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RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO
(EGFR) EN CORRELACION CON LA SUPERVIVENCIA

EN PACIENTES CON ADENOCARCINOMA DE PULMON,
TRATADOS CON ERLOTINIB (MUTP-CLICAP)

TITULO CORTO: ALTERACIONES GENETICAS
EN EL CANCER DE PULMON DE EGFR

Alejandro Ruiz-Patifio!, Christian David Castro Gomez?, Luisa Maria Ricaurte®, Andrés Felipe Cardona?,
Luis Leonardo Rojas’, Hernan Carranza®, Carlos Vargas’, Jorge Otero?, Pilar Archila®, July Katherine Rodri-
guez!®, Jenny Avila!!, Melissa Bravo'2, Carolina Sotelo'?, Luis Eduardo Pino'%; en representacion del Consor-
cio Latinoamericano para la Investigacion del Cancer de Pulmoén (CLICaP).

Resumen

Objetivo: Determinar el impacto en la sobrevida que presentan las mutaciones de sensibilidad y de
amplificacién de EGFR en pacientes con adenocarcinoma de pulmén (ADP) avanzado, tratados con
Inhibidores de Tirosina Quinasa (TKI). Métodos: Se realiz6é amplificacion de EGFR en 72 pacientes
con ADP que presentan mutaciones activadoras de EGFR y que recibieron Erlotinib como tratamien-
to. Se analizo6 la relacion entre el estado mutacional de EGFR y el perfil del numero de copias, con la
tasa de respuesta, la supervivencia general (SG) y la supervivencia libre de progresién (SLP). Resulta-
dos: La edad media fue de 62 afios (r, 20-87 afios), 53 pacientes fueron mujeres (73%) y 89% tuvieron

1 MD. Fundacion para la Investigacion Clinica y Molecular Aplicada del Cancer, FICMAC. Bogotd, Colombia.

2 MD. Fundacién para la Investigacion Clinica y Molecular Aplicada del Cancer, FICMAC. Bogotd, Colombia.

3 MD. Fundacién para la Investigacion Clinica y Molecular Aplicada del Cancer, FICMAC. Bogota, Colombia.

4 MD. MSc. PhD. Grupo de Oncologia Clinica y Traslacional, Clinica del Country. Fundacién para la Investigacion Clinica y Aplicada
del Cancer, FICMAC. Grupo para la Investigacién en Sistemas de Oncologia Molecular y Biologia (FOX-G), Universidad el Bosque.
Bogota, Colombia.

5 MD. MSc. Oncdlogo clinico. Grupo de Oncologia Clinica y Traslacional, Instituto de Oncologia, Clinica del Country. Departamento
de Oncologia Clinica, Clinica Colsanitas. Bogota, Colombia.

6  MD. Oncodlogo Clinico. Fundacion para la Investigacién Clinica y Aplicada del Cancer, FICMAC. Grupo de Oncologia Clinica y
Traslacional, Instituto de Oncologia, Clinica del Country. Bogota, Colombia.

7  MD. Oncdlogo Clinico. Fundacion para la Investigacion Clinica y Aplicada del Cancer, FICMAC. Grupo de Oncologia Clinica y
Traslacional, Instituto de Oncologia, Clinica del Country. Bogota, Colombia.

8 MD. Oncdlogo Clinico. Fundacion para la Investigacion Clinica y Aplicada del Cancer, FICMAC. Grupo de Oncologia Clinica y
Traslacional, Instituto de Oncologia, Clinica del Country. Bogota, Colombia.

9 MD. Patdloga. Fundacién para la Investigacion Clinica y Aplicada del Cancer, FICMAC. Bogota, Colombia.

10 Lic. Biologia. MSc. Fundacién para la Investigacion Clinica y Aplicada del Cancer, FICMAC. Bogota, Colombia.

11 Microbiéloga. MSc. Fundacion para la Investigacion Clinica y Aplicada del Cancer, FICMAC. Bogotd, Colombia.

12 Bidloga. MSc. Fundacion para la Investigacion Clinica y Aplicada del Cancer, FICMAC. Bogota, Colombia.

13 MD. MSc. Epidemidloga. Fundacién para la Investigacion Clinica y Aplicada del Cancer, FICMAC. Bogota, Colombia.

14 MD. Hemato-Oncologo. Grupo de Oncologia Clinica, Fundacién Santa Fe de Bogota. Bogota, Colombia.

ISSN: 0120-5498  Med. 41 (2) 98-111 + Abril - Junio 2019



Mutaciones sensibilizantes y amplificacion del gen receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) en
correlacion con la supervivencia en pacientes con adenocarcinoma de pulmdn, tratados con Erlotinib (MUTP-CLICAP)

mutaciones comunes. Veintidés (30,6%) muestras con mutaciones activantes de EGFR fueron identifi-
cadas mediante la amplificacion de EGFR. Esto fue mas frecuente en pacientes con delecion del exén
19 (p = 0,05) y con un mejor estado funcional (p = 0,01). Los pacientes con amplificacion de EGFR
tuvieron una SLP mayor en comparacion con los pacientes sin amplificacion de EGFR [(25,2 meses,
1C 95% 22,0-38,5) vs. (12,4 meses, IC 95% 5,3-19,5); p = 0,002]; también presentaron una superviven-
cia global (SG) mejor [(37,8 meses, IC 95% 30,9-44,7) vs. (27,1 meses, IC 95% 12,8-41,3); p = 0,009].
La amplificacién de EGFR influy6 de forma significativa en la respuesta al tratamiento con Erlotinib
(p = 0,0001). Conclusion: En la poblacidon estudiada, la amplificaciéon de EGFR y las mutaciones
sensibilizantes son biomarcadores asociados a una mejor supervivencia global, supervivencia libre de
progresion y respuesta a la terapia con EGFR-TKI en pacientes con ADP avanzado.

Palabras clave: adenocarcinoma de pulmoén; factor de crecimiento epidérmico,; Erlotinib; supervivencia.

EGFR AMPLIFICATION AND SENSITIZING MUTATIONS
CORRELATE WITH SURVIVAL FROM ERLOTINIB IN LUNG
ADENOCARCINOMA PATIENTS (MUTP-CLICAP)

RUNNING TITLE: EGFR AMPLIFICATION IN LUNG CANCER

Abstract

Background: Non-small cell lung cancer (NSCLC) has a 5-year survival of 5-16%. EGFR mu-
tations, in most cases confer sensitivity to EGFR- TKI therapy. Nonetheless, it is still unclear
why clinical outcomes vary among patients with identical EGFR mutations. The presence of
EGFR amplification (EGFRamp) may play a significant role. Objective: Compare the complete
(CR) and partial response (CR), overall survival (OR) and progression free survival (PFS) in
Hispanic patients with lung adenocarcinoma treated with erlotinib with EGFR mutations (L58R
or exon 19 deletion [Del 19]) with and without concomitant EGFRamp. Patients and Meth-
ods: 72 EGFR positive lung adenocarcinoma patients of Hispanic origin, who underwent first
line treatment with erlotinib, were evaluated for EGFRamp by FISH. The clinical outcomes we
analyzed according to EGFR mutations and EGFRamp status. Results: 30,6% samples had
EGFRamp, more frequently present in patients with Del 19 (p=0,05). Patients with EGFRamp
had a longer PFS than those without (in months) [(28,5, 95%CI 22,3-34,6) vs. (11,0, 95%CI
8,2-16,7); p=0,002] as well as better OS [(37,8, 95%CI 30,9-44,7) vs. (27,1, 95%Cl 12,8-41,3);
p=0,009]. EGFRamp significantly influenced the response to erlotinib (p=0,0001). EGFRamp+/
Del19 had a longer OS, 37,8 (95%CIl 31,0-44,6) compared to EGFRamp+/L8585R, 27,5
(95%ClI 12,4-42,5) (p<0,001) as well as a longer PFS (p=0,043). Conclusion: Among Hispanic
patients, EGFRamp was present in 30% of patients with EGFR mutations. EGFR mutations
and EGFRamp are associated with better OS, PFS, CR and PR to erlotinib and hence could
aid in the correct selection of patients that would benefit from EGFR-TKI treatment.
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Key points:

* Similar to other populations,
Hispanic patients with lung ade-
nocarcinoma have EGFR mu-
tations and EGFR amplification
concomitantly in 30,6% of ca-
ses. This genetic phenomenon
is significantly associated with

including
progression-free and overall sur-
vival.

»  Detection methods for EGFR
mutations  and
EGFR amplification on patients
with lung adenocarcinoma can
potentially select in an accurate
manner patients that will benefit
from TKI therapy.

improved outcomes,

concomitant

Introduccion

El cancer de pulmoén no microcitico (NSCLC por sus
siglas en inglés) es la causa mas frecuente de morta-
lidad relacionada con cancer en el mundo, con una
supervivencia aproximada a 5 afios del 15% (1). Se
cree que las mutaciones del receptor del factor de cre-
cimiento epidérmico (EGFR) son un evento molecular
temprano en la génesis del NSCLC, particularmente
en los no fumadores (2-4). Estas mutaciones ocurren
aproximadamente en el 10% de los pacientes con NS-
CLC de etnia caucasica, y hasta 20 al 50% de los pa-
cientes con adenocarcinoma de pulmon (ADC) en los
paises de Asia Oriental y América Latina (5-9).

Los estudios con Gefitinib y Erlotinib

Los primeros Inhibidores de Tirosina Quinasa (TKIs)
aprobados para el tratamiento del NSCLC mutado en
EGFR, no mostraron ventaja de supervivencia en com-

paracion con el placebo en la mayoria de los pacientes
tratados (3,10). Sin embargo, un subgrupo de pacientes
que incluia mujeres, no fumadoras, de origen asiatico e
histologia de adenocarcinoma, probaron ser responde-
doras al tratamiento con estos medicamentos (11-13).
Los pacientes que respondieron a TKI presentaban
mutaciones en los exones 18-21 del gen de EGFR. El
90% de estas mutaciones correspondian a pequefias
deleciones en el ex6n 19 o sustituciones de arginina
por leucina en la posicion 858 del exon 21 (14).

Dado el beneficio clinico de los TKIs, que se limita
a un subgrupo especifico de pacientes, existe necesi-
dad en la identificacion precisa de esta poblacion.
Varios estudios clinicos han sugerido que el numero
de copias del gen EGFR, la expresion de la proteina
EGFR vy las mutaciones activadoras en este gen, son
prometedores biomarcadores predictivos de respuesta
terapéutica al tratamiento con TKIs. Especificamente,
se ha encontrado un aumento en el nimero de copias
del gen EGFR, que generalmente da como resultado
la sobreexpresion de la proteina de su mismo nombre
en aproximadamente 30-40% de casos de NSCLC
(15). Tedricamente, pacientes que tienen una mayor
proporcion de células cancerosas portadoras de mu-
taciones activadoras heterocigotas tienen una mayor
tasa de respuesta a estos tratamientos. La abundancia
de mutaciones de EGFR, ha sido documentada por la
presencia de células portadoras de EGFR mutado y
wild-type (16,17). Por ejemplo, Zhou y otros, sugirie-
ron que los pacientes cuyos tumores tenian una gran
abundancia de mutaciones de EGFR se beneficiaban
mas de TKIs que aquellos con una baja abundancia
de las mismas. Ademas, se ha demostrado un numero
mayor de copias del gen EGFR en pacientes con mu-
taciones en comparacion con mutaciones wild-type, lo
que sugiere que la amplificacion de EGFR podria ser
la causa fundamental de la abundancia de mutantes.

Se han desarrollado multiples técnicas para la identi-
ficacion de amplificaciones de este marcador. Por otro
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lado, la hibridacion fluorescente in situ (FISH) como
predictor de respuesta a TKIs sigue siendo controver-
tida. Este estudio evaluo la asociacion del estado de
amplificacién de EGFR detectado a través de FISH
con varios resultados clinicos que incluyen la tasa de
respuesta, la supervivencia global y la supervivencia
libre de progresion en pacientes que reciben terapia
con TKIs.

Materiales y Métodos

Este estudio incluyé a 72 pacientes con ADC pulmo-
nar en estadio III o IV, portadores de mutaciones de
EGFR tratados con Erlotinib como tratamiento de pri-
mera o segunda linea, en dos centros en Bogot4, Co-
lombia (Fundacién Santa Fe de Bogota y Clinica del
Country). El periodo de captacion comenzd en enero
de 2013 y finaliz6 en enero de 2016. Toda la informa-
cion se recopilod en la plataforma-p de la Fundacion
para la Investigacion Clinica y Aplicada del Cancer
(FICMAC, Bogota, Colombia). Para asegurar la con-
fidencialidad, un empleado independiente, eliminé los
documentos de identificacion personal del material
histolégico. Todos los datos clinicos se compararon
y analizaron bajo codificacion. Se revisé la historia
clinica electronica para obtener toda la informacion
demografica, clinica y patologica, bajo un protocolo
aprobado por los comités de ética e investigacion de
las instituciones participantes. Los estudios de imagen
fueron revisados independientemente por los autores
para evaluar la respuesta al tratamiento de acuerdo
con los Criterios de evaluacién de respuesta en tumo-
res solidos (RECIST) version 1.1 (18).

Preparacion de las muestras

Las muestras de tejidos de pulmoén fueron fijadas en
formalina, embebidas en parafina (FFPE) durante el
estudio patologico de rutina. Se eligieron bloques ade-
cuados y se usaron cinco cortes de 10 \ mu m para la
extraccion de ADN. Se utilizé una lamina tefiida con

hematoxilina y eosina (H & E) de cada bloque para
estimar el contenido de células tumorales. Todos los
sujetos tenian suficiente tejido tumoral obtenido en el
momento del diagnéstico primario mediante biopsia
de cilindro (n = 52 / 72,0%) o toracoscopia / reseccion
quirurgica (n = 20 / 28,0%). Los sitios de muestreo
fueron el tumor primario (n = 60 / 83,3%) o sitios me-
tastasicos (n = 12 / 16,7%).

Anélisis con FISH del nimero de copias de
EGFR

El analisis FISH se 1llevo a cabo utilizando la sonda
LSI EGFR SpectrumOrange / CEP 7 SpectrumGreen
(Vysis, Abbott Laboratories) de acuerdo con las indi-
caciones del fabricante. Las secciones se incubaron a
56°C durante la noche, se desparafinizaron mediante
lavado en CitriSolv (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA)
y se deshidrataron en etanol al 100%. Después de la in-
cubacion en tampon de citrato sédico 2 X solucidn sa-
lina (2 X SSC, pH 7,0) a 75°C durante 15-25 minutos,
las secciones se digirieron con proteinasa K (0,25 mg /
mlen 2 x SSC, pH 7,0) a 37°C durante 15-25 minutos,
se lavaron en 2 X SSC a temperatura ambiente durante
5 minutos y se deshidrataron en una serie de concen-
traciones crecientes de etanol (70%, 85% y 100%). El
conjunto de sondas EGFR / CEP 7 se aplico al area
seleccionada basandose en la presencia de focos tu-
morales en cada portaobjetos, el area de hibridacion
se cubri6 con un cubreobjetos de vidrio y se sell6 con
esmalte de ufias. Los portaobjetos se incubaron a 80
° C durante 8-10 minutos para la co-desnaturalizacién
del ADN cromosomico y de la sonda. Luego se hi-
bridaron a 37 °© C durante 20-24 horas. Se realizaron
lavados posteriores a la hibridacion en urea 1,5 M y
SSC 0,1 x (pH 7,0 - 7,5) a 45 ° C durante 30 minutos,
y en 2 x SSC durante 2 minutos a temperatura am-
biente. Después de que las muestras se deshidrataran
en etanol como se indico anteriormente, se aplico 4
‘, 6’-diamidino-2-fenilindol (DAPI) en solucion sa-
lina tamponada con fosfato y glicerol (Vysis) para la
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contratincién de la cromatina. Los analisis de FISH
se realizaron de forma independiente por dos autores
que estaban cegados a las caracteristicas clinicas de los
pacientes y a todas las demas variables moleculares.
Para los analisis de FISH, se anotaron 60 nucleos para
sefales de ambas sondas de ADN usando un micros-
copio Olympus BX51TRF (Olympus, Tokio, Japdn)
equipado con un filtro de triple paso (DAPI / Verde
/ Naranja; Vysis) con un aumento final de 1000x. La
polisomia y monosomia del cromosoma 7 se definie-
ron como la presencia de > tres seflales y una sefial, res-
pectivamente, en mas del 20% de las células tumorales.
El estado del gen EGFR se clasifico en seis categorias
segun la frecuencia de células tumorales con niumeros
de copia especificos del gen EGFR y el centromero del
cromosoma 7: disomia (< 2 copias en > 90% de las
células), trisomia baja (< 2 copias en > 40% de las cé-
lulas, 3 copias en 10 - 40% de las células y > 4 copias
en <10% de las células), trisomia alta (< 2 copias en >
40% de las células, 3 copias en > 40% de las células, y

> 4 copias en <10% de las células), polisomia baja (> 4
copias en 10 - 40% de las células), polisomia alta (> 4
copias en > 40% de las células) y amplificacion génica
(a: presencia de grupos de genes EGFR estrechos (>4
puntos) en >10% de células tumorales b: una relacién
del gen EGFR al cromosoma 7 de > 2, ¢: > 15 copias
de EGFR por célula en > 10% de células) (Figura su-
plementaria 1). En funcion del estado del gen EGFR,
los pacientes se clasificaron en dos grupos: 1) EGFR
negativa o baja (disomia, trisomia baja, trisomia alta y
polisomia baja) y 2) EGFR positiva o alta (polisomia
alta y amplificacion génica). Para cada preparacion de
FISH, se usaron células conocidas positivas y negati-
vas como controles.

Analisis de mutacion EGFR

La prueba de tejido Cobas® EGFR (qPCR) se utilizo
para la deteccion de mutaciones. Dicha prueba esta di-
sefiada para detectar sustituciones las G719A / C / S

Figura Suplementaria 1. Cambio en el numero de copias del gen del receptor
del factor de crecimiento epidérmico (amplificacion)
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en el exon 18; 29 deleciones en el exén 19, 5 insercio-
nes en el exon 20, entre ellas, S7681 y T790M vy la susti-
tucion L858R en el exdn 21. Ademas de las mutaciones
detectadas en la prueba de tejido, se realizé analisis de
sangre buscando la sustitucién L861Q en el exén 21.
Para las muestras FFPE, se usaron 50 ng de ADN geno-
mico para cada reaccién de PCR y para las muestras de
plasma, Se usaron 25 uL del eluato de ADN para cada
reaccion de PCR. El software del sistema Cobas® 4800
SR2 v2.0 y el software de paquete de analisis EGFR
v1.0 se usaron para el analisis de resultados.

Variable n=72
Analisis estadistico Sexo
Mujer 53 (73,6)
Para fines descriptivos, las variables continuas se resu- HombTE lz0%)
. . o . . Edad
n.neron co’mo medias ar%tmetlcas, m,ec.hanas y desvia Mediana 62 afios (1, 20-67)
ciones estandar. Las variables categéricas se informa- >60 a 39 (54,2)
ron como proporciones con intervalos de confianza del <60 a 32 (44,4)
95% (IC del 95%). Las comparaciones se realizaron uti- | ECOG
lizando la prueba t de Student. 2 o la prueba exacta de (1) ;; (1212)
Fisher, se usaron para evaluar la significancia entre las 2 23 E31’9;
variables categoricas. Las variables de tiempo evento, 3 2(2,8)
obtenidas del método de Kaplan-Meier, se determina- | Estadio al diagnéstico
ron mediante pruebas de log-rank. Para probar la aso- I 5(7,0)
ciacion entre la expresion de ARNm (variables conti- v 67 (93.1)
nuas) v las caracteristicas clinicopatoldgicas (variables | EXPosicion a tabaco
.. - Fumador 27 (37,5)
dicotémicas), se utilizaron las pruebas U de Kruskal- ST el 44 (61,1)
Wallis y Mann-Whitney. La significancia estadistica se ND 1(1,4
determiné como p<0,05 usando una prueba a dos colas. Metastasis pulmonares
Todos los anélisis estadisticos se realizaron con SPSS Si 35(48,6)
., . No 33 (45,8)
version 19.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL, EE. UU.). ND 4 (56)
Metastasis dseas
Si 31 (43,1)
Resultados No 40 (55,6)
ND 1(1,4)
Caracteristicas de los pacientes Metastasis cerebrales
Si 27 (37,5)
No 41 (56,9)
Se seleccionaron un total de 72 pacientes adultos con ND 4 (5,6)
adenocarcinoma de pulmon mutado EGFR, tratados | Metastasis hepaticas
con TKI en dos instituciones de Colombia. La Tabla Yes 27 (37,5)
. . . No 42 (58,3)
1 resume las caracteristicas demograficas y clinicas de ND 3(42)

la poblacién estudiada. La edad mediana en la mues-
tra fue de 62 afos (rango 20-87 anos), 53 pacientes
(73%) fueron mujeres, 46 (65%) tuvieron un puntaje
de ECOG de 0-1, el sitio mas comun de afectacion
metastasica fue el higado en 27 (37,5%) pacientes y el
sintoma mas frecuente fue tos cronica en 44 (61%) de
los individuos muestreados. La minoria de la muestra
(37,5%) tuvo un antecedente de tabaquismo positivo.

Tabla 1. Caracteristicas de la cohorte
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Caracteristicas moleculares

De los 72 pacientes, el 89% albergaban la mutacion
Del19 (66,7%) o L858R (27,8%). También se identifi-
caron un total de 22 (30,6%) pacientes con mutacion
concomitante de EGFR y amplificaciéon con FISH.
La amplificacién se observo con mayor frecuencia en
las muestras tumorales con Dell9 en el 39,6% de los
pacientes, en comparacion con el 15% en el grupo de
L858R (p = 0,05). También se asocié con una puntua-
cion ECOG de 0-1 (p = 0,001) pero no se asocid con

el tabaquismo (p = 0,85), con la edad superior a 60

Pérdida de peso (210%)
Si 35 (48,6) afios (p = 0,43) sexo (p = 0,2) o el patron histologico
No 33(45,8) (p = 0,71). Los perfiles moleculares se presentan en la
ND 4(56)
Tabla 1.
Patron histoldgico
Micropapilar 13 (18,1) L. .
Papilar 12 (16,7) Caracteristicas del tratamiento, respuesta y
Lepidico 8 (11,1) analisis de supervivencia
Acinar 7(9,7)
Solido 4 (5,6) . . .
ND 28 (38,9) La supervivencia libre de progresion (SLP) para la co-
Tipo de mutacién horte fue de 16,7 meses (IC95 11,1-22,3) (Figura 1).
Comun 64 (88,9)
Infrecuente 8(11.1) 42 pacientes (58,3%) recibieron quimioterapia como
Tipo de mutacion de EGFR tratamiento de primera linea antes de la introduccion
Del19 48 (66,7) . . . )
L858R 20 (27.8) de Erlotinib a la terapia .estandar. Se observé una res
Ofra 4(5,6) puesta completa o parcial en 23 (54,8%) de los pa-
T790M Basal cientes y se correlaciond con una mejor SLP, de 8,9
Si 8 (11,1) meses, en comparacion con 5,13 meses en los que no
No 64 (88,9) respondieron (p = 0,003). Se observo respuesta al tra-
Amplificacion de EGFR tamiento con quimioterapia en el 36% de los pacientes
Si 22 (30,6) ) ) . .
No 50 (69.4) con delecion del exon 19 en comparacion con el 33,3%
EGFR mutado asociado a con mutacién en el exon '21. p= ()',057). En te'rmlnos
amplificacién 19 (84,6) de SLP después de la quimioterapia, la mutacion del
Del19/Amp (+) 3(13,6) EGFR también se asocié con mejores resultados, al-
'E)i?f;’/:‘nrq“pp(g) ?? Egig; canzando,8,32 meses para el Exon 19, 5,8? meses
L858R/AMp () 4(8,0) para el exén 21y 3,97 meses para otras mutaciones (p
Mutaciones infrecuentes / <0,001). La amplificacién de EGFR se asocid con una
Amp (-) mejor respuesta a la quimioterapia (p = 0,01), pero no
Tasa de respuesta a TKis con una mejor SLP después de esta (p = 0,18).
EGFR Amp (+) 21 (44,7)
EGFR Amp (-) 26 (55,3)

En términos de respuesta a Erlotinib, se observd una
respuesta completa o parcial en 47 (65,3%) pacientes.
La SLP en meses de respondedores a los TKIs fue de
27,5 en comparacion con 7,43 en pacientes que no
respondieron (p = 0,001). Cuando se estratificé por
mutacioén, el 81,3% de los pacientes con mutaciones
del exdén 19 lograron respuesta terapéutica, mientras
un 40% de los mutantes del ex6n 21 y el 0% de los
pacientes con otras mutaciones (p = 0,001). Cuando se
estratificé por mutacién, la SLP arrojo una diferencia
significativa entre el tipo de mutacién (p <0,001) 27,5
meses para el Exén 19, 10,8 meses para el Exén 21y
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Figura 1. SLP general para la cohorte de pacientes estudiados

3,4 para otras mutaciones (Figura 2A). La amplifica-
cion de EGFR también revel6 una diferencia en la me-
diana de SLP de 28,5 meses para las muestras amplifi-
cadas y 11 en las no amplificadas (p = 0,002) (Figura
2B). Al combinar la amplificacién de EGFR vy el tipo
de mutacion, el EGFR amplificado en el Ex6n 19 al-
canzdé una SLP similar en comparacion con el EGFR
amplificado en el Exén 21 (p = 0,166) (Figura 2C).

La mediana de supervivencia global (SG) fue de 32,9
meses (Figura 3).

Se observo una SG mas larga en pacientes con mu-
taciones del Exon 19 (37,83 meses) en comparacion
con el Exon 21 (18,13 meses) y otras mutaciones (6,35
meses) (p = 0,001) (Figura 4A). De manera similar,
la amplificacion de EGFR también se asoci6é con una
mejor OS (p = 0,009) (Figura 4B). La amplificacion
combinada de EGFR y la mutacién del ex6on 19 ofre-
cieron una SG de 37,8 meses en comparaciéon con 27,5
meses en el exén 21 amplificado de EGFR mutado (p
<0,001) (figura 4C).

Discusion

Las mutaciones de los genes de la via de sefializacion
del receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR) son mutaciones somaticas asociadas con pro-
néstico adverso en los canceres de pulmon de células
no pequefias (NSLC). Comunmente se pensaba que la
activacién de mutaciones somaticas en un alelo de un
oncogen, es decir, una mutacion heterocigética (“un
golpe”) era suficiente para la tumorigénesis (19,20).
Sin embargo, otros mecanismos principales de la acti-
vacion de oncogenes, “Copy Number Gains” (CNG)
por su nombre y siglas en inglés, debido a la amplifi-
cacion focal o polisomia cromosdémica, se han relacio-
nado con una mayor transcripcioén de alelos mutantes
y por ende mayor actividad del gen de EGFR (21). La
ganancia en el nimero de copias de este gen, esta aso-
ciada con la activacion de mutaciones solo en el locus
oncogénico mutado, pero no en otros loci oncdgenos
(1). Este fenomeno ha sido descrito como desequili-
brio especifico del alelo mutante (MASI) causado por
el aumento del niimero de copias o disomia uniparen-
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Figura 2. SLP segun mutaciones y estado de amplificacion de EGFR*

*2A) SLP segun mutaciones de EGFR. La mutacion EGFR en el Ex6n 19 (Delecion 19) tuvo una SLP
de 27,5 meses (IC 95% 21,7-33,3), para el Ex6n 21 (L858R) la SSA fue de 10,8 meses (IC 95%
8,5-13,2) y para otras mutaciones 3,4 meses (IC 95% 2,1-4,6)

*2B) SLP segun el estado de amplificacion EGFR. Los pacientes con amplificaciéon de EGFR (EGFR
Amp (+)) mostraron una SLP de 28,5 meses (IC del 95%: 22,0-38,5), en contraste, pacientes sin
amplificacion de EGFR (Amp del EGFR (-) tuvieron una SSP de 11 meses (IC del 95%). 19,5).

*2C) SLP segun la mutacion de EGFR y el estado de amplificacion. La SLP en pacientes con mutacion
y amplificacion de EGFR (EGFR Mut / Amp (+)) con mutacion del Exén 19 (Del19) fue de 28,5
meses (IC del 95% 26,9-30,0) y con la sustitucion del Exén 21 (L858R) fue de 22,3 meses (95% Cl
4,5-40,0). Los pacientes con mutacion de EGFR y ausencia de amplificaciéon (EGFR Mut / Amp (-))
mostraron una SLP de 21,7 meses (IC del 95%: 11,7-31,7) en los que tenian la mutacién del exon
19 (Del19) y 8,7 meses (IC del 95%: 6,4- 15,8) en aquellos con sustitucion Exén 21 (L858R).
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Figura 3. Mediana de SG para la cohorte de pacientes estudiados
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Figura 4. SG segun la mutacion y el estado de amplificacion de EGFR*
SG segun la mutacion EGFR. La mutacion EGFR en el Exon 19 (Delecion 19) tuvo una SG de 37,8
meses (IC 95% 31,2-44,4), para el Exon 21 (L858R) la SG fue de 18,1 meses (IC 95% 17,2-19,9)
y para otras mutaciones fue de 6,4 meses (95% ClI 3,3-8,1).
SG segun el estado de amplificacion de EGFR. Los pacientes con amplificacion de EGFR (EGFR
Amp (+)) mostraron una SG de 37,8 meses (IC del 95%: 30,9-44,7); en cambio, los pacientes sin
amplificacion de EGFR (EGFR Amp (-)) tenian una SG de 27,1 meses (IC del 95%: 12,8 -41,3).
SG segun la mutacion EGFR y el estado de amplificacion La SG en pacientes con mutacion y
amplificacion de EGFR (EGFR Mut/Amp (+)) con mutacion del Exon 19 (Del19) fue de 37,8 meses
(IC 95% 31,0-44,6) y con la sustitucion del Exén 21 (L858R) fue de 27,5 meses (95% Cl 12,4-42,5).
Los pacientes con mutacion de EGFR y amplificacién ausente (EGFR Mut / Amp (-)) presentaron
una SG de 32,5 meses (IC del 95%: 18,6-34,7) en los que tenian la mutacion del exén 19 (Del19)
y 17,5 meses (IC del 95%: 14,6- 20,3) en aquellos con sustitucion Exén 21 (L858R).

*4A)

*4B)

*4C)

tal (DUP) debido a la pérdida completa del alelo natu-
ral (20,21). Estas desregulaciones del gen EGFR, mas
la expresién de la proteina EGFR, se estan estudiando
como biomarcadores correlacionados con la respuesta
al tratamiento con TKIs y la supervivencia en pacien-
tes con NSCLC avanzado (15,22-25).

En el estudio actual, se informa el analisis molecular
del gen del EGFR en 72 pacientes con ADC pulmonar
que recibieron Erlotinib como tratamiento de primera o
segunda linea. Todos los pacientes tenian una mutacion
EGFR y aproximadamente un tercio de los pacientes
tenian un numero de copias del gen EGFR aumentado.
Los tipos mas comunes de mutaciones detectadas fue-
ron la mutacion del exén 19 (66,7%) y la mutacidon de

sustitucion del exon 21 L858R (27,8%). Los pacientes
con estas mutaciones sensibilizantes que respondieron a
Erlotinib (ORR = 65,3%), se asociaron con una mayor
supervivencia global (SG) y supervivencia libre de pro-
gresion (SLP) (p = 0,001), en comparacién con los que
no respondieron. Al igual que lo publicado en estudios
previos, los pacientes con mutacioén Dell9 tuvieron me-
jores resultados clinicos que los pacientes con mutacion
por sustitucion de L858R (26).

Estos resultados también sugieren una asociacion es-
tadisticamente significativa para los pacientes con un
mayor numero de copias del gen EGFR (detectado por
FISH) en la terapia con TKIs. Estos casos mostraron
una respuesta mas alta (ORR = 95,5%), SLP (22,3 me-
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ses para amplificados y 12,4 meses en no amplificados,
p = 0,002) y SG (37,8 meses, IC 95% 30,9-44,7y 12,4
meses, IC 95% 5,3-19,5); p = 0,009) en comparacion
con pacientes con tumores negativos. Ademas, la am-
plificaciéon de EGFR se asocié con una mejor respues-
ta a la quimioterapia, sin embargo, no se identificaron
diferencias en la SLP en este subgrupo (p = 0,18).

Estos hallazgos son consistentes con estudios previos.
Cappuzzo y otros, publicaron un estudio retrospectivo
que muestra que los pacientes con NSCLC y tumores
EGFR positivos para FISH (amplificacion génica y
polisomia alta), tuvieron tasas significativamente mas
altas de respuesta a Gefitinib (54% y 25%), SLP (9,1 y
6,3 meses) y tasas de supervivencia a 1 afio (48,8% y
62,3%) mas altas, que los pacientes con tumores FISH
negativos, quienes sufrieron de enfermedad progresiva
en mas del 70%. El tiempo hasta la progresion fue de
3,5 meses 0 menos, y la mediana de supervivencia fue
de 7 meses o menos (22). Por otra parte, en una revi-
sion sistematica y de meta-analisis de Dahabreh et al.,
que incluyo 22 estudios con 1.821 pacientes (poblacion
caucasica y asiatica), se describié que el aumento del
numero de copias del gen EGFR se asocia significati-
vamente con una mejor SG (HR = 0,77; IC del 95%:
0,66-0,89; p = 0,001) y SLP (HR = 0,60; IC del 95%:
0,46-0,79; p <0,001) entre los pacientes tratados con
TKIs (23). Finalmente, un metanalisis y una revision
sistematica recientes, realizados por Zhang et al., de 17
estudios con un total de 2.047 pacientes, demostraron
que el aumento del numero de copias del gen EGFR
se asocia con una mayor tasa de respuesta y SLP en la
poblacion asiatica y caucasica (p<0,008), y una mejor
SG en pacientes caucasicos (p<0,018) (15). Los resul-
tados de este estudio indican que el alto numero de
copias del gen EGFR identificado por FISH, puede ser
un biomarcador eficaz para la sensibilidad a Erlotinib
en pacientes hispanos con NSCLC avanzado.

Aunque las mutaciones de EGFR se consideran el
primer paso en la tumorigénesis en el NSCLC, la pre-

sencia de células cancerosas que albergan tanto EGFR
como mutaciones de EGFR, sugiere que estas dos al-
teraciones genéticas coexistentes, cooperan en el desa-
rrollo del tumor (19,27). Ademas, la combinacién de
estos dos mecanismos activadores (mutaciéon y MASI)
puede conferir una mayor ventaja de crecimiento y su-
pervivencia a la célula maligna que la presencia de un
unico mecanismo (20). En consecuencia, los tumores
con ambos mecanismos activadores parecen ser mas
dependientes molecularmente de la via EGFR vy, debi-
do a eso, podrian ser mas sensibles a TKIs (19).

En este estudio se realizé un analisis de asociacion en-
tre el genotipo de la mutacion EGFR, la amplificacion
de EGFR vy los desenlaces del paciente, encontrando
una diferencia estadistica en la supervivencia (37,8
meses vs 27,5 meses) para la amplificacion EGFR y la
mutacion Dell9 o L858R, respectivamente (p <0,001).
Sin embargo, la diferencia en SLP no alcanzo signi-
ficaciéon estadistica (p = 0,116). Por lo tanto, en este
estudio, la amplificacién de EGFR para la mutacion
del ex6n 19 tuvo la mejor respuesta al tratamiento con
EGFR-TKI. Ademas, los pacientes con mutacion de
sustitucién L858R del exén 21 tuvieron una mayor
mejoria en la supervivencia cuando la amplificacion
estaba presente, tanto para la SLP (22,3 meses fren-
te a 8,7 meses) como para la SG (27,5 meses frente
a 17,5 meses). Estos resultados son concordantes con
el estudio retrospectivo realizado por Shan et al, que
incluy6é 86 pacientes con ADC pulmonar que alber-
gaban mutaciones activadoras de EGFR y recibieron
tratamiento con EGFR-TKI, encontraron en pacientes
con deleciones en el exon 19, la mediana de SLP fue
significativamente mayor en aquellos con amplifica-
cion de EGFR que aquellos sin (18,3 vs. 9,1 meses) (p
= 0,021). Aunque no significativo, los pacientes con la
mutacion y la amplificacion de L858R tuvieron una
mediana de la SLP mas larga, en comparacién con
aquellos sin amplificacion (16,0 vs. 9,8 meses) (p =
0,178) (19).
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Los hallazgos de este estudio son relevantes ya que si-
guieron a pacientes hispanos, mientras que la mayoria
de los datos publicados se han limitado a la poblacion
caucasica y asiatica. La etnicidad podria explicar la va-
riabilidad genética y la capacidad predictiva del niime-
ro de copias del gen EGFR en poblaciones que podrian
albergar diferentes mutaciones somaticas de EGFR y
amplificacion de EGFR. Las limitaciones son su natu-
raleza retrospectiva y un tamafio de muestra pequefio.
Ademas, no se incluy0 la histologia de células escamo-
sas u otros factores coexistentes, como la expresion de
la proteina EGFR vy el estado de la mutacion KRAS.
También se sabe que estos factores afectan la respuesta
de TKIs en NSCLC.

Conclusiones

Los estudios en diversas poblaciones permiten la ex-
pansion del conocimiento del paisaje genomico del
NSCLC. Los resultados de este estudio respaldan la
hipétesis, segun la cual, el nimero de copias del gen
EGFR detectado por FISH y las mutaciones sensibi-
lizantes de EGFR, son biomarcadores asociados con
una mejor supervivencia global, supervivencia libre de
progresion y respuesta al tratamiento con EGFR-TKI
en pacientes con NSCLC avanzado. En la busqueda
de herramientas predictivas y de prondstico, se podria
agregar el numero de copia del gen EGFR como una
nueva herramienta de diagnostico, que permitira el
logro de un método de identificacion preciso para pa-
cientes con NSCLC avanzado que se beneficiaran con
el tratamiento con TKIs.

Impacto Ambiental

Se dio manejo de residuos de analisis de histopato-
logia, marcadores y demas reactantes de la manera
estipulada por la normatividad vigente de manejo de
residuos, establecido por la autoridad sanitaria com-
petente. No se consideran otros impactos ambientales.

Conflicto de interés

Los autores declaran no tener ningtin conflicto de in-
terés.

Consideraciones Eticas

El estudio, al ser de caracter retrospectivo, en donde
no hubo modificaciones en variables fisiologicas, psi-
colodgicas o sociales, se considera un estudio Sin Ries-
go segun el decreto 8430. Se dio proteccién y anoni-
mizacion de datos personales en concordancia con la
Ley de habeas data. Este estudio fue aprobado por el
Comité de Etica e Investigacion de las instituciones
participantes.

Financiacion de la investigacion

El presente estudio ha sido respaldado por la Funda-
cion para la Investigacion Clinica y Aplicada del Can-
cer - FICMAC (Bogota, Colombia), Grant de investi-
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