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RESUMEN ABSTRACT

Introduccién: El cancer de pulmoén tiene altas tasas de
incidencia y mortalidad, tanto en el pais como en el mundo.
El conocimiento de las alteraciones moleculares en esta
neoplasia ha permitido desarrollar tratamientos individuali-
zados, observandose resultados terapéuticos muy alenta-
dores. El objetivo de este estudio fue determinar la frecuen-
cia de mutaciones en los exones 19 y 21 en adenocarcino-
ma de pulmén en nuestra poblacién y realizar una revision
de la evidencia de eficacia de erlotinib en pacientes con
cancer de pulmon de células no pequefias. Métodos: Se
recibieron 133 muestras consecutivas de adenocarcinoma
de pulmodn entre enero y octubre de 2011. El estado muta-
cional en el exdn 19 de EGFR se realizé por el método de
PCR convencional, con la técnica de enriquecimiento del
alelo mutado. El estado mutacional en el exon 21 fue deter-
minado mediante el andlisis de la curva de desnaturaliza-
cion por PCR en tiempo real. Resultados: El estado muta-
cional del exén 19 fue determinado en 122 muestras (11
muestras fueron no evaluables para este analisis, debido a
falta de amplificacion) y del exén 21 en 104 muestras (29
no fueron evaluables). La frecuencia de mutaciones en
cualquiera de los exones fue del 39,3% (48 casos), en el
exon 19 fue del 32% (39 casos), en el exén 21 fue de 8,7%
(9 casos) y, simultaneamente, en ambos exones, en el
1,9% (2 casos). Conclusiones: Se detectaron una inciden-
cia de mutaciones similares a otras poblaciones latinoame-
ricanas. La evidencia clinica revisada de los estudios OPTI-
MAL y EURTAC muestra resultados alentadores.

Palabras clave: Cancer de Pulmon, Adenocarcinoma,
EGFR, Erlotinib.

Introduction: Lung cancer has a high incidence and
mortality rates in this country as other countries. The
knowledge of molecular disruptions in this neoplasm has
permitted to develop individual treatments, observing thera-
peutic results very encouraging. The aim of this study was
to establish the frequency of mutations of exons 19 and 21
in lung adenocarcinoma of our population and to make a
review of the evidence of erlotinib’s efficacy in patients with
non-small cell lung cancer. Methods: One hundred and
thirty three consecutive samples of lung adenocarcino-
ma were received between January and October of 2011.
The mutate state in the exon 19 of EGFR was made by the
PCR conventional method with the enrichment technique of
the mutated allele. The mutational state in exon 21 was set
through the analysis of the melting curve by PCR in real
time. Results: The mutational status of exon 19 was set in
122 samples (11 samples were non-evaluated for this ana-
lysis, due to the lack of amplification) and exon 21 in 104
samples (29 were non-evaluated). The frequency of muta-
tions in any of the exons were 39.3% (48 cases), in the
exon 19 was 32% (39 cases), in the exon 21 was 8.7% (9
cases) and simultaneity in both exons were 1.9% (2 cases).
Conclusions: There was detected an incidence of mutation
similar to other Latin American populations. Clinic evidence
reviewed of studies Optimal and EURTAC show encoura-
ged results.
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INTRODUCCION

Cuando Stanley Cohen estudiaba el factor de
crecimiento neural, observdé que cuando se
inyectaba extracto crudo de glandula salival de raton
a ratones recién nacidos, se originaba como efecto
la apertura ocular mas temprana y el crecimiento de
sus ganglios simpaticos. Cohen aislé una proteina
de 53 aminoacidos que actualmente es conocida
como factor de crecimiento epidermal (EGF).!
Posteriormente, se identificé al receptor del EGF (el
EGFR), una proteina transmembrana con actividad
tirosina kinasa (TK) intrinseca.? El EGFR (o también
llamado HER1) pertenece a la familia HER (human
epidermal receptor) con otros tres receptores de
membrana con estructura similar: el ERBB4 (HER4)
que es un receptor auténomo, el ERBB3 (HERS3)
que no tiene actividad TK y el ERBB2 (HER2) que
carece de ligando.

Erlotinib es una mdlecula inhibidora de la actividad
tirosina kinasa (ITK), reversible, que ha mostrado
actividad en el tratamiento de segunda linea del
cancer de pulmoén de células no pequefias (CPCNP)
en estudios fase Il. Un estudio fase Ill del National
Cancer |Institute of Canada Clinical Trials Group
(NCIC-CTG) BR.21 randomiz6é 731 pacientes con
CPCNP avanzado que habian recibido uno o dos
cursos previos de tratamiento con quimioterapia
para recibir erlotinib o placebo en una proporcién de
2 a1® Latasa de respuesta fue de 8.9% versus
<1%, respectivamente (P< 0,001). La mediana de
sobrevida global fue de 6.7 versus 4.7 meses a
favor de erlotinib (RR 0,70, P <0,001). Adicional-
mente, se obtuvo beneficio en la mejoria de los
sintomas como tos, disnea y dolor. Un mayor
beneficio se observd en la subpoblacion de sexo
femenino, histologia de adenocarcinoma y en
pacientes no fumadores.®*®

En el afio 2004, se identificaron mutaciones en el
gen EGFR que predecian la sensibilidad al uso de
ITKs.®"® El interés de poder determinar las
mutaciones que dominan el comportamiento de la
enfermedad en genes codificantes de proteinas con
actividad kinasa y el uso de estas como blancos
terapéuticos, condujo al descubrimiento de TKls del
EGFR, mostrando altas tasas de respuestas,
periodos largos de sobrevida global y libre de pro-
gresion, menor toxicidad, mejor control de los
sintomas, calidad de vida y mejor conveniencia de
tratamiento en primera linea de los paciente
portadores de CPCNP con mutaciones activadoras
de EGFR.

Se ha descrito que las mutaciones somaticas en el
dominio TK del gen EGFR, corresponden principal-
mente, a deleciones del exén 19 o mutaciones
puntuales en el exén 21. Una proporciéon importante
de las mutaciones, alrededor del 90 %, ocurre
como deleciones en el marco de lectura en el
exén 19, lo que produce la eliminacion de 4

aminoacidos (Leu-Arg-Glu-Ala), o como una sustitu-
cion de un nucledtido simple en la posicion 2573
(TfiG) del exén 21, resultando como consecuencia
la sustitucion de arginina por leucina en la posicion
858 (L858R).

La incidencia de mutaciones del gen EGFR en tu-
mores de pulmoén varia de acuerdo al grupo pobla-
cional, se reporta en el 10 % de la poblacion de
América del Norte y mayores porcentajes en las
series de los paises asiaticos.®

Nuestros objetivos fueron determinar la incidencia
de mutaciones en los exones 19 y 21 del gen EGFR
en la poblacion peruana y, secundariamente, revisar
la actividad clinica de erlotinib en el tratamiento de
primera linea de CPCNP en pacientes portadores
de las mutaciones activadoras del gen del EGFR.

METODOS

Muestras

Se analizaron 133 biopsias consecutivas de adeno-
carcinoma pulmonar recibidas entre enero y octubre
de 2011. Estas muestras de tumor fueron fijadas en
formol e incluidas en parafina. Cada muestra fue
recibida con su respectiva lamina histolégica, la que
se uso para delimitar la zona del tejido con mayor
proporcion de células tumorales. Se extrajo una
porcion de tejido de la zona de interés con un saca-
bocado y se volvié a incluir en un nuevo bloque de
parafina. Posteriormente, se colocé en un vial entre
5 a 10 cortes de tejido de 10 ym de grosor para el
aislamiento del material genético.

Pre tratamiento y aislamiento del DNA

Se realiz6 un pre-tratamiento de las muestras previo
a la extraccion del DNA, que consistié en un lavado
con xilol (por 30 minutos) y lavados breves con eta-
nol (100%, 80% y 60%). El tejido fue concentrado
entre cada lavado mediante centrifugacion a 13 000
rpm por 2 minutos. Se incubd la muestra con un
buffer de lisis y proteinasa K (Kit High Pure PCR
Template, Roche Diagnostics) en bafio maria a 40°
C durante 12 horas. Posteriormente, se procedio a
aislar el DNA usando un sistema de purificacion de
DNA genomico en columnas de silica (High Pure
PCR Template, Roche Diagnostics) y se eluyo6 el
DNA en un volumen de 50 pL.

Cuantificacion del DNA

La concentracién de DNA fue determinada por fluo-
rometria con el instrumento QUDbit (Invitrogen),
empleando el Kit de cuantificacion de alta sensibili-
dad del mismo fabricante. La concentracion de
DNA de las muestras estuvo en el rango de 0.125 —
40 ng/uL. En los casos con altas concentraciones
de DNA, se realiz6 una dilucion previa a la
amplificaciéon por PCR.
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Ensayos de PCR para EGFR
Analisis de deleciones en exé6n 19:

Método de PCR convencional
enriquecimiento del alelo mutado

con

Este método estd conformado por dos rondas de
PCR interrumpidas por un paso de digestion de los
productos de la primera ronda con una enzima de
restriccion que elimina selectivamente los alelos no
mutantes o de tipo salvaje (wild type) mediante el
corte de la secuencia TTAA (coddn 747-primera
letra de codon 748), frecuentemente, ausente en
mutantes con delecion en codones 747-749."

La secuencia de los cebadores para la amplificacion
del exon 19 fueron las siguientes: EX19f. 5'-
ATCCCAGAAGGTGAGAAAGATAAAATTC-3' vy
EX19r: 5-CCTGAGGTTCAGAGCCATGGA-3'. Las
rondas de amplificacién fueron realizadas en un
termociclador GeneAmp 9700 (Applied Biosystems).
La primera ronda de amplificacion se realizé en un
volumen final de reaccion de 50 pL con el siguiente
programa térmico: desnaturalizacion inicial a 95°C
por 5 minutos, 17 ciclos de 95°C por 20 segundos,
60°C por 30 segundos y 72°C por 20 segundos;
seguido, finalmente, de un paso de elongacion a 72°
C por 7 minutos y un hold a 4°C. Se trabaj6é con 2-
50 ng de muestra de DNA, 150 pM/L de dNTPs, 2
pmol de cada cebador y 2 unidades de FastStart
Taq DNA Polimerasa (Roche Diagnostics). La diges-
tion de los productos de PCR con la enzima Msel
(Fermentas) fue realizada en un termo bloque a 37°
C durante 4 horas, incubando 10 yL de producto de
la primera ronda con 10 unidades de Msel, en un
volumen final de digestion de 31 pL.

En la segunda ronda de PCR, se trabajo con la mis-
ma concentracion de cebadores, dNTPs y enzima a
un volumen final de reaccion de 50 yL, y con 4 yL
de producto de la digestion con la enzima Msel. La
segunda ronda fue con el siguiente programa: des-
naturalizacion inicial a 95°C por 5 minutos, 40 ciclos
de 95°C por 20 segundos, 60°C por 30 segundos y
72°C por 20 segundos; seguido, finalmente, de un
paso de elongacion a 72°C por 7 minutos y un hold
a 4°C. Un control negativo (sin plantilla de DNA) y
controles positivos (para el alelo mutado y el tipo
salvaje) fueron incluidos desde la primera ronda de
PCR.

La separacién de los productos de la amplificacion
se realizé por electroforesis en geles de poliacrilami-
da al 8%, empleando un estandar de pesos molecu-
lares de 100- 1000 pb (Fermentas). La visualizacion
y deteccion de los amplicones se realizé mediante la
tincion del gel con bromuro de etidio, y posterior
observacion en el transiluminador UV. La asignacién
de genotipos de cada muestra se realizd por
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comparacion directa con las bandas de los controles
positivos (mutante y tipo salvaje) y el estandar de
peso molecular (figura 1).

Mutacion L858R del exon 21

Andlisis de la curva de desnaturalizacion por
PCR en tiempo real

Este ensayo nos permite diferenciar amplicones
portando la mutacion L858R de amplicones de tipo
salvaje, mediante un andlisis de curva de
disociacién. La curva de disociacion o curva de
desnaturalizaciéon se realizd finalizado el programa
de amplificacion en un instrumento LightCycler 2.0
(Roche Diagnostics), usando como formato de
deteccion sondas FRET. Una de las sondas fue
disefiada para hibridar perfectamente con el alelo
mutante dando una temperatura de desnaturaliza-
cién caracteristica (tm = 65°C +/-1°C), mientras que
en presencia del alelo de tipo salvaje, mostrara una
disociacién temprana al no existir un apareamiento
perfecto (tm = 52 °C +/-1°C)."

Se trabajé con un volumen final de reaccién de 20
uL que incluyd la adicion de sondas y cebadores
especificos para la amplificacion del exéon 21, el
reactivo LightCycler® FastStart DNA Master Hyb-
Probe (Roche Diagnostics) y 2-5 ng de DNA por
reaccion. La secuencia de los cebadores y sondas
para la amplificacion del exén 21 fueron las siguien-
tes: EX21f: 5-GCTCAGAGCCTGGCATGAA-3,
EX21r: 5-CATCCTCCCCTGCATGTGT-3’, sonda
EX21LC:5-GCCTCCTTCTGCATGGTATTCTTTCT
CTTCCGCACCCA-LC640 y sonda EX21 FAM: 5'-
6FAM-CAGTTTGGCCCGCCC-PH. Las condiciones
de la reaccion de amplificacién fueron: un paso de
desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 minutos, se-
guido de 55 ciclos de 95°C por 10 segundos, 57°C
por 10 segundos, y 72°C por 14 segundos. Esto fue
seguido por un ciclo de curva de desnaturalizacion,
la cual inicia con un incremento en la temperatura a
95°C para desnaturalizar los amplicones, seguido
por una pausa de 30 segundos a 45°C y un suave
incremento de la temperatura a una tasa de cambio
de 0.1°C por segundo hasta 80°C, seguido de un
ciclo final de enfriamiento a 40°C por 30 segundos.
Se realizé un analisis de temperatura de desnatura-
lizacion en el canal de deteccion de 640. La tempe-
ratura de desnaturalizacion para el alelo normal es
de 52°C +/- 1°C, mientras que para el alelo mutante
la temperatura de desnaturalizacién es de 65°C +/-
1°C (figura 2 y 3).

RESULTADOS

Entre Enero y Octubre del 2011 se recibieron un
total de 133 muestras, de las cuales 122 muestras
fueron evaluables para el estudio del exén 19 y 104
para el exon 21; es decir, un 10% de muestras no
fueron evaluables para el estudio de deleciones en
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Carril 2:
Carril 3:
Carril 4:
Carril 5:
Carril 6:
Carril 7:

Control Negativo

Muestra positiva para delecién de codones 747-749
Muestra negativa para delecién de codones 747-749
Muestra de tipo salvaje sin completar digestion
Ladder de peso molecular (100-1000 pb)

Control positivo de tipo salvaje

Control positivo mutante (delecién 747-749)

Figura 1. Gel de Poliacrilamida al 8% con muestras positiva para la delecién en los codones 747-749 del

Exén 19 del gen EGFR.

los codones 747-749 del ex6n 19 y un 22% de
muestras no fueron evaluables para detectar la mu-
tacién L858R del exon 21.

La ocurrencia de cualquiera de las dos mutaciones,
es decir deleciones en los codones 747-749 del
exo6n 19 o la mutacion L858R del exdén 21 estuvo
presente en 48 casos (39,3%). Las deleciones en

en 39 casos (32%), la mutacion L858R (exon 21) se
presentd en 9 casos (8,7%) y la ocurrencia simulta-
nea de ambas mutaciones se presentd en 2 casos
(1,9%).

En la tabla 1 se presentan los resultados de la inci-
dencia de mutaciones en ex6n 19 y 21 de los 122
pacientes estudiados.

los codones 747-749 (ex6n 19) estuvieron presentes
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----------- Control positivo mutante (dos picos de desnaturalizacién = 52°C +/- 1°C y 65°C +/- 1°C).
Control positivo tipo salvaje (pico de desnaturalizaciéon = 52°C +/- 1°C).

Muestra tipo salvaje (pico de desnaturalizacion = 52°C +/- 1°C).

Control Negativo (sin pico de desnaturalizacion).

Figura 1. Curvas de desnaturalizacion de una muestra tipo salvaje para la mutacion L858R del exé6n 21 en el
LightCycler 2.0.
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——————————— Control positivo mutante (dos picos de desnaturalizacion = 52°C +/- 1°C y 65°C +/- 1°C).
Control positivo tipo salvaje (pico de desnaturalizaciéon = 52°C +/- 1°C).

——————————— Muestra mutante (dos picos de desnaturalizacion = 52°C +/- 1°C y 65°C +/- 1°C).
Control Negativo (sin pico de desnaturalizacion)

Figura 3. Curvas de desnaturalizacién de muestra con la mutacion L858R del exén 21 en el LightCycler 2.0.

DISCUSION

En el Peru, el cancer de pulmoén tiene una tasa de
incidencia en varones de 7,7 casos nuevos por cada
100 000 varones cada afio, y en mujeres presenta
una incidencia de 6.5 por cada 100 000 mujeres. La
mortalidad es alta y se estima una tasa de 7,6 y 6,3
muertes cada afio por cada 100 000 varones y
mujeres, respectivamente.'?

Existen diversos estudios que han mostrado la
implicancia terapéutica del estado mutacional de
EGFR en el cancer de pulmén de células no peque-
fas y se ha mostrado que la presencia de ciertas
mutaciones incrementan la sensibilidad de las
células tumorales a la terapia blanco-dirigida.6'7'8
Una deteccion de dichas mutaciones antes del
tratamiento, podria facilitar una terapia mas
personalizada, especifica y eficaz.”

Dentro de las mutaciones en el dominio TK de
EGFR, las mutaciones en el exon 18 se presentan
en alrededor del 5% de los casos, en el exén 19 en
aproximadamente el 45% de los casos, en el exén
20, en 5% de los casos y en el exén 21, en cerca
del 45% de los casos.™

Aunque previamente, se describié en nuestro pais
una frecuencia mayor de mutaciones de EGFR
(66,7%) como parte de un estudio a nivel
Latinoamericano”, nosotros reportamos una menor
frecuencia de mutaciones. Recientemente, en la XIV
Conferencia Mundial de Cancer de Pulmon, se re-
portaron las frecuencias de mutaciones activadoras
de EGFR en algunos paises de Latinoamérica, ob-
servandose una incidencia del 22.2% para Chile'®,
del 13% y 25% para Colombia'""®, y del 25.3% para
Brasil.' El estudio antes mencionado que evalud
muestras de varios paises de Latinoamérica, en-
contré una frecuencia de mutaciones del 33.2%
(Argentina 23%, Colombia 23,6%, México 32%,
Pert 66.7%)."®
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A continuacién se describen los hallazgos en 2
estudios clinicos que evaluaron la eficacia de erloti-
nib en cancer de pulmon de células no pequefas:

Estudio OPTIMAL

Este es un estudio de primera linea de tratamiento,
de fase lll prospectivo, randomizado conducido en
23 centros en China, donde se entolaron pacientes
mayores de edad con diagnostico histologico
confirmado de CPCNP en estadios clinicos IlI-B y
IV, sin exposicion previa a tratamiento, y que
presentaban alteraciones moleculares del gen del
EGFR como deleciones del exén 19 o mutaciones
puntuales del exén 21, con enfermedad mensurable
de acuerdo a los criterios de RECIST, buen estado
de actividad ECOG (ECOG 0-2) y adecuada funcién
hematolégica y hepatica. Se excluyeron a los
pacientes portadores de enfermedad metastasica
cerebral no controlada.

Los pacientes fueron aleatorizados en una propor-
cion de 1:1 para recibir 150 mg diarios de erlotinib o
quimioterapia convencional con el esquema: carbo-
platino AUC 5 en el dia 1 de tratamiento, asociado a
gemcitabina 1000 mg/m2 los dias 1y 8, cada tres

Tabla 1. Frecuencias de Mutaciones en Exén 19 y Exén
21 en pacientes con adenocarcinoma de pulmon.

Mutaciones n %
Exon 19 6 21 48/122* 39,3%
Ex6n 19 39/122%* 32%
Ex6n 21 9/104* 8,7%
Ambos exones 2/104%* 1,9%

*Muestras genotipables
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Tabla 2. Incidencia de mutaciones activadoras de EGFR en la poblacion Latinoamericana.

Aren et al.'® Chile
Arrieta et al."® Latinoamérica
Cardona et al. 7 Colombia
Guerrero et al. '8 Colombia
Melo et al."” Brasil
Presente estudio Pera

Incidencia Ex6n19* Ex6n21*
118 22,2% 58,4% 41,6%
933 33,2% 49,5% 47,4%
228 25% 70% 30%
53 13% 85% 15%
150 25,3% — —
122 39,3% 81% 18,7%

*, Proporcién con respecto a los casos EGFR positivos.

semanas, por un minimo de 4 ciclos de tratamien-
tos. Los pacientes fueron estratificados de acuerdo
al tipo de mutacion, histoldgica y estado de fumador,
la evaluacion de eficacia se realizé cada 6 semanas.
El objetivo primario del estudio fue la sobrevida
libre de progresioén (SLP) y los objetivos secundarios
incluyeron sobrevida global (SG), tasa de respues-
tas objetivas, tiempo a la progresién de enfermedad,
duracion de la respuesta, evaluacion de calidad de
vida con la escala de FACT-L = Functional As-
sessment of Cancer Therapy-Lung y LCSS = Lung
Cancer Symptom Scale. Adicionalmente, se realizé
estudio de biomarcadores.

Los resultados mostraron una SLE de 13,1 meses
en los pacientes tratados con erlotinib comparado
contra 4.6 meses del grupo que recibié quimiotera-
pia (HR=0,16; 1C95% 0,10-0,26; P<0,0001). Mejor
tasa de respuesta, respuesta completa, erlotinib 2
(2%) contra 0 (0%) para Gem/Carbo, respuesta par-
cial de 66 (81%) para erlotinib contra 26 (36%) para
Gem/Carbo con una tasa de respuestas objetivas
del 83 % contra 36 % a favor de erlotinib (P<
0,0001). Adicionalmente, el control clinico de la en-
fermedad, la suma de respuesta objetiva global y
enfermedad estable favorecié al grupo de erlotinib
con 96 % contra el 82 % del grupo control (P=
0,002).

Los beneficios de mejora de la SLP fueron indepen-
dientes de varios subgrupos de pacientes, para los
pacientes portadores de adenocarcinoma erlotinib
(72 pacientes) fue 13,1 meses contra 4,6 meses
para Gem/Carbo (62 pacientes; HR=0,17;
1C95%:0,11-0,28). Para la histologia no adenocarci-
noma el HR fue de 0,22 (1C95%:0,06-0,73;
P=0,0079), la proporcidén de pacientes es pequena
(10 pacientes en cada brazo de tratamiento), pero la

mediana de SLP no ha sido alcanzada en el grupo
de tratamiento con erlotinib y la mediana de SLP en
Gem/Carbo fue de 3,2 meses. Para los pacientes
fumadores la mediana de SLP fue de 15,3 meses
para erlotinib (23 pacientes) contra 5,5 meses para
Gem/Carbo (22 pacientes), con un HR de 0.21
(1C95%:0,09-0,49; P<0,0001). Para el grupo de
pacientes no fumadores la SLP para erlotinib (59
pacientes), fue de 12,6 meses contra Gem/Carbo
(50 pacientes) con 4,3 meses (HR=0,14;
1C95%:0,08-0,25; P<0,0001). La mediana de SLP
para los pacientes portadores de alteraciones mo-
leculares que recibieron erlotinib fue de 15,3 meses
en aquellos que presentaban deleciones del exén
19 (43 pacientes), y para los portadores de la muta-
cion L850R del exén 20 (39 pacientes) fue de 12,5
meses.

El analisis de calidad de vida se realiz6 cada 6
semanas usando el cuestionario de FACT-L
(Functional Assessment of Cancer Therapy-Lung),
TOI (Trial Outcome Index) y LCSS (Lung cancer
symptom scale). Se consideré clinicamente
significativo si se obtenia una mejoria de 6 puntos
en la puntuacién de FACT-L y TOI o una mejoria de
mas de 2 puntos en la escala LCSS. El valor de P
para calidad de vida fue evaluado usando un
modelo de regresidon logistica, teniendo como
variables el estado de actividad, historia de fumador
y género. La proporcion de pacientes que
obtuvieron mejora de los resultados de calidad de
vida, de acuerdo a FACT-L, fue para erlotinib 73 %
comparado con 29,6 % para Gem/Carbo; escala
TOI, para erlotinib 71,6 % contra 24,1 % para Gem/
Carbo; escala LCSS, para erlotinib 75,7 % contra
31,5 % para Gem/Carbo; el valor de P<0.0001, fue
claramente significativo.?%?"?
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Tabla 1. Frecuencias de Mutaciones en Exon 19 y Exén 21 en pacientes con adenocarcinoma de pulmén.

OPTIMAL EURTAC
Erlotinib Gem/Carbo Erlotinib Quimioterapia
Caracteristicas basales
(n=82) (n=72) (n=77) (B[]
Mediana de edad (rango), afios 57 (31-74) 59 (36-78) 64 (24-82) 64 (29-82)
Edad <65 afios / 265 afios 77 % [ 23% 71% / 29% 49% / 51% 51% / 49%
Masculino / Femenino 42 % / 58% 40% / 60% 32% / 68% 21% / 79%
Adenocarcinoma / no adenocarcinoma 88 % /12% 86% / 14% 95% / 5% 91% / 9%
Fumadores / no fumadores 28% [/ 72% 31% / 69% 4% [ 70% / 26%* 13%/13% / 74%*
Delecidn exdn 19 / mutacidon L858R 52% / 48% 54% [ 46% 64% [ 36% 63% /37%
EPO/1/2 92%** / 8% 96%** / 4% 30%/57%/13% 34%/54% /12%
ECIIB/ IV, 13% / 87% 7% / 93% 9% / 91% 7 %/ 93%
Resultado Clinico
Sobrewda.hbre de progresion 131 16 9,4 62
(mediana en meses)
Hazard ratio 0,16 1 0,42 1
Cualquier EA, todos los grados 93% 96% 96% 99%
EA relacionados al tratamiento (todos los grados) 87% 94% 92% 95%
EAGrado3/4 17% 65% 45% 81%
Modificacion de dosis / !nterrupaon de tratamiento 6% 6% 27% 539%
debido a EA
Modificacion de d95|s/ |nterrupC|9n debido a un EA 0% 6% 23% 47%
relacionado a tratamiento
Descontinuacion de tratamiento por EA 12% 14% 12% 15%
Descontinuacién debldf) a EA relacionado al 0% 6% 5% 14%
tratamiento
Evento adverso serio 12% 14% 27% 26%
Evento adverso serio relacionado a tratamiento 2% 14% 7% 16%
Muerte relacionado al tratamiento 0% 0% 1% 3%

Abreviaturas: Gem, gemcitabina; Carbo, carboplatino; EP, estado de performance; EC, estadio clinico; EA, evento adverso. *, Ex fumado-
res; **, EP 0-1.

Estudio EURTAC

Es el segundo estudio en primera linea de trata-
miento, fase Il prospectivo, randomizado conducido
en 27 centros en Espafia, 9 centros en Francia y 6
centros en ltalia. Pacientes mayores de edad con
diagnostico histolégico confirmado de CPCNP en
estadios clinicos 1lI-B y IV, sin exposicion previa a
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tratamiento, que presentaban alteraciones molecula-
res del gen EGFR, como deleciones del exén 19 o
mutaciones puntuales del exdon 21 detectado por
secuenciacion en un laboratorio central, con enfer-
medad mensurable de acuerdo a los criterios de
RECIST, buen estado de actividad ECOG 0-2 y ade-
cuada funcion hematoldgica y hepatica, fueron in-
cluidos en este estudio.
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Los pacientes fueron aleatorizados en una propor-
cion de 1:1 ha recibir erlotinib 150 mg diarios o qui-
mioterapia convencional con una dupleta basada en
platino, se permitian como tratamientos convencio-
nales: Cisplatino 75mg/m2 dia 1 / docetaxel 75mg/
m2 dia 1; cisplatino 75mg/m2 d1 / gemcitabina
1250mg/m2 dia 1 y 8; carboplatino AUC6 dia 1/
docetaxel 75mg/m2 dia 1; carboplatin AUC5 dia 1 /
gemcitabine 1000mg/m2 dias 1 y 8 . Tratamientos a
repetirse cada 3 semanas por un minimo de 4
aplicaciones. Los pacientes fueron estratificados de
acuerdo al tipo de mutacion y el estado de actividad
(0-1vs 2).

El objetivo primario del estudio fue supervivencia
libre de progresiéon con wun analisis interino
planificado a la ocurrencia de 88 eventos. Los
objetivos secundarios fueron supervivencia global,
tasa de respuestas objetivas, localizacion de
la progresion, seguridad, analisis de mutaciones del
EGFR en suero y evaluacion de calidad de vida.

En este estudio, se extraia muestras de ADN en las
muestras de los pacientes tamizados, por medio de
diseccion de captura con laser, se realizaba
secuenciamiento de ADN para detectar alteraciones
moleculares; adicionalmente, para la busqueda de
deleciones del Ex6n 19 se realizaba la prueba
GenScan y para las mutaciones del Exén 21, la
pruebaTagMan. Los pacientes que presentaban
mutacion positiva por ambos métodos, secuencia-
cion y Kits comerciales eran incluidos en el estudio.

El estudio EURTAC fue presentado con los
resultados del analisis interino por el Dr. Rossell en
el congreso de ASCO-2011 y en el congreso de
IASLC-2011. Se tamizaron 1139 pacientes, de los
cuales fueron aleatorizados 154 pacientes. En
suma, 77 pacientes recibieron erlotinib y 77 quimio-
terapia. Permanecen en seguimiento 97 de los 154
pacientes, con una mediana de seguimiento de 14
meses para el grupo de erlotinib y 11 meses en el
grupo de quimioterapia.

Los resultados al analisis interino de la mediana
SLP, fue para erlotinib (77 pacientes) 9,4 meses
contra quimioterapia (76 pacientes) 5,2 meses
(HR=0,42; 1C95%:0,27-0,64; P<0,0001).

Con respecto a las tasas de respuestas, se observo
2 respuestas completas en el brazo de erlotinib y 48
respuestas parciales, observandose un total de res-
puestas objetivas del 58%;. En el grupo de quimiote-
rapia, no hubieron respuestas completas pero se
observaron 13 respuestas parciales, haciendo un
total de respuestas objetivas del 15 %.

Un analisis exploratorio preplanificado mostré que
aquellos pacientes que recibian erlotinib y desarro-
llaron rash cutaneo mayor de grado 2 (40 pacientes)
tienen una mediana de SLP de 11,2 meses compa-
rada con 8,4 meses del grupo que desarrolla rash

grado 0-1(46 pacientes) con un P=0,0178.

Los eventos adversos mas frecuentes para erlotinib
fueron: elevacion de ALT (80% en cualquier grado y
5 % en grados 3 y 4), rash (80 % cualquier grado y
grado 3 del 9 %), diarreas, (cualquier grado 57 %y
grado 3 el 4 %). La frecuencia de la enfermedad
pulmonar intersticial grado 3 fue del 1%.%

Mutaciones y resistencia

A pesar de la respuesta inicial a los tratamientos
con ITK, los tumores desarrollan resistencia y
progresion de enfermedad en un promedio de 12
meses. A la fecha dos, mecanismos de resistencia
han sido claramente definidos, 50 % por el
desarrollo de una mutaciéon secundaria del EGFR, la
mas comun involucra el cambio de una citosina por
timina en la posicién 2369 del exén 20 que sustituye
metionina por treonina en la posicion 790 (T790M),
la cual inhibe la actividad de los ITK. Un adicional
15-20% sufren activacion del Receptor MET, el cual
activa una sefnal intracelular independiente del
EGFR, senal basicamente via PI3K dependiente de
ERBB3 24,25,26

La mutacion T790M ocasionalmente es vista en
pacientes que no tienen exposicion previa a ITK,
esta se denomina T790M “de novo”, varia
dependiendo del método utilizado esta se encuentra
asociada a una pobre respuesta al tratamiento con
ITK. Los pacientes que desarrollan como segunda
mutacion T790M tienen una evolucién clinica
diferente. Oxnard et al. identifico en un estudio
prospectivo de rebiopsia a los pacientes que
desarrollan progresion de enfermedad, la mutacion
T790M se identificd en 58 de 93 (63 %) de los casos
de pacientes rebiopsiados a la progresion en
tratamiento con ITK, la T790M fue mas frecuente en
la muestra de pulmoén, pleura o ganglio que en otros
lugares (P = 0,014), y la mediana de supervivencia
post-progresion fue de 19 meses comparada con los
12 meses de los pacientes sin mutacién.?’

La mutacion T790M ha sido detectada en pacientes
sin exposicion a ITK y esta asociada a una sobrevi-
da corta de 7,7 contra 16,5 meses.?8 El reporte
del Grupo Espafiol de estudio de cancer de pulmon
detectd la presencia de la mutacion T790M en 45 de
129 pacientes evaluados (35%) y se correlaciona
significativamente con la presencia de metastasis
6seas (P=0,03) y el tipo de mutacion de EGFR
(P=0,05). En una actualizacion de estos datos en un
cohorte de 78 pacientes con mutaciones del EGFR,
se detectd la mutacion en el 38 % de los casos. La
mediana de SLP de los pacientes con mutacién
T790M fue de 12 meses (1C95%:7,6-16,4) y 18 me-
ses en los pacientes sin la presencia de la mutacién
(IC95%:14,1 — 21,9; P<0,05). Los pacientes que
recibieron tratamiento con erlotinib, las SLP fue de 8
meses (IC95%:3,5 — 12,5) en pacientes con Muta-
cion T790M y 18 meses (1C95%:13,2 — 22,7;P< 0,04)
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en pacientes sin la mutacion.?

Otro mecanismo de resistencia a los ITK es la
activacion de MET, un receptor de membrana que
se acopla con ERBB3, que condiciona una activa-
cion sostenida de la via PI3K/AKT, originando un
puente de la via EGFR bloqueada; en los estudios
iniciales se reportd la incidencia de mutaciones del
MET en un 22%, pero en estudios recientes la inci-
dencia fue de 3 a 5 %, probablemente, esto esté
relacionado a la dificultad que existe para poder
detectar la mutacién, tanto MET como EGFR se
encuentran localizados en el cromosoma 7. La es-
trategia para revertir este efecto se encuentra en
investigacion y se tienen resultados positivos con el
uso de ARQ 197, un ITK contra MET y MetMADb un
anticuerpo monoclonal contra MET.2*

Un mecanismo adicional de resistencia es la
transformacion de un cancer pulmonar de células
pequefias a un carcinoma neuroendocrino de
pulmac')on, que en la serie del Memorial es de un
3% .

Conclusiones

La frecuencia de mutaciones en el gen EGFR en
pacientes con Cancer de Pulmon en el Peru es simi-
lar a otros paises de la regién, con una mayor fre-
cuencia de las deleciones en el exén 19. Los estu-
dios clinicos revisados, OPTIMAL y EURTAC,
muestran que 150 mg diarios de erlotinib es una
terapia altamente efectiva en los pacientes portado-
res de cancer de pulmén de células no pequefas
con mutaciones activadores del gen EGFR, mos-
trando un aceptable perfil de seguridad.
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