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2. RESUMEN

El céncer de pulmoén es la principal causa de muerte por cancer en el mundo,
representando el 24% de muerte por cancer en hombres y el 23% en mujeres. Este
tipo de cancer suele ser diagnosticado en etapas avanzadas de la enfermedad, por lo
que es uno de los canceres con peor pronostico. Estudios del ADN tumoral son cada
vez mas utilizados como parte de las pruebas diagnosticas del cancer de pulmon,
siendo el andlisis de variantes en el gen EGFR el més utilizado, con el fin de evaluar

la posibilidad del uso de terapias dirigidas a alteraciones genéticas especificas.

El objetivo del estudio es evaluar la frecuencia y los tipos de mutaciones en el gen
EGFR detectados por biopsia liquida (BL) en pacientes con cancer de pulmon en el

INEN, Lima, Pert.

Este estudio es de tipo observacional transversal, cuya poblacion del estudio son los
pacientes con diagnoéstico de cancer de pulmon, atendidos en el INEN, Lima, Peru,
en el afio 2023, a quien se les haya solicitado el estudio de BL para deteccion de

variantes oncogénicas en el gen EGFR.

El estudio de analisis de variantes oncogénicas en el gen EGFR se realizara

mediante el cobas® EGFR Mutation Test v2 de Roche®.

Los datos obtenidos seran almacenados en una hoja de céalculo de Excel. Se
realizaran tablas de frecuencia, asi como la distribucion por edades y el estadio

clinico al diagnostico.

Palabras clave: medicina de precision, biopsia liquida, cancer de pulmén, EGFR.



3. INTRODUCCION

El céncer de pulmon es la neoplasia maligna que ocasiona mayor cantidad de
muertes en el mundo, representando el 24% de las muertes causadas por cancer en
hombres y el 23% en mujeres, es decir, aproximadamente un cuarto de las causas
de muerte por cancer son por cancer de pulmon (1). En Peru, el cancer de pulmoén
es la segunda causa de muerte por cancer, y la séptima en mortalidad (2). Este tipo
de cancer suele ser diagnosticado en etapas avanzadas de la enfermedad, por lo que
la sobrevida relativa aproximada a los 5 afios es del 19%, siendo uno de los canceres

con peor prondstico (1).

El gold standard para el diagnostico del cancer de pulmén es el estudio
histopatologico del tejido. La biopsia, dependiendo de la ubicacion del tumor,
puede obtenerse mediante fibrobroncoscopia Optica, aspiracidbn con aguja
transtoracica, analisis de liquido pleural, toracoscopia, cirugia, entre otros. Estos
métodos tienen altas tasas de morbilidad, son costosos y existe la posibilidad de

requerir una nueva muestra (3).

Estudios del ADN tumoral son cada vez més utilizados como parte de las pruebas
diagnésticas del cancer de pulmodn, siendo el andlisis de variantes en el gen EGFR
el mas utilizado desde el 2011 (3), ya que es uno de los genes con mayores tasas de
variacion oncogénica en el cancer de pulmoén, especialmente aplicado para el
manejo de cancer de pulmén de células no pequefias (CPCNP) en estadios
avanzados (4). En Perq, se ha reportado una incidencia de mutaciones en el gen

EGFR en CPCNP en un 40% (3). A diferencia de otras poblaciones en el mundo,



quienes presentan tasas de variaciéon oncogénica en el gen EGFR en céancer de

pulmoén entre 10-20% en europeos y norteamericanos, y 50% en asiaticos (4).

El gen EGFR codifica para una glicoproteina transmembrana, el Receptor del factor
de crecimiento epidérmico (MIM# 131550), el cual forma parte de una cascada de
senalizacion que involucra diversas funciones, entre las cuales se encuentra la
proliferacion celular, diferenciacion, motilidad y supervivencia. Este gen se

considera uno de los oncogenes primarios en el desarrollo del CPCNP.

Es basico identificar los biomarcadores en vias de sefializacion molecular que
dirigen la generacion de las células malignas en pacientes con CPCNP, debido a
que existen terapias dirigidas a alteraciones genéticas especificas. En el caso del
gen EGFR, algunas de las terapias dirigidas disponibles en el mundo, aprobadas por
la FDA (Food and Drug Administration de los Estados Unidos) son las de primera
generacion (Erlotinib, Gefitinib, Icotinib), segunda generacion (Neratinib, Afatinib,
Dacomitinib) y de tercera generacion (Rociletinib, AZD9291, HM61713, EGF816

y ASP8273) (5).

El protocolo de tratamiento en Peru para el CPCNP con EGFR mutado tiene como
primera linea el uso de Inhibidores de la tirosina kinasa (TKI) -anti EGFR. La
combinacion de quimioterapia con Gefitinib, o Erlotinib con antiangiogénico como
primera linea de tratamiento son opciones de manejo, segiin indica el documento

técnico Tratamiento Oncologico Médico del CPCNP (DT.DNCC.INENOOS) (6).

Por la necesidad de métodos menos invasivos y mas precisos, las pruebas
diagnosticas de mas fécil acceso son cada vez mas utilizadas, como es el caso de la

biopsia liquida (BL). Esta permite detectar, analizar y monitorizar el cancer en



liquidos corporales (en este caso, sangre periférica) en vez de una biopsia de tejido
tumoral (7). Este tipo de estudio se basa en la presencia de acidos nucleicos
tumorales circulantes en la sangre, los cuales se han desprendido del tumor primario
o lesién metastéasica a la sangre, debido a necrosis, apoptosis y secrecion a través
de vesiculas (7,8). Las fracciones de ADN libre celular (¢cfDNA) suelen medir 166
pb. En pacientes oncologicos la fraccion de cfDNA es aproximadamente 0.01-5%
en la circulacion sanguinea, por lo que se necesitan técnicas ultrasensibles para la
deteccion de los mismos, como la Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo

real (QPCR) (8).

La Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) permite copiar o amplificar una
secuencia de ADN o ADN complementario (¢cDNA) en millones de copias. Esta
técnica utiliza oligonucleodtidos, una ADN polimerasa estable en altas temperaturas
y un termociclador. En la PCR convencional, la secuencia amplificada es analizada
a través de un gel de electroforesis. En la qPCR el producto de la PCR se va
midiendo en cada uno de los ciclos de amplificaciéon. En el caso de la qPCR
utilizada para deteccion de una secuencia o mutacioén determinada en el ADN utiliza
primers complementarios y sondas de oligonucléotidos con tintes fluorescentes
especificos para cada una de las 42 mutaciones que identifica este test. Actualmente,
en algunos paises, ya se recomienda la BL como parte del estudio molecular del
CPCNP. Ya esta prueba ha sido aprobada por la FDA de los Estados Unidos a través
de la metodologia de PCR y NGS (10), sin embargo, NCCN indica que no sustituye
el diagnostico histoldgico, asi como también menciona que no se indica de rutina

en casos que no sean enfermedad avanzada o metastasica (11).



Tanto la BL como la de tejido son complementarias y altamente concordantes, sin
embargo, Raez et al. estudio la diferencia entre los estudios de BL inicialmente y
luego de tejido tumoral y viceversa, encontrando un mayor porcentaje de
alteraciones genéticas accionables cuando se realiza de BL a tejido tumoral. En su
estudio la BL encontr6 alteraciones genéticas accionables en un 76.5% de los
pacientes, y con el estudio del tejido tumoral se identificaron 23.5% de alteraciones
adicionales; mientras que cuando se empez6 por tejido tumoral se identificaron
54.9% de alteraciones, y al realizar la BL se identificaron 45.1% de mutaciones
adicionales (13). Es decir, que al utilizar ambos estudios se logra alcanzar un perfil

molecular mas completo del tumor, favoreciendo un tratamiento personalizado.

Las mutaciones mas frecuentemente descritas en el CPCNP se asocian con el grado
de respuesta al tratamiento oral con inhibidores de la tirosina kinasa EGFR (TKI).
Entre las més frecuentes se encuentran la delecion del exén 9 y p.L858R en el exon
21, asociadas a mayor sensibilidad a los TKI (11). Otras mutaciones menos
frecuentes, pero también asociadas a la respuesta a los TKI, representando
aproximadamente el 10% de las mutaciones detectadas, son p.L861Q en el exo6n 21;
p.G719X en el exon 18 y p.S768I en el exdn 20 (11). Por otro lado, la mutacién
T790M en el exon 20 del gen EGFR se asocia a resistencia al tratamiento con TKI,
siendo el mecanismo de resistencia mas frecuentemente identificado (12). Estas
mutaciones suelen presentarse de forma independiente en el tumor, sin embargo, en

un 1-3% de los casos puede haber alteraciones concurrentes (11).

Este proyecto analiza las mutaciones oncogénicas en el gen EGFR mediante BL en
la poblaciéon con CPCNP del Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas

(INEN), en Lima, Peru. Realizar este estudio aportara informacion valiosa sobre las
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caracteristicas genéticas de los tumores de cancer pulmonar, para posteriormente
optimizar y personalizar el tratamiento de los pacientes y responde a la siguiente
pregunta de investigacion: ;Cuadl es la frecuencia y distribucion de los diferentes
tipos de mutaciones en el gen EGFR en la poblacion con diagnostico de CPCNP

que accedieron al estudio de BL durante el afio 2023 en el INEN?.

4. OBJETIVOS

Objetivo General:

Evaluar la frecuencia y los tipos de mutaciones en el gen EGFR detectados por
BL en pacientes con cancer de pulmon en el INEN durante el ano 2023, Lima,

Perut.

Objetivos Especificos:

1. Determinar la frecuencia y el tipo de variantes oncogénicas en el gen EGFR
mediante BL.

2. Determinar la correlacion de las variantes oncogénicas detectadas en el gen
EGFR mediante BL con las caracteristicas histoldgicas del tumor.

3. Analizar la correlacion de las variantes oncogénicas detectadas en el gen

EGFR y el estadio clinico del paciente.

4. Evaluar la relacién de los datos epidemioldgicos (edad de diagndstico y
sexo) y factores de riesgo (consumo de cigarrillos, exposicion a otros
quimicos cancerigenos, cocina a lefa, entre otros) de los pacientes con la

presencia de mutaciones oncogénicas en el gen EGFR.
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5. MATERIALES Y METODOS

a) Disefo del estudio:

Este estudio es de tipo descriptivo observacional transversal.

b) Poblacion:

La poblacion del estudio son los pacientes con diagndstico de cancer de pulmon,
atendidos en el INEN, Lima, Perq, en el afio 2023, a quien se le haya solicitado el

estudio de BL para deteccion de variantes oncogénicas en el gen EGFR.

1)  Criterios de inclusion:
1) Todos los pacientes diagnosticados con CPCNP en el INEN,
Lima, Perq, en el afio 2023 con estudio de BL.
i1)  Criterios de exclusion:
1) Pacientes que no tengan historia clinica completa en el
INEN.

¢) Muestra:

La muestra consiste en todos los pacientes con diagnostico de cancer de pulmoén
que hayan sido atendidos en el INEN en el afio 2023 a los que se les haya solicitado
el estudio de BL. Por lo que este caso no amerita la realizaciéon de un célculo
muestral. La seleccion de la muestra se centra en los datos disponibles de todos los
pacientes con dicho diagnostico, atendidos durante el afio 2023 a los que se les
realizo el estudio de deteccion de mutaciones en el gen EGFR mediante BL. Por lo

tanto, en este caso, el muestreo es de tipo no probabilistico por conveniencia.

d) Definicion operacional de las variables:

12



Variable Tipo de | Escala de | Definicion Forma de
variable medicion | operacional registro
Variantes Cualitativa | Discreta Variantes Presencia 0
oncogénicas en oncogénicas ausencia de
el gen EGFR especificas en el | cualquiera de las
identificadas gen EGFR* | 42  mutaciones
mediante BL. identificadas especificas
mediante el | detectadas.
cobas® EGFR
Mutation Test v2
de Roche®.
Estadio clinico | Cualitativa | Discreta Se basa en la|IAl; IA2; IA3;
del cancer. evaluacion del |IB; IIA; IIB;
examen fisico, | IIIA ; IIIB ; IIIC ;

biopsia, estudios
de imagen, TNM
y resultado
patologico de la
cirugia en caso
haya sido
realizada. Es
determinado por

el médico

tratante

IVA y IVB
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(Departamentos
de medicina
oncologica vy

Cirugia de térax)

Diagnostico Cualitativa | Discreta Clasificacion del | Adenocarcinoma;
histopatologico tipo histoldgico | carcinoma de
de céancer de | células
pulmon escamosas,
realizado por el | carcinoma
médico patodlogo | adenoescamoso,
mediante la | otros.
revision por
microscopio
optico de tejido
tumoral.
Edad al | Cuantita- | Discreta Edad del | Edad en afios
diagndstico tiva paciente al | completos
momento  del
diagnostico  de
CPCNP
Sexo Cualitativa | Dicotomic | Género del | Masculino,
a paciente femenino
Factores de | Cualitativa | Dicotomic | Antecedente de | Si, no
riesgo a exposicion a

14




humo de leiia,
consumo de
cigarrillos,
productos
quimicos  con
potencial

carcinogénico.

*Ver variantes oncogénicas especificas en seccion de procedimientos y técnicas.

e) Procedimientos y técnicas:

El estudio de analisis de variantes oncogénicas en el gen EGFR se realiz6 mediante
el cobas® EGFR Mutation Test v2 de Roche®. Este examen utiliza la tecnologia
RT-PCR para detectar 42 variantes oncogénicas en los exones 18, 19, 20 y 21 del
gen EGFR en muestras de plasma obtenidas de sangre periférica en tubos con

EDTA de pacientes al momento del diagnostico, previo al inicio del tratamiento.

El EGFR Mutation Test v2 identifica las siguientes alteraciones genéticas en sangre

periférica:

Ex6n 18: G719X 2156G>C
2155G>A
2155G>T

Exé6n 19: Ex19Del 2240 2251del12

2239 2247del9

2238 2255del18
2235 2249dell5
2236_2250dell5
2239 2253dell5
2239 2256del18
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2237 2254del18
2240 2254dell5
2240 2257del18
2239 2248TTAAGAGAAG>C
2239 2251>C

2237 2255>T

2235 2255>AAT
2237 2252>T

2239 2258>CA
2239 2256>CAA
2237 2253>TTGCT
2238 2252>GCA
2238 2248>GC
2237 2251dell5
2236 2253del18
2235 2248>AATTC
2235 2252>AAT
2235 2251>AATTC
2253 2276del24
2237 2257>TCT
2238 2252dell5
2233 2247dell5

Exo6n20: S7681 2303G>T
T790M 2369C>T
Ex20Ins 2307_2308ins9GCCAGCGTG
2319 2320insCAC
2310 _2311insGGT
2311 2312ins9GCGTGGACA
2309 2310AC>CCAGCGTGGAT
Exo6n21: L858R 2573T>G

2573 2574TG>GT

L361Q

2582T>A

16




Posterior a la obtencion de los datos genéticos de las muestras tumorales de los
pacientes, se procedera a la obtencion de datos de los pacientes mediante la revision
de la historia clinica. Los datos que se recolectaran son el estadio clinico, la edad al
diagnostico, consumo de cigarrillos u otros factores de riesgo por exposicion
(quimicos industriales, cocina a lefia, humo de segunda mano, asbesto, entre otros)
y tipo histolégico.

f) Aspectos éticos:
Se asegurara de mantener la informacion obtenida de las historias clinicas de forma
confidencial. Se mantendra la base de datos de forma anonimizada.
Los datos que seran utilizados son datos secundarios, es decir, que ya han sido
recabados previamente para el manejo y tratamiento del paciente y se encuentran
plasmados en la historia clinica del paciente. Por este motivo, no hay interaccion
directa con el paciente o con la muestra de tejido del paciente.
Finalmente, se solicitara la evaluacion por el comité de Etica de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia y del Instituto Nacional de Enfermedades Neoplésicas.

g) Plan de andlisis:

Una vez obtenidos los resultados del andlisis genético, los datos seran almacenados
en una hoja de calculo de Excel. Se realizaran tablas de frecuencia para mencionar
el numero y tipo de variantes oncogénicas encontradas y el porcentaje de las

mismas, asi como la distribucion por edades y el estadio clinico al diagnostico.

Toda la informacién estadistica obtenida sera ordenada en tablas y en graficos de

barras, para una visualizacién mas comoda y un mejor analisis.
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Los datos seran analizados mediante la descripcion y el andlisis de las frecuencias.

Las frecuencias seran presentadas en tablas y graficos para visualizar la distribucion

de las variables en la poblacion en estudio. De esta forma se tendrd una primera

vision general de los datos y se podra identificar si existe algun patrén o tendencia.

En el caso de esta investigacion descriptiva, el andlisis de las frecuencias es

suficiente para alcanzar los objetivos de este proyecto.
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7. PRESUPUESTO Y CRONOGRAMA

1. Presupuesto :

Categoria | item Descripcién Costo
estimado S/.
Utiles de | Papel bond A4 2 paquetes 30
escritorio Tinta de impresion | 2 cartuchos tinta | 120
negra
2 cartuchos tinta | 120
de colores
Lapiceros 2 paquetes 20
Servicios Internet Costo mensual | 960
estimado: 80
soles
Telefonia Costo mensual | 480
estimado: 40
soles
Software Licencias/programas | - 2000
Publicaciéon | Revista cientifica - 3000
TOTAL - - 6730
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En total, hay cuatro investigadores, los cuales se encargaran de la recoleccion de

los datos mediante la revision de las historias clinicas, la elaboracion de tablas de

frecuencias, el andlisis de los resultados y finalmente la discusion y redaccion del

documento para su posterior publicacion en una revista cientifica. Los gastos seran

cubiertos por los investigadores, es decir, serd un proyecto autofinanciado.

2. Cronograma:

Mes Actividades
Envio de proyecto a comité de ética y aprobacion
Agosto
Seleccion del equipo de investigacion
2024
Compra de insumos
Septiembre | Recoleccion de datos de pacientes a ser incluidos en estudio
a
noviembre
2024 Recoleccion de informacion clinica/resultados de las historias clinicas
Diciembre | Andlisis de datos e interpretacion de resultados
2024 a
febrero
2025 Analisis estadistico
Marzo
2025 Redaccion de discusion y resultados
Abril 2025 | Publicacion de resultados en comité revisor UPCH
Mayo a
julio 2025 | Publicacién de articulo en revista cientifica
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8. ANEXOS

Ficha de recoleccion de datos :

a) Numero de caso

b) Historia clinica

c) Diagnostico histopatologico

d) Estadio clinico del paciente

e) Datos epidemiolédgicos: edad, sexo.

f) Factores de riesgo (consumo de cigarrillos, exposicion a otros quimicos
cancerigenos, cocina a lefia, entre otros)

g) Resultado EGFR en tejido

h) Resultado EGFR en biopsia liquida
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