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Introduccion: La asociacion entre mutaciones de EGFR y respuesta a terapia mediante TKls en cancer de pulmodn, ha
convertido su estudio en un requerimiento indispensable. La introduccion de anticuerpos monoclonales especificos para su
analisis mediante inmunohistoquimica (IHQ), técnica asequible y de bajo coste, podria facilitar su incorporacion en la
practica rutinaria. El objetivo de este estudio fue determinar la utilidad de la IHQ mediante la comparacion de resultados
con la secuenciacion y la PCR en tiempo real.

Materiales y métodos: Se analizaron 85 adenocarcinomas primarios de pulmén, clasificados mediante estudio microscopico
e inmunohistoquimico (CK7, CK20, TTF1, p63, CK5/6 y 34BE12), (Fig 1). La presencia de mutaciones de EGFR
E746_750del en el exdn 19 y L858R en el exdn 21 se estudié por IHQ y se establecié el estado mutacional del gen
mediante secuenciacion, reevaluando los casos negativos por PCR en tiempo real, o utilizando directamente esta ultima
técnica, especialmente si la muestra presentaba escasa representacion del tumor (Fig 2, 3 i 4).
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Fig 2.IHQ. (A) Anticuerpo Fig 3. Secuenciacion directa. (A) Delecion exén 19 EGFR, 45% de 19 deleciones exon 19: 3 inserciones exon
6B6 EGFR-del 746_A750 las mutaciones en adenocarcinoma. Sensibilidad: 20% DNA mutado 20: T790M exon 20: S7681 exén 20: L858R
exon 19. (B) Anticuerpo en fondo de DNA wild-type. (B) Mutacién puntual L858R exén 21 ex6n 21; L861Q exdn 21. Sensibilidad: 1%
42B2 EGFR-mut L858R EGFR, 41% de les mutaciones en adenocarcinoma. Sensibilidad: DNA mutado en fondo de DNA wild-type
exon 21. 10% DNA mutado en fondo de DNA wild-type.

Resultados: La IHQ para la delecion del exdn 19 resultd negativa en 75 de los 85 casos estudiados (88%), no concluyente
en 6 (7%) y positiva en 4 (5%). Los 75 negativos se confirmaron mediante ambas técnicas moleculares. Tres de los casos
positivos y uno de los no concluyentes fueron positivos por secuenciacion. El cuarto caso positivo por IHQ se confirmé por
PCR en tiempo real, resultando también positivos para esta técnica dos de los casos no concluyentes (Tabla 1).

La IHQ para la mutaciéon L858R del exdn 21 resulté negativa en 81 de los 85 casos estudiados (95%) y positiva en 4 (5%).
Los 81 negativos lo fueron también por secuenciacion, mientras que la PCR en tiempo real permitié detectar la mutacién en
uno de ellos. Uno de los casos positivos por IHQ se confirmd por secuenciacion y otros dos por PCR en tiempo real,
mientras que el cuarto resulté negativo con ambas técnicas (Tabla 2).

IHQ DNA Therascreen Total IHQ DNA Therascreen Total
delE746_A750 secuenciacion delE746_A750 L858R secuenciacion L858R
(exon 19) delE746_A750 (exon 21) L858R

mutados mutados No- mutados mutados No-

mutados mutados

Positvo 3 1 0 4 (5%) Positivo 1 2 1 4 (5%)
Negativo 0 0 75 75 (88%) Negativo 0 1 80 81 (95%)
No concluyente 1 2 3 6 (7%) No concluyente 0 0 0 0
Total 4 3 78 85 Total i 3 81 85
Tabla 1. IHQ delE746_A750 (exén 19) vs Secuenciacion directa + Tabla 2. IHQ L858R (ex6n 21) vs Secuenciacion directa + Therascreen
Therascreen

Conclusiones: La implementacion de la IHQ para la deteccion de las mutaciones mas prevalentes de EGFR en los
laboratorios de anatomia patoldgica puede resultar de utilidad como técnica complementaria al estudio molecular.

De acuerdo con nuestros resultados, el anticuerpo anti-E746_750del permitiria restringir el uso de técnicas moleculares a
aquellos casos no concluyentes para IHQ (7%).

Con el anticuerpo anti-L858R en 85 casos se obtienen, respecto a la PCR en tiempo real, un falso negativo y un falso
positivo.
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