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Resumen Existen multiples estudios que han demostrado el importante papel que la via de
sefalizacion mediada por el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) posee en el
desarrollo del carcinoma pulmonar no microcitico. Este hecho queda reforzado ademas por
el descubrimiento de que las mutaciones en dicho receptor se comportan como elemento
predictivo de respuesta a los farmacos inhibidores de la actividad tirosina cinasa.

En Espaia la determinacion molecular de las mutaciones de EGFR esta siendo realizada en muy
pocos centros o en el contexto de ensayos clinicos. Sin embargo, la terapéutica del carcinoma
pulmonar no microcitico requiere hoy en dia la necesidad de realizar el diagndstico de mutacion
de manera estandarizada y generalizada, por lo que resulta necesario que los servicios de
anatomia patologica ofrezcan dicha determinacion dentro de la rutina asistencial.

Esta revision propone unas recomendaciones generales para estandarizar la determinacion
de las mutaciones de EGFR, exponer los diferentes métodos técnicos con sus caracteristicas y
los aspectos clinicos que tienen interés a la hora de implantar la determinacion molecular de
EGFR en la asistencia diaria.
© 2011 SEAP y SEC. Publicado por Elsevier Espana, S.L. Todos los derechos reservados.

Guidelines for EGFR gene mutations testing in non-small cell lung carcinoma

Abstract Multiple biological studies have demonstrated the important role of the signalling
pathway mediated by the epidermal growth factor receptor (EGFR) in the pathogenesis of many
lung cancers. In the last decade, several molecular, clinical and pathological findings have
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demonstrated the importance of EGFR mutations as an activating mechanism for the signalling

Determination
of mutations;
Tyrosine kinase
inhibitors

pathway, their increased incidence in non-small cell lung carcinoma (NSCLC) and, particularly,

their role as a predictor of tyrosine kinase inhibitors response in the treatment of NSCLCs.
EGFR mutations can be identified in different biological samples using different techniques.

In recent years in Spain this molecular alteration has been determined basically in a few centres

or in the context of clinical trials. However, NSCLC must be treated in a taylor made way. In
consequence, in order to an appropriate therapeutic strategy in patients with NSCLC can be
established, EGFR mutation status should be done in more pathology services.

This paper makes general recommendations for the standardization of EGFR mutations iden-
tification, we describe the different techniques to perform molecular diagnosis and the clinical
aspects directly implied in lung cancer diagnosis and treatment.
© 2011 SEAP y SEC. Published by Elsevier Espana, S.L. All rights reserved.

Mutaciones del gen del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) en el carcinoma de pulmén
no microcitico (CPNM): implicaciones clinicas
y terapéuticas

Importancia de la via EGFR en el CPNM

El cancer de pulmén es un serio problema sanitario. De
acuerdo con las estadisticas mas recientemente publica-
das, solo en Estados Unidos' se diagnostican mas de 219.000
casos cada ano. En 2010 fue el segundo tumor en incidencia
tanto en varones como en mujeres (por detras del cancer
de prostata y del de mama, respectivamente). La inciden-
cia ya es similar en ambos sexos y esta en torno al 15%
en varones (116.090 casos) y al 14% en mujeres (103.350
casos). Es un tumor cuya letalidad es muy elevada, ya que
la tasa de supervivencia relativa a 5 afnos no supera el 10%
en la mayoria de paises, y por ello globalmente se considera
que las cifras de mortalidad son cercanas a las de inciden-
cia. En Estados Unidos es la primera causa de muerte por
cancer en ambos sexos, con unas cifras del 30% en varones
(88.900 pacientes) y del 26% en mujeres (70.490). En cuanto
a las cifras en Europa, en el ano 2008 se diagnosticaron 3,2
millones de casos nuevos de cancer y fallecieron 1,7 millo-
nes de personas por esta causa. La incidencia del cancer
de pulmon en Europa es del 12% (391.000 casos), y también
aqui es la primera causa de muerte por cancer (19,9%), con
342.000 casos?>. En Espafia se diagnostican mas de 208.000
casos nuevos de cancer al aio, de los cuales en 2012 seran
24.500 los debidos a cancer de pulmon de acuerdo a la revi-
sion mas actualizada“. La incidencia en varones es de 19.681
nuevos casos al ano, y en mujeres, de 3.498. Al igual que en
otros paises, es la primera causa de muerte por cancer en
varones (27,5%) y esta aumentando en mujeres a un ritmo
del 2% por afo, aunque aun estamos lejos de la mortalidad
de otros paises occidentales.

Hoy en dia mas del 80% de todos los canceres de pulmon
pertenecen a las estirpes histoldgicas englobadas dentro del
término carcinoma de pulmén no microcitico (CPNM), que
incluyen el carcinoma epidermoide o de células escamo-
sas, el adenocarcinoma y el carcinoma de células grandes.
Probablemente como consecuencia de la gran heterogenei-
dad de este tipo de tumores, sabemos que la eficacia de
la quimioterapia (QT) es modesta. Asi, para pacientes con
enfermedad metastasica, que suponen mas del 40% del total

de pacientes, el tratamiento de primera linea utilizando
combinaciones de platino y farmacos de tercera generacion
se traduce en una mediana de supervivencia de alrededor
de 12 meses®. Los tratamientos de QT de segunda linea
pueden también paliar los sintomas de la enfermedad y pro-
longar algo la supervivencia, pero ha sido el reconocimiento
reciente de subgrupos de pacientes con caracteristicas cli-
nicas y moleculares especificas lo que esta modificando este
panoramay nos permite plantear estrategias de tratamiento
personalizado en subgrupos especificos de pacientes con
resultados mucho mejores.

Una importante linea de investigacion en oncologia es
la busqueda de tratamientos dirigidos contra dianas espe-
cificas que actlen de forma selectiva. En este sentido, en
el CPNM ha sido crucial la investigacion de la via del EGFR
(epidermal growth factor receptor), que esta activada en el
43-83% de los pacientes, sobre todo en los carcinomas esca-
mosos (70%), seguido de los adenocarcinomas (50%) y menos
frecuentemente en los carcinomas de células grandes. Es un
evento infrecuente en los tumores de células pequenas.

El EGFR es una glucoproteina transmembrana ubicua
compuesta por un dominio extracelular amino-terminal para
la unién de ligandos, una hélice transmembrana hidrofoba y
un dominio citoplasmatico que contiene el dominio tirosina
quinasa y una region carboxi-terminal que contiene residuos
de tirosina y elementos reguladores del receptor. El EGFR
puede ser activado por diversos ligandos, como el factor de
crecimiento epidérmico (EGF) o el factor-a transformador
de crecimiento (TGF-a). La union de los ligandos al domi-
nio extracelular da lugar a la oligomerizacion del receptor
que activa la porcion tirosina cinasa de la molécula y origina
la autofosforilacion de ambos dominios del receptor. Estas
tirosinas fosforiladas sirven como sitios de union para dife-
rentes moléculas transductoras de sefales citoplasmaticas.
Se inicia asi la cascada de acontecimientos intracelulares
que conduce a la proliferacion celular, proteccion frente a
apoptosis, mayor supervivenciay transcripcion génica. Tanto
las células neoplasicas como las normales dependen de las
senales del EGFR, pero en las células normales dicha sefal
se encuentra estrictamente regulada y las células tumora-
les muestran lo que ha sido llamado una «adiccién» a esta
ruta®’.

El EGFR ha sido reconocido durante mucho tiempo como
un modulador clave de las funciones celulares tumorales,
y por ello ha sido objeto de interés como diana para el
desarrollo de farmacos. Hasta el momento disponemos de
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anticuerpos monoclonales humanizados generados contra la
porcion extracelular del receptor que impiden la union de
ligandos y también de pequenas moléculas que compiten con
el adenosin trifosfato de la regién intracelular con actividad
tirosina cinasa, bloqueando asi la activacion del receptor
y la transduccidon de sefiales posreceptor®’. En el CPNM,
el desarrollo clinico mas importante ha sido con pequeias
moléculas, de las que estan comercializadas en la actualidad
gefinitib y erlotinib. Ambas acttan inhibiendo la fosforila-
cién de la tirosina del EGFR inducida por el ligando mediante
interaccion fisica con el dominio intracelular.

Importancia de la determinacion de las mutaciones
del EGFR para la seleccion del tratamiento
en pacientes con CPNM avanzado

Tratamiento con inhibidores de la tirosina cinasa (ITK)
del EGFR en poblacién no seleccionada

La utilidad clinica de los inhibidores de la actividad de
la tirosina cinasa del EGFR en el CPNM avanzado ha sido
explorada en pacientes pretratados y en primera linea, en
monoterapia y en asociacion con QT. Los dos estudios ini-
ciales fueron dos ensayos fase Il, conocidos como IDEAL 2
y II° (Iressa Dose Evaluation in Advanced Lung Cancer) mul-
ticéntricos y aleatorizados, que incluyeron 400 pacientes y
analizaron la eficacia y la tolerabilidad de gefitinib en dos
dosis diferentes (250 y 500 mg/dia) en pacientes pretratados
con esquemas basados en cisplatino. Las respuestas radio-
logicas fueron del 18% en el estudio IDEAL | y del 11% en el
IDEAL Il. También en pacientes pretratados se llevd a cabo
un estudio de fase I, conocido como estudio ISEL'™ (Iressa™
Survival Evaluation in Lung Cancer), que comparo gefitinib
(Iressa™) 250 mg y placebo en 1.692 pacientes que habian
fracasado o eran intolerantes al menos a un tratamiento pre-
vio basado en platino para la enfermedad avanzada. En este
estudio, en poblacion no seleccionada, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en la superviven-
cia ni en la poblacion general (medianas de 5,6 frente a
5,1 meses; p=0,087) ni en el subgrupo de adenocarcinomas
(medianas de 6,3 frente a 5,4 meses; p=0,089).

Sin embargo, el estudio de fase Ill, que comparo erlotinib
frente a placebo en 731 pacientes con CPNM avanzado y pro-
gresion a una o dos lineas de QT, demostro una supervivencia
superior para los pacientes que recibieron tratamiento con
erlotinib (6,7 meses) comparado con los que recibieron pla-
cebo (4,7 meses), a pesar de que la tasa de respuestas
objetivas fue baja (8,9%)"". Por este beneficio en supervi-
vencia erlotinib obtuvo la aprobacion en este contexto.

Por ultimo, el estudio INTEREST'? (IRESSA Non-small-cell
lung cancer Trial Evaluating REsponse and Survival against
Taxotere) es el Unico de fase lll en pacientes pretratados
no seleccionados en el que el comparador es QT y no pla-
cebo. En él se aleatorizaron 1.466 pacientes que habian
recibido ya una primera linea de QT y compararon gefiti-
nib con docetaxel (Taxotere™) por ser el tratamiento de QT
de segunda linea estandar en aquel momento. En este estu-
dio se demostrd una supervivencia equivalente entre ambos
farmacos (7,6 meses frente a 8,0 meses; p=NS), siendo el
primer farmaco de esta familia en demostrar supervivencia
similar a la QT en pacientes pretratados.

Ambos farmacos (gefitinib y erlotinib) han sido tam-
bién estudiados en combinacion con QT de primera
linea en poblacion no seleccionada, pero a pesar de
las expectativas inicialmente generadas los resultados
fueron negativos. Los estudios realizados con gefiti-
nib, conocidos como INTACT 13 y 2' exploraron
las combinaciones de paclitaxel/carboplatino (paclita-
xel 225mg/m?/carboplatino AUC 6mg/min/ml) y cis-
platino/gemcitabina (cisplatino 80mg/m? el dia 1 vy
gemcitabina 1.250mg/m? los dias 1 y 8) asociados a gefi-
tinib oral 500 mg/dia, gefitinib 250mg/dia o placebo. Al
finalizar la QT, se continuaba con gefitinib o placebo hasta
la progresion de la enfermedad. El objetivo principal de
ambos estudios fue la supervivencia global (SG), siendo los
resultados negativos en 1.037 y 1.093 pacientes respec-
tivamente. Las medianas de supervivencia en el estudio
de carboplatino/paclitaxel fueron 8,7, 9,8 y 9,9 meses
(para gefitinib 500 mg/dia, 250 mg/dia y placebo, respec-
tivamente, p=0,64) y de 9,9, 9,9 y 10,9 meses (para
gefitinib 500 mg/dia, gefitinib 250mg/dia y placebo, res-
pectivamente) en el estudio de cisplatino/gemcitabina.
Tampoco se encontraron diferencias significativas en otros
parametros, como la tasa de respuestas o el tiempo hasta
la progresion. Conclusiones similares se obtuvieron en los
estudios TALENT'> y TRIBUTE'®, que compararon cispla-
tino/gemcitabinay paclitaxel/carboplatino junto a erlotinib
150mg o placebo. Las medianas de supervivencia en
1.172 pacientes fueron 43 frente a 44,1 semanas en el estu-
dio TALENT (hazard ratio [HR], 1,06) y 10,6 frente a 10,5
meses en los 1.059 pacientes incluidos en el estudio TRIBUTE
(HR, 0,99; IC del 95%, 0,86 a 1,16; p=0,95).

Descubrimiento de las mutaciones del EGFR y su papel
predictivo

A pesar de los desalentadores resultados iniciales de estos
farmacos utilizados en combinacion con QT de primera linea
en pacientes con CPNM avanzado, el reconocimiento de
un «patron clinico» de respuesta a la monoterapia que se
acompanaba en ocasiones de unos resultados clinicos espec-
taculares favorecio el desarrollo de lineas de investigacion
mas dirigidas que se han traducido en importantes beneficios
en poblacion seleccionada.

En el afo 2004, grupos independientes de investigado-
res identificaron mutaciones somaticas en el dominio de la
tirosina cinasa del gen EGFR en pacientes con respuesta
clinica a gefitinib'~". Estas mutaciones dan lugar a un
incremento de la actividad del factor de crecimiento y con-
fieren susceptibilidad al inhibidor porque conllevan cambios
conformacionales que incrementan la sensibilidad de las
células tumorales a los inhibidores. En otras palabras, estas
mutaciones convierten a la célula mutada en «adicta» a
las senales del EGFR. Cuando se administra un inhibidor, la
activacion del EGFR, necesaria para la supervivencia celu-
lar, se interrumpe, lo que provoca la muerte celular. Las
mutaciones mas frecuentes son deleciones in-frame de los
nucleotidos 9, 12, 15, 18, 0 24 en el exon 19 y mutaciones
puntuales CTG/CGG en el exon 21(L858R) (tabla 1).

Multiples estudios han analizado de forma retrospectiva
el valor de las mutaciones del gen EGFR en pacientes con
CPNM avanzado tratados con gefitinib o erlotinib. En estos
estudios se encontro que los pacientes de raza asiatica, sexo
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Tabla 1

Mutaciones mas frecuentes de dominio tirosina cinasa del gen EGFR®17,18,20,21

Asociadas a sensibilidad
al tratamiento

Localizacion

Frecuencia

Asociadas a resistencia Frecuencia

al tratamiento

EXON 182 G719C 5%
G719S

G719A

V689M

N700D

E709K/Q

S720P

Del E746_A750

Del E746_T751

Del E746_T750 (ins R/P)
Del E746_T751 (ins A/l)
Del E746_T751 (ins VA)
Del E746_5752 (ins A/V)
Del L747_E749 (A750P)
Del L747_A750 (ins P)
Del L747_T751

Del L747_T751 (ins P/S)
Del L747_S752

Del L747_752 (E746V)
Del L747_752 (P753S)
Del L747_5752 (Ins Q)
Del L747_P753

Del L747_P753 (ins S)
Del $752_1759

Exon 19

Exon 20
T783A°2

Exon 21 L858R

L861Q*

~45%

V765A°2 <1%

~45%

D761Y <1%

T790M (50%) ~5%
D770_N7712 (ins NPG)

D770_N7712

(ins SVQ)

D770_N7712

(insG)

V769L°

S76812

@ La evidencia clinica de la sensibilidad o de la resistencia que confieren estas mutaciones es limitada.

femenino, histologia de adenocarcinoma y no fumadores o
fumadores de menos de 100 cigarrillos en total, obtenian
mejores tasas de respuesta al utilizar un inhibidor de la
tirosina cinasa del EGFR. De forma retrospectiva, parecia
que este perfil clinico se correspondia con la presencia de
mutaciones activadoras. Asi, por ejemplo, en un estudio con
gefitinib?? la tasa de respuestas parciales fue del 64,7% en
pacientes con mutacion del EGFR comparada con solo el
13,7% en pacientes sin mutacion. También la superviven-
cia libre de progresion (SLP) y la SG fueron superiores en
los mutados (21,7 frente a 1,8 meses de SLP y 30,5 frente a
6,6 meses de SG). Todo ello genero un gran volumen de infor-
macion, que, como siempre, debia confirmarse en ensayos
prospectivos, como asi ha sido.

En la misma linea, la conclusion del analisis conjunto
de diferentes estudios de fase Il demuestran que gefitinib
y erlotinib inducen respuestas en alrededor del 70% de los
pacientes portadores de mutaciones, lo que se traslada a
medianas de SLP de 9 a 13 meses y medianas de superviven-
cia de alrededor de 23 meses?.

Es preciso afadir que se estan describiendo mutacio-
nes que se relacionan con resistencia al tratamiento con
inhibidores de la tirosina cinasa. Estas mutaciones se dan
fundamentalmente en el exdn 20 y consisten en una sustitu-
cion de metionina por treonina en la posicion 790 (T790 M)
y esta discutida su presencia desde el inicio del desarrollo
tumoral o si se trata de una mutaciéon adquirida. Por otro
lado, también se ha descrito como factor de resistencia una
amplificacion del oncogen MET?.

Tratamiento con ITK en pacientes portadores

de mutaciones activadoras del gen EGFR

Uno de los ensayos clinicos mas importantes con gefitinib
es el estudio IPASS? (IRESSA Pan-ASia Study), que recluté
1.217 pacientes no tratados previamente con las carac-
teristicas clinicas habituales en pacientes portadores de
mutaciones del EGFR. Asi, incluyeron pacientes de raza asia-
tica, adenocarcinomas y poblacion escasamente fumadora
(definida como consumidora de menos de 10 paquetes/ano)
o no fumadora. El objetivo del estudio era evaluar la SLP,
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siendo los pacientes aleatorizados para recibir gefitinib o
un tratamiento estandar de QT de primera linea (carbopla-
tino/paclitaxel). El estudio demostro la no inferioridad de
gefitinib frente a la QT en poblacién no seleccionada de
acuerdo a la presencia o no de mutaciones del EGFR, con
unas medianas de SLP de 5,7 meses para gefitinib y 5,8 para
QT. Sin embargo, el analisis en pacientes cuyos tumores eran
portadores de mutaciones del EGFR (realizado retrospecti-
vamente sobre 437 casos; 35,9%) demostré la superioridad
de gefitinib en este contexto, con un aumento estadistica-
mente significativo de la SLP (HR 0,74 en poblacion general;
HR 0,48 en poblacion mutada; p<0,0001), asi como una
tasa de respuestas superior frente a la QT (71,2% frente a
47,3%, p=0,0001). Todo ello con una toxicidad muy maneja-
ble. Los datos finales de supervivencia han sido presentados
recientemente?®, y no hay diferencia estadisticamente sig-
nificativa entre ambos grupos (HR, 0,90; p=0,10). Tampoco
hay diferencias en SG cuando se analizan los subgrupos del
EGFR mutado (HR, 1,002) o EGFR no mutado (HR, 1,18).
Globalmente, el 49% de los pacientes del brazo de gefitinib
recibieron después QT y el 51% de los incluidos en el brazo de
QT recibieron al progresar un inhibidor de la tirosina cinasa
del EGFR.

Otro estudio de fase lll llevado a cabo también en pobla-
cién enriquecida es conocido como First-SIGNAL? (First-line
Treatment for Never-smokers with Advanced or Metastatic
Adenocarcinoma of the Lung). En él 309 pacientes coreanos,
no fumadores, con adenocarcinomas en estadio avanzado y
no tratados previamente fueron aleatorizados para recibir
gefitinib o QT (en este caso, cisplatino y gemcitabina). El
objetivo del estudio fue demostrar un incremento del 40%
en la SG. La edad media fue de 57 anos, y el 89% de los
reclutados eran mujeres. La tasa de respuesta fue superior
con gefitinib (53% frente a 45%), pero al analizar la pobla-
cion completa no hubo diferencias en la SG (21,3 frente a
23,3 meses para gefitinib y QT, respectivamente) o SLP
(6,1 frente a 6,6 meses). Al igual que en el IPASS, so6lo
un tercio (31%) de los pacientes tenian tejido disponi-
ble para el estudio de la mutacion, siendo la incidencia
de pacientes mutados en este estudio del 44%. Los
resultados en esta poblacion son similares a los del estu-
dio IPASS, con una tasa de respuesta objetiva del 85%
en mutados frente a 26% sin mutacion, una mediana
de SLP favorable a QT en pacientes sin mutacion (6,4
frente a 2,1 meses) y una tendencia favorable a gefiti-
nib en pacientes con mutacion del EGFR (8,5 frente a
6,7 meses). Sin embargo, los ambiciosos resultados de SG
no se cumplieron, probablemente debido a que el 80% de los
pacientes asignados a QT recibid a la progresion un inhibidor
del EGFR.

Por Gltimo, disponemos de dos estudios de fase Ill en los
que se compara gefitinib con QT de primera linea exclu-
sivamente en pacientes portadores de mutacion del EGFR
(tablas 2 y 3). El estudio WJTOG3405% aleatorizd a 177
pacientes japoneses con CPNM avanzado no tratado y
portadores de la mutacion del EGFR a recibir gefitinib
(250 mg/dia, n=88) o cisplatino y docetaxel (80mg/m? y
60mg/m?, respectivamente, n=89). El objetivo principal
del estudio fue la SLP, demostrandose una vez mas una
supervivencia significativamente mas larga para el grupo de
gefitinib, con una mediana de SLP de 9,2 meses frente a 6,3
meses con QT (p log-rank <0,0001).

El estudio NEJ002?°, llevado a cabo también en
Japén, comparé en 230 pacientes gefitinib con carbo-
platino/paclitaxel como tratamiento de primera linea en
pacientes con CPNM avanzado con mutacion positiva del
EGFR. El objetivo principal también fue la SLP, demos-
trandose una reduccion del 70% en el riesgo de progresion
para los pacientes que recibieron gefitinib frente a los que
recibieron carboplatino/paclitaxel (HR 0,30; p<0,001). El
73,7% de los pacientes en el grupo de gefitinib alcanzd
una respuesta objetiva frente a un 30,7% en el grupo de
QT (p<0,001). La SG, objetivo secundario del estudio, fue
numéricamente mas prolongada en el grupo de gefitinib
aunque no estadisticamente significativa (mediana de SG,
30,5 meses para gefitinib frente a frente a 23,6 meses para
carboplatino/paclitaxel [p=0,31]).

Existen también dos estudios llevados a cabo en pacien-
tes portadores de mutacion activadora del EGFR en los
que se compar6 el otro inhibidor de la tirosina cinasa
del EGFR actualmente disponible (erlotinib) con QT en
pacientes con CPNM avanzado no tratados previamente. El
primero de ellos (OPTIMAL), realizado en China, ha pre-
sentado resultados en la reunion de la European Society
of Medical Oncology (ESMO) 2010%°. En este estudio se
aleatorizd a 154 pacientes para recibir erlotinib o carbo-
platino/gemcitabina. El objetivo principal del estudio fue
la SLP. Con un seguimiento mediano de 15,6 meses, el
estudio alcanzo su objetivo con un HR de 0,16 para SLP
y una mediana de 13,1 meses para erlotinib, frente a
4,6 meses para QT (p<0,0001). La tasa de respuestas obje-
tivas también fue superior (83% frente a 36%). Por ultimo, el
estudio EURTAC, que recluta a pacientes espafoles, italia-
nos y franceses, comparando erlotinib frente a un doblete
de QT basado en platino, esta aun en fase de reclutamiento.

Estudio de mutaciones del EGFR en CPNM
en poblacién espanola

Los datos iniciales publicados corresponden a un estudio en
el que se incluyeron 83 pacientes espanoles tratados con
gefitinib a la progresion con QT y en los que de forma retros-
pectiva se analizo la tasa de mutaciones, que resultd ser
del 12% (10 de 83 pacientes)®'. Todas las mutaciones apa-
recieron en adenocarcinomas, y fueron mas frecuentes en
mujeres (p =0,007) y en no fumadores (p=0,01). La tasa de
respuestas objetivas a gefitinib fue del 60% en los pacien-
tes con mutaciones y del 8% en los pacientes wild type EGFR
(p=0,001). La mediana de supervivencia fue 13 meses frente
a 4,9 meses (p=0,02).

En cualquier caso, la informacion mas importante dispo-
nible en la actualidad sobre la frecuencia de mutaciones
en nuestro entorno proviene de la base de datos del
Grupo Espanol de Cancer de Pulmoén (GECP) publicada
en 2009 por R. Rosell®2. Asi, se encontraron 350 pacien-
tes portadores de mutacion sobre un total analizado de
2.105 pacientes registrados entre abril 2005 y noviembre
de 2008, lo que supone un 16,6% del total en una pobla-
cién enriquecida. De nuevo, las mutaciones del EGFR fueron
mas frecuentes en mujeres (69,7%), no fumadores (66,6%)
y adenocarcinomas (80,9%) (p<0,001 para todas las com-
paraciones). Las mutaciones fueron en el exon 19 (62,2%)
y L858R (37,8%). La mediana de SLP y de SG para los 217
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Tabla 2 Carcinoma de pulmén no microcitico (CPNM) avanzado. Estudios fase Ill con gefitinib?>27. Poblacién clinicamente

seleccionada

IPASS? First-SIGNAL?’
Comparador Carboplatino/paclitaxel Cisplatino/gemcitabina
NUmero de pacientes total 1.217 313
NUmero de pacientes evaluados para mutacion EGFR 437 96
NUmero de pacientes EGFR Mut+

261 42
Objetivo principal SLP SG
Resultados
Total HR=0,741 HR=1,003

p <0,0001 p=0,428
Mut+ HR=0,48 HR=0,823

p <0,0001 p=0,648

SLP: supervivencia libre de progresion; SG: supervivencia global; Mut+: presencia de mutaciones en el gen EGFR; HR: hazard ratio.

Tabla 3 Estudios fase Ill en carcinoma de pulmén no microcitico (CPNM) avanzado en primera linea en pacientes con mutacion
EGFR*-30
NEJ002%° WJTOG340528 OPTIMAL3® EURTAC
Diseno Gefitinib vs. carbo- Gefitinib vs. cis- Erlotinib vs. carbo- Erlotinib vs.
platino/paclitaxel platino/docetaxel platino/gemcitabina doblete QT basado
en platino
Area geografica Japon Japon China Europa
NUmero de pacientes 198 177 154 174
Objetivo principal SLP SLP SLP SLP
Resultados HR=0,357 HR=0,489 HR=0,16
p<0,001 p<0,001 p <0,0001

SLP: supervivencia libre de progresion; HR: hazard ratio.

pacientes que recibieron erlotinib fueron 14 y 27 meses,
respectivamente.

Papel predictivo de la deteccion de sobreexpresion
o amplificacion del gen EGFR en CPNM

En la actualidad, la Unica alteracion molecular considerada
como factor predictivo de respuesta a gefitinib en CPNM es la
mutacion del EGFR. No obstante, los CPNM pueden presentar
otras alteraciones relacionadas con el EGFR, tales como la
amplificacion génicay la sobreexpresion proteica. El analisis
de estas alteraciones puede ser de interés para profundizar
en el conocimiento de las caracteristicas biologicas de este
grupo de neoplasias. Por tanto, se recomienda que el estu-
dio de estas alteraciones se estandarice de acuerdo a las
recomendaciones recientemente publicadas?34.

Existe discrepancia en la literatura acerca de la fre-
cuencia de amplificacion y sobreexpresion del EGFR en el
CPNM, y esto es debido a diferentes circunstancias, tales
como distintos métodos de deteccion y de evaluacion, el
origen étnico de los pacientes y los criterios de inclusion de
las series estudiadas. Respecto a los estudios de amplifica-
cion génica, la técnica mas frecuentemente utilizada hasta
el momento es la hibridacion in situ fluorescente (FISH),
aunque recientemente se esta incorporando la hibridacion

in situ cromogénica (CISH). Una de las dificultades mas
importantes del uso de la FISH es la interpretacion de los
resultados. En la actualidad se tiende a incluir como resulta-
dos positivos no sdlo los casos con verdadera amplificacion,
sino también aquellos con alta polisomia33. Utilizando este
criterio, aproximadamente el 40% de los adenocarcinomas
de pulmoén presentan un resultado de FISH positivo.

En relacion con los estudios inmunohistoquimicos, se
estima que entre el 45 y el 60% de los adenocarcinomas de
pulmon pueden presentar grados diversos de expresion del
EGFR. Diferentes series han demostrado una mayor sensi-
bilidad y mejor correlacion con la amplificacion cuando la
expresion del EGFR se analiza utilizando los kits Zymed EGFR
kit (clona 31G7) y Dako EGFR pharmDx kit (clona 2-18C9) que
con otros anticuerpos3>:3¢,

En los ultimos afos se han desarrollado anticuerpos
especificos que reconocen las proteinas codificadas por las
formas mas frecuentemente mutadas del EGFR (L858R y DEL
E746-A750). Series recientes han demostrado una sensibili-
dad aceptable 47-83% y una alta especificidad, cercana al
100%7—%°, Estos estudios parecen indicar una mayor sensi-
bilidad y especificidad para el anticuerpo especifico para la
mutacion L858R (Cell Signaling Technology, Beverly, MA, EE.
UU.). Estos datos sugieren que en el futuro proximo estos
anticuerpos podrian utilizarse como cribado previo en la
seleccion de pacientes candidatos a tratamiento especifico.
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La determinacion de mutaciones del EGFR
en las guias de tratamiento del CPNM avanzado

Existen guias disponibles de las sociedades espafiolas, euro-
peas y americanas de oncologia médica para el tratamiento
del CPNM donde se realizan recomendaciones para la deter-
minacion de mutaciones del EGFR.

En la guia sobre tratamiento del cancer de pulmon no
microcitico de la Sociedad Espanola de Oncologia Médica
(SEOM)*!, recientemente actualizada, se describe que puede
recomendarse el tratamiento de primera linea o sucesi-
vas con gefitinib para pacientes portadores de mutaciones
activadores del EGFR, apareciendo ademas de forma dife-
renciada en el algoritmo.

En la misma linea, para la Sociedad Europea de Oncologia
Médica (ESMO)* la presencia de mutaciones del EGFR en el
exon 19 o en el 21 es predictiva de respuesta y SLP cuando
se utiliza tratamiento con un inhibidor oral como gefitinib
o erlotinib. Esta guia informa también que la incidencia de
mutaciones en poblacion caucasica es de alrededor del 10%
y que utilizar gefitinib o erlotinib como primera linea en
pacientes con CPNM avanzado portadores de mutaciones es
una opcion con un nivel de evidencia IlIB.

Por ultimo, la Sociedad Americana de Oncologia Médica
(ASCO)* publico la primera guia sobre CPNM irresecable y
avanzado en 1997, siendo la Gltima actualizacion de diciem-
bre 2009. Para ello se analiz6 la bibliografia disponible desde
2002 hasta julio de 2008. Entre las distintas preguntas que
se plantean en esta guia hay una que hace referencia a
los resultados con terapias dirigidas. La respuesta en rela-
cion a los inhibidores orales de la tirosina cinasa es que
en pacientes no seleccionados no deberia utilizarse erlo-
tinib o gefitinib en combinacion con QT. Asimismo, esta
guia informa que también en pacientes no seleccionados
la evidencia es insuficiente para recomendar monoterapia
como primer tratamiento. Sin embargo, puede recomen-
darse gefitinib para pacientes portadores de mutacion del
EGFR, mientras que si el estatus de la mutacion es descono-
cido o ausente, la QT seria el tratamiento de eleccion, con
nivel de evidencia A2.

Seleccion de pacientes

En el momento actual no hay acuerdo sobre si la determi-
nacion del EGFR debe ser realizada en todos los pacientes
diagnosticados de CPNM avanzado o bien sélo en pobla-
cion seleccionada. Factores como la escasa evidencia actual
sobre la presencia de mutaciones en pacientes con carci-
noma escamoso, la necesidad de utilizar de forma racional
los recursos tanto humanos como econémicos vy la dificultad
de obtener muestras en algunos pacientes hace que no haya
un acuerdo general sobre este tema, recomendandose una
decision consensuada de cada grupo de trabajo multidisci-
plinar, atendiendo a la mejor evidencia disponible en cada
momento y a la situacion concreta de cada centro. La Socie-
dad Espanola de Anatomia Patoldgica (SEAP) y la Sociedad
Espanola de Oncologia Médica (SEOM), conscientes de esta
situacién, han designado un comité formado por 10 exper-
tos que estan elaborando un documento de consenso sobre
biomarcadores en cancer de pulmoén en el que se abordara
en profundidad este tema.

Obtencién y procesamiento de muestras para
la determinacién de mutaciones del EGFR
en CPNM

Necesidad del trabajo multidisciplinar

La determinacion de mutaciones del EGFR en pacientes
con CPNM debe ser encuadrada en la valoracion global del
paciente con esta patologia, y el tiempo de realizacion de
la determinacion no deberia retrasarse mas alla del estu-
dio de extension de la enfermedad. Por tanto, es necesario
el trabajo multidisciplinar conjunto, considerando el papel
del oncdlogo médico y radioterapico, patoélogo, neumologo,
cirujano, bidlogo molecular, técnico de laboratorio y resto
del personal implicado.

Los comités de tumores son los 6rganos intrahospitalarios
donde se discute la actitud que debe adoptarse con cada
paciente. Es fundamental que en ellos esté representado el
responsable de los analisis moleculares. La inclusion de los
miembros de los laboratorios de biologia molecular permite
mejorar la seleccion de la muestra mas adecuada por parte
del broncoscopista, optimizar la identificacion de la mejor
area dentro del estudio anatomopatologico de cara al ana-
lisis de mutaciones e interaccionar con los oncélogos para
poder correlacionar los resultados biologicos con la realidad
clinica del paciente.

Es también de gran importancia establecer los tiempos
optimos para la entrega de resultados, teniendo en cuenta
el tiempo desde la peticion de la muestra hasta la obtencion
de la misma, el tiempo de envio al laboratorio donde se
realizan las pruebas, y el tiempo desde la recepcion de la
muestra hasta el informe final al médico peticionario.

Por tanto, dada la relativa complejidad de los procedi-
mientos y la participacion de los diferentes profesionales
implicados, es necesario establecer un flujo de trabajo en
cada centro que permita la optimizacion del tiempo de diag-
nostico.

Segun se ha publicado recientemente en el consenso de
Viena, el tiempo recomendable desde que se recibe la mues-
tra en el servicio responsable hasta que se emite el informe
con el resultado del analisis molecular de la mutacién en el
EGFR es de 8-9 dias, tiempo que asumimos asimismo como
razonable en estas recomendaciones?’.

Procesamiento de las muestras

En este apartado se exponen los aspectos directamente rela-
cionados con la calidad y caracteristicas de las muestras
sobre las que se va a realizar el analisis molecular, por lo
que se debe hacer hincapié en la obligatoriedad de la par-
ticipacion de un especialista en anatomia patologica en el
proceso (tabla 4).

Localizacion preferente de la muestra (tumor primario

0 metastasis)

A pesar de la heterogeneidad de los tumores de pul-
moén, no hay evidencia ni informacion suficiente
sobre la potencial disparidad entre el estado muta-
cional en el tumor primario y en las metastasis o
recidivas, existiendo publicaciones que apoyan la
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Tabla 4 Procesamiento de las muestras

Posibilidades

Recomendacion

Localizacion de la muestra Tumor primario

Tumor metastasico

Material bioldgico
Biopsia
Pieza quirlrgica

Procesamiento inicial
Formol 10% 24 h
Otros fijadores

Tampon especifico (RNAlater)

Enriquecimiento de la muestra
en células tumorales Macrodiseccion
Microdiseccion

Técnica que realizar Inmunohistoquimica

Amplificacion FISH/CISH/SISH

Citologia (PAAF o extension)

Fresco y congelacion rapida

Cortes directos a partir del bloque

Cualquiera (no rebiopsiar para analisis
molecular en caso de recidiva excepto casos
de evolucion inesperada o discrepancias)
Cualquiera que contenga adecuada
representacion de células tumorales

(>150 células)

Congelacion, formol o tampones que preserven
acidos nucleicos

Evitar fijadores alternativos
Macro o microdiseccion (incluso en extensiones
citologicas)?

Técnicas que detecten mutaciones. No
recomendable IHQ ni FISH/CISH/SISH

Técnicas moleculares para deteccion

de mutaciones

IHQ especifica de mutaciones?

Robotizada
Manual

Extraccion de ADN

Calidad de ADN No cuantificar

Cuantificar concentracion y pureza

Tiempo total hasta emision
de informe

Cualquiera que proporcione concentraciones
>15 ng/ul

Preferible manual

Cuantificar por espectrofotometro, nanodrop
o similar

No mayor de 10 dias laborables

PAAF: puncion-aspiracion con aguja fina; IHQ: inmunohistoquimica; FISH: hibridacion in situ con fluorescencia; CISH: hibridacion in situ

cromogénica; SISH: hibridacion in situ con plata.

@ Puede variar segln la sensibilidad de la técnica molecular que se vaya a utilizar.

b Sin datos definitivos.

concordancia entre las caracteristicas moleculares
de ambas localizaciones y viceversa.

Utilizando la FISH, existen estudios que proporcionan un
porcentaje de discordancia entre lesion primaria y metas-
tasica de hasta un 32%, si bien estos estudios han sido
realizados a partir de citologias de las lesiones metastasicas,
por lo que no se puede asegurar que el nimero de célu-
las analizadas haya sido representativo*#. Por otro lado,
parece que las discordancias podrian corresponder a poli-
somias tumorales, por lo que en principio no tendrian que
ocurrir en el caso de que la alteracion que estemos anali-
zando sea la mutacion y no la sobreexpresion“. De hecho,
cuando se han utilizado técnicas moleculares destinadas a la
deteccién de mutaciones la correlacion es mayor, si bien
dista de ser perfecta®.

Por tanto, a pesar de no existir un acuerdo, la recomen-
dacion seria la de utilizar el material del que disponemos,
sin preferencia sobre lesiones primarias o metastasicas, pero
destacando en el informe la localizacion tumoral (primaria
0 metastasica, e incluso el 6rgano de donde se ha tomado la
muestra) y la cantidad de células que se han podido analizar.
Hay que destacar asimismo que no es necesaria una nueva
toma de biopsia para obtener material en el caso de recidi-
vas tumorales para un nuevo analisis molecular, debiéndose
asumir el resultado de la primera determinacion, con la

excepcion logica de casos de evolucion no esperada o dis-
cordancias clinico-patoldgico-moleculares.

Tipo de muestras

Existen multiples fuentes de células tumorales sobre las que
se puede realizar el analisis de mutaciones. Entre ellas se
encuentran la citologia exfoliativa, el broncoaspirado, el
lavado broncoalveolar, la puncién-aspiracion con aguja fina
(tanto en lesiones primarias como en el mediastino o en
localizaciones metastasicas guiada por endoscopia, EBUS o
similar), la biopsia bronquial y transbronquial, la biopsia con
aguja gruesa (lesiones primarias y metastasicas) y las piezas
quirurgicas.

En primer lugar, es preciso destacar que cualquier fuente
de células tumorales que haya sido procesada de manera
adecuada es susceptible de analisis y puede proporcionar
resultados satisfactorios, si bien las técnicas citologicas, al
tener la limitacion propia de la cantidad de células presente
en la muestra, corren el riesgo de proporcionar resultados
falsos negativos. Sin embargo, en la literatura se encuen-
tran comunicaciones donde se realiza este tipo de analisis
molecular en muestras exiguas procedentes de citologias
con buenos resultados*—33,

La utilizacion de agujas de diferentes calibres ha sido
evaluada en la literatura, y los resultados muestran que se
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logra mayor cantidad de ADN con las agujas de calibre 18
que con las de calibre 20, si bien la calidad del ADN parece
ser mejor con el calibre 20°*. En este punto, por tanto, no
resulta prudente recomendar ningln calibre, ya que sera la
condicion del paciente y las circunstancias quirirgicas las
que indiquen uno u otro, pudiéndose obtener ADN de buena
calidad en ambas circunstancias.

Un material que es facilmente obtenible cuando se rea-
liza una puncion-aspiracion con aguja fina es el lavado de la
aguja residual tras el analisis morfologico. Proporciona un
material celular extremadamente util para realizar deter-
minaciones moleculares® con rangos de concentracion de
ADN excelentes.

Es extremadamente importante contar con la colabora-
cion de neumologos broncoscopistas, radiologos y cirujanos
en cuanto a evitar problemas ocasionados por una mala
fijacion, preservacion inicial, transporte y tiempo maximo
asumible, antes de que sean procesadas por el patologo
responsable.

Todos los aspectos relacionados con estos problemas
seran tratados en el siguiente apartado.

Requerimientos para la preparacion de la muestra
Muestras tisulares. El tipo mas frecuente de muestra que
se utiliza para la determinacion de mutaciones del EGFR en
la practica clinica es la biopsia fijada en formol e incluida
en parafina. A pesar de que existen articulos donde se habla
de un elevado porcentaje de falsos negativos de los tejidos
fijados en formol e incluidos en parafina frente a su con-
trapartida congelada®, no es nuestra experiencia ni la de
otros grupos, obteniendo material perfectamente valido a
partir del tejido fijado e incluido en parafina. Parece que
el problema podria encontrarse en el tamaio del fragmento
que se amplifica en la PCR, fallando la correlacion cuando se
intenta amplificar fragmentos mayores de 300 pb en tejidos
fijados®’. Se recomienda evitar el uso de fijadores alterna-
tivos no habituales (fijadores mercuriales o alcoholicos).

Es necesario un tiempo de fijacion menor de 24h y la
utilizacion de formol tamponado al 10%. La proporcion de
fijador adecuada debe ser de 10:1 con el tejido a fijar,
todo esto siempre y cuando la fijacion se realice a tempera-
tura ambiente, debiendo aumentar el tiempo de fijacion con
temperaturas mas bajas. La inclusion en parafina debe rea-
lizarse con procedimientos automaticos y estandarizados,
existiendo en la actualidad métodos de procesado rapido
basados en microondas que también resultan validos para el
analisis de mutaciones.

En el caso concreto de las piezas quirirgicas procedentes
de lobectomias, neumonectomias o resecciones pulmona-
res atipicas, se debe seleccionar un fragmento de tumor
que debe fijarse en las condiciones idoneas de temperatura,
tiempo y concentracion y que sera reservado para el analisis
molecular. El resto sera fijado por insuflacion de la manera
habitual, pudiendo utilizarse este tejido en el caso que no
se disponga del bloque especial.

Adicionalmente a las muestras fijadas, la posibilidad de
disponer de material tisular congelado y preservado a —80°C
es la opcion que preserva mejor el tejido de cara a los ana-
lisis moleculares. Si es posible obtener material en fresco,
la congelacion se puede llevar a cabo en seco en criotu-
bos, incluida en medios como OCT o en tampones como el

PBS o RNAlater. Es preciso que la congelacion se realice
en el menor tiempo posible tras la reseccion o la biopsia
(recomendable < 20 min).

Una vez obtenido el bloque de parafina o de congela-
cion, se realizara una correlacion con un corte histoldgico
de control tenido con hematoxilina y eosina. Se destaca la
necesidad de evitar areas necroticas, confirmar morfologi-
camente que el tejido analizado corresponde con células
neoplasicas y estimar el porcentaje de células tumorales
incluidas en la muestra, algo necesario para analizar los
resultados moleculares, ya que no todas las técnicas ase-
guran resultados fiables con porcentajes bajos de células
tumorales.

En este momento, si se dispone de técnicas de micro-
diseccion por laser, se realizaran cortes que se montaran
sobre la plataforma adecuada para cada microdisector (por-
tas especiales con membrana o portas habituales segln el
modelo). Se seleccionaran areas de tejido tumoral y se
recogeran para realizar la extraccion de ADN y el anali-
sis molecular posterior. Otra opcion es realizar técnicas de
macrodiseccién mediante marcado y seleccion de la region
de interés del bloque. En el caso de no disponer de siste-
mas de micro o macrodiseccion, se seleccionara el bloque
que disponga de mayor componente neoplasico respecto
a tejido no tumoral, siempre estimando la proporcion de
tejido tumoral y recogiendo dicho dato en el informe.

En el caso de los adenocarcinomas, son preferentes a la

hora de seleccionar para el analisis las zonas de crecimiento
bronquioloalveolar o micropapilar, asi como las que estan
formadas por células en tachuela (hobnail cells)®, si bien
pueden aparecer mutaciones asociadas con cualquier patron
morfoldgico®®.
Muestras citoldgicas. Existe la posibilidad de almacenar
material celular congelado bien a partir del lavado de la
aguja, como ya se ha comentado®, o de material celular
directamente obtenido. En el caso de los derrames pleura-
les, el tampon para preservar las células puede ser tampon
fosfato (PBS) u otros medios mas especificos que respe-
tan la integridad de los acidos nucleicos como RNAlater.
Por otro lado, también puede obtenerse material adecuado
para el analisis a partir de extensiones celulares en por-
taobjetos, secas sin tenir o fijadas en etanol o incluso
ya teiidas. En estos casos se pueden aplicar las técnicas
de microdiseccion para enriquecer la muestra en células
tumorales.

Calidad de la muestra. Muestra minima necesaria

En cuanto al nimero necesario de células tumorales para
realizar el estudio, se han publicado articulos en los que
con un nimero de 150 se alcanzan resultados valorables®?,
si bien parece razonable que cuando exista disponibilidad se
recoja un mayor nimero de células.

En cualquier caso, se debe insistir en que en diferen-
tes foros se acepta que la cantidad minima de muestra
es la que hay, y lo que debe hacerse es analizarla, pero
también describir muy claramente en los informes a par-
tir de qué material se ha realizado la determinacion y las
potenciales limitaciones en caso de que las haya, como
por ejemplo si se ha realizado sobre escaso componente
celular en el caso de una citologia y el resultado ha sido
negativo.
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Extraccién de ADN

Existen multiples métodos de extraccion de ADN en el
mercado que son aplicables a muestras fijadas en for-
mol e incluidas en parafina, todos ellos validos siempre y
cuando proporcionen un ADN de calidad y concentracion
adecuada (por encima de 15 ng/pl). En nuestra experien-
cia los métodos robotizados (Qiacube o Magnapure, entre
otros) proporcionan un ADN de menor concentracion que los
métodos in house, quiza debido a la pérdida de fragmentos
de pequeno tamano en las soluciones finales. Para muestras
solidas incluidas en parafina recomendamos una extraccion
manual basada en proteinasa K a una concentracion de
20 ng/ply solucion detergente tipo Tween20 al 50% en estufa
o bano a 55°C durante 24h, seguido de hervido a 100°C
y centrifugacion a 12.000rpm, tras lo cual se extrae facil-
mente la fase liquida con el ADN en suspension. Sin embargo,
es preciso resaltar de nuevo que cualquier método que pro-
porcione un ADN medido en espectrofotometro, nanodrop o
similar por encima de 15 ng/ul es susceptible de ser acep-
tado y, por tanto, de analisis molecular de calidad.

Determinacion de mutaciones del EGFR
en CPNM

Técnicas

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

En la mayoria de laboratorios donde actualmente se reali-
zan las determinaciones del EGFR, las técnicas utilizadas son
las siguientes: secuenciacion automatica, Scorpion Amplifi-
cation Refractory Mutation System (SARMS), PNA-LNA clamp
y pirosecuenciacion (tabla 5).

Existen otras formas de llevar a cabo estos analisis,
como son plataformas Sequenom® basadas en tecnologia
«MassArray», e incluso otras plataformas mas sofisticadas,
pero la realidad actual es que la gran mayoria del mercado
mundial utiliza las cuatro técnicas enumeradas anterior-
mente.

Como regla fundamental, antes de tomar la decision de
qué técnica/plataforma se va a utilizar en el laboratorio
para el analisis de mutaciones se debe plantear de qué mate-
rial y recursos técnicos y de personal se dispone. A partir de
esta decision, se establecera y disefara un protocolo ade-
cuado y se validara dentro del programa de aseguramiento
de la calidad del laboratorio, estableciéndose los criterios
para elaborar un informe de validacion, tal como se comenta
mas adelante, en el apartado «Requerimientos de los labo-
ratorios clinicos que realizan la determinacion».

A continuacion detallaremos algunos aspectos de cada
una de las cuatro técnicas, destacando los puntos mas impor-
tantes que considerar.

Secuenciacién automatica'’

De todas las técnicas, ésta es la que tiene menor sensibili-
dad, pero al mismo tiempo presenta varias ventajas sobre
las demas, a destacar:

e Es de facil acceso en muchos de los laboratorios y el per-
sonal de laboratorio suele tener experiencia en este tipo
de analisis.

e Permite conocer con exactitud todas las mutaciones que
existen en el gen, ya que se dispone de las secuencias
completas de cada zona amplificada.

Para aumentar al maximo la sensibilidad, es necesario
macro o microdisecar las muestras sujeto de analisis, de
forma que al menos el 80% de las células deben ser de ori-
gen tumoral. De esta forma, nos aseguramos que el ADN sea
mayoritariamente tumoral, disminuyendo el porcentaje de
falsos negativos.

Es altamente recomendable utilizar doble secuenciacion,
es decir, hacer la reaccion de secuenciacion tanto de forma
directa como invertida (lo que se conoce como secuencia-
cion en forwardy reverse), para lo que es necesario disponer
de un secuenciador automatico.

Para la lectura de las secuencias pueden utilizarse
programas informaticos que detectan automaticamente
cualquier cambio en la pauta de lectura a partir de una
secuencia consenso o wild type, aunque debido a la sensibi-
lidad de esta técnica se recomienda hacer un analisis manual
de las secuencias. De esta forma se podran detectar algu-
nas mutaciones que de forma automatica no se detectarian,
y mas si tomamos como limite de heterocigosidad el 30%,
como suele hacerse de forma estandar para la secuenciacion
automatica.

Scorpion Amplification Refractory Mutation System
(SARMS)®0

Se basa en la combinacion de dos técnicas: las sondas Scor-
pions y una amplificacion refractaria para la deteccién de
mutaciones. El procedimiento de laboratorio requiere un
equipo de PCR capaz de detectar en tiempo real la reaccion
con PCR en funcién de la fluorescencia que se va generando
en cada ciclo con el uso de sondas fluorescentes. Esta téc-
nica tiene la ventaja de su alta sensibilidad (2-5% segun las
series y las mutaciones que detectar). Precisa un equipo de
PCR en tiempo real. Esta técnica permite solamente detec-
tar las mutaciones especificas para las que esta disefado el
ensayo. Actualmente, existe un kit comercial de la compafia
DxS (Qiagen) para la deteccion de las mutaciones mas fre-
cuentes.

PNA-LNA clamp®'

Esta técnica se basa en una reaccion de PCR junto a un oli-
gotipo PNA (acido nucleico peptidico) o LNA (acido nucleico
bloqueado) disefado sobre la secuencia nativa, lo cual
favorece la deteccion de las secuencias no bloqueadas o
inhibidas por este tipo de cebador, incrementando la sen-
sibilidad en la deteccion de las mutaciones para las cuales
esta disefado el ensayo. La ventaja clara es el incremento
en la sensibilidad de la técnica. Sin embargo, como con-
trapartida, es una técnica dirigida a mutaciones concretas
y requiere experiencia en el procedimiento. Es necesario
disponer de un equipo de PCR en tiempo real.

Pirosecuenciacion®?
Constituye un método de secuenciacion de ADN basado en el
principio de la secuenciacion por sintesis. A diferencia del
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Tabla5 Técnicas de biologia molecular empleadas para la determinacion de mutaciones en el gen EGFR'7,52,60,61
Técnicas Sensibilidad (porcentaje Caracteristicas

de ADN mutado)
Secuenciacion directa 25 Requiere mayor cantidad de ADN mutado para su

Método de Sanger

Pirosecuenciacion 5-10
PCR cuantitativa en tiempo real

TagMan PCR 10

Scorpions ARMS 1

Técnicas de enriquecimiento del
alelo mutado
PNA-LNA PCR clamp 1-0,1

COLD-PCR (CO-amplification at 1-0,1
Lower Denaturation temperature)

PCR-RFLP (analisis de polimorfismos 5
de fragmentos de restriccion)

dHPLC (Denaturing High-Performance 1
Liquid Chromatography)

HRM (High Resolution Melting) 1

deteccion

Detecta cualquier mutacion

Barato

Requiere equipamiento especial (pirosecuenciador)
Kit comercial disponible

No hay kit comercial

Requiere termociclador de tiempo real
Solo detecta mutaciones especificas
Kit comercial disponible con las sondas
Requiere termociclador de tiempo real
Solo detecta mutaciones especificas

Se precisan sondas LNA para hacer clamp que no son
comerciales

Requiere amplia experiencia en biologia molecular
Solo detecta mutaciones especificas

Requiere amplia experiencia en biologia molecular
Se puede asociar con técnicas de secuenciacion

y pirosecuenciacion

Solo detecta mutaciones que generan lugar

de restriccion

Requiere equipamiento especial

Precisa experiencia en HPLC

Detecta cualquier mutacion

Detecta cualquier mutacion

Precisa equipamiento especifico

Requiere experiencia en biologia molecular

procedimiento de Sanger, donde la terminacion de la cadena
se lleva a cabo con la incorporacion de dideoxinucledtidos,
en la pirosecuenciacion la deteccion se basa en la libera-
cion del pirofosfato cuando se produce la incorporacion de
un nucleétido mediante la ADN polimerasa. El pirofosfato
liberado es convertido en ATP por la ATP sulfurilasa en pre-
sencia de adenosina-5’ fosfosulfato. EL ATP formado permite
la conversion de luciferina en oxiluciferina, produciéndose
luz que es proporcional a la cantidad de ATP generado. La
ventaja que presenta es que permite detectar cualquier
cambio de secuencia igual que la secuenciacion gendmica
estandar pero con una mayor sensibilidad. Requiere un equi-
pamiento especial, un software dedicado y experiencia en la
técnica. Recientemente se ha comercializado un EGFR pyro
kit (Qiagen).

Interpretacién de resultados

Los resultados de las pruebas referentes a la presencia de
la mutacion en el gen del EGFR deben ser inequivocos. Se
han descrito numerosas mutaciones diferentes en este gen,
pero solamente las que se centran en el exon 19 (deleciones
alrededor del dominio LREA) y las mutaciones puntuales en
el exén 21 (L858R) han demostrado tener valor predictivo
en cuanto a la respuesta a los inhibidores de las tirosina

cinasas del EGFR. Se han descrito ademas otras mutaciones,
mucho menos frecuentes, particularmente en los codones
718 y 719 del exon 18, en el exon 21 (L861Q) y en el exon 20
(deleciones/inserciones) cuyo significado es incierto y estan
en continua revision en la literatura.

Cabe senalar también que los estudios moleculares per-
miten detectar un rango mas o menos amplio de mutaciones
en funcion de la técnica utilizada. La secuenciacion directa
mostrara la secuencia nativa o la mutacion detectada. La
PCR en tiempo real con sondas especificas informara sobre
la presencia o ausencia de mutaciones especificas al no
evaluarse todas las posibles y debe tenerse en cuenta la
limitacion de no ofrecer la garantia absoluta de secuencia
nativa. Estas limitaciones, fundamentalmente en relacion
con los cambios de secuencia analizados y con la sensibi-
lidad de la técnica, conviene reflejarlas en el informe de
manera que el clinico conozca el alcance real del resultado
que esta valorando.

Un resultado de secuencia nativa no significa que no
pueda existir una mutacion no evaluada por la técnica uti-
lizada o una mutacion en unos niveles inferiores al limite
de deteccion de la técnica utilizada. Por otra parte, se
desconoce el impacto clinico que puede tener la detec-
cion de mutaciones por técnicas muy sensibles (COLD-PCR,
COLD-pirosecuenciacién, etc.), desaconsejandose en el
momento actual su uso en el ambito asistencial.
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Tabla 6

Informe de resultados de determinacion de la mutacion del EGFR

Identificacion del paciente y médico solicitante (o persona autorizada en su defecto)

Diagnostico anatomopatolégico

Muestra que se remite (con fecha de toma de muestra a ser posible), con el debido informe anatomopatolégico

Origen de la muestra (origen anatomico)

Fecha de solicitud, recepcion de la muestra y emision de resultados

Identificacion de la técnica realizada para la determinacién de las mutaciones EGFR

Especificando mutaciones detectables

Calidad de la muestra
Porcentaje de células tumorales
Enriquecimiento de la muestra
Microdiseccion
Macrodiseccion
Otros.

Concentracién ADN y pureza

Muestra adecuada o inadecuada (especificar en comentarios)

Resultado
No mutado/Mutado
Localizacion y tipo de mutacion

Identificacion de la persona responsable de la determinacion

Informacion o comentarios adicionales que sean interés para el médico peticionario

Acreditacion o participacion en programas de calidad

Datos requeridos para la solicitud e informe
de resultados

En todo laboratorio que realice la determinacion de la muta-
cion del EGFR debe existir una hoja de solicitud e informe de
resultados, previamente consensuada entre todos los espe-
cialistas que intervienen en el proceso de diagnostico. Esta
parte del proceso debe quedar claramente documentada en
todo el sistema y en el control de calidad, ya que forma
parte del proceso de analisis de las muestras.

La hoja de solicitud de la determinacion que se remite
al laboratorio debe contener la informacion suficiente para
identificar al paciente y al solicitante autorizado, asi como
proporcionar los datos clinicos pertinentes. La solicitud debe
incluir, al menos, los siguientes datos siempre que la muestra
se remita a otro centro: identificacion del paciente y médico
solicitante (o persona autorizada en su defecto), diagndstico
anatomopatologico, muestra que se remite (con fecha de
toma de muestra a ser posible), con el debido informe ana-
tomopatologico, origen de la muestra (origen anatomico) y
fecha de peticion.

Los resultados deben proporcionarse en un informe que
debe contener como datos minimos los referidos en la
tabla 6. Siempre que el laboratorio participe en algin pro-
grama de calidad o esté acreditado, se recomienda indicarlo
en el informe.

Requerimientos de los laboratorios clinicos que
realizan la determinacion®2-¢7

El test genético para la determinacion de las mutaciones de
sensibilidad y/o resistencia en el gen EGFR para la toma
de decisiones en cuanto al tratamiento del paciente con

inhibidores de la tirosina cinasa debe realizarse en labo-
ratorios que cumplan con los estandares de calidad para
el diagnostico clinico y que tengan un nivel de actividad
suficiente (recomendable un minimo anual de 80 determi-
naciones moleculares con la misma técnica; tabla 7).

El test de determinacion de las mutaciones en el EGFR es
una prueba diagndstica molecular, y por ello debe incluirse
como tal dentro del sistema de calidad de los laboratorios
clinicos. Los centros donde se realice deben tener implan-
tado un programa de calidad interno y participar en alguno
de los externos (SEAP EMQN, UK NEQAS, etc.)®®%, obte-
niendo resultados 6ptimos en el 90% de las determinaciones
evaluadas.

Existen algunos requisitos minimos de calidad que enu-
meramos a continuacion y que deben ser de obligado
cumplimiento, tanto en referencia al test como a las condi-
ciones de los laboratorios y del personal que participe para
asegurar un control de la calidad para la prueba de diagnos-
tico molecular como es el analisis de mutaciones en el gen
EGFR:

1. Formacion adecuada de todo el personal y supervision
apropiada a su experiencia y grado de responsabilidad
con personas competentes familiarizadas con el propo-
sito del analisis de las mutaciones.

2. Control interno de calidad de las técnicas de determina-
cion y fases del proceso. Ademas, es aconsejable que el
laboratorio evalle anualmente el porcentaje de muta-
ciones y las compare con los estandares de su entorno.

3. Control estricto de toda la documentacion del laborato-
rio (registros, mantenimiento y archivo). Es imprescindi-
ble que exista una total trazabilidad del proceso, desde
la recepcion de la muestra hasta el informe final.
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Tabla 7 Criterios de calidad para la determinacion de mutaciones del gen EGFR

Adecuada dotacién de recursos humanos e infraestructura
Estandarizacion de los procedimientos para el procesamiento de muestras y realizacién de la técnica especifica

de determinacion de mutaciones

Si se usan kits, estos deben estar aprobados para uso diagndstico por agencias reguladoras y se utilizaran sin

modificacion del protocolo recomendado

Validacion inicial del método de determinaciéon mediante el analisis de, al menos, 20 casos (el 50% deben ser positivos)
y obteniendo un 95% de concordancia con un laboratorio de referencia

Validacion tras cualquier modificacion del método de determinacién

Numero minimo de 80 determinaciones moleculares anuales con la misma técnica empleada para la deteccion de

mutaciones de EGFR, para garantizar la suficiencia técnica
Uso de controles apropiados en cada ronda de determinacion

Capacitacion inicial y formacion periodica del personal técnico y facultativo
Participacion en programas de garantia de calidad externa (SEAP, UK NEQAS) con resultados optimos en el 90% de las

determinaciones evaluadas

Se recomienda que los laboratorios emprendan procesos de certificacion y acreditacion de sus actividades

4.

Gestion apropiada de los equipos, material fungible,
etc., asi como de las instalaciones y entorno de tra-
bajo, manteniendo espacios asignados que cumplan con
las buenas practicas de laboratorio. Debe existir ademas
un estricto programa de calibracion y mantenimiento de
todos los instrumentos y equipos.

Debe existir un protocolo detallado de trabajo para los
procedimientos analiticos referentes a la determinacion
de las mutaciones. Es imprescindible incluir los controles
especificados para cada técnica.

Ha de realizarse un proceso de validacion del procedi-
miento que se vaya a utilizar para la determinacion de las
mutaciones, asi como una validacion de los resultados.
Este informe de validacion se generara de forma pre-
via al inicio de cualquier actividad diagndstica e incluira
al menos 20 muestras (con un porcentaje aproximado
de muestras mutadas del 50%). El nivel de concordan-
cia con el laboratorio o técnica de referencia debe ser
de al menos el 95%.
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