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.  RESUMEN EJECUTIVO

1. La Jefatura del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular, en relacién a
la implementacion de la prueba molecular “Panel Next generation sequencing
(NGS) customizado para tumores sélidos en linea somatica (Cancer colorrectal,
pulmén, entre otros)”, ha solicitado la opinion técnica de la UFETS.

2. El cancer de pulmén y colorrectal estan en Ia lista de los 10 primeros cénceres
con mas incidencia y mortalidad en el mundo y en el Perd, independiente del sexo.
En el caso de céancer de pulmén, existen mutaciones como EGFR y ALK que se
han visto mayormente implicadas y son diana de tratamiento con inhibidores tirosin
quinasa (ITKs) los cuales estan disponibles en nuestro instituto. Respecto al cancer
colorrectal (CCR), un 25% se diagnostica en estadio avanzado, y cerca del 30-40%
de pacientes desarrolla metastasis como evolucion natural de la enfermedad.
Aproximadamente el 30-50% del CCR avanzado presenta mutaciones del gen RAS.

3. NGS es una tecnologia innovadora, rapida y eficaz, que suele ser empleada
como prueba de complemento diagnéstico para facilitar la seleccién de pacientes
con alteraciones genéticas que a la fecha tienen un tratamiento dirigido aprobado
y/o pueden ser enrolados en ensayos clinicos segun su perfil genético.

4. En los sumarios, UpToDate menciona que el uso de NGS utiliza la secuenciacion
paralela de multiples fragmentos pequefios de ADN para determinar la secuencia,
estos comparado con otros secuenciadores son mas rapidos y de menor costo.

5. En las guias de practica clinica como las guias de Canada, ESMO y NCCN,
recomiendan el andlisis molecular de biomarcadores en pacientes con enfermedad
metastasica tributario a tratamiento dirigido. Asi mismo, ESMO recomienda el
empleo de NGS en cancer de pulmén, préstata, ovario y colangiocarcinoma. En
cancer de colon, NGS es una alternativa y la deteccién de carga mutacional del
tumor (TMB) en canceres donde un alto valor de TMB es un indicador de respuesta
a tratamiento con inmunoterapia debe ser realizada. Todas las guias recalcan Ia
utilidad clinica del empleo de NGS, asi como el ahorro en costos, material y tiempo
para las pruebas NGS que usan paneles pre-establecidos. Recalcan también que
hay ain mucho por desarrollar pero que este campo esta creciendo rapidamente,
por lo que debe existir personal capacitado y trabajar en equipos multidisciplinarios
para un mejor manejo de los pacientes.

6. Las revisiones sistematicas y estudios analizados concluyen que el uso de NGS
para deteccion de mutaciones como EGFR, BRAF, KRAS entre otras, muestra una
alta especificidad (97.5% a 100%) y una sensibilidad moderada (64% a 91%).

7. En el Per( se realizan paneles NGS. Las agencias reguladoras como la FDA han
aprobadg el uso de esta tecnologia en diferentes plataformas de complemento
diagnéstico, tanto para biopsias de tejido como biopsias liquidas.

8. Para la implementacion de esta nueva tecnologia se debe contar con
secuenciador, kits de reactivos, programas informaticos, profesional médico
capacitado para la lectura de los resultados y asegurar Ia demanda de
medicamentos que a consecuencia de la deteccién de estas alteraciones genéticas
seran requeridos.
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9. Son necesarios estudios de evaluacion econémica para saber si esta tecnologia
es costo efectiva asi como un analisis de impacto presupuestario para evaluar la
sostenibilidad en nuestra institucion.

. ANTECEDENTES

Solicitud presentada por la Jefatura del Equipo Funcional de Genética y Biologia
Molecular, en relacién a la implementacién de la prueba molecular “Panel Next
generation sequencing (NGS) customizado para tumores sdlidos en linea somatica
(Cancer colorrectal, pulmén, entre otros)”.

. DATOS DE LA SOLICITUD

Tecnologia solicitada Panel NGS customizado

. . Deteccién de mutaciones mediante PCR en
Tecnologia alternativa en uso tiempo real en muestras de tejido embebido
actual en parafina.

Pacientes criticos con tumores solidos en
Indicacion clinica solicitada linea somatica.

Numero de casos anuales 200 casos al afio aproximadamente.

IV. ESTRATEGIA DE BUSQUEDA DE INFORMACION
a. PREGUNTA CLiNICA

¢En pacientes adultos con cancer de tumores sélidos localmente avanzado o
metastasico, el andlisis de alteraciones genéticas por panel de genes por NGS, en
comparacion al andlisis de alteraciones geneticas individuales por PCR tiempo real,
permite la deteccion de alteraciones genéticas de linea somatica?

P Pacientes adultos con cancer de tumores sélidos localmente avanzado o
metastasico.

Panel de genes por NGS.

PCR tiempo real.

Sensibilidad, especificidad y utilidad clinica.

o0~

b. RECOLECCION DE LOS MANUSCRITOS A REVISAR

Tipos de estudios:
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La estrategia de busqueda sistematica de informacién cientifica para el desarrollo del
presente informe se realizo siguiendo las recomendaciones de la Piramide jerarquica
de la evidencia propuesta por Haynes y se consider los siguientes estudios:

e Sumarios y guias de practica clinica.

® Revisiones sistematicas y/o meta-anélisis.

e Ensayos Controlados Aleatorizados (ECA)

e Estudios Observacionales (cohortes, caso y control, descriptivos)
No hubo limitaciones acerca de la fecha de publicacion o el idioma para ningtin estudio

FUENTES DE INFORMACION:
e De acceso libre

o Bases de datos: Pubmed y Cochrane

o Observatorio Peruano de Productos Farmacéuticos.

o Paginas web de la Organizacién Mundial de la Salud, Organizacion
Panamericana de la Salud, Agencias Reguladoras de Paises de Alta
Vigilancia Sanitaria, SIGN y otras paginas (colegios, sociedades,
asociaciones, revistas médicas)

Fecha de busqueda: La busqueda sistematica se limito a estudios publicados en los
ultimos 10 afios.

TERMINOS DE BUSQUEDA
Considerando la pregunta PICO se construyé una estrategia de blsqueda. Sin

restricciones en el idioma y publicadas en los ultimos 10 afios. A continuacion, se
detalla la estrategia de blsqueda realizada hasta noviembre de 2020,

Resultado

Base de Estrategia/Término de bisqueda respuesta

datos pregunta
clinica

PUBMED | Arbol de blusqueda
#1 Evaluados: 4
P: (Neoplas*[Tiab] OR Carcinoma[TIAB] OR Cancer*[TIAB] | Seleccionado
OR Malignan*[Tiab] OR Neoplasms[Mesh] OR tumor[Tiab]) | s: 4

#2

I: ("High-Throughput Nucleotide Sequencing"[Mesh] OR
NGS[Tiab] OR "next-generation sequencing'[tiab] OR
"High-Throughput Nucleotide Sequencing"[Tiab] OR "next
generation sequencing"[tiab] OR (Next AND Generation
AND Sequen*))

#3

D: ("Real-Time Polymerase Chain Reaction"[Mesh] OR
"Real-Time Polymerase Chain Reaction"[Tiab] OR
(PCR([Tiab] AND "real-time"[Tiab]) OR (PCR AND real AND

time))
|
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#4
Tipo estudios: (((Meta-Analysis[ptyp] OR systematic[sb]))
OR ("Systematic Review"[PT] OR "Meta-Analysis"[PT] OR
"Meta-Analysis as  Topic'[Mesh] OR "Systematic
Review"[TIAB] OR "Meta Analysis"[TIAB] OR
Metanalysis[TIAB] OR Metaanalysis[TIAB] OR "Meta
Analyses"[TIAB])))
Fecha de bisqueda
08/11/20
Filtros: udltimos 10 afios
Resultado: #1 AND #2 AND #3 # 4 # Filtros
(Neoplas®[Tiab] OR Carcinoma[TIAB] OR Cancer*[TIAB]
OR Malignan*[Tiab] OR Neoplasms[Mesh] OR tumor|[Tiab])
AND ("High-Throughput Nucleotide Sequencing"[Mesh] OR
NGS[Tiab] OR '"next-generation sequencing"[tiab] OR
"High-Throughput Nucleotide Sequencing"[Tiab] OR "next
generation sequencing"[tiab] OR (Next AND Generation
AND Sequen*)) AND ("Real-Time Polymerase Chain
Reaction"[Mesh] OR "Real-Time Polymerase Chain
Reaction"[Tiab] OR (PCR[Tiab] AND "real-time"[Tiab]) OR
(PCR AND real AND time))
Total: 75
COCHRA | #1: (neoplasm*):ti,ab kw Evaluados: 1
NE #2: (carcinoma):ti,ab,kw Seleccionado
#3: tumor:ti,ab,kw s: 0
#4: cancer*:ti,ab,kw
#5:#1 OR #2 OR #3 OR #4
#6. High-Throughput Nucleotide Sequencing:ti,ab,kw
#7: "next-generation sequencing":ti,ab kw
#8: NSG:ti,ab,kw
#9: #6 OR #7 OR #8
#10: "Real-Time Polymerase Chain Reaction":ti,ab,kw
#11: PCR:ti,ab,kw
#12: real time:ti,ab kw
#13: #10 OR (#11 AND #12)
#14: #5 AND #9 AND #13
Resultado total: 14

V. INFORMACION QUE SOPORTE LA RELEVANCIA PARA LA SALUD PUBLICA
5.1 ANTECEDENTES
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El desarrollo de las tecnologias de diagndstico genético y de la bioinformatica ha
llevado a un mayor conocimiento sobre el origen y progresion del cancer. Asi, se
acepta que es la acumulacion de diversas alteraciones genémicas (AGs) lo que
subyace en los procesos cancerigenos.

En las células cancerigenas se reconoce la presencia de multitud de AGs y de
alteraciones epigenéticas, aunque parece que de todas ellas sélo una o un namero
muy pequefio de AGs serian las alteraciones criticas que habrian desencadenado el
inicio y crecimiento del tumor. La identificacién de estas AGs, conocidas como
alteraciones drivers o conductoras, ha contribuido a una nueva forma de clasificar y
caracterizar a los tumores malignos. Pero, ademas, gracias a la identificacién de esas
AGs, se ha producido un cambio de paradigma en el tratamiento del cancer, pasando
de terapias sistémicas basadas en el tipo de tumor, en sus caracteristicas
histopatolégicas y localizacién, a un tratamiento dirigido frente a dichas AGs, que
constituye la base de la denominada medicina de precisién o medicina personalizada.

Con la medicina de precisién y el desarrollo de la denominada terapia dirigida y la
inmunoterapia, entre otras, se ha modificado sustancialmente el tratamiento de los
pacientes oncoldgicos, buscando una mejoria en los parametros de calidad de vida, en
el control sintomatico y funcional, ademéas de retrasar el tiempo hasta el deterioro
clinico del paciente. Se estima que un 30% de los pacientes tratados podrian obtener
alguq beneficio clinico en forma de incremento de Ia supervivencia o mejor calidad de
vida.

5.2 EPIDEMIOLOGIA

Conforme al Globocan 2018, en ambos sexos, el cancer de colon, recto y pulmén se
encuentran dentro de las 10 primeras neoplasias con mayor incidencia y mortalidad.
La tasa de incidencia y mortalidad en el Peru para varones del cancer de pulmoén es
de 11.3 y 10 por cada 100 000 habitantes respectivamente, para el cancer colorrectal
es de 10.2 y 6 por cada 100 000 habitantes respectivamente®. Estas incidencias y
mortalidad en mujeres resulta ser muy similares, siendo de cancer de pulmon de 9.1y
8.1 por cada 100 000 habitantes respectivamente, y para cancer colorrectal 11.9 y 6.7
respectivamente®,

El céancer de pulmén es una de las neoplasias mas frecuentes en ambos SEexos, pues
se reporta que aproximadamente una incidencia de 2 1 millones de nuevos casos y
1.8 millones de muertes al afio*. Segun el reporte de Globocan 2018, en el Peru se
diagnosticaron 3210 nuevos casos y es la segunda causa de muerte, detras del
cancer gastrico®. Por otro lado en INEN se han reportado en el afio 2018, 447 nuevos
casos de CP en ambos sexos, de los cuales se registraron 257 casos nuevos por afo
en el sexo femenino y 190 casos nuevos por afio en el sexo masculino, de los cuales

1

Janssens JP, Schuster K, Voss A. Preventive, predictive, and personalized medicine for effective and affordable
cancer care. EPMA J. 2018 Mar 26;9(2):113-123. doi: 10.1007/513167-018-0130-1. PMID: 29896312; PMCID:
PMC5972138.

Instituto Nacional de Enfermedades Neoplésicas. Manual en salud prevencion de cancer. Disponible en:
https://portal.inen.sld.pe/wp-content/uploadleO1 8/12/RJ-766-2018.pdf

Glococan Peru 2018, [Internet]. [citado 17 de julio de 2020].Disponible en:
https:ffqco.i.arc.fr!todavfdafaffactsheetslpopulaticns/604-peru-fact-sheets.pdf

Glococan Peru 2018, [Internet]. [citado 17 de julio de 2020]. Disponible en:
https:/!gco.iarc.fr!today.’data/factsheets/populations/604-peru~fact-5heets.pdf

Glococan Peru 2018. [Internet]. [citado 17 de julio de 2020].Disponible en;
https:f/’g;;cca,iarc:.fr.’today/data/fat‘.tsheets/popuIatis:ms)’604»-peru-fac:t-s;heets.pdf
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alrededor del 60% son estadios avanzados.® Las alteraciones que comandan la
carcinogenesis en el cancer de pulmén involucra mutaciones de diferentes tipos y
depende de la clasificacion; entre las principales mutaciones tenemos el gen del
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), K-RAS, entre otros ’. La
frecuencia reportada de mutaciones EGFR en pacientes con cancer de pulmon tipo
células no pequefias es de 33.2% (Pert 67%) y de K-RAS 16.6% ®. La deteccién de
estas mutaciones es importante pues permite conocer el tratamiento, esquemas
basado en platino en aquellos que den EGFR negativos, y algunos tratamientos
selectivos de TKI son usados en casos positivos, por ejemplo en casos de cancer de
pulmon de células no pequefias EGFR positivos, el tratamiento de eleccién es Erlotinib
y si resultara tener una mutacion T790M del gen EGFR, Osimertinib seria la molécula
de eleccién; en caso de pacientes con mutacién ALK positiva, Alectinib seria lo
indicado. Todos estos farmacos mencionados, se encuentran en la actualidad con
aprobacién para su uso en nuestro instituto °.

El céncer colorrectal es el tercer cancer diagnosticado con mayor frecuencia, y esla
segunda causa principal de mortalidad por cancer (detras del cancer de pulmén) en el
mundo™®. Segun el Globocan, en el Per(i se encuentra en un quinto lugar de muertes,
con un 5.8% de casos de cancer. Es una enfermedad que avanza rapidamente, pues
el 25% presenta una enfermedad metastasica al momento del diagnéstico y cerca del
30-40% de pacientes desarrolla metastasis como evoluciéon natural de Ia
enfermedad"’.  Aproximadamente el 30-50% de los pacientes con enfermedad
metastasica presentan mutacién del gen RAS(HRAS, NRAS y KRAS)™. La ausencia
O presencia de mutacion RAS indica que tratamiento seguiran los pacientes’. Asi
tenemos que pacientes con KRAS/NRAS/BRAF no mutado o también llamado Wild
type, seran tributarios de tratamiento con cetuximab o panitumumab. Al momento
nuestra institucion cuenta con cetuximab aprobado segln lista PNUME (indicacién
exclusiva para pacientes con carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello).

5.3. HETEROGENEIDAD TUMORAL

La caracteristica principal de los tumores malignos es su capacidad de hacer
metastasis. Esta capacidad se ve dirigida por una serie de AGs que confieren a las
células tumorales su capacidad de adaptarse a ambientes poco favorables y crea
entonces, diferentes subpoblaciones dentro del mismo tumor. Lo mismo sucede con
Sus metastasis, ya que debido a su necesidad de adaptacion han generado

6 ; )
INEN-2009-2018.pdf [Internet]. [citado 1 de abril de 2020]. Disponible en: https:lfportal.inen.sld.pe/wp-

content/uploadslzm9/1‘2/INEN~2009-201 8.pdf

Cheng L, Alexander RE, Maclennan GT, Cummings OW, Montironi R, Lopez-Beltran A, et al. Molecular pathology of
lung cancer: key to personalized medicine. Modern pathology : an official journal of the United States and Canadian
Academy of Pathology, Inc. 2012;25(3):347-69.

Arrieta O, Cardona AF, Federico Bramuglia G, Gallo A, Campos-Parra AD, Serrano S, Castro M, Avilés A, Amorin E,
Kirchuk R, Cuello M, Borbolia J, Riemersma O, Becerra H, Rosell R; CLICaP. Genotyping non-small cell lung cancer
(NSCLC) in Latin America. J Thorac Oncol. 2011 Nov;6(11):1955-9,

Cardona AF, Rojas L, Zatarain-Barron ZL, et al. EGFR exon 20 insertion in lung adenocarcinomas among Hispanics
(geno1.2-CLICaP). Lung Cancer. 2018; 125: 265-272

Jemal A, Bray F, et al. Global Cancer Statistic. Ca Cancer J Clin 2011; 61:69-90

Yeo H, Betel D, Abelson JS, Zheng XE, Yantiss R, Shah MA. Early-onset Colorectal Cancer is Distinct From
Traditional Colorectal Cancer. Clin Colorectal Cancer, 2017 Dec;16(4):293-299.¢6.

Lo Nigro C, Ricci V, Vivenza D, Granetto C, Fabozzi T, Miraglio E, Merlano MC. Prognostic and predictive biomarkers
in metastatic colorectal cancer anti-EGFR therapy. World J Gastroenterol. 2016 Aug 14;22(30):6944-54.

Ochoa-Carrillo, F.J.; de la Astudillo, V.H.; Alvarado-Cabrero, |.: Ruiz-Garcia, E.; Torrecillas-Torres, L.: Ruiz-Garcia,
A. Cancer colorrectal metastasico, hacia un tratamiento personalizado. Gac. Mex. Onc. 2014, 13, 39-46

11
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alteraciones genéticas diferentes a su tumor primario. Por otro lado, surgen nuevas
clonas como consecuencia de |a adaptacién de las células tumorales a los
tratamientos oncolégicos administrados. Por lo tanto, todo esto es un reto para el
manejo de los pacientes en Ia era de la medicina personalizada, 'S ©

Al realizar una biopsia de tejido, puede que se analice sélo ciertas caracteristicas del
tumor. Ademas, debido al escaso contenido tumoral en las muestras tisulares y a que
estas muestras suelen ser de pequefio tamario, es un requisito imprescindible que los
test que se empleen para poder analizar el perfil genético tumoral, sean capaz de
detectar de forma sensible y especifica aquellas alteraciones genéticas poco
frecuentes y asi, no subestimar las AGs. En afan de mermar esto, surge la alternativa
de emplear la biopsia liquida. Esta tiene Ia ventaja de poder medir el DNA de todas las
metastasis, pero tiene sus limitaciones ya que estas solo podran estar en el torrente
sanglqlingomuna vez que las células tumorales hayan sufrido de necrosis y liberado su
DNA_ ™™

Por otro lado, el avance en Ia genética ha permitido el desarrollo de tecnologias para
la secuenciacién del material genético, surgiendo opciones como la NGS. Esta ha
proporcionado evidencia de Ia complejidad genética de multiples tipos de tumores. Los
resultados de los métodos NGS se pueden utilizar para identificar mutaciones
presentes en el tumor de un paciente y determinar en qué clon se produce una
mutacion, esta tecnologia puede ser empleada en muestras de tejido embebidos en
parafina y también se vienen desarrollando con biopsias liquidas.™ 18

En conclusién, cada paciente presenta un tumor genéticamente Unico debido a Ia
enorme cantidad de posibles combinaciones de mutaciones genéticas que existen. La
presencia de subclones genéticamente diversos, tiene implicaciones para el
diagnéstico, el prondstico y la terapia. NGS es una tecnologia que puede determinar
estas alteraciones de manera eficaz.

5.4. DESCRIPCION DE LA TECNOLOGIA

La marcada evolucién de las pruebas diagnésticas en el campo de la gendmica ha
permitido disponer de paneles amplios de genes que son analizados simultaneamente
en un Unico test mediante |3 tecnologia de secuenciacion de nueva generacion (NGS).
Esto ha permitido tener una mejor concepcién del cancer y repercutir en su
tratamiento.”

14
McGranahan N, Swanton C. Clonal Heterogeneity and Tumor Evolution: Past, Present, and the Future. Cell.
2017,168(4):613-628.

Gerlinger M, Rowan AJ, Horswell S, et al. Intratumor heterogeneity and branched evolution revealed by multiregion
sequencing. N Engl J Med. 2012;366(10):883-892.

Jacoby, M. A., Duncavage, E. J., & Walter, M. J, (2015). Implications of Tumor Clonal Heterogeneity in the Era of
é\;ext—Generaﬁon Sequencing. Trends in Cancer, 1(4), 231-241. doi*10.101 6/j.trecan.2015.10.006

Gong J, Pan K, Fakih M, Pal S, Salgia R. Value-based genomics. Oncotarget. 2018 Jan 30;9(21):15792-15815. doi:
10.18632/oncotarget.24353. PMID: 29644010; PMCID: PMC5884665.
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: P T 7 819
reordenamientos genémicos (por ejemplo, fusiones de genes). ™

En el afio 2005, 454 Life Science comercializd la primera plataforma de NGS. La
aparicion de estas NGS supuso una revolucién en el ambito de la investigacion
genomica tanto basica como aplicada en la practica clinica al permitir estudiar la
secuencia del DNA de cada individuo.?

Ademas de detectar las posibles variantes genémicas, habra que determinar su
implicacion clinica en la enfermedad, es decir, analizar si se trata de alteraciones
genéticas con relevancia clinica. Es fundamental hacer un diagnéstico correcto de las
variantes genéticas, para lo cual las NGS comparan las diferencias en la secuencia de
DNA de un individuo con un DNA de referencia. Para gue esta comparacion sea
correcta es necesario que haya una buena calidad en el alineamiento y ensamblaje de
las secuencias respecto a la de referencia. Cuando las secuencias se alinean de
forma incorrecta se pueden ocasionar falsos positivos y si las secuencias no se
alinean ocasionaran falsos negativos. Otros factores que influyen en la calidad y
fiabilidad de los resultados de la NGS son el tipo de muestra utilizada, la pureza
tumoral en la muestra, la técnica de secuenciacién empleada y la cobertura, ' 2

El estudio del perfil genémico de los procesos tumorales mediante paneles de NGS se
basa en la utilizacion de ciertos genes preseleccionados de los que se tiene
conocimiento que estan implicados en el inicio o desarrollo de determinados tumores,
sin embargo, existen otros tipos de estudios que emplean la tecnologia NGS que
implican una secuenciacién no solo por panel, sino una secuencia total de exoma y
secuenciacion total del genoma. Siendo estos Ultimos de mayor costo pero detecta
mayores variaciones genéticas que pueden ser de interés clinico y/lo de
investigacion.?’

Para la realizacion de las tecnologias NGS, se necesita de los siguientes pasos: '?

1) Segmentacién del DNA en varios fragmentos,

2) Marcaje del DNA por medio de primers o adaptadores que indican el punto de
partida para la replicacion.

3) Amplificacién de los fragmentos de DNA marcados con adaptadores por métodos
basados en reaccién en cadena de |a polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés).

4) Secuenciacion o lectura de los fragmentos de DNA y

5) Reconstruccioén de la secuencia completa por medio de secuencias de referencia y
exportacion a ficheros de almacenamiento de datos.

Una desventaja de esta técnica es que la informacién genética de la poblacién
latinoamericana esta subrepresentada tanto en las bases de datos poblacionales

1 ASENSIO DEL BARRIO C, GARCIA CARPINTERO EE, CARMONA RODRIGUEZ M. «Validez, utilidad clinica y
seguridad de la nueva plataforma gendmica de secuenciacion de préxima generacion (NGS) FoundationOne® en el
cancer de pulmén no microcitico y otros tipos de tumores sélidos». Red Espafiola de Agencias de Evaluacién de
Tecnologias y Prestaciones del SNS. Agencia de Evaluacién de Tecnologias Sanitarias (AETS) - Instituto de Salud
Carlos Ill, Ministerio de Ciencia, Innovacion y Universidades. Madrid. 2019. Informes de Evaluacién de Tecnologias
Sanitarias.

L Rubio, Santiago; Pacheco-Orozco, Rafael Adrian; Milena Gémez, Ana; Perdomo, Sandra & Garcia-Robles, Reggie
(2020). Secuenciacion de nueva generacion (NGS) de ADN: presente y futuro en la practica clinica. Universitas
Medica, 61(2).

Tan O, Shrestha R, Cunich M, Schofield DdJ. Application of next-generation sequencing to improve cancer
management: A review of the clinical effectiveness and cost-effectiveness. Clin Genet. 2018 Mar;93(3):533-544. doi:
10.1111/cge.13199. Epub 2018 Feb 8. PMID: 29265354,

Zhong, X., Yang, H., Zhao, S. et al. Network-based stratification analysis of 13 major cancer types using mutations in
panels of cancer genes. BMC Genomics 16, S7 (2015). https://doi.org/10.1186/1471-2164-16-S7-S7
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como en las especificas de enfermedad, por lo que dificulta la interpretacion clinica de
las variantes encontradas en esta poblacién.

A la par al desarrollo de estas tecnologias, surgen también los “companion
diagnostics” (CDx) que son dispositivos medicos, tanto de diagnéstico in vitro como
herramientas de imagen, que ayudan a los profesionales en la toma de decisiones
terapéuticas sobre el farmaco mas adecuado para cada paciente en concreto, lo que
convierte a estas CDx en herramientas esenciales para la seguridad y efectividad en el
uso de los farmacos. Entre estas plataformas se incluyen FoundationOne® LDT (F1) y
FoundationOne CDx® (F1CDx). En 2017, F1CDx fue aprobado por la FDA vy tiene
cobertura nacional en Estados Unidos para pacientes de Medicare y para todos los
tumores sélidos.

VI. RESUMEN DE LA EVIDENCIA

En la seleccién de los estudios se priorizaron los Sumarios, ETS, GPC y RS/MA las
cuales se detallan a continuacion:

a. SUMARIOS

- Uptodate®: Next-generation DNA sequencing (NGS): Principles and
clinical applications. En esta revision reportan que la NGS es un tipo de tecnologia
de secuenciacion de DNA que utiliza la secuenciacion paralela de multiples
fragmentos pequefios de DNA para determinar la secuencia. Esta tecnologia de "alto
rendimiento" ha permitido un aumento dramatico en la velocidad (y una disminucion en
el costo) a la que se puede secuenciar el genoma de un individuo. En esta revisién
concluyen que a diferencia de la secuenciacién de Sanger, la velocidad de
secuenciacion y la cantidad de datos de secuencia de DNA generados con NGS son
exponencialmente mayores y se producen a costos significativamente reducidos.
Recomiendan que su uso debe ir de la mano con la capacitacion del personal y de los
medicos tratantes.

b. Guia de Practica Clinica

- Guia canadiense sobre el uso de secuenciacién de nueva generacién en
oncologia: ** Esta guia tuvo como objetivo describir Ias mejores practicas y las
necesidades no satisfechas relacionadas con las pruebas basadas en NGS
para variantes somaticas en oncologia, incluida la aplicacién clinica, la
seleccion de pruebas y muestras, la bioinformatica y la interpretacién de
informes realizados por laboratorios, comunicacién con el paciente y ensayos
clinicos. La guia fue desarrollada por un comité directivo de patélogos,
genetistas, oncdlogos y asesores genéticos de todo Canada.

ITEMS RECOMENDACIONES NECESIDADES NO SATISFECHAS

22 . )

l-_lullck PJ, Raby BA, Tirnauer JS. UpToDate® Next-generation DNA sequencing (NGS): Principles and clinical
applications. Fecha de actualizacién: Agosto 2020. [Internet]. [En linea). [Fecha de consulta: Noviembre 2020].
Disponible en: http://www.uptodate.com/

3
https://\wvw.current-oncoiogy.cnmlindex.phploncology/a:ﬁcie/view/4731/3547
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APLICACION
CLiNICA

El uso de equipos multidisciplinarios que
se retnan periédicamente para discutir
las necesidades de los pacientes es
fundamental para garantizar el acceso a
la experiencia necesaria para
seleccionar, realizar e interpretar los
resultados de las pruebas genémicas.

En comparacién con las pruebas bajo
demanda, estas pruebas son rentables.

Cuando se deben probar multiples
genes, el wuso de NGS esta
especialmente justificado para
salvaguardar el tejido de la biopsia.

La infraestructura de NGS, Ia
experiencia local, la validacion
metodolégica y la implementacion
deben financiarse y estandarizarse en
todo Canada.

Un mayor desarrollo y armonizacion
de meétodos NGS para medir: carga
mutacional del tumor, inestabilidad
microsatelital y sistema de reparacion
de errores de replicacion del ADN,
podria ayudar en la seleccion de
inmunoterapias.

SELECCION DE LA
PRUEBA NGS

Para asegurarse de que se utiliza el
meétodo de prueba correcto, los
oncologos deben especificar claramente
los genes o loci genéticos y la
naturaleza de las variantes que estan
interesados en capturar.

Es importante estar consciente de Ia
integridad y disponibilidad de los
paneles especificos. Los oncélogos
deben consultar con el laboratorio para
asegurarse de que estan actualizados
sobre los métodos utilizados en su
institucion.

Comprender las implicaciones de VUSS
(variantes de significancia incierta) es
importante para la interpretacion y
difusion de resultados. El seguimiento
apropiado de VUSS es clave, porque la
importancia biologica y terapéutica
podria descubrirse en el futuro y podria
afectar el manejo del paciente.

Los meédicos deben ser conscientes de
la posibilidad de que los resultados sean
diferentes cuando el tejido se vuelve a
analizar con un método o muestra
diferente. Pueden surgir diferencias
debido a la heterogeneidad del tumor y
a los diferentes métodos de prueba.

Para evaluar el riesgo de hallazgos
incidentales, los oncologos deben
consultar con el laboratorio y asegurarse
de que tengan informacién actualizada
sobre si se analizaran muestras
normales de la linea germinal. El riesgo
debe comunicarse a los pacientes antes
de que se soliciten las pruebas.

Deben definirse estandares técnicos
minimamente aceptables para
garantizar que todos los pacientes
canadienses tengan acceso a
pruebas de NGS de alta calidad.

Los oncdlogos canadienses deben
tener acceso a contenido educativo
apropiado sobre gendmica, pruebas,
recursos, etc. del cancer.

Las escuelas de medicina
canadienses deben enfatizar el
contenido apropiado en el plan de
estudios sobre la gendmica del
cancer, las pruebas, los recursos, etc.

Es necesario mejorar el acceso y los
recursos para los genetistas y los
servicios de asesoramiento genético.

Los paneles de tumores moleculares
seran cada vez mas importantes a
medida que aumente la complejidad
de las pruebas de NGS, la necesidad
de apoyo bioinformatico y la
interpretacion de datos a gran escala.
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Cuando se informan hallazgos
incidentales de las pruebas de la linea
germinal o existe la necesidad de una
prueba de la linea germinal, los
oncologos deben consultar con los
genetistas y estar al tanto de la
disponibilidad de derivacién genética en
su institucion.

SELECCION DE LA
MUESTRA

Antes de la biopsia, la comunicacion
entre cirujanos, patélogos, oncélogos y
el laboratorio debe ayudar a determinar
los mejores métodos de muestreo y
analisis.

Se debe realizar una evaluacion clinica
estandar, incluida la fenotipificacion
detallada, antes de la prueba para
facilitar la interpretacion de las variantes
de todo el genoma. Detalles como Ia
urgencia de la prueba, las variantes de
interés, la etapa de la enfermedad, el
tratamiento previo y los antecedentes
familiares ayudaran a seleccionar los
mejores métodos de muestreo y prueba.

Es importante considerar si se realizaran
pruebas normales de linea germinal
pareada y qué tipos de muestras se
requeriran para esas pruebas.

Un mayor refinamiento y validacion
del analisis de DNA circulante o
acidos nucleicos totales (TNA)
circulantes a partir de biopsias
liquidas deberia ayudar a producir
muestras efectivas y no invasivas.

BIOINFORMATICA E
INTERPRETACION

Los oncologos deben comprender las
limitaciones de los métodos de prueba
basados en NGS y las bases de datos
utilizadas para interpretar los hallazgos.

Una mejor interpretacién de los datos
requerira acceso a repositorios
apropiados, intercambio de datos,
bioinformatica central y experiencia a
escala.

REPORTE DE NGS

La categorizacion por nivel de
accionabilidad es valiosa para
proporcionar un enfoque uniforme para
determinar el efecto clinico de las
variantes somaticas.

El conocimiento de la terminologia y la
nomenclatura clave y de cualquier
actualizacion realizada por la Sociedad
de variacién del genoma humano a lo
largo del tiempo es importante para
interpretar con precision los resultados
de las pruebas gendmicas.

Para interpretar y difundir los resultados
de manera eficaz, los oncélogos deben
estar familiarizados con los detalles de
los informes moleculares, y deben

Existe la necesidad de informes
estandarizados dentro y entre las
instituciones para ayudar en el
acceso a la informacién genomica y
la interpretacion de los resultados.
Las leyes y practicas relevantes para
el intercambio de datos, la privacidad
Yy la propiedad también deben estar
bien definidas.
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considerar las limitaciones de los
analisis.

Los médicos deben consultar con
genetistas y patélogos del personal de
laboratorio para ayudar en la
interpretacién precisa de los informes.

COMUNICACION AL
PACIENTE

Los equipos multidisciplinarios que
incluyen patdlogos, cirujanos, asesores
genéticos y oncélogos deben reunirse
regularmente para discutir las
necesidades de los pacientes antes y
después de las pruebas.

Antes de la prueba, se debe asesorar a
los pacientes para asegurarse de que
estén informados sobre las limitaciones,
las implicaciones, los posibles hallazgos
incidentales y la posible necesidad de
un analisis adicional de los resultados
de las pruebas basadas en NGS.

Al interpretar los informes, los oncologos
deben consultar con los genetistas y
estar al tanto de la disponibilidad en su
institucion para la derivacién genética
cuando se necesiten pruebas de linea
germinal posteriores.

Al difundir los resultados, podria ser
necesario derivar a asesores genéticos
para comunicar los resultados de
manera eficaz a los pacientes y sus
familias.

Existe la necesidad de mejorar la
comunicacion dentro de los equipos
de atencién médica y entre las
instituciones para garantizar lo mejor
en la atencion individualizada del
paciente.

INVESTIGACION

/ Cuando los pacientes no son elegibles
CLINICA

para terapias dirigidas aprobadas, los
NGS pueden usarse para detectar
variantes que cumplan con los criterios
de elegibilidad para ensayos clinicos.

Para desarrollar y validar los paneles de
genes necesarios, los laboratorios
deben estar informados y trabajar con el
patrocinador del estudio mucho antes
del reclutamiento de pacientes para un
ensayo clinico.

Es necesario acceder faciimente a la
informacion sobre los ensayos
clinicos disponibles y los criterios de
elegibilidad para la inscripcion de
pacientes en Canada.

Los ensayos clinicos podrian ayudar
a determinar el beneficio de los
paneles multigénicos para guiar el
tratamiento en todos los tipos de
cancer.

Las conclusiones de esta guia son recalcar los r.
la medicina de precisién que permiten un
tecnologias NGS en Ia practica clinica. Con ello,
capacidad de brindar el mas alto nivel
pacientes con cancer para optimizar
resultados. La NGS permite la identificaci

apidos avances y adopcién de
uso sin precedentes de las
los oncologos ahora tienen Ia

de atencion personalizada a los
las opciones de tratamiento y sus
on de genes de alto riesgo asociados
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con canceres hereditarios, un diagnéstico y una prediccién de pronédstico mas
precisos, la seleccién de pacientes para terapias dirigidas y ensayos clinicos, y
la deteccién de alteraciones de resistencia para guiar el tratamiento posterior. A
pesar de los rapidos avances en la tecnologia NGS, los médicos deben ser
conscientes de los desafios y las limitaciones en los andlisis, la bioinformatica,
la interpretacién de datos y la comunicacién con el paciente. Esos problemas
pueden mitigarse mediante un muestreo apropiado, un analisis cuidadoso y
detallado, mejores informes y comunicacién dentro del equipo de atencién
médica y el intercambio de datos entre instituciones. Con la mejora continua en
las pruebas de NGS y la bioinformatica, los oncélogos tendran herramientas
poderosas y precisas para lograr el mas alto nivel de atencién para los
pacientes con cancer.

- Recomendaciones para el uso de secuenciacién de nueva generacién
(NGS) para pacientes con canceres metastasicos: Un informe del Grupo
de Trabajo de Medicina de Precision de la Sociedad Europea de Medicina
Oncologica (ESMO, por sus siglas en inglés):?* ESMO realizé una serie de
recomendaciones ya que no existen recomendaciones de las sociedades
cientificas sobre el uso de NGS en la practica oncolégica.

Asi, proponen 3 niveles de recomendaciones para el uso de NGS. Con base en
la evidencia actual, se recomienda el uso rutinario de NGS en muestras
tumorales en el cancer de pulmén de células no pequefias (CPCNP) no
escamoso avanzado, canceres de prostata, canceres de ovario y
colangiocarcinoma. En estos tumores, se podrian utilizar grandes paneles
multigénicos si afiaden un coste adicional aceptable en comparacién con los
paneles pequenos.

En los canceres de colon, NGS podria ser una alternativa a la PCR. Ademas,
basandose en el ensayo KN158 y considerando que los pacientes con cancer
de endometrio y de pulmén microcitico deben tener un amplio acceso a
anticuerpos anti-muerte celular programada 1 (anti-PD1), se recomienda
determinar la carga mutacional tumoral (TMB) en canceres de cuello uterino,
tumores neuroendocrinos bien y moderadamente diferenciados, canceres
salivales, canceres de tiroides y canceres de vulva, como alta respuesta
pronostica de TMB a pembrolizumab en estos canceres.

Fuera de las indicaciones de los paneles multigénicos, y teniendo en cuenta
que el uso de grandes paneles de genes podria dar lugar a pocos
respondedores clinicamente significativos, la ESMO reconoce gue un paciente
y un médico podrian decidir juntos solicitar un gran panel de genes, a la espera
de que no haya costos adicionales para el sistema de salud publica y si el
paciente esta informado sobre la baja probabilidad de beneficio.

La ESMO recomienda que el uso de medicamentos no aprobados, que
coincidan con la gendmica se realice sélo si se ha desarrollado un programa de
acceso y un procedimiento de decision a nivel nacional o regional.

24
https:/f\.\mw.annalsofoncoIogy.org/articlelS0923-7534(20)399?1-3/ful|text
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Finalmente, ESMO recomienda que los centros de investigacién clinica
desarrollen secuenciacién multigénica como una herramienta para seleccionar
pacientes elegibles para ensayos clinicos y para acelerar el desarrollo de
farmacos, y capturar prospectivamente los datos que podrian informar atin mas
cémo optimizar el uso de esta tecnologia.

- Guia de Practica Clinica de la Red Nacional Integral de Cancer (NCCN, por
sus siglas en inglés):
Cancer de Pulmoén de Células no pequefias:® En su versién 8.2020.
Recomiendan la realizacién de test moleculares antes de iniciar tratamiento en
pacientes con CPCNP metastasico. Dentro de sus biomarcadores consideran:
Mutacion de EGFR, mutacién de BRAF VB00E, rearreglo o gen de fusidon ALK,
rearreglo o gen de fusion ROS1, gen de fusion NTRH, mutaciéon de MET ex14,
rearreglo del RET, mutaciones KRAS y niveles de expresién de PD-L1. De
todos estos, a excepcion del PD-L1, se recomienda realizar su deteccién a
través de la técnica NGS por un panel validado, pudiendo ser empleadas
también otras técnicas como PCR tiempo real, secuenciacién de Sanger, no
haciendo una recomendacion con preferencia entre ellas.
Cancer de Colon:*® En su versién 4.2020. Recomienda la realizacion de test
moleculares en pacientes con estadios IV tanto en el primario como en la
metastasis de: Mutaciones KRAS/NRAS, BRAF VB00E y HER2, mencionan
que deben ser testeados individualmente o como parte de un panel NGS.
Comentan sobre este Ultimo, la ventaja de poder detectar mutaciones raras y/o
poco frecuentes.

- Guia de la Sociedad Europea de Oncologia Médica (ESMO, por sus siglas
en inglés):

Cancer de Pulmén de Células no pequefias metastasico:?’ En su
publicaciéon de septiembre del 2020, recomiendan la deteccién de
biomarcadores de los genes EGFR, ALK, ROS1, BRAF, NTRK con cualquier
método pero que sea o esté correctamente validado, mencionan a la técnica de
NGS como una de ellas. Todas en el contexto de pacientes con enfermedad
metastasica y que seran tributarios de tratamiento dirigido.

Cancer Colorrectal metastasico:® En su publicaciéon del 2014,
recomiendan en la seccién de “Medicina personalizada’, la deteccién de
mutaciones KRAS/NRAS y BRAF, no haciendo mencion del método a emplear.

d. REVISIONES SISTEMATICAS/META-ANALISIS

Se encontraron 75 revisiones sistematicas/meta-analisis y estudios originales en
PUBMED y 14 estudios en COCHRANE, que tras la lectura de los resimenes se
seleccioné 01 RS que cumplia con nuestros criterios de inclusién, y se detalla a
continuacion:

25
https:.’/www.nccn.org/professionaIs.fphysician_gls/pdffnscl.pdf

26 z . - . - :
Guia de Practica Clinica en Oncologia - Cancer de Pulmén de Gélulas no pequefias (NCCN, por sus siglas en

inglés). [Internet]. [citado 17 de julio de 2020)]. Disponible en:
https:llwww.nccn.org/professiona!s.’physician_g!s!pdﬁnscl_pdf

27
28 https:h'www.esmo.org.’content/download/347819/69347?8/1/ESMO-CPG-mNSCLC—158EPT2020.pdf
https:/.fwww.esmo.org/guidelineslgastrointestinal-cancersfmetastatic-coIorectal-cancer
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NOMBRE DE LA
RS/MA

RESUMEN DE LA RS/MA

CALIDAD EVIDENCIA

Diagnostic Accuracy
of Next Generation
Sequencing Panel

using Circulating
Tumor DNA in
Patients with

Advanced Non-Small

Cell Lung Cancer: A
Systematic Review

and Meta-Analysis®

En este estudio realizaron una
revision sistematica y meta-

analisis para determinar Ia
precision del NGS para
detectar alteraciones

oncogénicas de EGFR, ALK,
ROS-1, BRAF, RET, MET en

pacientes con cancer de
pulmén  de células no
pequefias. Eligieron estudios

que compararon NGS con
otras pruebas (FISH, PCR-TR,
IHC o tejido por secuencia no
genética) que evaluaban el
diagnéstico de alguna de las
alteraciones oncogeénicas
mencionadas. De los 10
estudios seleccionados (2116
participantes), estimaron una
sensibilidad y especificidad
global de 76.6% y 99.9%
respectivamente con un
VPP:100% y VPN: 96.2%.
Concluyen que el panel de
NGS tiene una alta precision
para identificar alteraciones
oncogénicas en pacientes con
cancer de pulmon de células
no pequenas.

Calidad: Baja

Hubo riesgo de sesgo al
evaluar la prueba indice de los
estudios incluidos, asi como la
revision sistematica no incluyé
detalles de los estudios
excluidos.

Evaluado con AMSTAR-II

Con el fin de ampliar la evidencia, se buscd estudios
que se detallan a continuacion:

originales, seleccionando tres

NOMBRE DEL
ESTUDIO ORIGINAL

RESUMEN DEL ESTUDIO
ORIGINAL

CALIDAD EVIDENCIA

Evaluation of liquid
biopsies for detection
of emerging mutated
genes in metastatic

colorectal cancer®

En este estudio observacional
evaluaron el uso de biopsia
liguida y NGS para deteccién
de mutaciones en tumores
primarios y metastasicos. De

Calidad: Baja

El estudio tiene limitaciones en
su extrapolacién de datos(no
calculo de tamafio de muestra,

no definicion clara de |Ia

9 i
% Sebastiso MM, Ho RS, de Carvalho JPV. Nussbau
using Circulating Tumor DNA in Patients with Advanc

Analysis. J Health Econ Outcomes Res. 2020;7(2):158-163.

*® Furuki H, Yamada T, Takahashi G, lwai T, Koi

m M. Diagnostic Accuracy of Next Generation Sequencing Panel
ed Non-Small Cell Lung Cancer: A Systematic Review and Meta-

zumi M, Shinji S, Yokoyama Y, Takeda K, Taniai N, Uchida E.
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un total de 22 pacientes con
metastasis hepaticas de
cancer colorrectal, aplicaron
NGS y PCR para la deteccién
de mutaciones. La sensibilidad
para mutaciones hepaticas en
NGS fue 64% (23/36) y para
PCR fue 89% (32/36), Ia
especificidad fue de 100% para
ambos grupos. Concluyen que
estas dos técnicas pueden ser
Utiles para la deteccién de
mutaciones.

poblacién) y no explican cémo
fue la seleccién de pacientes.
Evaluado con GRADE

Assessment of the
clinical application of
detecting EGFR,
KRAS, PIK3CA and
BRAF mutations in
patients with non-
small cell lung cancer
using next-generation
sequencing®’

En este estudio observacional
evaluaron la utilidad clinica del
panel NGS en la deteccion de
mutaciones de genes EGFR,
KRAS, PIK3CA y BRAF.
Hicieron comparaciones de
NGS con PCR en tiempo real
con 188 muestras
consecutivas pacientes
asiaticos con cancer de
pulmén de células no
pequefias. Encontraron una
concordancia del 93.3% en
NGS y PCR-RT. NGS tuvo una
sensibilidad del 89.9%,
especificidad del 97.5%, VPP
97.8% y VPN 88.6% El NGS
ofrecié mas informacién clinica
relevante, como deteccién de
mutaciones non-hotspot.
Concluyeron que el NGS
mostrdé un buen rendimiento
clinico, lo que puede facilitar Ia
toma de decisiones
terapéuticas en pacientes con
cancer de pulmon.

de

Calidad: Baja

Al ser un estudio
observacional, la evidencia no
aumenté debido al sesgo en la
prueba indice (no cegamiento)
Evaluado con GRADE

Validation of targeted
next-generation
sequencing for RAS
mutation detection in
FFPE colorrectal

Estudio observacional
realizado en China con el
objetivo de validar una

plataforma de NGS para la
deteccion de mutaciones del

Calidad: Baja

El estudio no aumentd su
calidad debido a que no
muestran el flujo de seleccién
de pacientes y no queda claro

Evaluation of liquid biopsies for detection of em

2018 Jul;44(7):975-982.

Xu X, Yang Y, Li H, Chen Z, Jiang G, Fei K. Asse
PIK3CA and BRAF mutations in patients with non-s
Clin Lab Invest. 2016 Sep;76(5)

erging mutated genes in metastatic colorectal cancer. Eur J Surg Oncol.

ssment of the clinical application of detecting EGFR, KRAS,
mall cell lung cancer using next-generation sequencing. Scand J
:386-92. doi: 10.1080/00365513.2016.1183813. Epub 2016 May 23. PMID: 27215271,
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cancer tissues: exén 2 del KRAS y de|si cegaron a lqs evaluadores
comparison with mutaciones expandidas del | de la prueba indice.

Sanger sequencing RAS, comparandola con PCR | Evaluado con GRADE
and ARMS-Scorpion | en tiempo real y secuenciacién
real-time PCR*? de Sanger.

Se analizaron 51 muestras
para los tres métodos y se
evalué la concordancia entre
ellos, asi como la sensibilidad
de la prueba.

Como  resultados, 25.5%
(13/51 muestras) tuvo una
mutacion en el exén 2 del
KRAS y se tuvo una
concordancia entre la
secuenciacion de Sanger de
100% y con PCR-RT del 98%.
También se pudieron detectar
otras mutaciones RAS en 10
muestras. Los autores
concluyen que esta plataforma
es especifica y sensible para la
deteccién de la mutacion del
exon 2 de KRAS vy es
apropiada para su uso en
pruebas clinicas de rutina.

ANALISIS DE LOS ESTUDIOS:

- Sebastiao et al en el 2020 realizaron una revision sistematica y meta-analisis
para determinar la precision del NGS en detectar alteraciones oncogénicas de EGFR,
ALK, ROS-1, BRAF, RET, MET en pacientes con cancer de pulmén de células no
pequenas. En mayo del 2019 realizaron blsquedas en MEDLINE/PubMed, Cochrane
Library, Latin American and Caribbean Health Sciences Literature (LILACS) y Center
for Reviews and Dissemination en bases de datos y articulos obtenidos de otras
fuentes en busca de estudios relevantes que evallien la precision (sensibilidad y
especificidad) de NGS. De los 10 estudios seleccionados, todos usaron como
intervencion NGS, sin embargo, la comparacién fue variable pues incluyeron deteccion
de mutaciones a través de deteccién por FISH, PCR o IHC, tejido por secuencia no
genetica y sélo un estudio evalué PCR en tiempo real. La estimacién global tuvo una
sensibilidad y especificidad de 76.6% (IC 95% 67.8%-83.5%) y 99.9% (IC 95% 99%-
100%), respectivamente, ademas de VPP:100% y VPN: 96.2%. Al evaluar el estudio
que comparé NGS con PCR en tiempo real (137 pacientes), el resultado de NGS fue
una sensibilidad de 91.1% con especificidad de 100%, no reportaron el valor para
PCR-TR. Algunas limitaciones de este estudio fue que el MA incluye comparadores

32

Gao, J., Wu, H., Wang, L., Zhang, H., Duan, H., Lu, J., & Liang, Z. (2016). Validation of fargeted next-generation
sequencing for RAS mutation detection in FFPE colorectal cancer tissues: comparison with Sanger sequencing and
ARMS-Scorpion real-time PCR. 8MJ open, 6(1), e009532. https:/.fdoi.org.f10.1136/bmjopen-2015-009532
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diversos como PCR, mutaciones a través de deteccion por FISH, PCR o IHC con lo
que la estimacion a la pregunta especifica con PCR puede variar. Los autores
consideraron que podia existir sesgo de publicacién, sin embargo los autores creen
que las estimaciones calculadas no variardn mucho. Concluyen que el panel de NGS
tiene una alta precisién para identificar alteraciones oncogeénicas en pacientes con
cancer de pulmoén de células no pequefias. Este estudio no hizo una comparacién del
PCR en tiempo real para el diagnéstico de mutaciones, por lo que realizamos una
busqueda rapida para buscar valor diagnéstico de PCR en tiempo real, encontrando
que para deteccion de mutacién EGFR™ fue una sensibilidad de 0.68 (IC 95% 0.60-
0.75) y especificidad 0.98 ( IC 95% 0.95-0.99).

- Furuki et al en el 2018, realizaron un estudio observacional donde evaluaron el
uso de biopsia liquida y NGS para deteccién de mutaciones en tumores primarios y
metastasicos. De un total de 22 pacientes con metastasis hepaticas de cancer
colorrectal, aplicaron NGS y PCR para la deteccién de mutaciones. Encontraron un
total de 36 mutaciones, la mas frecuente fue TP53 (14 mutaciones), seguido de
KRAS (12 mutaciones), BRAF solo hubo una mutacién. La sensibilidad para
mutaciones hepaticas en NGS fue 64% (23/36) y para PCR fue 89% (32/36), las
especificidades fueron de 100% para ambos grupos. Este estudio presentd
limitaciones pues solo se llevé a cabo en una institucion e incluyé un pequefio
numero de pacientes, por lo que podria limitar la extrapolacion de resultados.

- Xu et al en el 2016 realizaron un estudio en pacientes con cancer de pulmén
para evaluar la utilidad clinica del panel NGS en la deteccién de mutaciones de genes
EGFR, KRAS, PIK3CA y BRAF. Hicieron comparaciones de NGS con PCR en tiempo
real con 188 muestras consecutivas de pacientes asidticos. Para hacer estas
evaluaciones, los investigadores estuvieron cegados de los resultados de la otra
prueba. Un total de 63 mutaciones hotspot en 45 exones 18,19, 20 y 21 de EGFR, 12
en exones 2 y 3 de KRAS, 5 en exones 9 y 20 de PIK3CA y BRAF VB600E fueron
detectados por kits. De los 188 pacientes, el 53.2% eran mayores de 60 afios y el
sexo masculino era muy similar al sexo femenino. Encontraron una concordancia del
93.3% en NGS y PCR-RT; ademas, el NGS tuvo una sensibilidad del 89.9% y
especificidad del 97.5%, no reportaron el valor diagnédstico del PCR-RT. Los autores
concluyeron que el NGS ofrecié mas informacién clinica relevante, como deteccion de
mutaciones non-hotspot y que el NGS mostré un buen rendimiento clinico, lo que
puede facilitar la toma de decisiones terapéuticas en pacientes con cancer de
pulmaon.

- Gao et al. realizaron un estudio con muestras de tejido embebidos en parafina
de pacientes con cancer colorrectal (CCR), donde comparaban la deteccion de
mutaciones del exén 2 del KRAS y de otras mutaciones del RAS a través de 3
métodos: PCR -RT, Secuenciacién de Sanger y NGS. El CCR metastasico es tratado
con terapia dirigida de acuerdo a la presencia o ausencia de mutaciones del KRAS.
Sin embargo, se ha observado que no solo las mutaciones tipicas del exén 2 del
KRAS son determinantes en la respuesta a tratamiento por moléculas anti-EGFR,
sino también, otras mutaciones de la familia del RAS (KRAS, NRAS y HRAS).
Dentro de los resultados, se tuvo 100% de concordancia entre NGS y la prueba gold
standar (secuenciacion de sanger) y, en comparacion a la prueba que usualmente se
emplea (PCR - RT) la concordancia fue del 98% (50/51 muestras). Esta Gnica
muestra que no coincidié fue porque el kit de reactivos del PCR-RT no tenia el gen

33
Wang N, Zhang X, Wang F, Zhang M, Sun B, Yin W, et al. The Diagnostic Accuracy of Liquid Biopsy in EGFR-
Mutated NSCLC: A Systematic Review and Meta-Analysis of 40 Studies. SLAS technology. 2020:2472630320939565.
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que si incluia el panel del NGS. Sin embargo, los resultados, comparando el uso de
tres métodos para la deteccidn de mutaciones de KRAS en 51 muestras de CCR en
tejido embebidos en parafina: lon Torrent PGM (emplea NGS) fue méas especifico y
sensible para la deteccion de la mutacién del exén 2 de KRAS que la secuenciacion
de Sanger y Therascreen (emplea PCR- RT), y es apropiado para su uso en pruebas
clinicas de rutina. Ademas, lon Torrent PGM es una plataforma de ahorro de
muestras, rentable y eficiente en el tiempo para pruebas genéticas multiples en CCR,
y muestra un gran potencial para la aplicacion clinica para expandir las pruebas para
incluir mutaciones en RAS vy otros genes relacionados con CCR. Entonces, este
estudio demuestra su validez interna ya que si hay comparacién con el gold
standard, asi mismo las muestras fueron elegidas al azar, y fueron aplicadas a los 3
métodos en su totalidad, también hacen una descripcion de cémo realizan las
determinaciones diagnésticas. Aunque mencionan que hay una alta sensibilidad y
especificidad, no detallan los valores de los mismos. Una limitacién del estudio es la
poca cantidad de muestras incluidas. Respecto a la validez externa del estudio, si es
aplicable esta prueba y los resultados de la misma modifican el tratamiento de los
pacientes a tratar.

VII. RESUMEN DE DISPONIBILIDAD

La deteccion de mutaciones somaticas a través de la secuencia por NGS es una
tecnologia no incluida en el INEN. Ademas, a través de diferentes laboratorios se
verifica que si hay disponibilidad de esta tecnologia en el mercado peruano.

Viil. RESUMEN DE LA EVIDENCIA DE COSTOS

En nuestra institucion no contamos al momento con paneles NGS para tumores
solidos, sin embargo, en el tarifario INEN se encuentran las siguientes pruebas de
deteccion molecular mediante PCR en tiempo real (no tienen al momento tarifa SIS):

PRUEBA IAFAS Y IAFAS: HOSPITALARIO
OTROS ESSALUD Y
PRIVADOS | SANIDADES
MUTACION DEL GEN BRAF V600OE POR | S/.1,902.00 |s/ 1,268.00 | S/.998.00
PCR EN TIEMPO REAL IVD
MUTACION DEL GEN EGFR ( EXONES S/.1,665.00 | S/.1,110.00 S/. 874.00
18,19, 20 Y 21) POR PCR EN TIEMPO
REAL IVD
MUTACION DEL GEN KRAS (CODONES | S/.3,49050 |s/. 2,327.00 | S/.1,833.00
12, 13, 61) POR PCR EN TIEMPO REAL
IVD
Durante el primer semestre se vienen realizando:
PRUEBA 1° SEMESTRE ENERO -
OCTUBRE
MUTACION DEL GEN BRAF V600E POR PCR EN 37 104
TIEMPO REAL IVD
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MUTACION DEL GEN EGFR ( EXONES 18,19,20 |49 122

Y 21) POR PCR EN TIEMPO REAL IVD

MUTACION DEL GEN KRAS ( CODONES 12, 13, 26 62
61) POR PCR EN TIEMPO REAL IVD

Estas son al momento las tecnologias empleadas en el instituto y que se pretenden
reemplazar con el Panel NGS.

El costo de la tecnologia de panel de NGS es muy variable, segin un estudio los
paneles de NGS pueden variar entre 440 y 3443 ddlares americanos (S/. 1584.00 --
S/. 12394.80, tipo de cambio: S/. 3.60), al momento no se cuenta con evaluaciones
econdmicas en Latinoamérica.

Una revisién sobre costo efectividad realizada por Tan y colaboradores, ™ cuyo objetivo
fue realizar una revision sistematica de estudios sobre la efectividad clinica y costo-
efectividad del uso de NGS en el manejo del cancer publicados entre 2011 a 2017,
demostro eficacia de la prueba para detectar las alteraciones genéticas sin embargo
no se dan conclusiones sobre rentabilidad de |a prueba.

La calidad de la metodologia y el sesgo potencial en los estudios se evaluaron
mediante la lista de verificacion de evaluacién critica del Instituto Joanna Briggs (JBI)
para estudios de precision de pruebas de diagnéstico.

Una busqueda sistematica de articulos originales de investigacion sobre |a efectividad
clinica y la rentabilidad de NGS fue realizada en MEDLINE y EMBASE. Se incluyeron
articulos que se centraban en la atencién del cancer y que involucran la aplicacion de
NGS. Para la revision de costo-efectividad, solo incluyeron los articulos con
evaluaciones econdémicas de NGS en | atencién del cancer. Informaron la tasa de
deteccion exitosa de mutaciones a partir de los estudios clinicos. La relacion costo-
efectividad incremental y los resultados del analisis de sensibilidad se informan para
los articulos de costo-efectividad.

De los articulos de analisis de costos revisados, registraron el costo de proporcionar el
servicio NGS (que incluye mano de obra, suministros y administracién de gastos
generales), y costo posterior de la intervencién después del resultado NGS. A partir de
los articulos de analisis de coste-efectividad, analizaron el modelo y el ICER.

Los estudios de rentabilidad se evaluaron en términos de la robustez de su modelo y
la calidad de los insumos en el modelo especifico, utilizando el marco desarrollado por
las Directrices de buenas practicas para el modelado analitico de decisiones en la
evaluacién de tecnologias sanitarias.

En los resultados sobre eficacia, se tuvieron 56 articulos que incluyeron 21 823
pacientes que usaron la secuenciacion con NGS, 45 estudios incluian mutaciones
somaticas y los otros 11 estudios, incluian mutaciones germinales y somaticas.
Alrededor del 90% fueron secuenciados exitosamente y 83% identificaron
exitosamente 1 mutacién empleando un panel de genes. Sobre Ia utilidad en el
manejo, se obtuvieron 24 articulos, de los cuales el 37% recibié un tratamiento de
acuerdo a su perfil genético.
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La secuenciacidon de genes mediante NGS se convertira en una herramienta valiosa
para lograr la medicina de precisién. Opciones de tratamiento, especialmente para
pacientes con cancer, donde las mutaciones genéticas juegan un papel critico en la
carcinogénesis tendran que ser desarrolladas y ofertadas. Sin embargo, sigue
habiendo una serie de cuestiones que requieren atencioén con respecto a la aplicacion
de la tecnologia NGS para el tratamiento del cancer en los sistemas sanitarios
actuales, como la eficacia de la terapia molecular dirigida basada en la informacién
genética de los pacientes.

En la busqueda de evidencia de costo-efectividad de NGS en aplicaciones clinicas
para pacientes con cancer, solo se encontré seis articulos que realizaron analisis de
costo-efectividad de NGS, tres de ellos evaluaron la tecnologia en combinacién con
terapia dirigida, y los otros tres articulos evalug el uso de NGS para el cribado de
pacientes / familiares de alto riesgo.

En el grupo de estudios que evaluaron el empleo de NGS y “terapia dirigida”, se tiene
que el estudio de Li et al, sobre |a aplicacién de NGS para deteccion de mutaciones en
Melanoma maligno con la intencién de ingresarlos a ensayos clinicos, hubo un ahorro
de § 8 943 y se aumento 0.0174 QALYS. En el estudio de Doble et al, quien aplicé la
NGS en pacientes con CPCNP en cuarta linea de tratamiento para comparar terapia
dirigida vs quimioterapia, el ICER fue de $485 199 y no fue costo efectivo. Wallbilich et
al analizaron a pacientes con cancer de ovario platino resistente y midieron Ia
rentabilidad al afio del tratamiento dirigido, resultando un ICER de $479 303, tampoco
fue costo efectivo. En el grupo de estudios que se empleé como “cribado”, 2 de 3
fueron costo efectivos: Gallego et al analizé NGS vs IHQ seguido de secuenciacion de
Sanger en pacientes con riesgo de cancer de colon, obteniendo un ICER de $ 36 500;
Li et al, analiz6 dos poblaciones de mujeres de 40 y 50 afios con riesgo de cancer de
mama, en el grupo de 40 afios el ICER fue de $48 328 y en el grupo de 50 afios el
ICER fue de $69 920; Bennette et al analizé el uso de NGS en pacientes con riesgo de
cancer de colon y obtuvo un ICER de $115 000, no siendo costo efectivo.

Estos 2 grupos de modelos produjeron diferentes ICER. En el grupo de terapia
dirigida, el costo del tratamiento es significativamente mas alto que el costo de NGS,
por lo tanto, tiene un efecto mas pronunciado sobre el ICER. Este hallazgo destaco
que, en general, el costo de |a terapia dirigida debe reducirse significativamente para
que el uso de NGS en el manejo del cancer sea rentable en este contexto. En el grupo
de "cribado", el costo de las intervenciones posteriores, es decir, Ia mastectomia
profilactica o el asesoramiento genético, es mucho menor en comparacion con el costo
de los medicamentos especializados utilizados en |a terapia dirigida. En consecuencia,
el costo de la secuenciacion y la probabilidad de detectar variantes patogénicas se
convirtieron en variables significativas para explicar los ICERs.

informes en el grupo de “terapia dirigida” no tomaron en Cuenta la utilidad potencial
para el estado de salud obtenida al evitar la terapia citotéxica innecesaria o Ia
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toxicidad relacionada con el tratamiento, que puede hab
Cuatro de los seis informes de rentabilidad utilizaron 10
como umbral de ICER (Doble et al, utilizaron 2

informaron un umbral de ICER).

er mejorado la rentabilidad.
0.000 délares estadounidenses
00.000 délares australianos: Li et al no

En conclusion, la evaluacion de la eficacia de NGS fue positiva, encontrando que NGS

es eficaz para identificar mutaciones en pacientes con cancer, y el 37%

de los

pacientes diagnosticados procedieron a recibir terapia que coincidia con su perfil

genético. Sin embargo, ya que solo seis articulos evaluaron la rentabilidad de

la NGS

en varios entornos, esta sigue siendo un area de investigacion futura para determinar
si la tecnologia es rentable en el tratamiento rutinario del cancer.

IX. RESUMEN DEL ESTATUS REGULATORIO

a. AGENCIAS REGULADORAS

INDICACIONES APROBADAS

TECNOLOGIA

FDA
(Administracion de

Alimentos y Medicamentos
- USA)

EMA

(Agencia Europea de
Medicamentos)

DIGEMID

NGS

El 11 de Agosto del 2020, la
FDA aprueba el
Guardant360,** que es una
fusién de tecnologias como
la biopsia liquida y Ia NGS,
que es una prueba de
diagnéstico complementaria
especifica para identificar a
pacientes con cancer de

En el 2018, el comité
de Buenas Practicas
de

Farmacogendmica®®
elaboré todos los
pasos del protocolo
de uso de NGS
desde extraccion de
ADN, procesamiento

El uso de los kits
para deteccién
de mutaciones
por medio del
panel NGS esta
aprobado y
avalado por
DIGEMID, pues
de acuerdo a la

pumon de células no | ge ADN, y | Primera
pequenas metastasico, que | generacién de | Disposicion
pueden  beneficiarse de | jecturas de | Complementaria
Osimertinib. secuencias. Transitoria  del
D.S. N° 001-
F1CDx,*. plataforma de 2012-SA  donde
NGS de ROCHE, esta establece  que
aprobado por la FDA para los dispositivos
el analisis gendmico meédicos de
oncolégico de: céncer de diagnéstico  in
pulmén no microcitico vitro, no
(NSCLC), mama, requieren

colorrectal (CCR), ovario y
melanoma desde

registro sanitario

34
https://www.fda.govimedical-d evices/recentfy-approved-devices!guarsan1360—cdx-p20001 0
https://iwww. roche.comlde/media/releases/med-cor—201 7-12-04.htm

Agency. Guideline on good pharmacogenomic practice. 2018. Disponible en
https:/!www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/guideline—good-pharmacogenomic-practice-first-

35
European Medicines

version_en.pdf
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noviembre 2017.

X. MARCO DE VALOR PARA EVALUACION DE LA TECNOLOGIA

Tomando los criterios para un marco de valor de la Health Technology Assessment
International (2018)*" para la toma de decisiones y formulacién de la recomendacion,
se describe:

La calidad de evidencia evaluada con metodologia GRADE fue baja, considerando las
limitaciones dado en la RS (sesgos de estudios individuales en el cegamiento), asi
como limitaciones en estudios observacionales (calidad baja). Esta valoracién de Ia
calidad indica que los valores diagnésticos encontrados pueden ser sustancialmente
diferentes al efecto que pueda tener en el mundo real.

La magnitud del beneficio es considerable, pues la NGS al igual que PCR-RT tiene la
misma capacidad diagnéstica de mutaciones genéticas; ademas se ha visto una
excelente correlacion del diagnéstico de NGS con los paneles de Sanger(Gold
standard).

El impacto econémico de esta prueba para el INEN es incierto, es necesario realizar
un analisis de impacto preésupuestario para estimar cuantitativamente el gasto sanitario
del uso de esta prueba en la poblacion con cancer de tumores sélidos localmente
avanzado y metastasicos.

La incorporacién de esta tecnologia supone un impacto probablemente positivo en Ia
equidad al considerar que se podra aumentar el nimero de estudios con pequerias
cantidades de muestras obtenidas de los pacientes, a todos por igual, sin la necesidad
de volver a repetir muestras o excluir subgrupos.

Xl. DISCUSION

La medicina de precision en el area de la oncologia ha llevado al desarrollo de
pruebas complementarias de diagnéstico que permiten determinar las caracteristicas
propias del tumor de cada paciente. Debido a la heterogeneidad tumoral, es un reto
poder establecer cudl es el mejor método para perfilar estos tumores, sin embargo, se

37 . e . ) . . ;
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han desarrollado tecnologias como la NGS, que permite un ahorro de varios factores:
cantidad de tejido, tiempo y de manera indirecta, menor uso de recurso humano.

A la fecha, hay estudios que avalan la eficacia de NGS, y son comparables tanto al
gold standard (secuenciacién de sanger) asi como al PCR-RT que es al momento, la
tecnologia que se emplea con mayor uso y la empleada en nuestra institucién,
llegando a tener incluso 100% de concordancia entre ellos.

Dentro de la carcinogénesis del tumor, vemos que no existe una sola via de desarrollo
del cancer sino que son muchas, y cada una de ellas incluye una serie de alteraciones
geneticas. Ademas, posterior a tratamientos administrados, nuevas mutaciones son
desarrolladas y generan resistencia a ciertos farmacos. En céncer de pulmoén, existe
tal vez la mayor cantidad de alteraciones genéticas por lo cual hacer una tipificacion
de estos tumores a través de un panel de secuenciacién es mucho mas econémico
que hacerlo a través de muestras de parafina con estudio de PCR - RT.

Para la implementacion de esta tecnologia, se debe contar no solo con los equipos e
insumos, sino también con un personal capacitado que pueda realizar tanto la parte
técnica de la secuenciacién pero sobre todo, capacitado en Ia interpretacioén de los
resultados. Otra variable importante, es el tipo de muestra que se emplea. Esta prueba
necesita menor cantidad de tejido en comparacion al uso de PCR-RT, y hay un ahorro
de tiempo en comparacién a la secuenciacidn de Sanger. Asi mismo, con el
advenimiento de mejoras en la realizacion de biopsias liquidas, el potencial riesgo de
no captar las mutaciones totales del tumor, debido a su heterogeneidad, estaria
resuelta. Por lo cual la realizacion de NGS usando biopsia liquida es también un
campo de discusion e innovacién.

Respecto a los costos, queda claro, que su uso en tumores con una gran cantidad de
alteraciones genéticas resulta mucho mas rentable que hacerlo de manera secuencial
en PCR-RT. Asi como también nos ahorramos la necesidad de nuevas biopsias por el
hecho de tener poca muestra en parafina, con las complicaciones indirectas que
pueden acarrear (p.e. paciente con cancer de pulmén que se complica con
neumotoérax posterior a nueva biopsia de pulmén).

Nuestra institucion tiene demanda de deteccion de mutaciones EGFR, BRAF, KRAS.
Sin embargo, como mencionamos anteriormente, el costo individual de cada uno es
mucho mayor que si hacemos una determinacién de las mismas a través de un panel,
€n un solo momento y con una nueva tecnologia que en nuestro pais es innovador, lo
cual da realce a nuestra institucién pudiendo ser centro de referencia para otras
instituciones.

Xll. CONCLUSIONES

- Secuenciar gran cantidad de segmentos de DNA de forma masiva y en
paralelo, en menor cantidad de tiempo, con una alta especificidad y a un menor
costo son caracteristicas de la NGS.

- Debido a los recientes desarrollos en las pruebas basadas en NGS, estas
tecnologias se plantean como estrategias de gran utilidad para la prevencion,
el diagnéstico, el tratamiento y el seguimiento de un amplio espectro de
enfermedades, incluidas el cancer.

- El uso de paneles moleculares, permite realizar un perfil del tipo de tumor al
que nos enfrentamos y con ello podemos ofrecer un tratamiento personalizado
a los pacientes
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Las revisiones sistematicas y estudios analizados concluyen que el uso de
NGS para deteccién de mutaciones como EGFR, BRAF, KRAS entre otras,
muestra una alta especificidad (97.5% a 100%) y una sensibilidad moderada
(64% a 91%).

En el Perl se realizan paneles NGS. Las agencias reguladoras como la FDA
han aprobado el uso de esta tecnologia en diferentes plataformas de
complemento diagndstico, tanto para biopsias de tejido como biopsias liquidas.
Son necesarios estudios de evaluacién econdmica para saber si esta
tecnologia es costo efectiva asi como un analisis de impacto presupuestario
para evaluar la sostenibilidad en nuestra institucién.
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