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SUMMARY  Lung cancer is one of the leading causes of death in the world. Current treatments act directly
on the signal transduction pathways in cancer cells, mainly. One of the main pathways is
associated with the Epidermal Growth Factor (EGFR), whose mutations leads to uncontrolled
cell proliferation and a higher rate of cell invasion. Activating mutations in the EGFR gene,
which includes deletions in exon 19 and the L858R mutation in exon 21, were detected in most
patients with non-small cell lung cancer (NSCLC). Studies of EGFR tyrosine kinase inhibitors
(EGFR-TKIs) such as Gefitinib, Erlotinib and Afatinib, compared with platinum-based treatments,
showed that EGFR-TKIs produce increased disease-free survival, although only in patients
whose cancers harbor activating mutations in the EGFR gene. Clinical trials also demonstrated
that EGFR-TKIs are effective as firstline therapies in stage IV pulmonary adenocarcinoma. Here,
the main aspects of the activation of the EGFR pathway in NSCLC will be reviewed, highlighting
the importance for health professionals of correctly identifying activating mutations in the EGFR
gene and acting quickly at the molecular level based on aforementioned treatments.
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INTRODUCCION racterizada por su diferenciacién glandular o por
la produccién de mucina, ofreciendo un patrén
| cdncer de pulmén es la principal causa de  acinar, papilar, bronquioloalveolar o sélido, o bien

muerte por cdncer en hombres y mujeres. Al-  una mezcla de ellos™. Entre las alteraciones mds

rededor de una de cada cuatro muertes por cdncer
se debe a cdncer de pulmén®.

El adenocarcinoma de pulmén es una variedad

de cdncer pulmonar de células no pequenas y co-
rresponde a “una neoplasia epitelial maligna ca-
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comunes en este tumor estdn la mutacién del gen
K-ras, el gen que codifica la proteina p53 y el gen
EGEFR.

Puede desarrollarse tanto en personas fumadoras
como en no fumadoras. Sus sintomas comprenden
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dolor tordcico, hemoptisis y disnea en las primeras
etapas de la enfermedad, asi como disfagia, edema
facial y artralgias en las etapas tardias. Este cdncer
ocurre principalmente en personas de edad avan-
zada, siendo 70 anos la edad promedio de diag-
nostico®.

De acuerdo con las Tabla 1 y 2, el desarrollo de
esta enfermedad se estadifica de acuerdo a la oc-
tava edicién de clasificacién TNM del American
Joint Committee on Cancer (AJCC), que se basa
en el tamafo y extensién del tumor principal (T),
propagacién a ganglios linfiticos adyacentes (N) y
metdstasis a sitios distantes (M). El sello distintivo
del cdncer pulmonar en estadio IV corresponde a la

presencia de metdstasis.

Molecularmente, el factor de crecimiento epidér-
mico (EGF) y su receptor EGF se relacionan con
el crecimiento y proliferacién de células normales,
identificindose mutaciones que generan activacién
constitutiva sobre dicho receptor en NSCLC®. En
pacientes estadio IV con mutaciones EGFR, los in-
hibidores de la tirosina kinasa del EGFR (TKI) se
pueden administrar como terapia de primera linea,
en los que se incluyen gefitinib y erlotinib.

Es importante conocer las vias de senalizacién in-
volucradas en esta enfermedad, asi como el meca-
nismo de accién del EGFR para poder actuar de
la forma mds dirigida posible con los tratamientos
mencionados, los cuales generan una mayor super-
vivencia libre de progresion de enfermedad (DLP)
en casos detectados y tratados a tiempo™.

Tabla 1. 8% edicion de clasificacion clinica AJCC-TNM en cancer pulmonar (simplificado)

Tumor primario (T)

Tla Tumor de 1 cm o0 menos en su mayor dimension

Tlb  Tumor de mas de 1 cm, pero no mas de 2 cm en su mayor dimension
Tlc  Tumor de mas de 2 cm, pero no mas de 3 cm en su mayor dimension
T2a  Tumor de mas de 3 cm, pero no mas de 4 cm en su mayor dimension
T2b  Tumor de mas de 4 cm, pero no mas de 5 cm en su mayor dimension
T3 Tumor de mas de 5 cm, pero no mas de 7 cm en su mayor dimension o que invade pleura parietal, pared toracica, nervio

frénico o pericardio parietal

T4 Tumor de mas de 7 cm o que invade diafragma, mediastino, corazon, grandes vasos, traquea, nervio laringeo recurrente,

esofago, cuerpo vertebral o carina

Ganglios linfaticos regionales (N)

NO  Sin metéstasis en los ganglios linfaticos regionales

N1 Metéstasis en nddulos linfaticos peribronquiales ipsilaterales y/o hiliares ipsilaterales y nddulos intrapulmonares
N2 Metastasis en ganglios linfaticos ipsilaterales mediastinicos y/o subcarinales
N3 Metastasis en ganglios linfaticos contralaterales mediastinicos, contralaterales hiliares, ipsilaterales o contralaterales

escalenos o supraclaviculares

Metastasis a distancia (M)

Mla Nodulo(s) tumoral(es) en Idbulo contralateral; tumor con nddulos pleurales o pericardicos o derrame pleural o pericardico

maligno
M1b Metastasis extratoracica unica en un solo 6rgano

Mlc Multiples metastasis extratoracicas en uno o varios 6rganos
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Tabla 2. Etapificacion de acuerdo a 8% edicion AJCC-TNM en cancer pulmonar

NO N1 N2 N3 Mila Milb Milc
Tla IAl 1B A B IVA VA IVB
Tlb IA2 1B A 1113} IVA IVA IVB
Tlc IA3 1B A ns IVA IVA IVB
T2a 1B 1B A ns IVA [VA IVB
T2b [1A 1B A s IVA [VA IVB
T3 1B A B ne IVA IVA IVB
T4 1A [lIA 1113} ne IVA IVA IVB

Se revisard la literatura relacionada con la via de se-
fializacién de EGFR y la activacién de mutaciones
en el gen que lo codifica, abordando a profundidad
los principales y mds recientes tratamientos de pri-
mera linea en estadio IV autorizados por la Socie-
dad Europea de Oncologia Médica (ESMO) en pa-
cientes con adenocarcinoma pulmonar, en cuanto a
su mecanismo de accién y efectividad.

RECEPTOR EGFR

EGFR o HERI (en el ser humano) es un miem-
bro de la familia de receptores tirosina kinasa, los
cuales tienen como ligandos ciertos factores de
crecimiento, como EGF y el factor de crecimiento
transformante alfa (TGF alfa). El gen que lo co-
difica estd en el brazo corto (regién pl3-p12) del
cromosoma 7 y esta compuesto por 28 exones co-
rrespondientes a 75 kb®.

La proteina en estado maduro es transmembrana
tipo 1©' que posee un dominio extracelular amino
terminal que presenta el sitio de unién a ligando,
un dominio transmembrana y un dominio cito-
plasmdtico carboxilo terminal que cuenta con el
sitio catalitico encargado de la actividad TK que
es capaz de autofosforilar sus residuos tirosina y
fosforilar dentro de las proteinas involucradas en
la transduccién de sefiales®. La transduccién de
sefales contintia luego por la interacciéon de esos
sitios de autofosforilacién con proteinas que con-
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tienen un dominio de homologia de Src 2 o un
dominio de unién a fosfotirosina. Existen sitios de
fosforilacién en el dominio C-terminal de EGFR,
cada uno conduciendo a la interaccién con dife-
rentes tipos de moléculas y provocando la activa-
cién de varias vias celulares.

Sin ligandos, se encuentra inactivo y con una distri-
bucién uniforme en la membrana. Para activar su
actividad kinasa, requiere de dimerizacién u oligo-
merizacién, desencadenando cascadas de senaliza-
cién intracelular. Aunque principalmente se activa
por la unién al ligando también ocurre en casos de
incremento su expresién o por alteraciones molecu-
lares como mutaciones puntuales y truncaciones”.

MUTACIONES DE EGFR

Las mutaciones de DNA en EGFR ocurren en
porciones extracelulares o intracelulares de la pro-
teina®. En NSCLC se ha observado sobreexpre-
sién de EGFR o mutaciones en EGFR intracelular
en 43-89% de los casos"”. Una cuarta parte de NS-
CLC tiene mutaciones en el dominio EGFR TK'y
que se asocian con un aumento de la expresién del
receptor en el 75% de los casos. De las mutaciones
conocidas del dominio EGFR TK, el 90% ocurren
como deleciones cortas en el marco en el exén 19 o
como mutaciones puntuales en el exén 21 (CTG a
CGGQG), donde la arginina reemplaza a la leucina en
el codén 858 (L858R).
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Estas mutaciones pueden dar como resultado la
activacién constitutiva de las vias de transduccién
de senales, llevando a la proliferacién celular o an-
tiapoptosis, independientemente de la presencia de
ligando extracelular. Dos mutaciones menos co-
munes ocurren en los exones 18 y 21.

Una delecién en el exén 19 en combinacién con la
mutacién L858R dan como resultado una fosfori-
lacién incrementada y sostenida del EGFR sin la
estimulacién por ligando. Se ha demostrado que
el EGFR mutante activa de manera selectiva las
vias de sefalizacién Akt y STAT que promueven
sobrevivencia celular, pero no tiene efecto en la via
de kinasas activadas por mitégenos (MAPK) que

induce proliferacién.

ViAS DE SENALIZACION NORMAL
ASOCIADA A EGFR

Las vias de sefalizacién que pueden suceder luego
de la unién del EGFR con el ligando son:

a. Via Ras/MAPK

Tal como se muestra en la Figura 1, tras la unién
del ligando, el receptor se dimeriza y fosforila.
Se establece un complejo de proteinas, donde la
proteina adaptadora GRB2 reconoce una tirosina
fosforilada en el receptor por medio del dominio
SH2 y recluta SOS mediante dos dominios SH3.
Luego, la proteina SOS, todavia unida a GRB2,
se une a RAS también, mostrando la actividad del
factor de intercambio de nucleétidos guanina, es
decir, desplaza las moléculas de guanosina difosfa-
to (GDP) de RAS y permite que las moléculas de
guanosina trifosfato (GTP) se unan y lo activen.

El GTP-RAS activo recluta las proteinas RAF
a la superficie celular. Ellas estdin normalmente
inhibidas por proteinas en el citosol; sin embargo,
después de unirse a GTP-RAS, se liberan de las

proteinas y se activan, se emparejan y forman
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heterodimeros, que luego son capaces de unirse
y activar la enzima KSR1. KSR1 es un centro de
transmision que conecta los heterodimeros de la
RAF con la proteina MEK. Las RAF fosforilan y
activan MEK, que a su vez fosforila y activa MAPK.
MAPK ingresa al nicleo celular para activar un
rango de factores de transcripcién que transcriben
genes relacionados con la proliferacién celular!”

como c-Fos.

b. PI3K (fosfatidil inositol 3 kinasa)

La activacién del receptor estimula directamente
los PI3K unidos a este a través de su subunidad
reguladora o moléculas adaptadoras™. Esto des-
encadena la activacién de PI3K y la conversién
por su dominio catalitico de lipidos fosfatidili-
nositol (3,4)-bifosfato (PIP2) a fosfatidilinositol
(3,4,5)-trifosfato (PIP3), que sirve como sitio de
acoplamiento para dos serinas/treonina kinasas
con dominios de homologia de Pleckstrina (Akt y
la quinasa dependiente de fosfoinositida PDK1) y
los acerca a la membrana plasmética'?, tal como se

observa en la Figura 1.

Figura 1. Vias de seializacion asociadas a EGFR
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El Akt se fosforila en una serina por una tercera
quinasa (mTOR en el complejo 2), que altera su
conformacién para que pueda ser fosforilado en
una treonina por PDKI1, que lo activa. Una vez
activado se disocia de la membrana plasmadtica y
fosforila varias proteinas diana tanto en el citoplas-
ma como en el ndcleo, mediando en numerosas
funciones celulares, como la angiogénesis, meta-
bolismo, crecimiento, proliferacion, supervivencia,
sintesis de proteinas, transcripcion y apoptosis.

La Akt inactiva factores de transcripcién proa-
poptéticos: BAD, procaspasa-9 y factores de
transcripcion FKHR (forkhead); activa factores
de transcripcién que aumentan la expresién de
genes antiapoptdticos como CREB. Otro efecto
es la inactivacién de la proteina p53 que induce
a muerte celular programada. Esto es mediante
MDM2, una proteina intermediaria, residente
del citosol que tiene sefiales de localizacién nu-
clear y un sitio de unién a la p53, y por consi-
guiente, la expresién de genes proapoptéticos.
Luego, vuelve al citoplasma, participando en pro-
cesos de ubiquitinacién de p53, contribuyendo a
su degradacién. Este mecanismo les permite a las
células resistir a la apoptosis, permitiendo su su-
pervivencia y proliferacién.

c. STATs

Los receptores estdn asociados con Janus kinasas
(JAK), tirosina kinasas citoplasmdticas, que fos-
forilan y activan STAT (transductores de sefal y
activadores de la transcripcién). Estas proteinas se
encuentran en el citosol, migran al nuicleo y re-
gulan la transcripcién de genes después de que se
activan''?:

Los receptores de citosinas estdn asociados de ma-
nera estable con uno o dos de los cuatro JAK co-
nocidos (JAKI, JAK2, JAK3 y Tyk2). La unién
de citosinas altera la disposicién para que dos JAK
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estén cerca y se fosforilen entre si, aumentando la
actividad de sus dominios tirosina quinasa. Luego
fosforilan las tirosinas en las colas citoplasmdticas
de los receptores, creando sitios de acoplamiento
de fosfotirosina para las STAT. Estos tienen un do-
minio SH2 relacionado con dos funciones: prime-
ro, media la unién de la proteina STAT a un sitio
de acoplamiento de fosfotirosina en un receptor de
citoquinas activadas y después los JAKs fosforilan
el STAT en las tirosinas, haciendo que el STAT
se disocie del receptor; segundo, el dominio SH2
en el STAT liberado media su unién a una fosfo-
tirosina en otra molécula STAT, como se ve en la

Figura 1.

El dimero STAT se traslada al nicleo, donde junto
a otras proteinas reguladoras de la transcripcion,
se une a una secuencia reguladora en varios genes
y estimula su transcripcién. Ademds, pueden acti-
var genes que codifican proteinas inhibitorias para
cerrar la respuesta, uniéndose e inactivando a JAK
fostoriladas y a sus receptores fosforilados asocia-
dos o uniéndose a dimeros STAT fosforilados y
evitando que se unan al ADN. Aun asi, esto no
es suficiente y se requiere la desfosforilacion de sus
fosfotirosinas.

ViA DE SENALIZACION PATOLOGICA
ASOCIADA A EGFR

Ademds de la estimulacién paracrina y autocrina
en el microentorno del tumor a través de una ma-
yor produccién de ligandos EGF y sobreexpresion
de EGFR en la membrana de células tumorales,
existen mutaciones de activacién del gen EGFR,
las cuales afectan sus vias de transduccién de se-
fales, preferentemente activando la ruta PI3K/
AKT, JAK/STAT y MAPK. En el caso de PI3K,
el EGFR mutante no se une a la subunidad p85
de PI3K, en cambio, activa el camino a través del
adaptador de proteina GABI1 que luego se une a
otra proteina adaptadora, Grb2.
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DETECCION DE EGFR MUTADO EN PACIENTES
CON NSCLC

La biopsia de tejido tumoral es el método de diag-
néstico mds comun para la deteccién de mutacio-
nes del EGFR, aunque puede ser dificil obtener
dichas muestras o puede haber una muestra tu-
moral insuficiente para una correcta deteccién. Es
por esto que las siguientes pruebas de diagndsti-
co aprobadas por la FDA sirven como un método
complementario para la deteccién de EGFR muta-
do en pacientes con NSCLC!"?:

a. Cobas EGFR mutation Test V2: Es una prue-
ba de diagnéstico para la deteccién de NSCLC,
realizada in vitro que emplea la técnica de reac-
cién en cadena de la polimerasa en tiempo real
(RT-PCR) y que puede detectar 42 mutaciones
en EGFR en los exones 18-21. Estas se detec-
tan utilizando ADN aislado de tejido tumoral
0 ADN tumoral libre en circulacién.

b. FoundationOne CDx: Es un dispositivo de
diagnéstico in vitro que utiliza la secuenciacién
de préxima generacion (SPG) para la deteccién
de sustituciones, alteraciones de insercion y eli-
minacion en 324 genes, entre ellos los de EGFR
mutado. Para la deteccién se utiliza ADN ais-
lado de muestras de tejido tumoral incluidas
en parafina y fijadas en formalina (FFPE). El
ensayo emplea un dnico método de extrac-
cién de ADN de la biopsia FFPE de rutina o
muestras de reseccion quirtrgica, de las cuales
50-1000 ng se someterdn a la construccién de
una biblioteca de genoma completo y a la cap-
tura basada en hibridacién de todos los exones
codificadores de 309 genes relacionados con el
cdncer, una regién promotora, una no codifi-
cante (ncRNA) y selecciona regiones intrénicas
de 34 genes comtiinmente reorganizados, 21 de

los cuales también incluyen los exones codifica-
dores™.
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TRATAMIENTOS DE PRIMERA LIiNEA EN
PACIENTES ESTADIO IV

La Sociedad Europea de Oncologia Médica
(ESMO) recomienda tres tratamientos de primera
linea para pacientes con NSCLC en estadio IV que
presenten mutaciones del EGFR". Estos fdrmacos
aprobados por la FDA""” corresponden a gefinitib,
erlotinib (medicamentos de primera generacién) y
afatinib (medicamento de segunda generacién), to-
dos medicamentos derivados de la quinazolina que
actian como inhibidores intracitoplasmdticos del
EGFR (EGFR-TKI)®. Actualmente, osimertinib
(medicamento de tercera generacién) de primera
linea se considera como la opcién preferida para
pacientes con un tumor con mutacién de EGFR
sensibilizante"®.

En el caso de gefitinib y erlotinib, son eficaces ex-
clusivamente cuando la mutacién corresponde a
una delecién del exén 19 en el gen del EGFR o
una mutacién puntual del exén 21 (L858R)202Y,
no asi en el caso de Afatinib, que también ha de-
mostrado ser eficaz ante la mutacién en el exén 20
T790M™. En esta misma linea, osimertinib se di-
rige tanto a la mutacién EGFR sensibilizante como

a la mutacién T790M del exén 20 resistente!”.

MECANISMOS DE ACCION

Los EGFR-TKI gefitinib y erlotinib compiten con
las moléculas de ATP al formar una unién rever-
sible con los dominios cataliticos C-terminal del
EGFRY), tal como se muestra en la Figura 2. Por
otro lado, afatinib es un inhibidor irreversible que
forma un enlace covalente cuando su cadena la-
teral de acrilamida reacciona con los residuos de
cisteina en los dominios cataliticos del EGFR
(Cys797). Ambas uniones descritas inhiben la acti-
vidad enzimdtica tirosina-kinasa del EGFR, lo que
impide que el receptor se autofosforile y transfos-
forile. Esto interrumpe la cascada de senalizacién
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Figura 2. Mecanismos de union de erlotinib a EGFR
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de las vias RAS/MAPK y PI3K/AKT, bloqueando,
por tanto, moléculas encargadas de la angiogéne-
sis, proliferacién, diferenciacién, apoptosis y pro-
gresion tumoral?.

EFICACIA DE TKIS COMO
TRATAMIENTOS DE PRIMERA LINEA

En el estudio de EURTAC de fase I11, aleatorizado
para 174 pacientes caucdsicos mayores de 18 anos
con NSCLC y mutaciéon EGFR sin quimioterapias

neoadyuvantes o adyuvantes, se compard la efica-
cia de erlotinib versus quimioterapia de platino.
Los resultados mostraron que la SLP fue de 10,4
meses con una supervivencia global (SG) de 22,9
meses para erlotinib y 5,2 meses en SLP con una
SG de 19,5 meses para quimioterapia de platino,
tal como muestra la Figura 3. Asimismo, la tasa
de respuesta objetiva (TRO) fue de 65% para el
primero y una TRO de 16% para el segundo tra-

tamiento®.

Figura 3. Supervivencia libre de progresion en el uso de erlotinib en comparacion con quimioterapia'®®
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En el andlisis del estudio fase III LUX-Lung 3,
realizado en 1.296 pacientes con NSCLC en esta-
dio IIIB/IV con mutacién en EGFR (delecién del
ex6n 19, L858R u otra) de raza asidtica o no asia-
tica y que compard la eficiencia de Afatinib versus
quimioterapia de platino, revelé un aumento en la
SLP de 11,9 meses y TRO de 56,1% frente a 6,9
meses en SLP y TRO de 22,6%, respectivamente,
mientras que la SG fue de 28,9 meses en ambos

tratamientos®?.

Los resultados del estudio IPASS de fase I11, abier-
to, aleatorizado, para 1.217 pacientes asidticos no
fumadores con NSCLC, que evalué la eficacia y
tolerabilidad de gefitinib versus quimioterapia de
platino, evidencié una SLP de 9.5 meses y TRO
de 71,2% para los pacientes tratados con gefitinib,
mientras que quienes recibieron tratamiento con
quimioterapia de platino manifestaron una SLP de
0,3 meses y una TRO 47,3%, aunque no se halla-
ron diferencias significativas en la SG, la cual fue

de 21,6 meses y 21,9 meses respectivamente®.

Por otra parte, en el estudio FLAURA de fase III
se comparé la eficacia de erlotinib o gefitinib con
osimertinib. En este estudio se observé una me-
jorfa significativa en la SLP, en donde la mediana
de este dltimo indicador fue de 18,9 meses para
aquellos tratados con osimertinib, en comparacién
con 10,2 meses para la terapia estdndar. Siguiendo
esta misma linea, hubo una mejora clinicamente
significativa y estadisticamente significativa en la
SG con osimertinib como tratamiento de primera
linea para el NSCLC con mutacién de EGFR. La
mediana de SG fue de 38,6 meses en el grupo de
osimertinib y de 31,8 meses en el grupo de compa-
racién®®.
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CONCLUSIONES

Las células son constantemente estimuladas por
su entorno. Reciben y transducen sefales externas,
reaccionan ejecutando determinadas respuestas,
reguladas por diversos mecanismos para que las
células puedan responder adecuadamente y man-
tener la homeostasis en los tejidos. Fallas en los
componentes moleculares que conforman algunas
de las vias de senalizacién pueden desencadenar
patologias, como el cdncer.

En el cdncer existe una proliferacién descontrolada
de células, la que puede tener multiples causas. Se
estadifica de acuerdo con pardmetros como el ta-
mafio del tumor, compromiso de los linfonodos y
el hecho de que se haya producido metdstasis o no.

Existen diversos estadios clasificados de acuerdo a
la 82 edicién de AJCC-TNM en cdncer pulmonar.

Concretamente, el adenocarcinoma pulmonar es
un tipo de cdncer en el cual surgen tumores en
epitelios glandulares que se encuentran en las vias
respiratorias. En el adenocarcinoma pulmonar en
estadio IV, el cdncer se encuentra en ambos pul-
mones y las células cancerosas se han diseminado
a otros 0rganos.

Dentro de las causas de este tipo de cdncer, se en-
cuentran las mutaciones de los genes que codifican
los EGFR. Algunas de estas mutaciones causan
una sobreexpresion del receptor, lo que tiene efec-
tos en la via de sehalizacién asociada al EGFR. En
condiciones normales, los receptores estdn distri-
buidos aleatoriamente en la superficie celular y la
dimerizacién es poco probable. Una sobreexpresién
del receptor aumenta la estimulacién de éste, de-
bido a la dimerizacién producida y de la cascada

Revista Hospital Clinico Universidad de Chile



de sefalizacién de la que forma parte EGFR. En
condiciones normales, las respuestas asociadas a las
vias RAS/MAPK, PI3K/Akt y otras se relacionan
con la supervivencia y la proliferacién celular. En
el adenocarcinoma pulmonar, la sobreestimulacién
de estas vias tiene como efecto una proliferaciéon
desmedida de las células epiteliales glandulares.

La ESMO recomienda en pacientes con adenocar-

cinoma estadio IV, tres tratamientos de primera li-
nea: gefitinib, erlotinib y afatinib. En la actualidad,
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osimertinib de primera linea se considera como la
opcién preferida en pacientes con un tumor con
mutacién en gen EGFR sensibilizante. Las bases
moleculares de los tratamientos se fundamentan
en la inhibicién del dominio citosélico del EGFR,
el cual en condiciones normales cataliza la trans-
fosforilacién del receptor. Al estar bloqueado este
dominio, los componentes moleculares rio debajo
de las vias de sefializacién Ras/MAPK y PI3K/Akt
no son estimulados, por tanto, las respuestas que
desencadenan estas vias no se producen.
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