo clinico de los paciente oncologicos.

Un biomarcador se define como una caracteristica bioldgica que se puede medir de manera objetiva y que
sirve como indicador de procesos fisiologicos normales, condiciones patologicas o respuestas del cuerpo a
una intervencion terapéutica. Los biomarcadores, ademds de facilitarnos la realizacion de un diagndstico,
van a permitirnos predecir la evolucién de la enfermedad (biomarcador prondstico), la respuesta a un
tratamiento especifico (biomarcador predictivo) o el andlisis de la progresion de una enfermedad o la
efectividad de un tratamiento (biomarcador de monitoreo) [5].
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El cancer sigue siendo una de las principales causas de morbilidad y mortalidad a nivel mundial. Segun la
International Agency for Research on Cancer (IARC) en 2022 se diagnosticaron 18,7 millones de casos
nuevos y estiman que dicha cifra llegara a las 32,6 millones en 2050. Ademas, se estima que en Espaiia se
alcanzaran los 296.103 casos en el afio 2025 segtin la Red Espafiola de Registros de Cancer (REDECAN) .
Entre los distintos tipos de céncer, el de pulmoén es de los mas frecuentes, siendo el mas diagnosticado en
el mundo en el afio 2022, superando al cancer de mama. Asimismo, este cancer se sitia en el primer cancer
responsable del mayor numero de fallecimientos a nivel mundial, por ello, a pesar de su alta frecuencia,
debido a su alta mortalidad su prevalencia a los 5 afios es relativamente baja [6].

Los tumores pulmonares se dividen histolégicamente en dos grandes grupos: carcinomas de células
pequeias (small cell lung cancer, SCLC), que representan el 10-15% de los canceres de pulmon, y
carcinomas de células no pequeias (non small cell lung cancer, NSCLC), entre los que se encuentran el
carcinoma de células escamosas, adenocarcinoma, y carcinoma de células grandes. Los dos primeros son
los mas frecuentes, ambos estan altamente relacionados con el habito tabaquico y es en ellos donde tiene
gran relevancia la identificacion de biomarcadores predictivos [7].

Los biomarcadores mas relevantes en este tipo de tumores se detallan en la siguiente tabla (Tabla 1).

, - P lenci L
Gen Alteracion genética rev.a encia Farmaco
estimada
KRAS p.G12C 12% Sotorasib, adagrasib
Delecion exén 19, p.L858R 15-50%
Osimertinib, gefitinib,
FGFR Inserciones exdén 20 2% erlotinib,
p.T790M (exén 20) 60% amivantamab, entre
otros
Otras 10%
ALK Fusion 59% A.Iect.ln.lb, brigatinib,
crizotinib, entre otros
RET Fusion 1-2% Pralsetinib,
selpercatinib
MET Pérdida o skipping exdn 14 3% Capmatinib, tepotinib
BRAF V600 2% Dabrafenib, tran'1et|n|b,
vemurafenib
ROS1 Fusion 1-2% Crizotinib, entrectinib
NTRK1, NTRK2, NTRK3 Fusion <1% Entrectinib,
larotrectinib

Tabla 1.- Biomarcadores mas prevalentes en NSCLC metastasico y farmacos aprobados de acuerdo a
las guias de la Sociedad Europea de Oncologia Médica (ESMO) [8].

Anteriormente, debido al conocimiento limitado que se tenia sobre los genes implicados en el desarrollo
del céancer, se recurria a la secuenciacion Sanger para la deteccion de cambios de un nucledtido o
inserciones/deleciones en uno o varios genes especificos. Sin embargo, gracias al avance en la
identificacion de multiples genes asociados a distintos tipos de cancer y considerando la frecuencia con la
que se dispone de cantidades limitadas de DNA, la secuenciacion de nueva generacion (“Next Generation
Sequencing”, NGS) ha supuesto una verdadera revolucion [4].

La NGS es una técnica que permite el analisis simultaneo de amplias regiones gendmicas, o incluso del
genoma completo, en un tiempo y coste asequible. Mediante esta metodologia podemos detectar
alteraciones gendmicas como inserciones, deleciones, sustituciones, variaciones en el nimero de copias y
reordenamientos genéticos. Esta tecnologia ha dado el salto a la practica clinica, contribuyendo al trabajo
de los patdlogos en la elaboracion de un diagnostico clinico, ademas de aportar informacion respecto al
pronostico y el valor predictivo [9].

Por otro lado, a pesar de la existencia de la secuenciacion completa del genoma y del exoma, su uso en la
actualidad no es tan frecuente principalmente debido a la dificultad en la interpretacion de los resultados.
Por ello, se suele recurrir a la secuenciacion de un panel de genes especifico, reduciendo el nlimero de genes
y centrandose en aquellos relacionados con una patologia o grupo de patologias determinadas y donde el
paciente se pueda ver beneficiado por una determinada terapia [10].

Existen varias plataformas de NGS, siendo las mas reconocidas las desarrolladas por las empresas de
Illumina y por Thermo Fisher [10]. Sin embargo, independientemente de la tecnologia de secuenciacion



utilizada, se requiere de un proceso de enriquecimiento dirigido a las regiones gendmicas de interés (ROIs).
Existen dos principales aproximaciones: las metodologias basadas en amplicones y las basadas en captura
hibrida. Ambas metodologias difieren en que, mientras que la NGS basada en amplicones usa cebadores
especificos para amplificar los ROIs, en la captura hibrida se lleva a cabo la fragmentacion del genoma y
utiliza sondas marcadas con biotina para seleccionar estas regiones de interés [11].

Este trabajo tiene como objetivo realizar una revision de todos los casos de cancer de pulmon analizados
en el Laboratorio de Dianas Terapéuticas del Hospital HM Sanchinarro mediante la tecnologia de NGS
desde 2021. Asimismo, se propone identificar los biomarcadores mas relevantes y frecuentes en este tipo
de cancer, asi como evaluar la aplicacion clinica de la NGS en el tratamiento del cancer de pulmon.

Materiales y métodos

El tejido sigue siendo el material de referencia para el estudio de las alteraciones moleculares en el cancer,
por lo que el primer paso es la extraccion de acidos nucleicos partiendo de una muestra de tejido fijado en
formol e incluida en parafina (FFPE). Previamente a esto, tras revisar los cortes de tejido tefiidos con
hematoxilina-eosina, un patdlogo se ha encargado de seleccionar el bloque con el mayor porcentaje tumoral
y evalta la necesidad de enriquecer este porcentaje mediante macrodiseccion. El porcentaje tumoral
minimo requerido para la realizacion de la secuenciacion masiva es del 20%, sin embargo, siempre se puede
valorar el caso con el patdlogo o bidlogo a cargo.

Extraccién de acidos nucleicos

A partir de un nimero variable de secciones de 5 pm de tejido FFPE, se llevo a cabo la extraccion de acidos
nucleicos. Para el aislamiento del DNA, se utilizo6 el kit de extraccion Cobas DNA Sample Preparation
(Roche Molecular Diagnostics) siguiendo las instrucciones del fabricante. Por otro lado, para el aislamiento
del RNA se empled el kit High pure FFPET RNA Isolation (Roche Molecular Diagnostics) segun indica el
fabricante.

La cuantificacion de los acidos nucleicos se llevd a cabo con el espectrofotometro NanoDrop 1000 (Thermo
Fisher Scientific), pudiendo obtener informacion respecto a la concentracion, calidad y pureza de los acidos
nucleicos. Sin embargo, para garantizar una cuantificacion mas exacta se utilizé Qubit 2.0 Fluorometer
(Thermo Fisher Scientific).

Una vez extraidos los acidos nucleicos, se llevo a cabo la retrotranscripcion del RNA empleando el kit Jon
Torrent NGS Reverse Transcription (Thermo Fisher Scientific), y a partir del DNA y cDNA se prepararon
las librerias para la secuenciacion.

Preparacion de librerias y templado

A pesar de la existencia de la preparacion automatica de librerias, en este trabajo se realizaron de manera
manual. Se parti6 de 20 ng de material FFPE, tanto de DNA como RNA, y, siguiendo las instrucciones del
fabricante, se prepararon las librerias empleando los siguientes paneles: Oncomine Comprehensive Assay
v3, Oncomine Comprehensive Assay Plus 'y Oncomine Tumor Mutation Load Assay (Thermo Fisher).

La generacion de estas librerias permite, por un lado, asegurar una cobertura homogénea de la superficie
de secuenciacion gracias a la digestion de los amplicones de interés. Por otro lado, el uso de
oligonucledtidos con secuencias que sirven como identificadores Unicos (barcodes) unidos a una secuencia
universal (adaptadores) facilita su posterior anclaje a la superficie bidimensional en la que se llevara a cabo
la secuenciacion. Finalmente, mediante la purificacién y cuantificacion por qPCR de las librerias,
conseguiremos tener una mezcla equimolar de éstas con el objetivo de que todas ellas se lean con una
cobertura similar [12].

Una vez generadas las librerias, se realizo el templado con el fin de obtener multiples copias de los
amplicones de interés que han sido amplificados. Este proceso se hace por PCR de emulsién de manera
automatizada en el Jon Chef System, donde también tiene lugar la carga del chip de secuenciacion.

Secuenciacion

La secuenciacion se llevo a cabo con el secuenciador /on S5 de Thermo Fisher, utilizando un chip lon 550
compatible con el sistema lon GeneStudio S5. Debido a que este trabajo abarca todos los casos de cancer
de pulmon desde 2021 hasta la actualidad, se han empleado diferentes paneles. Desde 2021 a mediados de
2023 se estuvieron utilizando dos paneles. En primer lugar, el panel Oncomine Comprehensive Assay v3
(OCAvV3), que permite analizar variaciones en un unico nucledtido (SNVs), inserciones y deleciones
(indels), variaciones en el numero de copias (CNVs) y fusiones mas relevantes de 161 genes, pudiendo
estudiar los biomarcadores mas importantes en el desarrollo del cancer. Por otro lado, se empled el panel
Oncomine Tumor Mutation Load Assay, gracias al cual podemos medir la carga mutacional tumoral (TMB)
medida por mutaciones/megabase (Mb). Esta informacion nos aporta una gran ventaja a la hora de evaluar
si el paciente se puede beneficiar o no de la inmunoterapia.



A mediados de 2023 se comenz6 a utilizar un Unico panel, también comercializado por Thermo Fisher, el
Oncomine Comprehensive Assay Plus (OCA Plus). Este panel integral incluye el estudio de 517 genes,
analizando CNVs, SNVs, indels y fusiones entre genes. Adicionalmente, este panel cuenta con el analisis
de la inestabilidad de microsatélites (MSI), ademas del TMB, proporcionandonos informacion acerca del
estado de los genes de reparacion de errores de apareamiento (MMR).

Por otro lado, es importante sefialar que las fusiones génicas desempefian un gran papel como impulsores
oncogénicos y su deteccion es esencial para la seleccion terapéutica, ya que existen actualmente farmacos
dirigidos hacia muchas de estas fusiones, lo que podria traducirse en un beneficio clinico para los pacientes.

Respecto al analisis de las fusiones génicas hay que destacar las diferencias que existen dependiendo del
material del que se parta, DNA o RNA. A pesar de que ambas moléculas sean validas para detectar estos
reordenamientos, cada una presenta ventajas e inconvenientes. En cuanto al uso del DNA, aunque sea
considerada una molécula estable y capaz de detectar estas fusiones, debido a la complejidad del genoma,
particularmente de las regiones intrénicas, y la variedad de cambios que pueden ocurrir a nivel de DNA
(reordenamientos genéticos y variantes de empalme) es complicado identificar donde ocurre la fusion en el
genoma. Ademas, diferentes alteraciones en el DNA pueden dar lugar a un mismo resultado funcional en
el RNA, como una fusién génica o variante de empalme concreta. Algunos estudios han demostrado por
tanto que el andlisis basado en RNA presenta mayor sensibilidad respecto al basado en DNA debido a una
mayor deteccion de mutaciones [13].

Asimismo, empleando el RNA se identifican solo aquellos genes de fusiéon expresados consiguiendo
discriminar las isoformas de empalme. Ademas, a diferencia del DNA, al no verse afectado por las regiones
intrénicas, la eficiencia de la secuenciacion no se ve perjudicada [14]. Las directrices de la National
Comprehensive Cancer Network (NCCN) recomiendan el uso de la secuenciacion basada en RNA para
maximizar la deteccion de fusiones en pacientes diagnosticados con NSCLC. Diversos estudios han
confirmado una mayor deteccion de reordenamientos genéticos con la secuenciacion a partir de RNA que
de DNA [18]. A pesar de la gran sensibilidad de esta técnica, algunas de sus principales limitaciones seria
la inestabilidad del acido nucleico generandonos falsos negativos [15].

Analisis e interpretacion de los datos

Tras la secuenciacion, disponemos de una inmensa cantidad de datos generados por la NGS, por lo que es
esencial el uso de métodos computacionales para analizar e interpretar estos datos. Gracias al uso de
algoritmos y diversas herramientas bioinformaticas somos capaces de procesar los datos en bruto y obtener
informacion bioldgica significativa [16].

Existen 3 etapas en el analisis bioinformatico: analisis primario, el cual se encarga de convertir los datos
brutos obtenidos por el secuenciador a secuencias de acidos nucleicos en ficheros FASTQ, aportandonos
informacion sobre la calidad de cada nucleotido; analisis secundario, donde se produce un filtrado basado
en la calidad de las lecturas y el alineamiento de éstas con un genoma o secuencia de referencia, obteniendo
un fichero de tipo BAM (“Binary Alignment/Map Format™). Ademas, en esta etapa el equipo es capaz de
generar un fichero en formato VCF (“Variant Calling Format”) tras realizar la identificacion de variantes.
Tanto el analisis primario como secundario se realizé con el software Ion Reporter (v5.20). Finalmente, en
el analisis terciario se realiza la interpretacion de las variantes detectadas, identificando aquellas mas
significativas, y realizando un informe clinico final.

El analisis terciario es el paso mas desafiante. En primer lugar, se analizan diversos parametros acerca de
la calidad de la secuenciacion; por ejemplo, la longitud de los amplicones generados, las lecturas totales de
las muestras, la uniformidad (si se han leido todas las secuencias de manera similar) y la cobertura, definida
como el nimero de veces que es leido cada nucle6tido. Por consiguiente, se debe de hacer la identificacion
de las variantes mas relevantes y para ello se hace un primer filtrado eliminando: polimorfismos comunes
en la poblacion (teniendo en cuenta la MAF, frecuencia del alelo minoritario), variantes sinébnimas y
aquellas que tengan una cobertura o una frecuencia alélica limitada.

En cuanto a la clasificacion de las variantes, el Colegio Americano de Genética Médica y Gendmica
(ACMG) recomienda seguir la siguiente nomenclatura: “patogénica”, “probablemente patogénica”,
“significado incierto”, “probablemente benigna” y “benigna” para clasificar aquellas variantes en genes
que causan desordenes mendelianos [17]. Hoy en dia existen multitud de bases de datos que nos facilitan a
realizar la clasificacion de las variantes como son Franklin (https://franklin.genoox.com/), VarSome
(https://varsome.com/), ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) , OncoKB

(https://www.oncokb.org/), cBioPortal (https://www.cbioportal.org/) , entre otras.

Resultados

El cancer de pulmon es considerado un reto a la salud publica debido a su mal pronostico. Esto se debe a
que la mayoria de los pacientes (>75%) son diagnosticados con un estadio avanzado de la enfermedad,
reduciendo la tasa de supervivencia a los 5 afios [18]. Anteriormente las técnicas de inmunohistoquimica
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(IHC), hibridacion in situ fluorescente (FISH) o la secuenciacion Sanger eran las encargadas de identificar
las alteraciones gendmicas causantes del cancer; sin embargo, gracias al avance de la NGS la medicina de
precision se ha visto impulsada descubriendo un mayor numero de genes involucrados en el cancer de
pulmoén y pudiendo ofrecer una terapia dirigida [7].

Este trabajo pretende hacer una revision de todos los casos de céncer de pulmén analizados en el
Laboratorio de Dianas Terapéuticas del Hospital HM Sanchinarro utilizando la tecnologia NGS desde
principios de 2021 hasta la actualidad.

Analisis de los principales biomarcadores en cancer de pulmén

En este trabajo se analizaron 98 muestras de cancer de pulmén recogidas y analizadas entre enero de 2021
y mayo de 2025 mediante la metodologia NGS. Respecto a la clasificacion histologica, el adenocarcinoma
fue el tipo tumoral mas frecuente observandose en 81 de las 98 muestras (82,7%), seguido del carcinoma
de células escamosas (9,2%). El tipo histologico menos frecuente fue el cancer de células pequeiias,
representando unicamente el 1% del total de las muestras. Por otro lado, hubo un porcentaje que no pudo
ser valorado (5 de 98 muestras, 5,1%), bien por carecer de una celularidad tumoral 6ptima o debido a que
la secuenciacion no se realizo a la profundidad de lectura necesaria. Ademas, del total de muestras 66 fueron
analizadas utilizando los panel genéticos OCAv3 y TML (67,3%) mientras que 32 muestras fueron
estudiadas utilizando el panel OCA Plus (32,7%).

Las alteraciones genéticas mas prevalentes fueron las SNVs (81,6%), seguido de los indels (33,7%), CNVs
(26,5%) y finalmente fusiones (6,1%). Los genes que estuvieron mas frecuentemente mutados fueron KRAS
(29 de 98 muestras, 29,6%) y EGFR (22 de 98 muestras, 22,4%), representando las mutaciones mas
prevalentes en mas de la mitad de las muestras. El resto presentaron mutaciones en genes como MET (5 de
98, 7,1%), PIK3CA (5 de 98, 5,1%), ALK (4 de 98, 4,1%), BRAF (4 de 98, 4,1%), PTEN (1 de 98, 1%),
POLE (1 de 98, 1%) y RET (1 de 98, 1%) (Figura 1).

20%

Figura 1.- Frecuencia de las principales mutaciones en muestras de cancer de pulmoén utilizando la
metodologia NGS. Los porcentajes se calcularon respecto al total de muestras analizadas (N= 98). (m)
KRAS, (m) EGFR, (B) No valorable, (H) ALK, (B) BRAF, (m) PIK3CA, (@) POLE, (B) MET, (m)
PTEN, (M) RET, (1) Otras.

90 muestras presentaron una o mas alteraciones genéticas (91,8%) mientras que cinco de ellas no pudieron
ser valoradas y tres no presentaron ninguna mutacion. De las muestras mutadas, 11 pacientes presentaron
unicamente una mutacion (12,2%), 23 presentaron dos mutaciones (25,6%), 30 tres mutaciones (33,3%),
12 presentaron 4 mutaciones (13,3%), 7 cinco mutaciones (7,8%) y finalmente en 7 muestras se observaron
seis 0 mas mutaciones (Figura 2A). Ademas, se observo que las muestras analizadas con el panel OCA Plus
presentaron un numero mayor de mutaciones, mientras que aquellas estudiadas con OCAv3 mostraron en
su mayoria un menor numero de alteraciones genéticas, acorde a la diferencia en la cantidad de genes
incluidos en cada panel (Figura 2B).

Por otro lado, TP53 estuvo mutada en la mitad de las muestras (50 de 90, 55,6%), tinicamente presentandose
como mutacion Unica en 3 muestras de 90 (3,3%). En la mayoria de los casos se present6 junto a otra
mutacion (47 de 90, 52,2%), mientras que el resto de las muestras no tuvo este gen mutado (40 de 90,
44,4%).
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Unicamente 3 muestras no presentaron ninguna alteracion de variantes patogénicas o probablemente
patogénicas, representando el 3,2% frente al resto de muestras (descartando aquellas no valorables) que
representan el 96,8% con alguna alteracion genética relevante.

A B

OCA Plus vs OCAv3 + TMB

Numero de mutaciones 35

7.8% 78% 122
13,3%

% de muestras

1 2 3 4 5 =26
Numero de mutaciones

Figura 2.- (A) Distribucion del nimero de mutaciones en 91 pacientes con cancer de pulmén. () 1
mutacion, () 2 mutaciones, () 3 mutaciones, () 4 mutaciones, ( ) 5 mutaciones y () 6 0 mas
mutaciones. (B) Distribucion del nimero de mutaciones dependiendo del panel genético utilizado: ( )
OCA Plus, ( ) OCAv3 + TMB.

KRAS

KRAS fue el gen que estuvo mutado en mayor frecuencia, representando el 29,6% del total de muestras. La
gran mayoria de muestras sufrieron un cambio de glicina por uno de cisteina en la posicion 12 (G12C,
34%), seguido del cambio de glicina por valina en la posicion 12 (G12V, 17%). En menor porcentaje
encontramos muestras mutadas en residuos de aspartico (G12D, 20%) y alanina (G12A, 10%), entre otros
(Figura 3A).

EGFR

Respecto a las mutaciones en el gen de EGFR la gran mayoria se dieron en el exén 19 (7 de 22, 31,8%),
seguido de la mutacion puntual L858R en el exén 21 (6 de 22, 27,3%). Asimismo, se observaron CNVs en
5 muestras, representando el 22,7%, mutaciones en el exon 20 (3 de 22, 13,6%) y, finalmente, en el exdn
21 distintas a L858R (1 de 22, 4,5%) (Figura 3B).

A B
KRAS % EGFR

31,8%
27,3%

25%
22,7%

16% 13,6%

% de muestras

L858R EXON 21 EXON 20 EXON 19 CNVs

Figura 3.- Distribucion de las principales mutaciones en los genes KRAS y EGFR en muestras de cancer
de pulmoén utilizando la metodologia NGS. (A) Frecuencia de los subtipos de mutaciones de KRAS
(N=29) (m) G12C, (m) G12V, (m) G12D, (m) G12R, (m) GI12A, (m) GI2L, () G13C, (M) Otros. (B)
Frecuencia de los subtipos de mutaciones de EGFR (N=22).

En menor porcentaje encontramos mutaciones en las siguientes dianas terapéuticas: ALK, MET, BRAF y
RET. Se observaron 4 muestras con la mutacion en ALK, y el 100% de éstas estuvo fusionado con el gen
EMLA4. Dos de ellas correspondieron a la variante 1, una a la variante 2 y una muestra no fue posible
especificar. Por otro lado, se identificaron 5 muestras portadoras de una alteracion genética en MET: dos
muestras presentaron variaciones en un solo nucleotido, otras dos presentaron la pérdida o skipping del
exon 14 y una muestra presenté una amplificacion del gen (9,38 copias). Las mutaciones en BRAF fueron
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observadas en 4 muestras; sin embargo, todas presentaron SNVs diferentes a la que suele ser la mutacion
mas frecuente y candidata a recibir un inhibidor especifico (V600E). Por ultimo, se identificé una tinica
muestra que presentaba una mutaciéon en RET, fusionado con KI/F5B. Finalmente, la carga mutacional
tumoral también fue analizada en 88 de las muestras analizadas (89,8%). 44 muestras (50%) presentaron
un TMB bajo, mientras que un 29,5% mostré un TMB intermedio y un 20,5% un TMB alto.

Discusidn

Durante las ultimas dos décadas, las terapias dirigidas han adquirido un papel cada vez mas importante en
el tratamiento del cancer, ofreciendo una alternativa mas especifica frente a las terapias clasicas, las cuales
a pesar de disminuir la mortalidad siguen presentando desafios como la recurrencia tumoral. A diferencia
de los tratamientos clasicos, que se dirigen tanto a células cancerosas como sanas, las terapias dirigidas
actian sobre proteinas o moléculas determinadas, identificando dianas moleculares especificas mejorando
la eficacia del tratamiento y reduciendo los efectos adversos [19, 20]. Este éxito ha sido posible gracias al
avance tecnoldgico de la secuenciacion, pudiendo conocer con mayor profundidad el perfil mutacional del
cancer y la implicacion de diversos genes como impulsores en el desarrollo de los distintos tumores [19].
En el caso del cancer de pulmon, cuya alta mortalidad se relaciona con un diagndstico tardio, la
identificacion de biomarcadores especificos resulta fundamental para un buen abordaje terapéutico [18]. La
revision de los casos de cancer de pulmon que llegan diariamente al Laboratorio de Dianas Terapéuticas

del Hospital HM Sanchinarro constituye un claro ejemplo de como el uso de la NGS permite adaptar la
terapia de forma mas personalizada ajustandose al perfil molecular de cada tumor.

Respecto a los resultados, el NSCLC fue el tipo histologico predominante, representando casi la totalidad
de las muestras analizadas. Ademas, dentro de este grupo, el adenocarcinoma de pulmon fue el subtipo mas
frecuente, coincidiendo con ser el tumor pulmonar primario mas comun en la poblacion. Por otro lado,
debido a que el SCLC representa Unicamente el 10-15% de todos los canceres de pulmoén y a que, a
diferencia del NSCLC, no presenta dianas terapéuticas, en nuestro estudio se vio reflejado representando
el 1% del total de muestras [18].

Los carcinomas NSCLC son el grupo de tumores con mayor nimero de dianas terapéuticas identificadas,
algunas con gran utilidad clinica desde los estadios mas precoces y es por esto por lo que se considera
esencial el estudio de mutaciones en los siguientes genes: EGFR, BRAF, KRAS, MET, ALK, ROS1, NTRK
y RET. Ademas, se han descrito otros biomarcadores de interés en estos pacientes como HER2, TMB,
inestabilidad de microsatélites (MSI), NRG1, STK11 y KEAPII [21,22].

Las alteraciones gendmicas mas prevalentes en la revision fueron aquellas que afectaron a los genes KRAS
y EGFR. Esto concuerda con las recomendaciones de la Sociedad Europea de Oncologia Médica (ESMO)
para el uso de la NGS en el NSCLC no escamoso avanzado, donde tanto EGFR como KRAS representan
los porcentajes mas altos en cuanto a prevalencia [21]. En el estudio se detectaron mutaciones en el gen
EGFR en el 22,4% de las muestras analizadas, predominando las alteraciones en el ex6n 19 y seguido de
la mutacion puntual L858R en el exon 21. Estos resultados concuerdan con lo reportado en la bibliografia,
donde el 90% de las mutaciones de EGFR se concentran en estos dos tipos [23]. Las mutaciones de EGFR
pueden clasificarse en dos grupos: sensibilizadoras, comunes en pacientes con NSCLC y que afectan a
mutaciones de los exones 18-21; y resistentes, generalmente ubicadas en el exon 20. Las mutaciones que
afectan al ex6n 19, generalmente deleciones que conservan el marco de lectura son las mas frecuentes y se
relacionan con la sensibilidad a inhibidores de tirosin-quinasa (¢yrosine kinase inhibitor, TK1), reforzando
su relevancia clinica [24].

El gen EGFR regula funciones como el crecimiento, proliferacion, supervivencia y la metastasis de las
células tumorales, ademas de estar presente en el 40-89% de los pacientes con NSCLC, lo que lo convierte
en una gran diana terapéutica. Por ello, el desarrollo de farmacos para inhibir las vias activadas por el
receptor EGFR ha sido de interés clinico. FArmacos como erlotinib y gefitinib han sido aprobados como
tratamientos de primera linea para el NSCLC, prolongando la supervivencia y la calidad de vida de los
pacientes [25]. Sin embargo, debido al alto grado de heterogeneidad tumoral y a las vias de sefializacion
adaptativas en el cancer de pulmon provocan que el 4-10% de los pacientes presenten resistencia primaria
y hasta el 60% presenten resistencia adquirida (mutacion T790M) [21].

La mutacién en KRAS representd casi el 30% del total de muestras analizadas, siendo la mutacion G12C la
mayoritaria. Diversos estudios han descrito a KRAS como el impulsor oncogénico mas comun en el
NSCLC, estando presente en el 25% de los adenocarcinomas y 3% de los carcinomas de células escamosas.
[26]. Ademas, entre todas las diferentes mutaciones existentes, la mutacion G12C es considerada la mas
comun [27]. Sin embargo, debido a la gran heterogeneidad que KRAS presenta, el valor pronostico de las
mutaciones sigue sin estar claro. Es también debido a esta heterogeneidad por lo que es complicado obtener
buenos resultados en ensayos dirigidos a KRAS y la ausencia de terapias dirigidas de primera linea [26].
Los pacientes con la mutacion G12C en NSCLC se les administra inmunoterapia como tratamiento de
primera linea seguido de quimioterapia. Sin embargo, la baja supervivencia conseguida con estos
tratamientos clasicos ha hecho que se potencie la busqueda para desarrollar tratamientos anti-KRAS. El



sotorasib es un inhibidor de KRAS G12C aprobado por la Agencia Europea de medicamentos (EMA) en
2022 indicado para pacientes con NSCLC avanzado con mutaciones del tipo G12C del gen KRAS después
del fallo de al menos un tratamiento sistémico previo [28]. Sin embargo, debido a la ausencia de una terapia
dirigida de primera linea contra KRAS sigue siendo esencial la biisqueda de nuevos inhibidores.

En menor proporcioén se observaron mutaciones en los genes ALK , MET, BRAF y RET. La presencia de
mutaciones en estas dianas terapéuticas va a suponer un beneficio al paciente debido a que existen
tratamientos de primera linea dirigidos especificamente a estos genes. En primer lugar, ALK pertenece a la
familia de los receptores de tirosina quinasa y participa en la regulacion del crecimiento celular [29]. En el
cancer de pulmon se han identificados mas de 90 genes capaces de fusionarse con ALK [30], siendo la
fusion EML4-ALK de las mas prevalentes y representando un evento impulsor en el 5% de todos los casos
de NSCLC. La fusion EML4-ALK puede originar diferentes variantes estructurales dependiendo del punto
de ruptura, siendo las variantes 1 y 3 las mas frecuentes [29]. No obstante, los datos que se tienen
actualmente sobre la influencia de las distintas variantes en la respuesta a los inhibidores de ALK es
contradictoria, por lo que aun se desconoce si alguna variante confiere una ventaja terapéutica [31]. Hasta
la fecha se han aprobado seis inhibidores de la tirosina quinasa ALK (ALK-TKI) para uso clinico. Estos
farmacos han demostrado mejorar significativamente la supervivencia libre de progresion en comparacion
con la quimioterapia convencional [29]. En segundo lugar, se observaron mutaciones en el gen MET. De
las cinco muestras con alteraciones en este gen, dos de ellas presentaban la delecion o skipping del exén
14, mientras que las restantes correspondian a SNVs o a amplificacion génica. Varios estudios han
demostrado que pacientes con NSCLC que presentan mutaciones en el exon 14 de MET pueden beneficiarse
del tratamiento con inhibidores de MET como capmatinib y tepotinib, teniendo estos pacientes la
posibilidad de utilizar estos firmacos como una opcion terapéutica de primera linea. Sin embargo, siguen
existiendo desafios relacionados con la aparicion de resistencias adquiridas a los TKIs de EGFR y ALK lo
que subraya la necesidad de estudiar otros enfoques terapéuticos para retrasar o superar esta resistencia
[32].

Finalmente, se identificaron mutaciones en dos muestras que afectaban al gen BRAF y RET. Respecto a
BRAF, hay evidencias que afirman que los tumores con la mutacion V60OE se asocian a un peor prondstico
en comparacion con los no V600E. No obstante, la EMA aprobo en 2016 el vemurafenib como tratamiento
del NSCLC avanzado en pacientes con la mutacién BRAF V60OE, por lo que, aunque sea considerada esta
mutacion de mal prondstico, existen este firmaco que se ha visto que presenta una buena supervivencia
libre de progresion y una tasa alta de respuesta frente al tratamiento proporcionando buenos resultados [33].
En relacion con RET, se identifico una fusion de este gen con KIF5B en una Unica muestra, siendo esta la
pareja de fusion mas frecuentemente descrita en la bibliografia. Al contrario que lo observado en ALK, las
tasas de respuesta a los inhibidores de multiquinasas en canceres de pulmon con fusiones de RET han sido
mas bajas, ademas de asociarse a una mayor toxicidad. Sin embargo, el desarrollo de inhibidores selectivos
de RET, como selpercatinib o pralsetinib, dirigidos especificamente contra las fusiones RET oncogénicas
como KIF5B-RET, representan una opcion terapéutica prometedora para los pacientes con este tipo de
mutaciones [34].

Todos estos hallazgos demuestran el valor de la NGS, no solo para la identificacion de alteraciones
genéticas relevantes, las cuales podrian pasar desapercibidas con otras técnicas convencionales, sino para
guiar las decisiones terapéuticas de cada paciente, permitiendo que éstos se beneficien de una terapia
totalmente dirigida. En este trabajo hemos comprobado que la mayoria de los pacientes presentan
alteraciones en dianas terapéuticas conocidas, muchas de las cuales con un tratamiento dirigido especifico
ya disponible. Ademas, la NGS proporciona la posibilidad de incluir a determinados pacientes, que carecen
de una terapia aprobada, en ensayos clinicos, ampliando asi las oportunidades terapéuticas de estos
pacientes [35].

En cuanto al uso de diferentes paneles de NGS, se puede observar que el panel OCA Plus, que analiza 517
genes, permite detectar un mayor nimero de mutaciones por muestra en comparacion con el panel OCA
v3, en el que predominan muestras con 2-3 mutaciones. No obstante, a pesar de estas diferencias en la
capacidad de deteccion, ambos paneles incluyen las principales dianas terapéuticas para las cuales ya
existen tratamientos dirigidos aprobados o en desarrollo, por lo que resultan igual de validos en cuanto a la
decision terapéutica. El uso de un panel de genes mas amplio puede permitir la deteccion de mutaciones
adicionales que pueden estar implicadas en la evolucion tumoral o en mecanismos de resistencia, ademas
de aportar informacion adicional sobre la heterogeneidad molecular del tumor, pudiendo profundizar mas
en la eleccion del tratamiento.

En el estudio, el 5,1% de las muestras no pudieron ser valoradas, principalmente por la baja celularidad
tumoral o por una cobertura insuficiente en la secuenciacion. Este tipo de limitaciones suele ocurrir en
muestras obtenidas mediante biopsia (aguja gruesa o aspiracion fina), que en un numero bastante
considerable de ocasiones son las que se suelen utilizar para realizar NGS. La obtencion de este tipo de
muestras conlleva riesgos clinicos y pueden requerir la repeticion del procedimiento si la NGS falla,
retrasando el diagnostico y el inicio del tratamiento [36]. Ante estas complicaciones, la biopsia liquida se
presenta como una alternativa prometedora. Las células tumorales son capaces de liberar DNA tumoral



circulante (ctDNA) a la sangre periférica, pudiendo detectar de manera no invasiva las alteraciones
genéticas mas relevantes mediante NGS. Esto supone, no solo una mejora para el paciente, sino que también
optimiza recursos y tiempos de diagnostico para el sistema de salud [37].

En conclusion, la NGS representa una herramienta innovadora y altamente prometedora para la
identificacion de alteraciones genéticas, pudiendo obtener cada vez madas informacion acerca de la
complejidad y heterogeneidad tumoral. Su aplicacion permite tener un mayor conocimiento sobre el
pronostico del paciente, a la vez que facilita la seleccion de tratamientos personalizados y abre la posibilidad
de incluir a los pacientes en ensayos clinicos segiin criterios moleculares especificos. Aun asi, la
investigacion sigue siendo fundamental para seguir ampliando el desarrollo de nuevas terapias dirigidas y
promover su incorporacion en la practica clinica.
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