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RESUMEN 

Implementación del análisis del ADN libre circulante en plasma en el diagnóstico de 

pacientes con cáncer de pulmón de células no pequeñas 

INTRODUCCIÓN: Las mutaciones en el gen EGFR son alteraciones comunes en pacientes con 

adenocarcinoma de pulmón. Los fármacos inhibidores de la tirosina quinasa son el tratamiento 

de elección en este grupo de pacientes, ya que han demostrado una mejora clara en la 

supervivencia frente a tratamientos convencionales. Las guías clínicas internacionales 

recomiendan el análisis de mutaciones en el gen EGFR en pacientes con un diagnóstico de 

adenocarcinoma avanzado. La biopsia de tejido continúa siendo el gold-standard para la 

caracterización molecular en pacientes con cáncer de pulmón de célula no pequeña. Sin 

embargo, en un alto porcentaje de pacientes no se dispone de muestra de tejido, o esta no 

presenta la calidad suficiente para realizar análisis moleculares. El ADN libre circulante (cfDNA) 

en plasma es una fuente alternativa para el análisis molecular indirecto del tumor, 

especialmente útil en aquellos pacientes de los que no se dispone de muestra de tejido. Junto 

con las características cualitativas del cfDNA, la información cuantitativa, como la concentración, 

y estructural, como el tamaño de sus fragmentos, está ganando interés en la práctica clínica. 

HIPÓTESIS: la caracterización molecular del gen EGFR en pacientes con cáncer de pulmón de 

células no pequeñas mediante el análisis de cfDNA en plasma representa una alternativa 

adecuada al análisis en biopsia de tejido. Además, parámetros derivados de este análisis como 

la concentración y tamaño de los fragmentos de cfDNA o el índice semicuantitativo (SQI) podrían 

proporcionar información complementaria en el diagnóstico y seguimiento de pacientes con 

cáncer de pulmón de células no pequeñas. 

OBJETIVOS:  los objetivos de esta tesis son, en primer lugar, evaluar el impacto de la introducción 

en un entorno clínico real de un test tipo RT-PCR para el análisis de mutaciones en el gen EGFR 

en cfDNA en plasma. Además, determinar la utilidad clínica de la concentración del cfDNA y su 

fracción de fragmentos cortos como biomarcadores de estadificación de pacientes con cáncer 

de pulmón de células no pequeñas localmente avanzado o metastásico. Por otro lado, evaluar 

las características del índice semicuantitativo (SQI) obtenido en los pacientes con alteraciones 

en el gen EGFR y estudiar la asociación de la concentración del cfDNA y su patrón de fragmentos 

con parámetros derivados del FDG PET/TC. 

MÉTODOS: se ha realizado un análisis prospectivo en una cohorte clínica de pacientes 

diagnosticados con cáncer de pulmón de células no pequeñas localmente avanzado o 
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metastásico. En todos los pacientes se realizó el estudio de alteraciones en el gen EGFR mediante 

el Cobas EGFR Mutation Test v2 en cfDNA en plasma y se determinó la concentración de cfDNA 

mediante fluorometría, y el patrón de fragmentos de cfDNA mediante electroforesis capilar. Se 

recogieron datos demográficos, clínicos, histopatológicos y el resultado molecular en tejido, 

siempre que estuviera disponible, de todos los pacientes. Se analizó la eficacia diagnóstica del 

estudio de mutaciones en plasma, el impacto de la introducción de esta metodología en la 

práctica clínica y la utilidad de la concentración de cfDNA y el tamaño de sus fragmentos como 

biomarcadores. En los pacientes en los que se disponía de análisis de imagen mediante FDG 

PET/TC y TC toracoabdominal se estudió su asociación con la concentración de cfDNA y el 

tamaño de sus fragmentos. En un subgrupo de pacientes con deleciones en el exón 19 del gen 

EGFR se realizó el análisis de mutaciones en el gen EGFR mediante una metodología alternativa  

(ddPCR) que proporcionó la fracción de alelo variante (VAF) para la mutación encontrada y se 

realizó un estudio de correlación de la misma con el SQI. 

PRINCIPALES RESULTADOS: el análisis de alteraciones en el gen EGFR en cfDNA en plasma 

mostró una alta eficacia diagnóstica comparado con el tejido. La concentración de cfDNA fue 

significativamente más alta en pacientes con estadios avanzados, y estos presentaron una 

fracción mayor de fragmentos cortos de cfDNA. Tanto la concentración de cfDNA como la 

fracción de fragmentos cortos presentaron una correlación positiva con los parámetros 

volumétricos y metabólicos derivados del FDG PET/TC de la enfermedad metastásica. El SQI 

presentó una buena correlación con la VAF, tanto en pacientes al inicio del tratamiento, como 

durante el seguimiento longitudinal de los mismos. 

CONCLUSIONES: i) el análisis del cfDNA en plasma para la determinación de mutaciones en el 

gen EGFR es un método preciso y rápido para la caracterización molecular inicial de pacientes 

con cáncer de pulmón de célula no pequeña en la práctica clínica. ii) La introducción del Cobas 

EGFR mutation test v2 en la práctica clínica ha permitido el acceso a terapias dirigidas a los 

pacientes en los que no se dispone de muestra de tejido. iii) La concentración de cfDNA 

correlaciona con el estadio tumoral y con parámetros de imagen del tumor derivados de las 

lesiones metastásicas, por lo que tiene potencial como biomarcador en la estadificación de la 

neoplasia. iv) la fracción de fragmentos cortos de cfDNA correlaciona con parámetros 

volumétricos y metabólicos de las lesiones metastásicas obtenidos a partir del FDG PET/TC. v) El 

SQI es un parámetro cuantitativo robusto que refleja indirectamente la VAF y el número de 

copias mutadas/mL en pacientes con mutaciones en el exón 19 del gen EGFR. 
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1.1. Epidemiología del cáncer de pulmón 

El cáncer es la causa de muerte prematura más frecuente en los países con mayor índice de 

desarrollo humano. Según los datos del Global Cancer Observatory (GLOBOCAN) del año 2020, 

el cáncer de pulmón es el cáncer más común a nivel mundial, con 2.2 millones de nuevos casos, 

así como el que mayor mortalidad presenta, con 1.8 millones muertes(1). Existen diferencias en 

la incidencia del cáncer de pulmón según el sexo y el origen geográfico (Figura 1). El cáncer de 

pulmón es el cáncer más común en hombres y su incidencia es prácticamente el doble con 

respecto a las mujeres (1.44 millones de casos vs. 771.000 en 2020), en las que el cáncer de 

pulmón es el tercer cáncer más común. Las regiones con una mayor incidencia de cáncer de 

pulmón en hombres son Micronesia, Polinesia, Europa Central y del Este y Asia Oriental. En 

cambio, las regiones con una mayor incidencia de cáncer de pulmón en mujeres son 

Norteamérica y Europa del Norte y Occidental. Esta diferencia se atribuye principalmente a las 

diferencias existentes en cuanto al consumo de tabaco(2). 

Según la Organización Mundial de la Salud (OMS), el cáncer es la enfermedad que genera mayor 

carga en los años de vida ajustados por discapacidad, tanto en hombres como en mujeres. El 

riesgo de morir de cáncer entre 0-74 años es del 10.6%, siendo el más probable el cáncer de 

pulmón, con un 3.2%(3). La incidencia y mortalidad del cáncer de pulmón ha ido en descenso en 

aquellos países con un mayor índice de desarrollo y que cuentan con políticas activas de 

deshabituación tabáquica. Sin embargo, los países en vías de desarrollo donde el consumo de 

tabaco es aún elevado presentan una menor incidencia de cáncer de pulmón, pero una elevada 

tasa de mortalidad. Esto se debe a diversos factores como son una elevada contaminación 

ambiental, la existencia de barreras socioculturales y un desigual acceso al sistema de salud lo 

que  provoca un retraso en el diagnóstico y tratamiento del cáncer(4).  

El cáncer de pulmón está intrínsecamente relacionado con la exposición a factores ambientales. 

El tabaco es el factor ambiental más importante y la causa más determinante en cuanto a la 

incidencia y mortalidad en este cáncer. Se estima que el tabaco es responsable del 80-85% de 

los casos de cáncer de pulmón a nivel mundial(5). El tabaco contiene más de 7000 sustancias 

químicas y 69 carcinógenos, y su consumo está relacionado con algunos subtipos histológicos 

de cáncer de pulmón. Principalmente se ha relacionado el consumo de tabaco con el carcinoma 

escamoso de pulmón y el cáncer de pulmón de células pequeñas, y en menor medida con el 

adenocarcinoma. Además del tabaco, otros 29 agentes se han relacionado con la aparición del 

cáncer de pulmón, como por ejemplo los asbestos, la sílice, varios metales pesados y el radón, 

así como la combustión de combustibles fósiles en hogares mal ventilados y la polución 

ambiental(6). Además de los carcinógenos mencionados, enfermedades pulmonares como la 

17



enfermedad pulmonar obstructiva crónica, el enfisema y la neumonía también se han asociado 

con el desarrollo del cáncer de pulmón(7,8).  

La susceptibilidad genética al cáncer de pulmón es un factor importante en su desarrollo, 

habiéndose estimado en un 18% la heredabilidad del mismo(9). Además, el riesgo de padecerlo 

en familiares de primer grado de pacientes de cáncer de pulmón es aproximadamente 1.5 veces 

más alto que en individuos sin historia familiar de esta neoplasia, actuando como un factor 

independiente del consumo de tabaco(10).  

Las estrategias actuales para prevenir el del cáncer de pulmón se centran en campañas de 

deshabituación tabáquica. Además, se han desarrollado programas piloto de screening en 

cáncer de pulmón basados en técnicas de imagen con resultados prometedores. El National Lung 

Screening Trial de Estados Unidos (EEUU) halló un 20% menos de mortalidad en un grupo de 

pacientes de alto riesgo de padecer cáncer de pulmón cuando fueron cribados mediante 

tomografía computarizada de baja dosis (TC de baja dosis) frente a otro grupo de pacientes con 

iguales características clínicas cribado mediante radiografía de tórax(11). En Europa se han 

encontrado resultados similares en cribados basados en imagen en Alemania(12) y 

Dinamarca(13). Estos resultados han propiciado que la Unión Europea haya hecho pública su 

posición a favor al cribado de cáncer de pulmón mediante TC de baja dosis a través de la 

publicación de un documento donde se exponen recomendaciones para la implementación 

exitosa de estos programas de cribado(14). 

 
Figura 1. Estimación de la incidencia de cáncer de pulmón estandarizada por edad en 2020, para ambos 

sexos. Adaptado de Sung et al. (1) 
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1.2. Clasificación del cáncer de pulmón 
1.2.1. Clasificación Histológica 

El cáncer de pulmón constituye un grupo heterogéneo de neoplasias con características 

histológicas diferenciadas. Tradicionalmente, el cáncer de pulmón se ha dividido en dos grandes 

grupos: el cáncer de pulmón de células pequeñas, que corresponde al 15% del total de cánceres 

de pulmón, y el cáncer de pulmón de células no pequeñas, que representa el 85% restante y 

engloba a los subtipos adenocarcinoma, carcinoma escamoso de pulmón y carcinoma de 

pulmón de células grandes (15). Sin embargo, los avances en el conocimiento de los factores 

genéticos implicados en el desarrollo del cáncer de pulmón han hecho que en los últimos años 

se hayan producido cambios importantes en su clasificación histológica.  

En la última década ha surgido el concepto de medicina personalizada o medicina de precisión, 

cuya definición más aceptada es la dada por el US National Institutes of Health (NIH), que la 

define como un enfoque emergente para el tratamiento y la prevención de enfermedades que 

tiene en cuenta la variabilidad individual en los genes, el entorno y el estilo de vida de cada 

persona(16). El desarrollo de la medicina de precisión ha permitido que un porcentaje de 

pacientes con cáncer puedan recibir tratamientos dirigidos a inhibir el efecto de las alteraciones 

moleculares driver implicadas en el desarrollo del tumor. Dichos tratamientos dirigidos tienen 

una mayor especificidad y por tanto una mayor eficacia y menor toxicidad comparados con los 

tratamientos convencionales(17). El cáncer de pulmón de células no pequeñas se ha convertido 

en un claro ejemplo en donde aplicar la medicina de precisión en tumores sólidos, por lo que en 

este tipo de pacientes es preciso caracterizar molecularmente el tumor, además de 

histológicamente(18).  

La OMS publica periódicamente una clasificación histológica de los tumores torácicos, 

incluyendo a los tumores de pulmón, la cual se actualiza en base a los avances genéticos y 

terapéuticos que se obtienen en dicha neoplasia. La clasificación histológica de la OMS del año 

2015 introdujo nuevas recomendaciones para la clasificación del cáncer de pulmón como son: 

(i) la inclusión del uso de la inmunohistoquímica cuando sea posible para biopsias pequeñas y 

citologías, y también para piezas de resección en algunos tumores como el adenocarcinoma, el 

carcinoma escamoso de pulmón no queratinizante, los tumores neuroendocrinos y los tumores 

sarcomatoides(19); (ii) la integración de los estudios moleculares para facilitar tratamientos 

personalizados en pacientes con cáncer de pulmón avanzado; (iii) recomendaciones para el 

diagnóstico y manejo de biopsias pequeñas y muestras citológicas; (iv) cambios mayores 

respecto al enfoque del adenocarcinoma en muestras de resección; (v) la restricción del 

diagnóstico del cáncer de pulmón de células grandes a tumores resecados que no presenten 
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ninguna clara diferenciación histológica, inmunohistoquímica o mucina; (vi) nuevos subtipos de 

carcinoma escamoso de pulmón; (vii) la agrupación de los tumores neuroendocrinos(20). 

Por tanto, la clasificación del año 2015 de la OMS de tumores de pulmón se actualizó respecto 

a la anterior de 2004 basada en los nuevos perfiles moleculares y alteraciones genéticas diana 

identificados durante ese período. Esta clasificación contempla como tipos histológicos 

principales los tumores epiteliales, tumores mesenquimales, tumores linfohistiocíticos, tumores 

de origen ectópico y tumores metastásicos. Dentro de los tumores epiteliales, destacan el grupo 

de adenocarcinomas, constituido por 16 entidades diferentes, los carcinomas escamosos de 

pulmón, que engloba 5 subtipos diferentes, los tumores neuroendocrinos, donde destaca el 

carcinoma de pulmón de célula pequeña, además de otros 6 subtipos. En el grupo de tumores 

epiteliales se incluye además el carcinoma de pulmón de célula grande, el carcinoma 

adenoescamoso, los carcinomas sarcomatoides, los tumores tipo glándula salival, y distintos 

tipos de adenomas y papilomas. En total, los tumores epiteliales están constituidos por 51 

entidades diferentes(21). 

Existen diferencias en la frecuencia de los diferentes subtipos histológicos de cáncer de pulmón. 

En el programa Surveillance, Epidemiology, and End Results (SEER) de EEUU, con datos entre 

2013 y 2017, los adenocarcinomas representaron el 50.4% de los tumores de pulmón, seguidos 

del carcinoma escamoso de pulmón (22.6%), el cáncer de pulmón de células pequeñas (12.5%), 

otros carcinomas específicos (5.5%), carcinomas de célula no pequeña (4.6%), carcinomas no 

específicos (2.9%), carcinoma de pulmón de célula grande (1.3%) y otros (0.2%)(22). Los datos 

del registro español entre muestran datos similares pero en una cohorte mucho menor: 

adenocarcinomas (55.6%), carcinoma escamoso de pulmón (24.1%), cáncer de pulmón de 

células pequeñas (12.9%), carcinoma de pulmón de célula grande (2.7%), otros carcinomas 

específicos (2.1%), carcinomas no específicos (2.1%) y otros (0.5%)(23,24). 

1.2.2. Clasificación Molecular 

La identificación de alteraciones genéticas clave durante el inicio y las primeras etapas de la 

evolución del cáncer de pulmón ha cambiado el paradigma del tratamiento de esta neoplasia. 

En los últimos años se han realizado importantes esfuerzos para llevar a cabo una 

caracterización molecular exhaustiva de diferentes tipos de neoplasias entre las que se 

encuentra el cáncer de pulmón. Una de estas iniciativas es el The Cancer Genome Atlas (TCGA), 

un programa que desde 2006 ha caracterizado molecularmente más de 20.000 tumores de 33 

tipos diferentes, y el mismo número de muestras normales emparejadas(25). Este tipo de 
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iniciativas ha permitido identificar relaciones entre las características moleculares del tumor y 

los hábitos tabáquicos o características clínicas de los pacientes con cáncer de pulmón.  

Los cánceres de pulmón de células no pequeñas, en particular los tumores desarrollados en 

individuos fumadores presentan una alta carga de mutaciones tumorales somáticas, definida 

como el número de mutaciones codificantes no sinónimas por megabase. Estos datos ponen de 

manifiesto el panel carcinogénico del tabaco, el cual influye en el espectro de mutaciones. Los 

tumores de pacientes fumadores presentan una mayor frecuencia de mutaciones, 

predominantemente transversiones de nucleótidos (citocinas por adeninas (C>A)) y mutaciones 

en los genes Kirsten Rat Sarcoma (KRAS) y TP53. Por el contrario, los pacientes no fumadores 

presentan predominantemente transiciones de citocina a timina (C>T) y mayor prevalencia de 

alteraciones accionables incluyendo mutaciones en el gen Epidermal Grouth Factor Receptor 

(EGFR), y traslocaciones en los genes ROS1 y ALK(26). 

Por otro lado, un estudio en el que se secuenciaron más de 500 tumores sólidos metastásicos 

de diferente origen incluyendo el cáncer de pulmón, observaron que el número de mutaciones 

es mayor en las metástasis en comparación con los tumores primarios, poniendo de manifiesto 

la heterogeneidad molecular del cáncer metastásico y que el éxito del tratamiento del cáncer 

avanzado dependerá de la capacidad de entender las implicaciones terapéuticas de esta 

heterogeneidad(27). 

Las principales mutaciones encontradas en el cáncer de pulmón de células no pequeñas se 

localizan en los genes KRAS y el gen EGFR. Dichas alteraciones son claves para el desarrollo del 

tumor y representan dianas terapéuticas muy atractivas. Las mutaciones en los genes KRAS y 

EGFR son claves en el inicio del tumor y normalmente son mutuamente excluyentes. En aquellos 

tumores en los que coexisten alteraciones en ambos genes, las mutaciones en el gen KRAS 

confieren resistencia a los inhibidores de EGFR. Se ha observado una relación entre las 

diferentes alteraciones driver y las características moleculares del tumor. Los tumores que 

presentan mutaciones en el gen EGFR, o reordenamientos en los genes ALK o ROS1 tienen una 

carga mutacional más baja que la media de tumores. Aunque se desconocen las causas, ello 

puede ser debido a que estas mutaciones son más comunes en tumores de pacientes no 

fumadores o poco fumadores. Por otro lado, las mutaciones en el oncogén TP53 suelen 

observarse de forma recurrente en tumores avanzados, lo que sugiere que esta alteración tiene 

un papel relevante en la progresión tumoral.  
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1.2.2.1. Adenocarcinoma de pulmón 

En 2014 se publicaba el perfil molecular de 230 adenocarcinomas de plumón dentro del 

proyecto TCGA. Se analizó tanto el ADN somático como el ADN germinal de los pacientes 

mediante Whole Exome Sequencing (WES) y se identificaron 18 genes con alteraciones 

recurrentes en este subtipo de cáncer de pulmón. Los genes frecuentemente alterados en el 

tumor eran el gen TP53 (46% de los casos), el gen KRAS (33% de casos), los genes STK11 y KEAP1 

(17% de los casos), el gen EGFR (14% de casos), el gen NF1 (11% de los casos), el gen BRAF (10% 

de casos), el gen SETD2 (9% de los casos), los genes MGA y RBM10  (8% de los casos), los genes 

PIK3CA, MET y ARID1A (7% de los casos), el gen SMARCA4 (6% de los casos), los genes RB1 y 

CDKN2A (4% de los casos), el gen U2AF1 (3% de los casos) y el gen RIT1 (2% de los casos)(Figura 

2)(28). 

El 75% de los adenocarcinomas presentaban mutaciones que promueven la señalización de la 

vía receptor de tirosina quinasa (RTK)/RAS/RAF, localizándose las alteraciones más frecuentes 

en los oncogenes KRAS, EGFR y BRAF (62% de los casos), y en menor frecuencia mutaciones en 

los genes ERBB2, MAP2K1, NRAS y HRAS, además de los genes de fusión ROS1, ALK y RET. En 

aquellos casos en los que no se encontraron estas mutaciones, el análisis del número de copias 

de ADN reveló la amplificación de los oncogenes ERBB2 y MET. También se identificaron nuevas 

alteraciones en el gen NF1 y RIT1, ambos implicados también  en la vía RTK/RAS/RAF(15,29).  

Otros estudios han caracterizado molecularmente diferentes cohortes además de la del TCGA. 

Una revisión que sumaba los datos moleculares de las principales cohortes analizadas hasta la 

fecha evaluó las frecuencias de mutaciones en diferentes genes según el estadio de la 

enfermedad. El estudio evidenció la diferencia en la prevalencia de mutaciones en determinados 

genes en los adenocarcinomas de pulmón según el estadio de la neoplasia. Por ejemplo, las 

mutaciones en el gen EGFR están presentes en la mitad de adenocarcinomas de pulmón en 

estadios tempranos respecto a los estadios metastásicos (14.2% vs. 30.3%) o por el contrario, 

truncamientos en el gen NF1 son más prevalente en estadios tempranos que avanzados (6.3% 

vs. 1.9%)(30). 

Además de la caracterización genética, estos análisis han permitido subclasificar a los 

adenocarcinomas de pulmón en diferente subtipos según sus perfiles transcripcionales de 

ARNm y perfiles de metilación y de expresión proteica(15,28,29). 

Los genes de fusión son genes híbridos generados por la yuxtaposición de dos genes 

independientes, generando reordenamientos estructurales como deleciones, inversiones, 

traslocaciones o duplicaciones dentro del mismo cromosoma o entre cromosomas diferentes. 
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Las fusiones de genes, mutaciones en sitios de splicing o mutaciones en genes que codifican para 

factores de splicing promueven o sustentan fenotipos malignos generando tránscritos de ARNm 

aberrantes(28). Algunas proteínas de fusión cuentan con tratamientos oncoespecíficos. En 

concreto, las generadas por reordenamientos de genes como ALK, ROS1, RET y NTRK(31). Se 

estima que los reordenamientos en el gen ALK están presentes entre un 4-6% de 

adenocarcinomas de pulmón y en los genes ROS1 y RET en un 1.2%(32). La fusión más 

frecuentemente encontrada es una pequeña inversión dentro del brazo corto del cromosoma 2, 

que fusiona el dominio N-terminal del gen EML4 y el dominio C-terminal quinasa de ALK, lo que 

conlleva a una proteína quinasa constitucionalmente activa. El gen ROS1 es capaz de fusionarse 

con diferentes genes, provocando la activación de su dominio quinasa. Por su parte, el gen RET 

codifica para un receptor tirosina quinasa, que transduce señales para el crecimiento y la 

diferenciación celular. La presencia de estos reordenamientos es mutuamente excluyente con 

mutaciones en los genes EGFR, KRAS, BRAF y ERBB2(33). La secuenciación del ARN en las 

muestras del TCGA reveló fusiones involucrando a ALK en el 1.3% de los casos (EML4-ALK), a 

ROS1 en el 1.7% de los casos y a RET en el 0.9% de casos. El análisis de ARN también reveló la 

presencia de la activación de MET en un 4.3% de muestras(28). 

1.2.2.2. Carcinoma escamoso de pulmón 

En el año 2012, el proyecto TCGA publicó los resultados del análisis molecular de 178 carcinomas 

escamosos de pulmón(34). Este análisis reveló la presencia media por cada carcinoma escamoso 

de pulmón de 360 mutaciones exónicas, 165 reordenamientos genéticos y 323 segmentos de 

alteración de número de copia. Este perfil tan complejo se cree que está relacionado con el 

hábito de fumar, el cual se asocia con este subtipo histológico. Se encontraron mutaciones en el 

gen TP53 en el 90% de los tumores. Otros hallazgos significativos fueron mutaciones en los genes 

CDKN2A, PTEN, PIK3CA, KEAP1, MLL2, HLA-A, NFE2L2, NOTCH1 y RB1. También se detectaron 

otros genes mutados en menor proporción, como el gen EGFR, pero tanto el tipo de mutaciones 

como su frecuencia (<9%) difieren respecto a las encontradas en adenocarcinomas de pulmón. 

En el 34% de los casos se hallaron mutaciones en las vías relacionadas con estrés oxidativo y en 

la respuesta celular a la quimioterapia y la radioterapia, en concreto en los genes KEAP1 y 

NFE2L2, así como mutaciones en genes relacionados en la diferenciación celular a célula 

escamosa, en concreto en los genes SOX2 y TP63 en el 44% de los casos, y en genes relacionados 

con las vías PI3K/RTK/RAS en el 69% de los casos. El gen supresor de tumores CDKN2A se 

encontró inactivado en el 72% de los casos (Figura 2). 
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El perfil de ARNm permitió establecer una relación entre el perfil de expresión génica y las 

diferentes alteraciones adquiridas. Además, se pudo clasificar a los carcinomas escamosos de 

pulmón en 4 subgrupos según su perfil de metilación y expresión de miARN (15,29,34). 

Figura 2. Alteraciones en vías oncogénicas diana en adenocarcinoma de pulmón carcinoma escamoso de 
pulmón. Los cuadros amarillos representan los genes activados y los cuadros violetas los genes 
inactivados. El porcentaje (%) en color rosa corresponde a la frecuencia en adenocarcinomas de pulmón, 
y en color azul a la frecuencia en carcinoma escamoso de pulmón. Adaptado de Herbst et al. (26) 

1.2.2.3. Tumores neuroendocrinos de pulmón 

En este grupo se incluyen los tumores neuroendocrinos de alto grado, como el cáncer de pulmón 

de células pequeñas y el carcinoma neuroendocrino de células grandes, y los tumores 

neuroendocrinos de bajo grado, como el carcinoide típico y el carcinoide atípico. En los tumores 

neuroendocrinos de bajo grado predominan mutaciones no activadoras en los genes EGFR, 

ERBB2, RET, MET, KIT, KRAS, KDR, FGFR1, BRAF, SMAD4 y PIK3CA, pero en un porcentaje menor 

que en otros cánceres de pulmón de célula no pequeña(35,36). 

En lo que respecta a los tumores neuroendocrinos de alto grado, el proyecto TCGA secuenció 

110 cánceres de pulmón de célula pequeña y encontró una frecuencia extremadamente alta de 

inactivaciones bialélicas en los genes TP53 y RB1 en el 98% y el 91% de los casos, 

respectivamente. Los genes de la familia NOTCH se encontraron inactivados en el 25% de los 
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casos. Además, se descubrieron reordenamientos en el gen TP73 en el 13% de los casos. Otras 

alteraciones incluyeron la sobreexpresión del gen CCND1, en el 2% de los casos y mutaciones en 

los genes CREBBP (15%), EP300 (13%), MYCL1 (9%), PTEN (9%), MYC (6%), KIT (6%), FGFR1 (6%), 

MYCN (4%) y PIK3CA (3%)(37) (Figura 3). 

Otros autores han dividido los carcinomas neuroendocrinos en tres grupos; dos grandes y uno 

pequeño: el tipo cáncer de pulmón de células pequeñas, caracterizado por comutaciones en los 

genes TP53 + RB1 y amplificación del gen MYCL; el tipo cáncer de pulmón de células no 

pequeñas, que no presenta estas comutaciones y presenta alteraciones universales de los 

cánceres de pulmón de célula no pequeña, como en los genes STK11, KRAS y KEAP1, y el tipo 

carcinoide, que presenta mutaciones en el gen MEN1 y baja carga mutacional(38). Además, en 

se encontraron alteraciones la vía PIK3CA/AKT/mTOR en el 15% de los casos(39). 

Figura 3. Vías de señalización frecuentemente afectadas en el cáncer de pulmón de células pequeñas. 
Adaptado de George et al. (37) 

 

1.2.2.4. Otros tumores de pulmón 

Un estudio con 75 muestras en cáncer de pulmón de célula grande identificó mutaciones 

somáticas en el gen TP53 en el 92% de los casos, seguidos de mutaciones inactivadoras 

somáticas en el gen RB1 (42%) y alteraciones bialélicas en ambos genes en el 40% de las 
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muestras. También se encontraron alteraciones somáticas, normalmente deletéreas, en 

dominios funcionales relevantes en los genes STK11 (30%) y en KEAP1 (22%). Alteraciones 

bialélicas de estos dos genes se encontraron en el 37% de los casos(40).  

En el carcinoma adenoescamoso, que contiene componentes de adenocarcinoma y de 

carcinoma escamoso, la mayoría de las mutaciones eran comunes en ambas histologías, salvo 

algunas como las alteraciones en los genes KRAS, HER2 y EGFR, que solo se encontraban en el 

componente adenocarcinoma(29).  

En el carcinoma sarcomatoide, un estudio en 81 pacientes mostró mutaciones en los genes KRAS 

(27%), EGFR (22%), TP53 (22%), SKT11 (7.4%), NOTCH1 (4.9%), NRAS (4.9%) y PI3KCA (4.9%). 

Cabe destacar que las mutaciones encontradas en el gen EGFR son mutaciones poco comunes y 

que difieren de las alteraciones detectadas en el subtipo adenocarcinoma(41). 

En los tumores de tipo glándula salivar, entre el 50-100% del subtipo carcinoma 

mucoepidermoide presentan traslocaciones en el gen MAML2. En este subtipo también se han 

encontrado mutaciones en los genes HER2, EGFR y KRAS. En los tumores tipo linfoepitelioma, se 

han encontrado mutaciones en el gen EGFR en un 18% de los casos. En los carcinomas tipo NUT, 

el reordenamiento más común encontrado es la fusión entre los genes NUT y BRD3(29). 

1.2.3. Dianas terapéuticas moleculares en cáncer de pulmón de células no 
pequeñas 

En los últimos 20 años, el tratamiento del cáncer de pulmón de células no pequeñas ha 

evolucionado desde el tratamiento empírico con agentes citotóxicos a tratamientos dirigidos a 

dianas moleculares terapéuticas específicas en los adenocarcinomas, y a terapias en desarrollo 

en carcinoma escamoso de pulmón (Figura 4). El tratamiento básico en pacientes con cáncer de 

pulmón de células no pequeñas avanzado ha sido la combinación de terapias basadas en platino 

combinadas con otros agentes citotóxicos. La introducción de algunos anticuerpos 

monoclonales como bevacizumab (anti-VEGF) o necitumumab (anti-EGFR) supuso una mejora 

en la supervivencia de los pacientes con carcinoma escamoso de pulmón y cáncer de pulmón de 

células no pequeñas avanzado. El docetaxel, combinado o no con ramucirumab, ha sido el 

tratamiento estándar en cáncer de pulmón de células no pequeñas en segunda línea(26). 

Estos regímenes citotóxicos han mostrado eficacia principalmente en estadios tempranos de la 

enfermedad. La resección quirúrgica se considera el tratamiento más efectivo para los estadíos 

I y II y algunos casos de estadío IIIA(42), con una supervivencia a 5 años del 92% en estadío IA1 

a 36% en estadío IIIA(43). El tratamiento para tumores localmente avanzados se basa en la 

combinación de quimioterapia y radioterapia. La alta mortalidad del cáncer de pulmón viene 
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determinada por su capacidad para producir metástasis, y por el hecho que la mayoría de los 

pacientes se detectan en estadíos avanzados. La única manera de mejorar la supervivencia en 

estos pacientes es la introducción de tratamientos sistémicos más efectivos(44). 

Figura 4. Cronología de los avances en el tratamiento de cáncer de pulmón de células no pequeñas. 
Adaptado de Herbst et al. (26) 

1.2.4. Gen Receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) 
1.2.4.1. Biología del gen EGFR 

Uno de los genes más frecuentemente mutados en cáncer de pulmón de células no pequeñas, 

especialmente en adenocarcinomas, es el gen EGFR. La familia de receptores de tirosina quinasa 

tipo EGFR comprende cuatro receptores diferentes: EGFR (ErbB1/HER1), HER2 (ErbB-2), HER3 

(ErbB-3) y HER4 (Erb-4). Estos receptores están formados por cuatro dominios extracelulares, 

un dominio hidrofóbico transmembrana, un dominio citoplasmático tipo tirosina quinasa y una 

cola carboxilada. El EGFR, el cual es el primer prototipo descubierto de receptores tipo tirosina 

quinasa, se activa por la unión de varios factores de crecimiento extracelulares, como son el 

Epidermal Growth Factor (EGF) y el Transforming Growth Factor (TGFα). La unión de estos 

ligandos provoca la dimerización y transfosforilación de los residuos de tirosina en la cola 

carboxilada, lo que provoca la activación de diferentes vías moleculares relacionadas con la 

proliferación celular, la supervivencia, la invasión y la angiogénesis. Las vías de señalización del 

EGFR incluyen la vía del PI3K/AKT, la vía de las MAPquinasas, la vía de JAK/STAT y la vía de la 

fosfolipasa C-proteína quinasa C (PLC-PKC) (Figura 5). Mutaciones alrededor de la zona de unión 

dependiente de ATP del dominio tirosina quinasa pueden llevar a la activación constitutiva de la 

proteína EGFR independientemente de la unión a su  ligando(26,45).  
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Figura 5. Vías de señalización del gen EGFR. Adaptado de Cataldo et al. (46) 
 
 

1.2.4.2. Alteraciones moleculares en el gen EGFR implicadas en el 
desarrollo del cáncer de pulmón de células no pequeñas 

Las mutaciones en el gen EGFR son consideradas como mecanismos promotores de tumores. 

Estas mutaciones rodean el sitio de unión de la quinasa al ATP y provocan un estado activado de 

la proteína causado por la autofosforilación. Dicha activación promueve la transformación 

maligna de las células mediante la activación selectiva de las vías de señalización AKT, STAT y de 

las MAP quinasas. Existen diferentes tipos de mutaciones en el gen EGFR que incluyen tanto 

deleciones como alteraciones puntuales. Las alteraciones más recurrentes son las deleciones en 

el exón 19, mutaciones puntuales en el exón 21 (p.Leu858Arg y p.Leu861Gln) o en el exón 18 

(p.Gly719Ser) e inserciones y/o duplicaciones en el exón 20. Se han descrito otras mutaciones 

menos comunes localizadas entre los exones 18 y el exón 21(47) (Figura 6). 

 
Figura 6. Distribución de las mutaciones en el gen EGFR en el dominio tirosina quinasa en cáncer de 

pulmón de células no pequeñas. Adaptado de Reguart et al. (47) 
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1.2.4.3. Estructura del receptor de EGFR 

El dominio quinasa tiene dos lóbulos, el C y el N, separados por una hendidura de unión de ATP. 

El lóbulo N está formado principalmente por cadenas β y por la hélice reguladora αC, mientras 

que el lóbulo C, de mayor tamaño, es de tipo α-hélice y contiene el bucle de activación. El estado 

inactivo del EGFR se caracteriza por una rotación hacia afuera de la αC-hélice que se estabiliza 

por un giro helicoidal dentro de la porción N-terminal del bucle de activación. Esta conformación 

evita la interacción tipo puente salino entre los aminoácidos K745 y E762. Estos aminoácidos se 

encuentran en el lóbulo N, con E762 posicionado en la hélice αC. Juntos se unen y orientan el 

ATP formando interacciones con el fosfato α y β del ATP respectivamente. El lóbulo N también 

contiene el bucle de unión tipo fosfato rico en glicina (loop P) mientras que el lóbulo C 

comprende el motivo DFG, el bucle y la base catalíticos. 

Los estudios estructurales han demostrado que la mutación p.L858R y las deleciones del exón 

19 desestabilizan la conformación inactiva del receptor, lo que lleva al aumento de la 

dimerización y actividad del receptor en comparación con el receptor en su estado no mutado. 

El aminoácido L858 se encuentra dentro del giro helicoidal del bucle de activación y forma 

interacciones hidrofóbicas cruciales con residuos en el lóbulo N cuando el receptor está en la 

conformación inactiva. Debido a que la arginina tiene una cadena lateral más grande en 

comparación con la leucina, la sustitución p.L858R es incompatible con la conformación inactiva 

y por lo tanto bloquea el dominio quinasa en una conformación constitutivamente activa. En la 

conformación activa, el p.L858R cargado positivamente está rodeado por un grupo de residuos 

cargados negativamente que estabilizan aún más esta configuración. También se cree que las 

mutaciones en el exón 19 desestabilizan la conformación inactiva mediante el acortamiento del 

bucle β3-αC que evita la rotación de la hélice αC(48) (Figura 7). 

El exón 19 del EGFR codifica para 5 aminoácidos (E746 al A750), que están situados dentro del 

dominio quinasa del receptor(49). Un estudio realizado mediante simulación molecular 

dinámica investigó los efectos estructurales de una de las deleciones más comunes en el exón 

19, la deleción de los aminoácidos E746 a A750 (eliminación de los aminoácidos Glutámico-

Leucina-Arginina-Glutámico-Alanina, (Δ746ELREA750), que lleva a incrementos de la actividad 

quinasa. Las simulaciones revelaron que esta deleción estabiliza la hélice αC del dominio 

quinasa, que se encuentra adyacente a la deleción, aumentando la rigidez del loop β3-αC, que 

acomoda la secuencia ELREA. Como consecuencia, la hélice αC es estabilizada en una 

conformación que prolongará el tiempo en que el receptor se encuentra en su estado activado. 

Además, las simulaciones revelaron que el puente salino clave para la actividad EGFR se 
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encontraba estabilizado y que la interacción entre el EGFR y el ATP estaba favorecida en el EGFR 

mutado respecto al wild-type(50).  

 
Figura 7. Estructura del dominio quinasa del EGFR en sus conformaciones activas e inactivas. 

Adaptado de Harrison et al. (48) 
 
 

1.2.4.4. Relación entre las alteraciones en el gen EGFR y características 
clínico-histopatológicas de los pacientes con cáncer de pulmón  

Múltiples estudios han analizado la presencia de alteraciones genéticas en el gen EGFR en 

cohortes de pacientes con cáncer de pulmón. Dichos estudios han puesto de manifiesto la 

existencia de diferencias en la frecuencia de mutaciones en el gen EGFR según el origen 

geográfico del paciente, el hábito tabáquico, el sexo y el subtipo histológico del cáncer de 

pulmón. En un metaanálisis que abarcó 456 estudios que incluían 115.815 pacientes se 

determinó la prevalencia de mutaciones en el gen EGFR en función de estas variables. Los 

pacientes de países asiáticos presentaban una mayor prevalencia de mutaciones en el gen EGFR 

(38.4%), seguida de pacientes de Norte-América y Sudamérica (24.4%) y pacientes de países 

europeos (14.1%). Los resultados en función de la etnia fueron similares, con un 38.8% de 

mutaciones en población asiática, un 17.4% en caucásicos, un 17.2% en afroamericanos y un 

27.0% en poblaciones mixtas. El estudio demostró que la prevalencia es más alta en mujeres 

respecto a hombres (43.7% vs. 24.0%) y en no fumadores en comparación a fumadores y 

exfumadores (49.3% vs. 21.5%). En cuanto a las características histológicas del tumor, la 

prevalencia de alteraciones en el gen EGFR fue más alta en pacientes con adenocarcinomas de 

pulmón con respecto a los no-adenocarcinomas (38.0% vs. 11.7%). De forma interesante, la 

prevalencia no fue diferente según el estadio tumoral o el tratamiento quimioterápico(51). 

En otro estudio realizado en población europea y población japonesa, se encontraron resultados 

similares. La prevalencia de alteraciones era mayor en pacientes japoneses en comparación con 

pacientes europeos  (31% vs 12%). En el estudio, las deleciones en el exón 19 (51%) y la mutación 

p.L858R (38%) fueron las más prevalentes (52). Finalmente, en un estudio realizado en 89 

pacientes españoles, la prevalencia de mutaciones en el gen EGFR fue del 18.6%(53). 
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1.2.4.5. Fármacos inhibidores de la tirosina quinasa 

A finales de los años 90 se desarrolló la primera generación de inhibidores de la tirosina quinasa 

representada por los fármacos erlotinib y gefitinib. Se trata de pequeñas moléculas altamente 

específicas que bloquean de manera competitiva y reversible la unión de ATP en el dominio 

tirosina quinasa del EGFR, inhibiendo la autofosforilación y bloqueando la cascada de trasmisión 

de señal(46). Ambos compuestos demostraron una mejor respuesta y una mayor progresión 

libre de enfermedad respecto a la terapia citotóxica convencional en pacientes con mutaciones 

en el gen EGFR no tratados previamente. Tanto erlotinib como gefitinib son compuestos 

aprobados como tratamiento en primera línea de cáncer de pulmón de células no pequeñas. Sin 

embargo, la mayoría de los pacientes que reciben estos tratamientos desarrollan resistencia, lo 

que conduce a la progresión de la enfermedad. Se han descrito tres formas principales de 

resistencia: la aparición de una nueva mutación en el gen EGFR, como por ejemplo la mutación 

p.Thr790Met (p.T790M) en el exón 20; la aparición de nuevas alteraciones que promueven la 

activación de otras vías de señalización que eviten la inhibición del EGFR o cambios histológicos 

como la transición a características histológicas de cáncer de pulmón de células pequeñas(54). 

La segunda generación de inhibidores de la tirosina quinasa, afatinib y dacomitinib, se 

desarrollaron como inhibidores irreversibles que además tienen efecto sobre HER2 y HER4 

bloqueando la transfosforilación de los residuos de tirosina en la región C-terminal. Afatinib se 

une covalentemente a la cisteína en la posición 797 del EGFR, mientras que dacomitinib lo hace 

a la cisteína en el residuo 773, logrando una capacidad de unión mayor a la zona de unión del 

ATP que los inhibidores de la tirosina quinasa de primera generación. Afatinib ha sido aprobado 

para el tratamiento no sólo de cáncer de pulmón de células no pequeñas con mutaciones 

comunes en el gen EGFR sino también para mutaciones poco comunes y para carcinoma 

escamoso de pulmón en segunda línea después de la quimioterapia. Dacomitinib, sin embargo, 

sólo cuenta con la aprobación para cáncer de pulmón de células no pequeñas metastásico que 

contenga una deleción en el exón 19 o la mutación p.L858R. Ambos mostraron una mayor 

supervivencia libre de enfermedad con respecto a gefitinib. Afatinib también mostró una mayor 

supervivencia global con respecto a terapias basadas en platino, pero solo en pacientes con 

deleciones en el exón 19 y no en aquellos con la mutación p.L858R. Esto se puede deber a 

cambios conformacionales en la zona de unión dependiente de ATP y patrones de 

autofosforilación propios de cada mutación. El mecanismo de resistencia más común a esta 

segunda generación es la mutación p.T790M, aunque la frecuencia es menor que en los 

inhibidores de la tirosina quinasa de primera generación(26,54–56). 
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La mutación de resistencia p.T790M se encuentra presente hasta en el 60% de los cánceres de 

pulmón de célula no pequeña postratamiento con estos inhibidores de la tirosina quinasa(57). 

Sin embargo, raramente se encuentra en pacientes no tratados previamente con inhibidores de 

la tirosina quinasa, y en aquellos casos en los que se detecta la alteración, ésta se encuentra 

asociada a otra mutación en el gen EGFR como la mutación p.L858R o deleciones en el exón 19. 

El mecanismo de acción de esta mutación de resistencia está relacionado con una mayor 

afinidad del dominio quinasa por el ATP, en lugar de provocar un obstáculo estérico que impida 

la unión de inhibidores de la tirosina quinasa de primera y segunda generación, como se creía 

en un principio(58). Otras mutaciones de resistencia a inhibidores de la tirosina quinasa de 

primera y segunda generación son amplificaciones en HER2 o mutaciones en los genes MET, 

BRAF, PIK3CA, o transformación en cáncer de pulmón de células pequeñas(59).  

Los inhibidores de la tirosina quinasa de tercera generación como osimertinib son inhibidores 

selectivos tanto de la mutación original de sensibilidad como de la de resistencia, uniéndose 

covalentemente a la cisteína en el codón 797, superando la mayor afinidad del ATP conferida 

por la mutación de resistencia. Osimertinib demostró la misma capacidad de inhibir la 

autofosforilación que los inhibidores de la tirosina quinasa de primera generación contra las 

mutaciones de sensibilidad, pero mayor potencia contra la mutación de resistencia p.T790M. En 

la práctica clínica, osimertinib ha demostrado una superioridad a la quimioterapia en pacientes 

con resistencia adquirida a inhibidores de la tirosina quinasa de primera y segunda generación, 

con una progresión libre de enfermedad mediana de 10.1 meses y una alta actividad contra las 

metástasis del sistema nervioso central(60). 

También se han descrito mecanismos de resistencia a los inhibidores de la tirosina quinasa de 

tercera generación. Entre el 10-26% de los casos presenta la mutación p.Cys797Ser (p.C797S). 

La substitución de la cisteína en el codón 797 dentro del sitio de unión del ATP por una serina 

provoca la pérdida del enlace covalente entre osimertinib y el EGFR mutado. Sin embargo, esta 

mutación no causa resistencia a los inhibidores de la tirosina quinasa de primera y segunda 

generación. En el caso poco probable de que las mutaciones p.T790M y C797S se encontraran 

en trans, se podrían combinar inhibidores de la tirosina quinasa de primera o segunda 

generación con uno de tercera generación como diana de cada uno de los alelos. La presencia 

de las tres mutaciones juntas en cis (sensibilidad + p.T790M + p.C797S) causa resistencia a las 

tres generaciones de inhibidores de la tirosina quinasa, tanto juntos como combinados. No 

existen actualmente tratamientos para pacientes triples mutados(61–63). 

1.3. Estrategias diagnósticas en cáncer de pulmón 
1.3.1. Diagnóstico histológico del cáncer de pulmón 
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El diagnóstico del cáncer de pulmón comienza de forma habitual con una biopsia mediante aguja 

gruesa o con una muestra citológica obtenida mediante aspiración por aguja fina. La mayoría de 

los pacientes presentan enfermedad avanzada o metastásica en el momento del diagnóstico, 

por lo que la resección quirúrgica del tumor para el diagnóstico morfológico no es una opción. 

Surgen entonces otras opciones para obtener muestra tumoral, por ejemplo, mediante técnicas 

endoscópicas, como son la aspiración transbronquial con aguja fina, guiada o no mediante 

ultrasonido, o técnicas transtorácicas guiadas por TC o ultrasonido. La muestra obtenida es 

teñida con una tinción de hematoxilina-eosina y evaluada al microscopio para tratar de 

identificar cambios morfológicos que orienten al diagnóstico de cáncer de pulmón de células no 

pequeñas, y tratar de subclasificarla en alguno de los subtipos mayores como adenocarcinoma, 

carcinoma escamoso de pulmón, cáncer de pulmón de células grandes o alguno de los subtipos 

especiales. Aunque la mayoría de los tumores pueden clasificarse mediante la tinción con 

hematoxilina-eosina, en tumores con un grado de diferenciación pobre o en piezas con 

abundantes zonas de necrosis o con escasas células tumorales se hace necesario el estudio del 

tumor mediante inmunohistoquímica para una correcta clasificación del mismo(64,65). 

Los marcadores inmunohistoquímicos más utilizados en la práctica clínica para la clasificación 

del cáncer de pulmón de células no pequeñas son el Thyroid Transcription Factor-1 (TTF-1), 

Napsin A, CK5/6, P63 y P40. TTF-1 y Napsin A son diagnósticos de adenocarcinoma, mientras que 

CK5/6, P63 y P40 lo son de carcinoma escamoso de pulmón. Diferentes combinaciones de estos 

marcadores mejoran la eficacia diagnóstica de los mismos en solitario, con valores de 

sensibilidad del 86% y del 100%, y de especificidad del 100% y 97.1% para adenocarcinoma de 

pulmón y carcinoma escamoso de pulmón respectivamente(65) (Figura 8). 

 
Figura 8. Combinación de diferentes marcadores inmunohistoquímicos para el diagnóstico de 

cáncer de pulmón de células no pequeñas. Adaptado de Osmani et al. (65) 
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El diagnóstico inmunohistoquímico de mutaciones en el gen EGFR es posible, ya que se han 

desarrollado anticuerpos específicos contra la mutación p.L858R y para algunas deleciones del 

exón 19, como la E746_A750. Estos anticuerpos presentan buenos valores de sensibilidad y 

especificidad para estas mutaciones. Sin embargo, presentan una baja sensibilidad para otras 

deleciones del exón 19, no detectan otras mutaciones menos comunes como las del codón 719, 

y presentan un elevado número de falsos positivos en inserciones del exón 20. Debido a este 

rendimiento subóptimo, las guías clínicas no recomiendan el uso de la inmunohistoquímica para 

la detección de mutaciones en el gen EGFR(66).  

Recientemente, la Food and Drug Administration (FDA) de los EEUU aprobó un test 

inmunohistoquímico para detectar reordenamientos de ALK en pacientes con cáncer de pulmón 

de células no pequeñas, utilizando el anticuerpo clonal de DF53. Este método presenta mejor 

sensibilidad y especificidad que la técnica convencional de hibridación fluorescente in situ 

(fluorescent in situ hybridization, FISH). También existe un método inmunohistoquímico coste-

eficiente para el cribado de reordenamientos de ROS1 basado el anticuerpo monoclonal 

específico de ratón D4D6. Los casos positivos por este método deben ser confirmados por 

FISH(67). 

La expresión del ligando 1 de muerte programada (programmed-death ligand 1, PD-L1) dentro 

del tumor inactiva a las células T que reconocen antígenos específicos del tumor, permitiendo 

al mismo progresar y metastatizar(68). La aprobación de un anticuerpo monoclonal, 

pembrolizumab, como tratamiento de primera línea en pacientes con expresión de PD-L1 ha 

convertido al test de expresión de PD-L1 mediante inmunohistoquímica en un test obligatorio 

al diagnóstico en todos los pacientes con cáncer de pulmón de células no pequeñas avanzado 

para determinar su acceso a un tratamiento de inmunoterapia(69). 

1.3.2. Marcadores tumorales 

Actualmente, el uso de marcadores tumorales en el manejo clínico de pacientes con cáncer de 

pulmón no está recomendado por las guías internaciones (69,70), aunque su uso ha ido ganando 

influencia en las decisiones diagnósticas, de inicio de tratamiento y seguimiento debido a que 

se trata de test no invasivos, con buena repetibilidad, sencillez y rapidez(71). El método analítico 

para la detección de estos marcadores tumorales es la quimioluminiscencia. Existen numerosos 

ensayos comerciales automatizados en el mercado, que han sido validados analíticamente y que 

permiten su determinación de manera rápida y fiable. 
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Los principales marcadores tumorales utilizados en cáncer de pulmón son(72): 

- El CEA (antígeno carcinoembrionario), una glicoproteína de elevado peso molecular y 

función desconocida que puede detectarse en numerosos tumores epiteliales. 

- El CYFRA 21-1, constituido por dos anticuerpos monoclonales frente a la citoqueratina 

19. 

- El SCC (antígeno asociado a los carcinomas escamosos), una glicoproteína de la familia 

de las serinproteasas que puede detectarse en neoplasias escamosas de diverso origen. 

- El CA 15.3, un antígeno mucínico no específico de neoplasia de pulmón. 

- El antígeno carbohidrato CA 125, una glicoproteína de elevado peso molecular presente 

en diversas neoplasias y causa de numerosos falsos positivos. 

- La NSE (enolasa neuroespecífica), una enzima glicolítica principalmente sintetizada en 

neuronas y tejido neuroendocrino. 

- El Pro-GRP (propéptido asociado a la gastrina), asociado a tumores neuroendocrinos  

 

La utilidad individual de estos marcadores tumorales para el diagnóstico histológico de cáncer 

de pulmón ha sido demostrada. Diferentes marcadores tumorales están relacionados con 

diferentes subtipos histológicos. Por ejemplo, el CEA y el CA 125 se encuentran 

significativamente más elevados en adenocarcinomas, mientras que el CYFRA 21.1 y el SCC en 

carcinoma escamoso de pulmón y el Pro-GRP y la NSE en cáncer de pulmón de células pequeñas. 

La combinación de algunos de estos marcadores permite la discriminación entre cáncer de 

pulmón de células no pequeñas y cáncer de pulmón de células pequeñas con una alta 

sensibilidad y especificidad(71,73). 

El grupo del Dr. Molina (Hospital Clínic de Barcelona) determinó la utilidad de la combinación de 

diferentes marcadores tumorales (CEA, CA 15.3, CYFRA 21.1, SCC, Pro-GRP y NSE) en el 

diagnóstico del cáncer de pulmón en un estudio con 3.144 pacientes. El estudio demostró que 

la combinación de dos o más marcadores tumorales por encima del valor de referencia, 

presentaba mejor sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo 

negativo que cada marcador de manera individual. Además, la combinación de los marcadores 

tumorales con datos clínicos mejoraba la capacidad diagnóstica de los datos clínicos y de los 

marcadores tumorales ambos por separado. En este trabajo también se observó que la 

concentración de los marcadores tumorales aumenta en proporción al estadio tumoral tanto en 

cáncer de pulmón de células no pequeñas como en cáncer de pulmón de células pequeñas, y 

que los marcadores Pro-GRP y NSE son los más adecuados para discriminar entre cáncer de 

pulmón de células no pequeñas y cáncer de pulmón de células pequeñas(74). Este mismo grupo, 
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en un trabajo no publicado, validó la combinación de estos 6 marcadores en una cohorte similar 

y añadió tres marcadores al panel (CA72.4, CA 19.9 y CA125), que mejoraban ligeramente la 

sensibilidad a costa de perder especificidad.  

1.3.3. Diagnóstico por la imagen del cáncer de pulmón 

La radiografía de tórax (Figura 9a) es la prueba de imagen más ampliamente utilizada para el 

diagnóstico de enfermedades pulmonares. Es una técnica simple y de bajo coste, que 

proporciona gran cantidad de información y tiene una amplia disponibilidad. En cáncer de 

pulmón, esta técnica puede utilizarse para caracterizar determinadas lesiones como benignas o 

malignas a partir de calcular la velocidad de crecimiento de dichas lesiones. Para determinar el 

estadio tumoral, la radiografía de tórax puede determinar el tamaño de la lesión, la presencia 

de derrame pleural o de diseminación extrapulmonar. Sin embargo, no puede detectar la 

invasión de la caja torácica, el diafragma o el mediastino ni la afectación ganglionar(75). La 

radiografía de tórax también es útil en seguimiento postoperatorio, como una base para 

comparar con posteriores radiografías(76). 

La TC (Figura 9b) se basa en un procedimiento computarizado de imágenes en el que se proyecta 

un haz estrecho de rayos X que gira rápidamente alrededor del cuerpo del paciente, 

produciendo señales que son procesadas y que permiten crear una imagen tridimensional de las 

estructuras a las que se dirige. La TC es la mejor técnica para evaluar el tamaño del tumor, el 

cual es uno de los factores pronósticos más importantes en el cáncer de pulmón(76). Todos los 

pacientes con sospecha clínica y radiológica de cáncer de pulmón deben realizarse una TC con 

contraste del pecho y del abdomen superior que incluya el hígado, riñones y glándulas 

suprarrenales. La TC permitirá delinear la forma y el tamaño de la lesión, su localización y su 

relación con estructuras vecinas, como los vasos sanguíneos, el corazón, la caja torácica y el 

esófago. La TC también es capaz de detectar las metástasis y nódulos pleurales, además de ser 

capaz de evaluar el mediastino, crucial para un correcto estadiaje(76,77).  

La resonancia magnética (RM) juega un rol secundario en el diagnóstico y estadiaje del cáncer 

de pulmón. Esta técnica presenta mejores resultados en la evaluación de la invasión de la pared 

parietal y de la caja torácica que la TC, y su principal utilidad es la búsqueda de metástasis en el 

sistema nervioso central (SNC), ya que la RM con gadolinio presenta una mayor sensibilidad que 

la TC con contraste yodado y es capaz de detectar más lesiones y más pequeñas(69,77). Una 

variante de la RM, la resonancia magnética de difusión (RMD), puede proporcionar información 

de la celularidad tumoral y de la integridad de las membranas celulares, ya que es una técnica 

sensible a la movilidad de las moléculas de agua, que está restringida en tejidos con alta 
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densidad celular y numerosas membranas intactas(75). La RMD tiene potencial para diferenciar 

nódulos linfáticos benignos de malignos, aunque su utilidad no está del todo clara al no 

presentar mejores características diagnósticas respecto a otros métodos(76).  

En la práctica clínica, la evaluación de la respuesta al tratamiento se lleva a cabo mediante la 

medida de lesiones las lesiones diana obtenidas por TC o RM siguiendo el criterio del Response 

Evaluation Criteria in Solid Tumours (RECIST)  v1.1(78).  

La tomografía de emisión de positrones (PET) (Figura 9c) es una técnica de imagen sensible y 

específica que permite la reproducción in vivo de vías metabólicas en tejido humano. Para ello, 

se utilizan radioisótopos como el 18F-Fluorodeoxiglucosa (FDG), un análogo de la glucosa en el 

que un grupo hidroxilo en la posición C2 de la glucosa es reemplazado por un isótopo del flúor 

emisor de positrones (18F). El FDG es metabolizado de la misma manera que la glucosa, pero una 

vez es fosforilado, queda atrapado en el interior de la célula. La distribución de los emisores de 

positrones en la célula se mide mediante una cámara PET(75).  

La combinación de la TC y del FDG-PET (FDG-PET/TC) resulta en una técnica que proporciona la 

información anatómica de la TC y metabólica del PET y que permite una mejor caracterización 

de las lesiones que ambas técnicas por separado, por ejemplo, la evaluación de nódulos 

solitarios en el pulmón, la afectación linfática intratorácica o las metástasis extratorácicas, lo 

que contribuye a un mejor estadiaje de la neoplasia de pulmón. Se considera al FDG-PET/CT 

como la mejor técnica para el estadiaje inicial del cáncer de pulmón, incluido el cáncer de 

pulmón de células pequeñas, comparado con el resto de técnicas disponibles, excepto para la 

búsqueda de metástasis cerebrales(69,76). 

El FDG-PET/TC proporciona parámetros relativos a la actividad metabólica y al volumen tumoral. 

El Maximum Standardized Uptake (SUVmax) representa el grado de captación de glucosa. La 

Total Lesion Glycolyis (TLG) incorpora tanto la actividad metabólica medida como el nivel medio 

de captación de glucosa (SUVmean) y datos volumétricos como el Metabolic Tumor Volume 

(MTV). Tanto el TLG como el MTV han ganado importancia en los últimos años como marcadores 

pronósticos de supervivencia en muchos tumores. Estos parámetros volumétricos representan 

mejor la carga tumoral que la TC, ya que tienen en cuenta la actividad metabólica de la 

enfermedad(79). El seguimiento de la respuesta al tratamiento mediante PET no está 

recomendada debido a su alta sensibilidad pero baja especificidad(69). 
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Figura 9. Diferentes técnicas de imagen en el diagnóstico de cáncer de pulmón. a) Radiografía de 

tórax; b) TC; c) PET. Adaptado de Gridelli et al. (77) 

 

1.3.4. Diagnóstico molecular del cáncer de pulmón en tejido 

A lo largo de los últimos años se han identificado alteraciones genéticas adquiridas en el cáncer 

de pulmón que son biomarcadores predictivos y excelentes dianas terapéuticas. Los ejemplos 

más representativos son las mutaciones en los genes KRAS y EGFR. Estas mutaciones son más 

comunes en pacientes que nunca han fumado o en aquellos que han fumado muy poco (<100 

cigarros en la vida), o en exfumadores de más de diez años o fumadores con un consumo bajo 

de tabaco (<15 paquetes/año). La gran mayoría de cánceres de pulmón dependientes de 

oncogén son clasificados histopatológicamente como adenocarcinomas de pulmón. Las guías 

clínicas internacionales recomiendan que en todos los pacientes con un diagnóstico posible, 

probable o definitivo de adenocarcinoma avanzado se analice la presencia de alteraciones 

oncogénicas. El diagnóstico molecular no está recomendado en pacientes con carcinoma 

escamoso de pulmón, excepto en casos excepcionales como por ejemplo cuando el carcinoma 

escamoso es diagnosticado en pacientes no fumadores, exfumadores de largo período o 

fumadores con un bajo consumo de tabaco(66,69,80,81). 

Existe un alto consenso internacional con respecto al análisis molecular del cáncer de pulmón 

de células no pequeñas. La guía de la European Society for Molecular Oncology (ESMO), y otras 

guías internacionales como la del National Comprehensive Cancer Network (NCCN), College of 

American Pathologists (CAP)/International Association for the Study of Lung Cancer 

(IASLC)/Association for Molecular Pathology (AMP), American Society of Clinical Oncology 

(ASCO) y las guías Pan-Asiáticas recomiendan el análisis de mutaciones en los genes EGFR y 

BRAF, así como los reordenamientos en ALK, ROS1 y NTRK y la determinación de la expresión de 

PD-L1, con pequeñas discrepancias en sus recomendaciones (Figura 10a). Sin embargo, 

recomendaciones sobre el diagnóstico molecular de marcadores emergentes (panel secundario) 

como KRAS, MET, RET, ERBB2/HER2 y TMB solo están incluidas en las guías NCNN, 

CAP/IASLC/AMP y ASCO (Figura 10b)(82). 
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Figura 10. Recomendaciones sobre diagnóstico de biomarcadores moleculares de diferentes sociedades. 

a) Panel principal b) Panel secundario. Adaptado de Kerr et al. (82) 

 

En cuanto al análisis de mutaciones en el gen EGFR, la guía europea (ESMO) establece que los 

métodos de análisis molecular utilizados deben cubrir las mutaciones más importantes del gen 

como las deleciones en el exón 19 y la mutación p.L858R. También recomienda que estos 

métodos cubran el resto de las mutaciones contenidas en los exones 18 a 21. Para esta guía, la 

necesidad de alcanzar un diagnóstico histológico y molecular apropiado y preciso requiere la 

obtención de muestra de tejido, ya que la mayoría de las decisiones terapéuticas se basarán en 

la información proporcionada por la muestra obtenida en el diagnóstico. Para el diagnóstico de 

mutaciones en los genes EGFR, KRAS y ALK también se aceptan muestras citológicas obtenidas 

mediante aspiración con aguja fina guiada por ecografía endoscópica(69).  

a) 

b) 
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La guía CAP/IASLC/AMP recomienda el análisis universal de las mutaciones oncogénicas en los 

exones 18 al 21 del gen EGFR con una prevalencia de al menos un 1% en pacientes con cáncer 

de pulmón avanzado con componente adenocarcinoma. Aceptan como métodos de detección 

aquellos con una adecuada sensibilidad analítica y un tiempo de respuesta como máximo de 

diez días. El uso de la inmunohistoquímica no se recomienda para el análisis de mutaciones en 

el gen EGFR(66).  

Respecto a las técnicas utilizadas para la detección de las dianas moleculares incluidas en el 

panel principal de las principales guías clínicas, estas recomiendan, siempre que sea posible, el 

uso de paneles genéticos mediante secuenciación de nueva generación (next generation 

sequencing, NGS). En los casos en los que no se dispone de plataformas de NGS, las mutaciones 

en los genes EGFR y BRAF pueden ser determinadas mediante test tipo reacción en cadena de 

la polimerasa alelo específica (AS-PCR). Los análisis de los reordenamientos de ALK, ROS1 y NTKR 

se deben realizar mediante procedimientos inmunohistoquímicos y/o FISH, y los análisis de PD-

L1 mediante inmunohistoquímica(83). Además de estas técnicas, las guías recomiendan la 

utilización de la NGS en determinadas circunstancias como la confirmación de reordenamientos, 

la detección de mutaciones poco comunes o con una baja carga mutacional. Todas las técnicas 

que se utilicen en la práctica clínica deben están sujetas a la participación en programas externos 

de garantía de la calidad(66,69,80). 

En cada laboratorio clínico, los algoritmos diagnósticos y la elección de las técnicas de 

diagnóstico molecular dependen principalmente del acceso a las diferentes técnicas 

moleculares, del tiempo de respuesta requerido, de los recursos económicos disponibles y de la 

existencia o no de fármacos contra las dianas moleculares a analizar.  

La PCR a tiempo real (RT-PCR) representa una alternativa rápida para la amplificación de ácidos 

nucleicos. Sin embargo, presenta valores bajos de sensibilidad, por lo que se han desarrollado 

algunas variaciones para mejorar estas características, como la AS-PCR. La técnicas tipo RT-PCR 

no requieren una gran infraestructura y permiten caracterizar molecularmente una muestra a 

bajo coste y con un rápido tiempo de respuesta. Existen numerosos kits comerciales disponibles 

en el mercado, que deben cubrir al menos las mutaciones más prevalentes en el gen para el que 

han sido diseñados, por ejemplo, deleciones en el exón 19 y la mutación p.L858R en el exón 21 

para el gen EGFR, o la mutación p.V600E en el gen BRAF. El Cobas® EGFR Test Mutation v1 fue 

aprobado en 2013 por la FDA para la detección de la mutación p.L858R y deleciones en el exón 

19 en el gen EGFR en muestras de tejido. En el año 2015 se aprobó la versión 2 del test, que 

incluía a la mutación de resistencia p.T790M además de otras mutaciones en el exón 18, 
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inserciones y sustituciones en el exón 20, y la mutación p.L861Q en el exón 21. El Cobas Test 

está implementado en la práctica clínica y presenta valores altores valores de eficacia 

diagnóstica respecto a la secuenciación Sanger(84). También existe una versión del test para la 

mutación p.V600E del gen BRAF, el Cobas® BRAF V600 Mutation Test, que presenta valores de 

sensibilidad y especificidad diagnóstica altos para diferentes neoplasias(85–87). El principal 

problema de estas técnicas es que proporcionan información limitada a las mutaciones incluidas 

en los paneles de detección, las cuales son las alteraciones más recurrentes, por lo que otras 

alteraciones menos frecuentes no son detectadas. Algunos laboratorios complementan estas 

técnicas de alta resolución de fusión (high resolution melting, HRM) y secuenciación tipo Sanger 

o pirosecuenciación para detectar estas mutaciones menos prevalentes. Las técnicas tipo PCR 

no son válidas para la detección de reordenamientos genéticos, aunque se han introducido 

mejoras como la comparación del nivel de expresión de los extremos 5’ y 3’ de la quinasa 

analizada. El mayor inconveniente de las técnicas tipo PCR hoy en día es la falta de ensayos para 

la detección de la expresión de PD-L1(83). 

A diferencia de las técnicas basadas en RT-PCR, la NGS permite el análisis de múltiples genes 

clínicamente relevantes en un solo análisis. La NGS permite analizar de forma paralela de unos 

pocos a cientos de regiones exónicas, o incluso intrónicas (paneles personalizados). Esta 

estrategia también permite la secuenciación del genoma o exoma completo y ARN 

transcriptómico. Actualmente se puede analizar mediante NGS tanto ADN o ARN de tejido como 

de ADN libre circulante (cell-free DNA, cfDNA). La introducción de la NGS en la rutina clínica 

permite incrementar la eficiencia diagnóstica y analizar en un único test las alteraciones en 

genes de interés, evaluar cambios en el número de copias y, en el caso de utilizar ARN, estudiar 

los reordenamientos en los genes ALK, ROS1 o NTRK. En general, las técnicas NGS cubren las 

necesidades en el análisis molecular de pacientes con cáncer de pulmón de células no pequeñas, 

excepto para el análisis de expresión de PD-L1, que no es practicable por esta técnica(88). 

Algunos de los inconvenientes que presenta la NGS a día de hoy son su alto coste y el 

equipamiento que requiere, su elevado tiempo de respuesta comparado con otras técnicas 

como las tipo PCR, y la complejidad de interpretación de los resultados y el manejo de los datos 

generados(82,83). 
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1.4. ADN libre circulante (cfDNA) 
1.4.1. Origen del cfDNA 

El cfDNA se refiere a cualquier molécula de ADN extracelular (ADN nuclear y ADN mitocondrial) 

que se encuentra en fluidos biológicos originario de cualquier tipo de célula(89). El cfDNA se 

encuentra presente en la sangre y en otros fluidos como por ejemplo la saliva, orina, líquido 

cefalorraquídeo y líquido pleural. La presencia de ácidos nucleicos en sangre fue descrita por 

primera vez en 1948(90). El análisis de metilación del cfDNA ha demostrado que en individuos 

sanos, la mayoría del mismo es liberado desde las células hematopoyéticas (91,92). En pacientes 

con cáncer, el cfDNA proviene de diferentes fuentes como son las células cancerígenas, las 

células del microambiente tumoral y las células no cancerosas procedentes de otras regiones 

del cuerpo. Los mecanismos de liberación principales del cfDNA son la apoptosis, la necrosis y la 

secreción activa, aunque otras formas de muerte celular pueden contribuir a su liberación(93). 

La liberación de cfDNA a la circulación está influenciada por factores biológicos y ambientales 

como la edad, el género, la etnia, el índice de masa corporal, el consumo de tabaco, la actividad 

física, la medicación, infecciones, menstruación y embarazo(94,95).  

Respecto a las características biológicas del cfDNA, su vida media en la circulación sanguínea se 

encuentra entre 16 minutos y 2.5 horas, y es aclarado de la circulación mediante la acción de 

nucleasas y por excreción renal hacia la orina. La captación del cfDNA en el hígado y en el bazo 

y su posterior procesamiento mediante macrófagos también puede contribuir a su 

aclaramiento(96). El aclaramiento mediante estos métodos puede ser influenciado por la 

asociación del cfDNA con complejos proteicos, vesículas extracelulares o la unión de fragmentos 

de cfDNA con proteínas séricas como la albúmina, la transferrina, la fibrina, el fibrinógeno, 

protrombina, globulinas, proteína C reactiva, HDL, Ago2 y SAA(94). La unión, disociación e 

internalización del cfDNA por las células, dependiente del pH, la temperatura y la presencia de 

sustancias como heparina, también condicionan la presencia del cfDNA en sangre. 

1.4.2. Concentración y patrón de fragmentos del cfDNA 

La concentración de cfDNA en plasma en individuos sanos se encuentra entre 1-10 ng/mL. Se 

han descrito incrementos de la concentración de cfDNA en pacientes con cáncer, pero también 

en otras situaciones como en pacientes con traumatismos, infartos cerebrales, durante el 

ejercicio físico, pacientes trasplantados e infecciones(96). La concentración de cfDNA se 

encuentra significativamente elevada en pacientes con cáncer de pulmón de células no 

pequeñas con respecto a pacientes con enfermedades pulmonares no neoplásicas(97) y a 

controles sanos(98). Sin embargo, no se ha encontrado correlación entre la concentración de 
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cfDNA y los diferentes estadios tumorales no metastásicos, el subtipo histológico(97) o las 

características del tumor (tamaño, grado, estadio)(99).  

A pesar de que existen diferencias en cuanto a la concentración del cfDNA entre individuos sanos 

y pacientes oncológicos, su  papel como biomarcador para el diagnóstico de cáncer de pulmón 

no presenta valores de sensibilidad y especificidad suficientes como para ser utilizado como 

único marcador(100). Sin embargo, la concentración de cfDNA si que tiene un alto valor 

pronóstico. Se ha descrito que la concentración de cfDNA en el momento del diagnóstico de 

pacientes con cáncer de pulmón de células no pequeñas es un factor pronóstico de menor 

supervivencia, y que la mediana de dicha concentración era más alta en pacientes que 

fallecieron respecto a los que sobrevivieron(101). También se ha demostrado la utilidad del 

cfDNA como marcador de progresión de la enfermedad(102) y la monitorización de su cinética 

le permite ser considerado como un posible marcador de respuesta al tratamiento(103). 

Es importante tener en cuenta los factores preanalíticos a la hora de realizar la extracción del 

cfDNA. Existen varios factores que provocan cambios significativos en la cantidad de cfDNA 

presente en una muestra de suero o plasma debido a un enriquecimiento de ADN genómico 

causado por la lisis de leucocitos o células hematopoyéticas después de la obtención de la 

muestra. Los factores preanalíticos más importantes son la elección de la matriz (suero o 

plasma), el tipo de tubo y sus anticoagulantes, las condiciones de centrifugación de la muestra, 

la temperatura de conservación y el proceso del descongelado de la muestra, el propio proceso 

de extracción del cfDNA, su almacenamiento y el método de cuantificación(104).  

El cfDNA de una muestra de plasma presenta una longitud variable. Dicha longitud se asocia a 

los procesos de liberación del mismo. La mayoría del cfDNA tiene un tamaño modal de 166 pares 

de bases (pb) y se encuentra asociado a mecanismos de apoptosis celular. Esta longitud 

corresponde a 147 pb de ADN, que se encuentra enrollado alrededor de un nucleosoma más el 

tramo de ADN en la histona H1, que une dos núcleos de nucleosoma. Además, dependiendo de 

la acción de las nucleasas, la apoptosis puede producir fragmentos de mayor longitud 

correspondiente al ADN que se encuentra empaquetado en di, tri o polinucleosomas. Se ha 

observado que el tamaño del ADN libre circulante tumoral (ctDNA) es más corto que el cfDNA 

de origen no tumoral. A diferencia de la apoptosis, los fragmentos de más de 10000 pb se 

relacionan con procesos de necrosis celular. Otras formas de muerte celular como la piroptosis, 

la autofagia, la fagocitosis, eventos mitóticos y la NETosis también son una fuente de cfDNA, 

aunque las características estructurales del cfDNA derivado de estos mecanismos no ha sido 

estudiado en profundidad(105).  

43



El ADN mitocondrial también puede encontrarse circulando sangre, asociado o no con 

fragmentos de la membrana interna y externa mitocondrial. Su rango de tamaño se encuentra 

entre 40-300 pb, lo que puede ser debido a la ausencia de unión con histonas, que provoca su 

exposición a enzimas de digestión(106). 

También existe una fracción de cfDNA liberada por secreción activa y no asociado a procesos 

apoptóticos ni necróticos cuyo tamaño se encuentra entre 1000-3000 pb. Aunque los 

mecanismos exactos de liberación del cfDNA mediante secreción activa son desconocidos, se 

cree que puede ser una consecuencia de la inestabilidad genómica. Recientemente, mediante 

la secuenciación de 26 librerías de NGS de tres donantes de sangre y de controles negativos se 

ha demostrado la presencia de ADN extracromosómico circular en sangre, con un tamaño entre 

30 y 20000 pb(107). Otra forma de secreción regulada de cfDNA son los fragmentos de ADN 

relacionados con partículas como los exosomas, que contienen fragmentos entre 150 y 6000 

pb(105)(Figura 11). 

Hasta la fecha, la relevancia clínica del patrón de fragmentación del cfDNA en pacientes con 

cáncer ha sido poco explorada. A pesar de ello, estudios en pacientes con cáncer de próstata, 

cáncer de mama o cáncer pancreático avanzado sugieren que el patrón de fragmentos del cfDNA 

puede tener un papel diagnóstico y pronóstico en pacientes con cáncer(108,109). La integridad 

del cfDNA, calculada como el ratio entre fragmentos largos y cortos de cfDNA, es más alta en 

pacientes con enfermedades pulmonares no neoplásicas como la enfermedad pulmonar 

obstructiva crónica y en sujetos sanos que en pacientes con cáncer de pulmón de células no 

pequeñas(110).  

1.5. ADN tumoral circulante (ctDNA) 

El ADN libre circulante tumoral (ctDNA) corresponde a la fracción de cfDNA procedente de las 

células tumorales(111) y que presenta las mutaciones, los reordenamientos cromosómicos, la 

variación en el número de copias y la metilación del ADN específicas del tumor(112). El ctDNA 

deriva o bien de las células tumorales circulantes (CTCs) o de las células localizadas en el lecho 

tumoral(113). Fue descrito por primera vez en 1994, cuando se detectaron mutaciones en el gen 

KRAS en el plasma de pacientes con cáncer de páncreas. Estas mutaciones eran idénticas a las 

identificadas en el tumor del paciente, por lo que se confirmaba el origen tumoral del 

ctDNA(114). Los fragmentos de ctDNA encontrados en plasma mimetizan el estado del tumor, 

su evolución y las alteraciones genómicas presentes en el tumor primario o metastásico(94).  
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Figura 11. Características del cfDNA. a) Origen celular del cfDNA. b) Mecanismos de liberación del 
cfDNA. c) Unión del cfDNA a vesículas extracelulares y proteínas. d) Adhesión e internalización 

celular del cfDNA dependiente de pH y temperatura. e) Digestión y aclaramiento del cfDNA. 
Adaptado de Bronkhorst et al. (105) 

Las moléculas de ctDNA están más fragmentadas que las moléculas de cfDNA no mutado, 

observándose en modelos animales un tamaño ente 134 y 144 pb(96), y entre 90-150 pb en 

pacientes con diferentes neoplasias(115). Esta diferencia con respecto al cfDNA puede ser 

causada por factores biológicos como son las diferencias en la envoltura del nucleosoma o al 

modo de acción de las nucleasas entre diferentes tipos de tejidos. También factores técnicos, 

como diferencias en la recuperación de tamaño de cfDNA con diferentes métodos de extracción, 

o sesgos introducidos en los métodos de preparación de librerías de ADN monocatenario

podrían explicar esta diferencia. De forma similar a lo observado en el cfDNA, la liberación a la

circulación de fragmentos más grandes de ctDNA por parte de las células tumorales se relaciona

con procesos necróticos y procesos de secreción activa(105,112). Las células necróticas no

liberan moléculas ADN a la circulación, sino que son los macrófagos que limpian el material

muerto, incluyendo ADN, los que lo digieren en fragmentos más pequeños que liberan en el

torrente sanguíneo(116). Se ha descrito una correlación entre la extensión de la necrosis y

cantidad de ctDNA en pacientes con cáncer de pulmón de células no pequeñas, además de con

un mayor índice de proliferación Ki67 y captación de FDG en el PET(117).
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La vida media del ctDNA se ha estimado en 114 minutos(118), lo que podría tener importantes 

implicaciones en el diagnóstico del cáncer, ya que una vida media corta lo haría un marcador 

ideal al estar su desaparición y reaparición relacionadas con la respuesta al tratamiento y la 

recurrencia de la enfermedad(113).  

A diferencia del cfDNA, varios factores impactan en la presencia y cantidad de ctDNA en la sangre 

de pacientes oncológicos como son la carga y el estadio tumoral, la localización anatómica del 

tumor y su vascularización. En un estudio pan-cancer, se detectó ctDNA en el plasma de 47% de 

los pacientes en estadio I frente al 82% de pacientes en estadio IV(119). La fracción de alelo 

mutado (mutant allele fraction, MAF) o fracción de alelo variante (variant allele fraction, VAF) 

representa la cantidad de alelo mutado de un determinado gen respecto a la cantidad de alelo 

wild-type en el cfDNA. En estadios metastásicos la VAF puede ser > 10%, mientras que en 

estadios más precoces o para la detección de la enfermedad mínima residual (EMR) esta puede 

ser < 0.1%, por lo que son necesarias técnicas muy sensibles que puedan detectar hasta un 

0.01% de VAF. Se ha estimado que en pacientes con estadios tempranos de cáncer de pulmón 

de células no pequeñas solo se encontrarán 1.7 copias genómicas de ctDNA en 15 mL de sangre 

en tumores con un volumen de 1 cm3(120), o  que en pacientes con una VAF de 0.01% solo se 

encontraría una molécula de ctDNA en 30 gr de cfDNA. Esta cantidad de ctDNA puede estar por 

debajo del límite de detección incluso de técnicas altamente sensibles,  por lo que su papel como 

herramienta para el screening del cáncer de pulmón es limitado. 

1.6. Tecnologías utilizadas para la detección de ctDNA 

Actualmente se siguen dos estrategias para la detección de ctDNA. La primera se basa en 

estrategias que analizan la presencia de una única alteración genética o un número reducido de 

alteraciones, como pueden ser la AS-PCR, la PCR cuantitativa (Q-PCR), BEAMing (beads, 

emulsion, amplification, magnetics), o técnicas de NGS como FAST-SeqS (Fast Aneuploidy 

Screening Test-Sequencing System), Safe-SeqS (Safe-Sequencing System), CAPP-Seq (CAncer 

Personalized Profiling by deep sequencing), y TAm-Seq (Tagged-Amplicon Deep sequencing), 

entre otras. La principal desventaja de estos métodos es que se requiere conocimiento 

genómico previo del tumor, mientras que sus ventajas son su alta sensibilidad, pudiendo 

detectar alteraciones con una VAF de hasta el 0.01% con alta especificidad, su rápido tiempo de 

respuesta y su alto coste-efectividad. La segunda estrategia consiste en un cribado no dirigido 

del genoma completo, bien analizando las alteraciones en el número de copias, o secuenciando 

el genoma completo (Whole-Genome Sequencing, WGS) o el WES(121) (Figura 12, Tabla 1). 
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Algunas guías internacionales recomiendan el análisis del ctDNA en plataformas de NGS 

clínicamente validadas antes que en plataformas de tipo RT-PCR, tanto en pacientes al 

diagnóstico antes del tratamiento como en aquellos que hayan desarrollado múltiples 

mecanismos de resistencia al mismo. En los casos en los que los métodos NGS no estén 

disponibles, métodos dirigidos a un solo gen o métodos multiplex a pequeña escala representan 

una alternativa apropiada. 

 
Figura 12. Diferentes metodologías para la detección del ctDNA. Adaptado de Elazezy et al. (122). 

 
 

1.6.1. Métodos basados en RT-PCR 

Los métodos tipo RT-PCR son un método rápido, coste-efectivo y fácil de utilizar para la 

detección de mutaciones en ctDNA. La AS-PCR utiliza sondas marcadas con fluorórofos cuya 

señal es detectada. Es muy utilizada en la práctica clínica para la detección de mutaciones 

puntuales o pequeñas deleciones o inserciones tanto en muestra de tejido como en ctDNA y 

permiten detectar VAFs hasta el 1% con una alta especificidad(53). Modificaciones de la RT-PCR 

como la Peptide Nuclei Acid-Locked NucleicAcid PCR clamp (PNA-LNA PCR clamp), que impide la 

amplificación del alelo wild-type, o la Co-amplification at Lower Denaturation temperature 

(COLD-PCR), que permite el enriquecimiento del alelo mutado, permiten detectar mutaciones 

con una frecuencia alélica del 0.1% con una alta especificidad. Utilizando una curva de 
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calibración se puede cuantificar el número copias de ctDNA en la muestra analizada 

(qPCR)(102,121). 

1.6.2. Plataformas de PCR Digital 

Las plataformas de PCR digital son unos métodos robustos para detectar mutaciones puntuales 

con bajas frecuencias alélicas. Se incluyen dos tipos: los basados en plataformas de microfluidos 

como la droplet digital PCR (ddPCR) y el tipo BEAMing. 

La ddPCR se basa en la distribución del ADN de la muestra en miles de gotas y fue desarrollada 

con el objetivo de proporcionar un alta precisión y una cuantificación absoluta de la variación 

en el número de copias del ADN diana, así como para la cuantificación de mutaciones 

somáticas(121). Una gota contendrá una única molécula de ADN que puede ser detectada por 

citometría de flujo usando sondas fluorescentes tipo Taqman®. La Picodroplet ddPCR permite la 

detección de varias mutaciones en el ctDNA siempre que su frecuencia alélica sea > 0.1%. Las 

ventajas de la ddPCR son su alta sensibilidad para detectar mutaciones puntuales y que es una 

tecnología asequible que permite la cuantificación absoluta. Sus desventajas son que solo 

permite la detección de mutaciones conocidas y que solo se pueden evaluar un número limitado 

de las mismas en cada análisis(121).  

BEAMing es un método basado en gotas, emulsión, amplificación y partículas magnéticas. Esta 

tecnología utiliza gotas de agua en una emulsión oleosa como lugar de reacción, y contiene una 

mezcla de ADN molde, cebadores, reactivos de PCR y esferas magnéticas. En cada reacción de 

PCR se produce la amplificación del ADN molde, ya sea el ADN mutado o wild-type, y cada 

partícula magnética contendrá miles de copias idénticas a la original. Se utilizan 

desoxinucleótidos terminadores marcados con fluorescencia para distinguir las gotas que 

contengan secuencias divergentes con la secuencia de referencia, y se analizan mediante 

citometría de flujo(123). Además de la identificación, permite la cuantificación de moléculas de 

ADN con la secuencia mutada respecto a la wild-type(124). Esta técnica puede detectar ctDNA 

con una frecuencia del 0.01% y una especificidad del 100%. A pesar de estas ventajas, es una 

técnica cuyo flujo de trabajo es complicado, además de costosa, lo que dificulta su implantación 

en los laboratorios clínicos de rutina. 

1.6.3. Next Generation Sequencing (NGS) 

La NGS ha surgido en la última década como una estrategia eficaz y coste-eficiente para la 

secuenciación del ADN. Se basa en la obtención de millones de pequeñas secuencias de ADN en 

paralelo, las cuales son analizadas bioinformáticamente para identificar aquellas variantes 

genéticas que difieren de un genoma de referencia. A pesar de su alta sensibilidad y 
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especificidad, la NGS tiene una tasa de error entre el 0.1-1%(125). Es por ello por lo que se han 

desarrollado diferentes modificaciones para tratar de mejorar las características de la técnica. 

Una modalidad de NGS, Deep sequencing, se basa en secuenciar las regiones dianas con una alta 

cobertura (>10000x), lo que permite detectar mutaciones con una VAF < 0.2%(126). Su principal 

ventaja es la posibilidad de analizar múltiples regiones con una alta sensibilidad mientras que su 

principal desventaja es la extremadamente alta profundidad de lectura que hay que realizar para 

detectar mutaciones a VAFs tan bajas, lo que eleva significativamente sus costes(121). 

Adaptaciones como la Bias-Corrected Targeted PCR, que consiste en un panel de NGS dirigido a 

11 alteraciones en cáncer de pulmón de células no pequeñas que maximiza las lecturas en estos 

genes y minimiza los artefactos, han permitido la detección de VAFs > 0.4% con una especificidad 

del 100% en pacientes con cáncer de pulmón de células no pequeñas(127). La multiplex-PCR 

NGS está basada en el diseño de un panel de PCR que facilita la amplificación de regiones diana 

específicas, y permite detectar VAFs > 0.1% con una alta especificidad. 

Se han desarrollado numerosas variaciones de la NGS con tal de alcanzar valores de VAFs más 

bajos. FAST-SeqS puede amplificar hasta 38.000 amplicones con solo un par de cebadores en un 

subconjunto de regiones repetidas y es utilizada para la detección de aneuploidías(128). TAm-

Seq se basa en la utilización de cebadores dirigidos a las regiones de interés que se desean 

amplificar. Para evitar errores y pérdidas alélicas, los cebadores se unen a la región de interés 

en el primer paso de la amplificación y posteriormente las muestras son amplificadas 

individualmente. Pueden detectar alteraciones genéticas con VAFs del 2% con una especificidad 

del 97%(129). Una nueva versión mejorada, e-TAm-Seq, permite detectar alteraciones con VAFs 

de hasta el 0.02%, además de alteraciones en el número de copias y deleciones e 

inserciones(130). Safe-Seqs se basa en tres pasos: la identificación de cada molde de ADN con 

un identificador único, la amplificación de cada molécula marcada de forma única para crear 

familias en base al amplificador y la secuenciación redundante de los productos de 

amplificación. Esta tecnología ha permitido una reducción de la tasa de error enormemente con 

una especificidad del 99%(131). El CAPP-Seq se desarrolló para detectar concentraciones muy 

bajas de ctDNA mediante el uso de selectores, que son oligonucleótidos biotinilados de ADN 

complementarios a áreas con mutaciones recurrentes previamente definidas. Posteriormente, 

se realiza una Deep sequencing. Mutaciones puntuales, reordenamientos y variación del 

número de copias pueden ser detectadas por esta metodología, que puede detectar 

alteraciones a bajas VAFs (0.02%)(132). Sin embargo, esta técnica presenta una tasa de error del 

50% de las posiciones genómicas secuenciadas, debido a artefactos en la secuenciación y a la 

baja cantidad de ctDNA utilizada. Es por ello por lo que se desarrolló una herramienta 
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computacional que corrige los errores de secuenciación, resultando en una detección teórica 

del 0.00025% de la VAF. En la práctica, se ha visto que esta modificación permite la detección 

de mutaciones en el gen EGFR en pacientes con cáncer de pulmón de células no pequeñas con 

VAFs del 0.004% con una especificidad > 99.9%(133).  

Las técnicas de captura híbrida ofrecen la ventaja de que pueden detectar fusiones y 

alteraciones en el número de copias, y tanto su precio como su complejidad de procesamiento 

y tiempo de análisis se han reducido considerablemente. Estas técnicas utilizan sondas para 

atrapar las secuencias diana en una librería de NGS, con una alta profundidad de secuenciación 

y corrección de errores. Su diseño permite la detección de mutaciones puntuales, pequeñas 

inserciones y deleciones, así como fusiones clave y alteraciones en el número de copias que son 

relevantes en el cáncer de pulmón de células no pequeñas(134). 

 

Tabla 1. Características de las diferentes tecnologías para el análisis de ctDNA 

TECNOLOGÍA PLATAFORMA VAF MÍNIMA 
DETECTADA 

ESPECIFICIDAD CANTIDAD 
DE CFDNA 

NÚMERO DE 
GENES DIANAS 

TIPO DE ALTERACIÓN DETECTADA LIMITACIONES 

NGS Deep 
sequencing 

0.2% 80-90% 2 ng Panel Variación en el número de copias a 
nivel genómico 

Incapaz de detectar 
reordenamientos sin 
modificaciones específicas del 
ensayo 

 TAm-Seq 0.02% 99.99997% 0.9-2 ng Panel Mutaciones puntuales conocidas Solo mutaciones conocidas 
 Safe-SeqS 0.1% 98.9% 3 ng Panel Mutaciones puntuales conocidas y 

variación en el número de copias 
Menos completo que WES 

 FASTSeqS >10% 80% 5-10 ng Panel Variación en el número de copias a 
nivel genómico 

Baja sensibilidad y especificidad 

 CAPP-Seq 0.004% >99.99% 32 ng Panel Mutaciones puntuales conocidas, 
variación en el número de copias y 
reordenamientos 

Gran cantidad de cfDNA, solo 
mutaciones conocidas 

 Bias-Corrected 
Targeted NGS 

>0.4% 100%  Panel Mutaciones puntuales conocidas, 
variación en el número de copias y 
reordenamientos 

Solo mutaciones conocidas 

 Multiplex-PCR 
NGS 

>0.1% 100% 2-50ng Panel Mutaciones puntuales conocidas Solo mutaciones conocidas 

DIGITAL-PCR ddPCR 0.1% 100% 25 ng 1-3 Mutaciones puntuales conocidas Detecta locis genómicos 
específicos: limitado en 
multiplex 
 

 BEAMing 0.01% 100% 1 ng 1-20 Mutaciones puntuales conocidas Solo mutaciones conocidas 
RT-PCR AS-PCR 1% 98% 3-50 ng 1 

 
Mutaciones puntuales conocidas Baja sensibilidad, solo 

mutaciones conocidas 
 PNA-LNA PCR 

clamp 
0.1 -1% 79% 30 ng 1 Mutaciones puntuales conocidas Baja especificidad, solo 

mutaciones conocidas 
 COLD-PCR 0.1% 94.9% 1-10 ng 1-3 Mutaciones puntuales conocidas Detecta locis genómicos 

limitados, limitado en multiplex 
Abreviaturas: VAF: Variant Allele Frequency; TAm-Seq: Tagged-amplicon deep sequencing; Safe-SeqS: Safe-Sequencing System;WES:whole 
exome sequencing; CAPP-Seq: Cancer Personalized Profiling by deep sequencing; ddPCR: Droplet Digital polymerase chain reaction; BEAMing: 
Beads, Emulsion,Amplification andMagnetics; AS-PCR: Allele-specific amplification; PNA-LNA PCR clamp: Peptide Nuclei Acid-Locked Nucleic Acid; 
COLD-PCR: co-amplification at lower denaturation temperature. Adaptado de Elazesy et al(121). 
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1.7. Análisis de mutaciones en el gen EGFR en ctDNA 

El uso de técnicas tipo RT-PCR para el análisis de mutaciones en el EGFR en plasma para la 

estratificación molecular inicial en pacientes con cáncer de pulmón de células no pequeñas es 

apropiada en poblaciones en donde la prevalencia de estas mutaciones es alta. Sin embargo, 

este análisis no se considera completo en aquellos casos en que el resultado es negativo, en 

donde se deberá expandir el diagnóstico molecular para identificar otras alteraciones.  

Diferentes opciones tecnológicas permiten la determinación de mutaciones en el gen EGFR en 

ctDNA, desde técnicas tipo RT-PCR y variantes, a espectrometría de masas, ddPCR y BEAMing y 

plataformas de NGS, con sensibilidades que van desde el 17% al 100%, en todos los casos con 

una especificidad mínima del 80%(135). La heterogeneidad en los valores de sensibilidad entre 

las distintas técnicas se debe a la capacidad de detectar diferentes mutaciones en cada una de 

ellas, así como a diferencias en la sensibilidad analítica(136). El test Cobas® EGFR Mutation Test 

v2 (Cobas Test) fue aprobado en 2016 por la FDA como el primer test para la detección de 

mutaciones en el gen EGFR en plasma en pacientes con cáncer de pulmón de células no 

pequeñas para la selección de candidatos a recibir terapia tipo inhibidores de la tirosina 

quinasa(137). Se trata de un test tipo AS-PCR diseñado para la detección de 42 mutaciones, 

incluyendo mutaciones puntuales, inserciones y deleciones localizadas en los exones 18, 19, 20 

y 21 del gen EGFR(138). De acuerdo con la aprobación de la FDA, el Cobas Test puede ser usado 

tanto en muestras de tejido como en plasma como prueba de diagnóstico complementario para 

la identificación de pacientes con la mutación p.L858R o deleciones en el exón 19 del gen EGFR, 

con el objetivo de establecer el tratamiento con inhibidores de la tirosina quinasa (osimertinib, 

erlotinib o gefitinib) en primera línea. También dispone de aprobación para el uso de osimertinib 

en segunda línea en adelante en pacientes con cáncer de pulmón de células no pequeñas 

metastásico con la mutación p.T790M en el gen EGFR(139).  

El Cobas Test presenta una alta especificidad y una sensibilidad moderada-alta comparado con 

la biopsia de tejido, con valores de concordancia del 85-97%, sensibilidad del 71-90% y 

especificidad del 92-100%, en función de la mutación estudiada(53,140). Otras plataformas con 

tecnologías tipo ddPCR, BEAMing, ARMS-PCR y NGS han mostrado valores similares de 

sensibilidad y especificidad(141–143). El estudio observacional RING trial comparó la 

concordancia entre siete plataformas diferentes para la determinación de mutaciones en el gen 

EGFR en muestras de plasma, incluyendo dos métodos de NGS (Oncomine™ y QIAact™), tres 

métodos tipo PCR de alta sensibilidad como son la ddPCR, BEAMing y PNA-qPCR y 2 métodos 

tipo AS-PCR aprobados por la FDA (Cobas Test y el Therascreen® EGFR RGQ PCR Kit 

(Therascreen)). Respecto a las deleciones en el exón 19, el rango de valores de sensibilidad 
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obtenido para los diferentes métodos fue del 50-71%, y la especificidad entre el 92-100%. Para 

la mutación p.L858R, se obtuvieron valores de sensibilidad más altos, entre el 50-90%, mientras 

que la especificidad fue del 100% en todos los casos. Los autores concluyeron que la mayoría de 

resultados discordantes entre las plataformas se obtuvieron con valores de VAF < 0.5%, y 

consideran este parámetro el más informativo a la hora de evaluar la veracidad de un resultado 

de EGFR en plasma, sugiriendo su inclusión en los informes de laboratorio(144).  

Los valores de sensibilidad y especificidad pueden variar según el estadio tumoral y la VAF. El 

Cobas Test y el Therascreen mostraron valores de sensibilidad más bajos en estadios no 

avanzados (44.4% y 25.7%) frente a estadios avanzados (82.4% y 52.9%)(136). Por otro lado, un 

estudio de validación del panel NGS comercial Oncomine™, demostró una creciente sensibilidad 

según aumentaba el valor de la VAF(145). 

1.7.1. Índice semicuantitativo (SQI) obtenido en el Cobas Test 

El Cobas Test proporciona un parámetro llamado índice semicuantitativo (SQI) en los casos en 

los que se detecta una mutación en el gen EGFR. Este parámetro refleja la proporción de copias 

mutadas frente a copias wild-type del gen, y deriva de unas diluciones seriadas que contienen 

un número conocido de copias del gen EGFR mutado y un número fijo de copias de EGFR wild-

type(146). El Cobas Test está aprobado para su uso como un test cualitativo y no cuantitativo, 

por lo que el valor de SQI no tiene actualmente aplicación en la práctica clínica(147). Algunos 

estudios han tratado de establecer una correlación entre el SQI y las copias mutadas/mL o la 

VAF del alelo mutado del gen EGFR en muestras de pacientes con cáncer de pulmón de células 

no pequeñas obteniendo resultados dispares. Mientras que en un estudio el SQI correlacionaba 

con la VAF obtenido mediante NGS, y sugería que los cambios en el SQI pueden reflejar la 

progresión tumoral(146), otros estudios no observaron una correlación entre el valor de SQI y 

la VAF obtenida por ddPCR(148).  

Sin embargo, en un estudio derivado de un programa de garantía externa de la calidad se 

demostró una buena correlación entre el valor del SQI y la VAF de diferentes mutaciones del gen 

EGFR (deleciones el exón 19, p.L858R, p.T790M e inserciones en el exón 20) analizados mediante 

Cobas Test y NGS. El estudio observó una alta imprecisión de los valores de SQI en muestras con 

valores bajos de VAF (< 1%). Además, de forma relevante, observaron que los valores de SQI 

eran diferentes en función de la alteración estudiada(149), lo que sugiere que aspectos técnicos 

pueden impactar en el valor SQI obtenido en una muestra. 
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1.8. Aplicaciones del análisis del cfDNA/ctDNA 

El análisis del ctDNA ha cobrado relevancia clínica gracias a la introducción de las técnicas 

moleculares descritas anteriormente en los laboratorios clínicos, y a que se trata de una 

estrategia mínimamente invasiva que permite obtener la información molecular asociada a un 

tumor. Se han propuesto varias aplicaciones clínicas donde el análisis del cfDNA/ctDNA tiene 

interés, desde el screening y el diagnóstico precoz, al estadiaje y localización del tumor hasta la 

monitorización de la terapia e identificación de recaídas (Figura 13). 

 
Figura 13. Diferentes aplicaciones del cfDNA/ctDNA en el cáncer. Adaptado de Bronkhorst et al. 

(105) 
 

A la hora de elegir estrategias de análisis molecular mediante análisis de ctDNA en plasma en 

lugar de la biopsia de tejido, hay que tener en cuenta las diferencias entre ambos 

procedimientos. En términos de conveniencia, aplicar estrategias de análisis molecular en 

plasma resulta adecuado cuando el tejido no está disponible inmediatamente o es inadecuado 

para su análisis molecular. Algunos estudios cifran entre el 10-60% el número de biopsias que 

no son adecuadas para el análisis molecular debido a cantidad de tejido insuficiente o falta de 

material genético amplificable(146,150,151). La mayoría de los especímenes que llegan al 

laboratorio son muestras pequeñas, ya que los pacientes con cáncer de pulmón de células no 

pequeñas son diagnosticados en estadíos avanzados y no se les realizan procedimientos 

quirúrgicos donde obtener piezas grandes de resección(83). Estas muestras pueden ser 

adecuadas para análisis histopatológicos pero insuficientes para análisis genómicos(152).  
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Además, la biopsia de tejido presenta numerosos inconvenientes como la heterogeneidad 

intratumoral que puede existir entre diferentes zonas del mismo tumor, así como entre el tumor 

primario y las metástasis locales y a distancia; la existencia de subclones resistentes al 

tratamiento que pueden estar presentes en menor frecuencia en el tumor primario; la baja 

accesibilidad al tumor debido a las complicaciones clínicas derivadas de los procedimientos para 

obtener el tejido tumoral; el estado clínico del paciente que puede contraindicar este 

procedimiento; la posibilidad de resultados falsos positivos derivados de los métodos de 

preservación del tejido, y el alto coste y tiempo de respuesta. En contraposición a las biopsias 

tradicionales de tejido, el ctDNA en plasma es una fuente fresca de material derivado del tumor 

no alterada con conservantes, cuya extracción es un proceso mínimamente invasivo y que evita 

las complicaciones derivadas de la biopsia de tejido. Además, permite establecer las dinámicas 

de los diferentes clones celulares durante la terapia e identificar mecanismos de resistencia 

moleculares precozmente, antes que clínica y radiológicamente. Por tanto, el análisis de ctDNA 

en plasma proporciona una muestra alternativa cuando la biopsia de tejido no está disponible, 

no es apropiada o es difícil de obtener(153).  

El tiempo de respuesta del laboratorio en la entrega de resultados es generalmente menor para 

el plasma, gracias a la facilidad de recolección, transporte y procesamiento de la muestra. El 

coste en ambos procedimientos es variable, y en el caso del análisis del ctDNA podría 

incrementarse si fuera necesario obtener una muestra de tejido en el caso de que el resultado 

en plasma fuese negativo. La sensibilidad diagnóstica en el análisis molecular es más alta en el 

caso del tejido, en las muestras que son adecuadas para el análisis. El ctDNA puede ser no 

detectable en algunos casos con alteraciones con una baja VAF, lo que condiciona sus valores 

de sensibilidad diagnóstica. La especificidad para el análisis molecular es excelente en muestras 

de tejido con el inconveniente de que algunas variantes germinales pueden ser reportadas como 

somáticas. Los valores de especificidad también son excelentes para las mutaciones diana en el 

caso del ctDNA, aunque se han reportado casos de falsos positivos, especialmente a bajos 

valores de VAF, en algunos genes derivados de la hematopoyesis clonal(154). 

Las nuevas tecnologías que han permitido la detección de alteraciones genéticas con frecuencias 

alélicas tan bajas como 0.008% en pacientes con cáncer de pulmón con estadios T1b(155) han 

hecho que el análisis de ctDNA en plasma esté siendo considerada como una alternativa al TC 

de baja dosis para el cribado del cáncer de pulmón, siempre que se puedan diferenciar las 

mutaciones derivadas de los clones hematopoyéticos de las propias del tumor. El análisis de 

metilación del cfDNA, que difiere entre pacientes oncológicos e individuos sanos, puede ser otra 

aproximación al screening de cáncer de pulmón(156).  
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Se ha observado que los pacientes con estadios tempranos de cáncer de pulmón de células no 

pequeñas presentan menor concentración de cfDNA que estadios avanzados, y que esta 

aumenta en función del número de órganos metastásicos afectados(157). A pesar de estos 

datos, la concentración de cfDNA aún no se utiliza para la estadificación tumoral en cáncer de 

pulmón de células no pequeñas. 

Una de las aplicaciones más importantes del análisis de ctDNA en plasma la caracterización 

molecular de pacientes con cáncer de pulmón de células no pequeñas para la selección del 

tratamiento oncoespecífico. La guía ESMO recomienda el uso del análisis del cfDNA en plasma 

únicamente para detectar la mutación de resistencia p.T790M en pacientes en recaída. En 

aquellos pacientes con un resultado negativo en el análisis del cfDNA se debe realizar una 

biopsia de tejido y realizar de nuevo el estudio molecular. Respecto a los métodos de detección 

de alteraciones en cfDNA, recomiendan cualquiera apropiado y validado y que esté sujeto a 

programas de garantía de control externo de la calidad(69). Por su parte, la guía CAP/IASLC/AMP 

indica que actualmente no hay evidencias que soporten la utilización del cfDNA en el diagnóstico 

de adenocarcinoma de pulmón primario. Sin embargo, en los casos en que el tejido no esté 

disponible o sea difícil de obtener, se pueden utilizar métodos de análisis en cfDNA en plasma 

para la detección de mutaciones en el gen EGFR. En aquellos pacientes que tengan una mutación 

de sensibilidad y la enfermedad progrese se les ha de realizar el análisis de la mutación p.T790M 

antes de comenzar el tratamiento con inhibidores de la tirosina quinasa de tercera generación. 

En este caso es aceptable el uso de cfDNA en plasma, pero tal y como sugiere la guía ESMO, ante 

un resultado negativo se debe realizar una biopsia de tejido y repetir el estudio genético(66) 

Los test tipo RT-PCR han demostrado su eficacia en la práctica clínica para la detección de 

mutaciones específicas que cuentan con tratamientos dirigidos. Otros test basados en otras 

tecnologías como ddPCR o BEAMing han demostrado ser capaces de detectar mutaciones 

derivadas del tumor primario o relacionadas con la respuesta a determinados fármacos con una 

alta concordancia respecto a las muestras obtenidas mediante biopsia de tejido(89). Las 

plataformas multigen tipo NGS han ido cobrando relevancia en la práctica clínica en los últimos 

años. Su principal ventaja es que permiten una caracterización molecular más amplia e 

informativa. Un estudio realizado mediante NGS en cfDNA, con más de 8.000 muestras de 

pacientes diagnosticados con cáncer de pulmón de células no pequeñas encontró alteraciones 

somáticas en el 86% de los pacientes, encontrándose estas mutaciones en genes accionables 

terapéuticamente en el 48% de los casos(158). 
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Recientemente, dos plataformas comerciales basadas en NGS, Guardant360 y FoundationOne 

Liquid CDx han recibido la aprobación de la FDA para la evaluación de tumores sólidos, incluido 

el cáncer de pulmón de células no pequeñas. Ambos métodos utilizan una metodología de 

captura híbrida. El Guardant 360 CDx es capaz de detectar mutaciones puntuales, inserciones y 

deleciones en 55 genes, amplificaciones en el número de copias en 2 genes y fusiones en 4 

genes. Sin embargo, sólo ha sido aprobado para la detección de deleciones en exón 19, la 

mutación puntual p.L858R y la mutación de resistencia p.T790M en el gen EGFR. El 

FoundationOne Liquid CDx incluye el análisis de 311 genes, reordenamientos en 4 genes y 

alteración en el número de copias en 2 genes. Su indicación incluye la detección de la mutación 

p.L858R y deleciones en el exón 19 en el gen EGFR, así como reordenamientos en el gen ALK. 

Además de para estas indicaciones, ambos test fueron aprobados como test complementarios 

en el diagnóstico de pacientes con cualquier neoplasia sólida, cuya información, en conjunto con 

otras pruebas diagnósticas, pueda ser usada en la toma de decisiones clínicas(154). 

Numerosos estudios han demostrado que el ctDNA refleja mejor la heterogeneidad molecular 

del tumor que las biopsias tradicionales. Además, permite la monitorización longitudinal de la 

respuesta molecular del tumor, por lo que puede usarse para monitorizar la aparición de 

mutaciones de resistencia, como la p.T790M en el caso del gen EGFR(148). 

La vida media del ctDNA, así como el hecho de ser un método poco invasivo respecto a las 

alternativas (biopsia de tejido y técnicas de imagen) hacen del ctDNA un marcador ideal de 

respuesta al tratamiento, o de monitorización de la carga tumoral después la cirugía o EMR(105). 

La guía ESMO enfatiza el posible valor de las determinaciones seriadas de ctDNA en plasma 

durante el tratamiento. La desaparición de la mutación de sensibilidad podría estar asociada con 

la respuesta radiológica al tratamiento. Por otro lado, su reaparición, con o sin la mutación de 

resistencia p.T790M, podría indicar una recaída bioquímica(69). 

Estudios previos han demostrado una reducción drástica del ctDNA en pacientes con cáncer de 

pulmón de células no pequeñas en estadios no metastásicos tras la cirugía(159,160). Con la 

metodología CAPP-Seq descrita anteriormente, se ha demostrado que la presencia de ctDNA es 

pronóstica de recurrencia a pesar de que las pruebas de imagen muestren una respuesta 

completa en pacientes con cáncer de pulmón de células no pequeñas(132). Con la misma 

metodología, en pacientes con estadios I-III, el ctDNA se detectó en el 94% de los pacientes que 

sufrieron una recaída en la primera muestra postratamiento(161). Por otro lado, la ratio del 

cfDNA postquimioterapia respecto al cfDNA pretratamiento fue capaz de distinguir a los 
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pacientes respondedores de los no respondedores, además de correlacionar negativamente con 

la progresión libre de enfermedad(103). 

En el caso del cáncer de pulmón de células no pequeñas metastásico, se ha demostrado que 

aquellos pacientes en que el ctDNA era indetectable a las 12 semanas de empezar el tratamiento 

presentaron una mejor respuesta, además de una mayor progresión libre de enfermedad y 

supervivencia, que aquellos en los que este era detectable(162). Estos resultados también se 

han objetivado en pacientes con la mutación de resistencia p.T790M en el gen EGFR. En un 

estudio que incluyó 41 pacientes se asoció la presencia de la mutación p.T790M, así como un 

aumento de la VAF de la mutación de sensibilidad, con progresión de la enfermedad. Por otro 

lado, la mutación de resistencia p.T790M fue detectada en plasma 51 días antes de la progresión 

medida mediante TC(163). Otros estudios también han observado una correlación entre la VAF 

del ctDNA con la progresión libre de enfermedad y la supervivencia en pacientes tratados con 

inmunoterapia(164). 
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2. HIPÓTESIS Y 
OBJETIVOS 
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HIPÓTESIS 

Las hipótesis planteadas, a la luz de la revisión de la literatura sobre el tema y el trabajo de 

compilación de publicaciones que se presenta en esta tesis, fueron las siguientes: 

• La caracterización molecular del gen EGFR en pacientes con cáncer de pulmón de células 

no pequeñas mediante el análisis de ADN libre circulante en plasma representa una 

alternativa adecuada al análisis molecular en muestras obtenidas mediante biopsia de 

tejido.  

 

• El Cobas® EGFR Test v2 diseñado para el análisis de ADN libre circulante en plasma 

presenta características de eficacia diagnóstica adecuadas para su introducción como 

test diagnóstico en un entorno clínico real.  

 
• El índice semicuantitativo (SQI) reportado por el Cobas® EGFR Test v2 representa la 

cantidad de alelo mutado del gen EGFR en una muestra de ADN libre circulante en 

plasma y es equivalente a la fracción de alelo mutado. 

 

• En pacientes con cáncer de pulmón de células no pequeñas, la concentración del ADN 

libre circulante en plasma se asocia a las características clínicas del paciente y a las 

características del tumor, y puede tener valor como biomarcador diagnóstico. 

 

• En pacientes con cancer de pulmón de células no pequeñas, el patrón de fragmentos del 

ADN libre circulante en plasma correlaciona con el tamaño tumoral y las características 

biológicas del tumor. 
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OBJETIVOS 

El objetivo principal de esta tesis es implementar el análisis de alteraciones en el gen EGFR a 

partir de ADN libre circulante en plasma en pacientes con cáncer de pulmón de células no 

pequeñas en un laboratorio clínico de diagnóstico molecular.  

Los objetivos específicos de la tesis son: 

 

1. Evaluar el impacto de la introducción en un entorno clínico real de un test tipo RT-PCR 

para el análisis de mutaciones en el gen EGFR en cfDNA en plasma en pacientes con 

cáncer de pulmón de células no pequeñas localmente avanzado o metastásico en el 

momento del diagnóstico.  

 

2. Evaluar las características del índice semicuantitativo (SQI) obtenido en los pacientes 

con alteraciones en el gen EGFR. 

 

3. Evaluar la correlación del índice semicuantitativo (SQI) con la fracción alélica de la 

variante (VAF) y su potencial como biomarcador de seguimiento en pacientes con cáncer 

de pulmón de célula no pequeña. 

 

4. Evaluar la utilidad clínica de la concentración del cfDNA y la fracción de fragmentos 

cortos como biomarcadores de estadificación de pacientes con cáncer de pulmón de 

células no pequeñas localmente avanzado o metastásico. 

 

5. Evaluar la asociación de la concentración del cfDNA y sus fracciones de fragmentos con 

parámetros derivados del FDG PET/TC y del TC toracoabdominal respecto a la lesión 

primaria, las lesiones extrapulmonares y a la enfermedad global en pacientes con cáncer 

de pulmón de células no pequeñas localmente avanzado o metastásico. 

 

62



3. MATERIAL Y 
MÉTODOS Y 
RESULTADOS 
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PUBLICACIÓN 1 

 

Cell-free DNA concentration and fragment size fraction 
correlate with FDG PET/CT-derived parameters in NSCLC 
patients 

 
Objetivos específicos de este artículo 

• Evaluar la utilidad de la caracterización molecular del gen EGFR mediante cfDNA en 
pacientes con cáncer de pulmón de células no pequeñas avanzado o metastásico antes 
de recibir tratamiento con inhibidores de la tirosina quinasa. 
 

• Analizar el potencial como biomarcadores de estadio tumoral de la concentración de 
cfDNA y el patrón de fragmentos de cfDNA en pacientes con cáncer de pulmón de células 
no pequeñas avanzado o metastásico. 
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Molecular characterization of advanced non-small cell lung 
cancer patients by cfDNA analysis: experience from routine 
laboratory practice
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Background: Analysis of circulating free DNA (cfDNA) by the real-time PCR cobas® EGFR Mutation 
Test v2 (cobas® EGFR Test) is a diagnostic approach used in clinical practice for the characterization of 
advanced non-small cell lung cancer (NSCLC) patients. The test additionally outputs a semiquantitative 
index (SQI) which reflects the proportion of mutated versus wild-type copies of the EGFR gene in cfDNA 
with potential use as a biomarker. CfDNA concentration and cfDNA fragmentation pattern have also shown 
potential utility as biomarkers for cancer patients. We evaluated the implementation of EGFR testing and 
cfDNA related parameters in NSCLC patients in routine clinical setting as biomarkers for disease stage and 
diagnosis. 
Methods: A prospective cohort of 173 locally advanced or metastatic NSCLC TKI-naïve patients analyzed 
by the cobas® EGFR Test were included in the study. Reproducibility of the test was assessed in 56 patients. 
The concentration of cfDNA and fragment size pattern was measured using fluorometry and microchip 
electrophoresis respectively.
Results: The test showed high diagnostic accuracy when compared to the gold standard of biopsy tumor 
tissue testing. The SQI value showed a moderate reproducibility (r2=0.70) and did not correlate with cfDNA 
concentration (r2=0.17, P=0.28) or disease stage (stage III patients SQI =9.1±3.1 and stage IV patients SQI 
=11.5±4.8, P=0.41). We found differences in SQI values according to the type of EGFR mutation (Ex19Del 
mutations, SQI =13.6; p.L858R, SQI =8.88; P=0.001). Stage IV patients had higher concentrations of cfDNA 
(P<0.0001) and higher fractions of cfDNA 100–250 base pairs (bp) fragments (P=0.01) compared to stage 
III patients. From the ROC curve analysis, cfDNA concentration showed higher AUC compared to cfDNA 
100–250 bp fragments (0.86 vs. 0.71). We obtained a cut-off value for cfDNA concentration of 20.3 ng/mL  
with 72.3% sensitivity and 95% specificity for predicting disease stage in TKI-naïve advanced NSCLC 
patients.
Conclusions: The study indicates that cfDNA analysis in plasma for EGFR testing by RT-PCR is an 
accurate and fast method to initially stratify NSCLC patients in a real-world clinical setting. However, the 
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Introduction

Lung cancer, which is one of the most frequent and lethal 
cancers worldwide (1), has traditionally been classified, 
based on clinical-histopathological characteristics, into 
the non-small cell lung carcinoma (NSCLC) subgroup, 
including adenocarcinoma, squamous cell carcinoma, and 
large cell carcinoma; and the small cell lung cancer (SCLC) 
subgroup. The NSCLC and SCLC subgroups correspond 
to 85% and 15% of all lung cancers respectively (2).

Recently, advances in the understanding of the molecular 
bases of lung cancer have promoted a new classification 
based on molecular profiling (2). Mutations in the epidermal 
growth factor receptor (EGFR) gene are common driver 
events in lung adenocarcinomas (3) with the prevalence of 
EGFR mutations ranging from 14.1% in European patients 
to 38.4% in Asian patients. Treatment with EGFR tyrosine 
kinase inhibitors (TKIs) is the standard-of-care in first-line 
therapy for NSCLC patients with EGFR mutant tumors. 
While several generations of TKIs have considerably 
improved the prognosis of the disease (4), patients 
ultimately develop resistance to TKI treatment. The 
acquisition of the p.T790M EGFR mutation is a common 
mechanism of resistance observed in 50% of patients treated 
with first and second-generation TKIs (5). Osimertinib, a 
third-generation TKI, is the standard of care in patients 
with an acquired p.T790M EGFR mutation. To date, several 
clinical guidelines recommend testing for EGFR mutations 
in all advanced NSCLC patients, independently of the 
clinical characteristics, to identify those patients most likely 
to benefit from targeted EGFR inhibition (6). In addition, a 
new biopsy is strongly advised at the time of progression to 
first-line EGFR TKIs to rule out the targetable p.T790M 
mutation (7).

Tumor tissue is the gold standard for the molecular 
characterization of NSCLC tumors. However, up to 
60% of patients do not have a biopsy sample suitable for 
molecular analysis (8). Furthermore, tissue biopsies are 

obtained by invasive procedures that increase the risk of 
adverse events, and genotyping possibilities are limited due 
to inter- and intra-tumor heterogeneity (9). To overcome 
these limitations, circulating free DNA (cfDNA) in serum 
or plasma has emerged as an alternative and easily accessible 
sample source. Clinical guidelines recommend EGFR 
molecular testing of cfDNA from plasma in mutant EGFR 
lung cancer patients when resistance develops or at diagnosis 
when tissue availability is limited or difficult to obtain (7). 
EGFR mutation analysis in cfDNA can be carried out by 
distinct polymerase chain reaction (PCR) or next-generation 
sequencing (NGS) methods, and its clinical utility has 
mainly been evaluated in patients in clinical trials (10,11) 
or by analyzing synthetic DNA (12-14). Although different 
methods have shown differing sensitivity/specificity  
and diagnostic accuracy, EGFR testing in plasma has proven 
to be a reliable substitute for tissue testing (10,15-20). 
The cobas® EGFR Mutation Test v2 (cobas® EGFR Test) 
(Hoffman-La Roche Ltd, Basel, Switzerland) is an FDA 
and CE approved real-time PCR test currently used in the 
clinical setting to analyze specific target EGFR mutations 
in metastatic NSCLC patients (12,21). The test provides a 
semiquantitative index (SQI), which reflects a trend for the 
proportion of mutated versus wild-type copies of the EGFR 
gene in the cfDNA (8). 

cfDNA is comprised of short nuclear DNA fragments 
of variable length that are released into plasma and other 
biological fluids by stromal and tumor cells (circulating 
tumor DNA; ctDNA). Although the biology of cfDNA 
is poorly understood, apoptosis and necrosis have been 
established as the major mechanisms of release. Higher 
concentrations of cfDNA have been found in lung cancer 
patients compared to healthy individuals (22,23). In 
addition, levels of both cfDNA and ctDNA have been 
associated with disease prognosis and relapse, highlighting 
their potential clinical utility (24,25).

The length of cfDNA fragments has been associated with 
the mechanism of their release. While apoptosis promotes 

SQI has limited clinical value. The cfDNA concentration and fragmentation pattern have clear potential 
clinical utility for tumor staging in NSCLC patients.
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the release of DNA fragments of approximately 180 base 
pairs (bp) or multiples thereof, necrosis produces larger 
fragments. Moreover, fragments between 1,000–3,000 bp  
are associated with active release processes (26). In 
contrast to total cfDNA levels, the significance of cfDNA 
fragmentation pattern has been less explored in the clinical 
context. Recent studies in advanced pancreatic cancer 
patients (27) and breast or prostate cancer patients (28), 
however, suggest that the cfDNA fragmentation pattern 
may provide diagnostic and prognostic value in cancer 
patients.

In this report, we evaluate the utility of molecular 
cfDNA characterization of advanced or metastatic NSCLC 
TKI-naïve patients in a routine clinical setting, using EGFR 
mutation testing and analysis of the concentration and 
fragmentation pattern of cfDNA.

We present the following article in accordance with 
the STARD reporting checklist (available at http://dx.doi.
org/10.21037/jtd-20-3142).

Methods

Patient enrollment

The study includes a prospectively recruited cohort of 173 
NSCLC patients referred for plasma EGFR molecular 
testing at Hospital Clínic, Barcelona, between 2017 and 
2020. At the time of inclusion, all patients were diagnosed 
with locally advanced or metastatic NSCLC and were TKI-
naïve. Clinical data such as gender, age, tumor histology, 
disease stage, smoking status and molecular status of EGFR 
in tissue biopsy were obtained from their medical records. 

The protocol was approved by the Hospital Clinic Ethics 
Committee (approval registration HCB/2016/0889) and 
was conducted in accordance with Declaration of Helsinki 
(as revised in 2013). Written informed consent was obtained 
from all patients.

Isolation of cfDNA from plasma

For cfDNA analysis, peripheral whole blood was collected 
from each subject in a 5 ml EDTA-K2 tube. When possible, 
two blood extractions were taken from each patient in order to 
evaluate the reproducibility of the test. After 15 to 20 minutes  
at rest in an upright position at room temperature, samples 
were centrifuged at 1,600 g for 10 minutes to collect 2 mL 
of plasma, which was transferred to a clean sterile tube. 
After a second centrifugation at 16,000 g for 10 minutes, 

plasmas were stored at −20 ℃. The entire procedure is 
completed within three hours of blood extraction. The 
cfDNA was isolated using the cobas® cfDNA Sample 
Preparation Kit as per the manufacturer’s instructions. 

Determination of cfDNA concentration and fragment size 

The concentration of eluted cfDNA was measured using 
a Qubit 4 Fluorometer. The cfDNA fragment size for 
each sample was determined by microchip electrophoresis 
using an Agilent 2100 Bioanalyzer and the Agilent High 
Sensitivity DNA. The Agilent 2100 Bioanalyzer software 
was used to obtain the fraction of cfDNA and average size 
corresponding to apoptotic DNA fragments (100–250 and 
250–700 bp). The fraction of cfDNA fragment size and 
cfDNA levels were obtained by individuals blinded to the 
clinical data to reduce potential bias.

EGFR mutation analysis

Analysis of EGFR mutations in cfDNA was performed by 
the cobas® EGFR Test. The test allows the detection of 42 
recurrent point mutations, deletions, and insertions located 
in exons 18 to 21. The cobas® EGFR Test is a RT-PCR 
assay designed to detect G719X substitution mutations in 
exon 18, deletion mutations in exon 19, T790M and S768I 
substitution mutations in exon 20, insertion mutations in 
exon 20, and L858R and L861Q substitution mutations 
in exon 21. However, the specific mutation found in each 
sample is not displayed in the final test report. The cobas® 
z480 software reports a SQI value. Mutation status from 
tumor biopsy and the method used for the molecular 
characterization was obtained from medical records. Both 
plasma and tissue analysis were performed by individuals 
blinded to the clinical data. 

Statistical analysis

Analysis of cfDNA concentration between groups was 
carried out by non-parametric rank tests; Kruskal-Wallis 
and Mann-Whitney U. Comparisons of the SQI of the two 
most prevalent mutations were made using the Student’s 
t-test. Correlation between SQI and cfDNA concentration 
was carried out using the Spearman rank correlation test. 
The chi square test was used to compare the prevalence of 
EGFR mutations between groups. A simple linear regression 
was made to determine the correlation coefficient between 
the two vials of the same patient. 

69

http://dx.doi.org/10.21037/jtd-20-3142
http://dx.doi.org/10.21037/jtd-20-3142


1661Journal of Thoracic Disease, Vol 13, No 3 March 2021

© Journal of Thoracic Disease. All rights reserved. J Thorac Dis 2021;13(3):1658-1670 | http://dx.doi.org/10.21037/jtd-20-3142

To evaluate concordance in molecular status between 
tissue and plasma, only patients with both tissue and plasma 
samples analyzed with less than two months difference 
were selected. Sensitivity, specificity, positive predictive 
value, negative predictive value, global accuracy, and 95% 
confidence intervals were calculated as standard measures of 
diagnostic test validity. Results were considered statistically 
significant when the P value was <0.05. We calculate the 
predictive capability for distinguishing stage III and stage IV 
for the cfDNA concentration and integrity using receiver 
operating characteristic (ROC) curve analysis, by identifying 
the cut-off for both parameters for the detection of patients 
with stage IV lung cancer with 95% specificity and maximal 
sensitivity. All statistical analysis was performed using IBM 
SPSS software (version 23).

Results

Association of clinicopathological characteristics to cfDNA 
concentration and fragmentation pattern

We prospectively analyzed cfDNA from 173 advanced 
or metastatic NSCLC TKI-naïve patients. Among them, 

80.9% (140/173) were diagnosed with lung adenocarcinoma 
(ADK) and 19.1% (33/173) with other histologies such 
as adenoid cystic carcinoma, pulmonary pleomorphic 
carcinoma, cancer of unknown primary, squamous cell 
carcinoma or NSCLC-non-otherwise specified (NSCLC-
NOS). Stage III and IV represented 9.8% (17/173) and 
90.2% (156/173) of cancer patients respectively. The 
demographic and clinical characteristics of the patients are 
shown in Table 1. 

We assessed whether cfDNA concentration and 
fragmentation pattern were associated with the clinical 
characteristics of the patients (Table 2). The cfDNA 
concentration and fragmentation pattern were determined 
in 99.4% (172/173) and 79.8% (138/173) of patients 
respectively (Figure 1).

The median cfDNA concentration detected among 
patients was 28.3 ng/mL (range, 6.1–529). We did not 
find any difference in cfDNA concentration among EGFR 
mutant patients based on the type of EGFR mutation. We 
found significant differences in the cfDNA concentration 
among patients based on disease stage. Stage IV cancer 
patients showed higher concentrations of cfDNA compared 
to stage III patients (31 vs. 13.9 ng/mL; P<0.0001). 
Such differences were observed among patients with 
adenocarcinoma tumors as well as patients with other 
histological subtypes.

The analysis of the fragmentation pattern was split 
between the fraction of fragment sizes between 100–250 bp, 
corresponding to nucleosome fragments; and the fraction 
of fragment sizes between 250–700 bp, corresponding to 
polynucleosome fragments. All patients showed cfDNA 
in both size ranges with a median size of 175 and 438 bp 
in each range respectively. Overall, the stage IV cancer 
patients presented a higher fraction of 100–250 bp fragment 
size compared to stage III cancer patients (43.0% vs. 33.0%; 
P=0.01, Figure 2A). Among adenocarcinoma patients, 
stage IV patients showed a higher fraction of 100–250 bp  
fragment s ize but also 250–700 bp fragment s ize  
(Figure 2B). These differences were not observed among 
patients with other NSCLC tumors probably due to the 
reduced sample size.

We evaluated the diagnostic utility of both cfDNA 
concentration and fraction of 100–250 bp fragment size 
as biomarkers for the disease stage in NSCLC patients. 
We performed ROC curve analysis to identify the cut-off 
value for both parameters with 95% specificity and maximal 
sensitivity. In our cohort of patients, 20.3 ng/mL of cfDNA 
concentration and 50.5% of 100–250 bp fragment size were 

Table 1 Demographic and clinical characteristics of the advanced 
or metastatic NSCLC TKI-naïve patient cohort

Characteristic N (%)

Age, years, median [range] 69 [24–91]

Gender

Male 89 (51.4)

Female 84 (48.6)

Smoking history

Current smokers 34 (19.7)

Former smokers 80 (46.2)

Never smokers 59 (34.1)

Histology and stage

ADK 140 (80.9)

Other lung cancer 33 (19.1)

ADK III 11 (7.9)

ADK IV 129 (92.1)

Other lung cancers stage III 6 (18.1)

Other lung cancers stage IV 27 (81.8)

ADK, adenocarcinoma; n, sample size.
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the optimal cut-offs to detect stage IV cancer patients with 
a sensitivity of 72.3% for cfDNA concentration and 36.8% 
for fragmentation pattern. Although both parameters 
reached statistical significance, the cfDNA concentration 
showed higher AUC compared to the 100–250 bp fraction 
(0.86% vs. 0.71%) (Table 3).

Characterization of EGFR mutations in cfDNA from 
plasma

We analyzed the presence of EGFR mutations in cfDNA 
in all patients. The median turnaround time for delivering 
the EGFR mutation status to the clinicians was 7 days. 
We detected EGFR mutations in 24.3% (42/173) of cases, 
corresponding to deletions in exon 19 (14.5% of cases), 
p.L858R mutation (7.5% of cases), mutations at codon 
p.G719X (1.2% of cases), mutations at codon p.L861Q 
(0.6% of cases) and Ex20Ins (0.6% of cases). All mutant 
EGFR tumors belonged to patients with adenocarcinoma, 

except for two patients in which the histological information 
of the tumor was not available.

We detected a higher prevalence of EGFR mutations in 
plasma from women vs. men (34.5% vs. 14.6%, P=0.002) 
and non-smokers vs. past or current smokers (49.2% vs. 
11.4%, P<0.0001). In contrast, we found similar frequencies 
between different disease stages. EGFR mutations were 
found in 17.6% of stage III cancer patients and 25.0% of 
stage IV cancer patients.

We evaluated the reproducibility of the cobas® EGFR 
Test in 56 patients by analyzing two distinct vials obtained 
during the same blood draw. The cfDNA concentration 
showed a correlation coefficient of r2=0.99 between both 
vials (Figure 3A). Among EGFR mutant patients, the 
SQI value for the EGFR mutation showed a correlation 
coefficient of r2=0.70 between the vials (Figure 3B). We 
obtained the same molecular status of EGFR in both vials 
in 96.5% (54/56) of patients. The two remaining cases with 
discrepant results between the vials harbored the p.L858R 

Table 2 Association of concentration of cfDNA and fragmentation pattern with clinicopathological characteristics in advanced or metastatic  
NSCLC TKI-naïve patients

Characteristics
Median cfDNA  

concentration (ng/mL)
P value

Median cfDNA, 100–250 bp 
(%) (mean size ± SD)

P value
Median cfDNA, 250–700 bp 

(%) (mean size ± SD)
P value

Gender

Male 28.8 NS 39.0 (175.3±5.6) NS 17.0 (436.7±34.8) NS

Female 27.8 45.0 (174.1±4.9) 15.0 (423.9±58.3)

Smoking history

Current smokers 36.6 NS 43.0 (174.9±4.9) NS 15.0 (438.0±44.5) NS

Former smokers 26.0 38.0 (175.2±6.1) 17.0 (435.2±30.4)

Never smokers 33.1 44.0 (174.0±4.1) 16.0 (419.1±65.6)

Histology and stage of the 
disease

ADK patients 27.1 NS 41.0 (175.0±4.8) NS 16.0 (429.0±50.0) NS

Other NSCLC patients 35.8 44.0 (173.8±7.1) 17.0 (437.7±34.7)

ADK III patients 13.1 <0.0001 24.5 (178.0±4.1) 0.008 10.5 (434.1±39.0) 0.02

ADK IV patients 29.0 41.0 (174.7±4.8) 16.0 (428.6±50.9)

Other NSCLC III patients 12.8 <0.0001 41.0 (179.8±4.2) NS 18.0 (448.6±8.10) NS

Other NSCLC IV patients 41.1 45.0 (172.3±6.9) 17.0 (435.0±38.3)

All stage III patients 13.1 <0.0001 33.0 (178.7±4.1) 0.013 14.0 (439.7±31.0) NS

All stage IV patients 31.9 43.0 (174.3±5.2) 16.0 (429.6±49.0)

ADK, (adenocarcinoma); NSCLC, non-small cell lung cancer (includes non-adenoid cystic carcinoma, pulmonary pleomorphic carcinoma, 

unknown primary side cancer, squamous cell carcinoma and NSCLC-non-otherwise specified); NS, no significant, P value.
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NSCLC patients
n=173

cfDNA extraction 
n=173

cfDNA  
fragmentation  

pattern analysis  
n=138

cfDNA 
concentration  

analysis
n=172

Duplicate 
analysis 

n=56

Concordance 
analysis with 

tissue
n=104

Duplicate 
analysis

n=56

EGFR analysis 
n=173

Figure 1 Groups description and subanalysis disposition. This chart shows the workflow followed in the study. All patients enrolled in the 
study underwent cfDNA extraction and EGFR mutation analysis, while subanalysis was carried out only when the required sample was 
available. NSCLC, non-small cell lung cancer; cfDNA, circulating-free DNA; EGFR, epidermal growth factor receptor; N, sample size.

Figure 2 cfDNA integrity related to histology and stage. (A) Median of 100–250 bp cfDNA fraction (%) in all lung cancers, 
adenocarcinomas and other NSCLC regarding stage of the disease. (B) Median of 250–700 bp cfDNA fraction (%) in all lung cancers, 
adenocarcinomas and other NSCLC by disease stage. (C) Examples of Agilent 2100 Bioanalyzer electropherogram from EGFR mutated 
samples showing peak intensity in different base pairs fractions. ADK, adenocarcinomas; ALL, all lung cancers; OTHERS, non-
adenocarcinomas non-small cell lung cancers; cfDNA, circulating-free DNA; bp, base pairs.
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EGFR mutation. The mutation was only detected in one 
of the vials, and the test reported a SQI value of 5.4 in one 
patient and an SQI value of 6.1 in the other patient. In both 
patients, the cfDNA concentration was higher in the vial 
in which the mutation was detected (12.9 vs. 11.6 and 30.4 
vs. 23.6 ng/mL) but these differences were not statistically 
significant.

Among EGFR mutant cancer patients, the SQI values 

varied from 2.1 up to 25.0, indicating a large variability 
among patients. To further explore the SQI variability, we 
analyzed the SQI values based on the cfDNA concentration 
and the disease stage. The SQI value did not correlate with 
the cfDNA concentration (r2=0.17, P=0.28) or disease stage 
(stage III patients =9.1±3.1 and stage IV patients =11.5±4.8, 
P=0.41). We analyzed the SQI values based on the type of 
mutations, and found statistically significant differences 
between the SQI values for Ex19Del mutations (n=25 
patients) and p.L858R (n=13 patients). The Ex19Del EGFR 
patients had higher SQI values compared to p.L858R EGFR 
patients (mean Ex19Del EGFR SQI =13.6 vs. mean p.L858R 
EGFR SQI =8.9; P=0.001) indicating that technical factors 
related to the detection of each mutation target impact the 
obtained SQI values.

Correlation between molecular status of cfDNA from 
plasma and tissue tumour 

We evaluated the concordance between the molecular status 
in cfDNA and tissue biopsy in 60.1% (104/173) of patients 
(Table 4). The molecular analysis of the tumor was carried 
out by NGS in 93.3% (97/104) of patients, by the cobas® 
EGFR Test in tissue in 4.8% (5/104), by SCORPIONS and 
ARMS in 0.95% (1/104) and by 5’ NUCLEASE ASSAY in 
0.95% (1/104). Activating EGFR mutations were detected 
in tissue tumor in 24% (25/104) of patients. 

The overall accuracy of plasma cfDNA testing was 
95.2%. Global sensitivity of EGFR testing in plasma was 
78.3% and specificity 100%. The positive predictive value 
of the test was 100%, while the negative predictive value of 
the test was 94.2%.

Among patients with no EGFR mutations detected 
in cfDNA (n=86), seven of them harbored an EGFR 
mutation in the tumor tissue (8.2% of patients). Five 
discrepant cases were stage IV adenocarcinoma patients, 
one was a stage III adenocarcinoma patient and one was 

Table 3 Area under the receiver operating characteristic (ROC) curve and corresponding cut-off values for cfDNA concentration and cfDNA 

100–250 bp fragment fraction for assessing tumor stage in advanced or metastatic NSCLC TKI-naïve patients 

Parameter AUC AUC 95% CI P value Cut-off Sensitivity (%) Specificity (%)

cfDNA concentration (ng/mL) 0.86 0.79–0.93 <0.0001 20.3 72.3 95

100–250 bp cfDNA fraction (%) 0.71 0.59–0.83 0.013 50.5 36.8 95

The table shows the cut-off value and the corresponding sensitivity of each parameter maintaining a specificity of 95% for the test. cfDNA, 
circulating-free DNA; bp, base pairs, AUC, area under the receiver operating characteristic curve; CI, confidence interval.

Figure 3 Correlation of parameters between vials within the same 
blood extraction. (A) cfDNA concentration (ng/mL). (B) SQI index 
of EGFR mutated patients. r2 = correlation coefficient; cfDNA, 
circulating-free DNA; SQI, semiquantitative index.
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a stage IV NSCLC patient. Tissue testing identified an 
Ex19Del EGFR mutation in four tumors, a p.L858R in 
one tumor and an EGFR mutation not included in the 
cobas® EGFR Test in two tumors. In these two tumors, the 
alterations were a point mutation in exon 18 (c.211T>C; 
p.(Ile706Thr) plus a deletion in exon 19 in one case 
(c.2260_2277del18 (Lys754_Ile759del)) and an insertion 
in exon 20 (c.2317_2318insGTT) and an insertion in exon 
20 (c.2317_2318insGTT) in the other case. Patients with 
concordant EGFR results in tissue and plasma and those with 
discordant results showed similar cfDNA concentration (28.8 
vs. 30.3; P=0.73) suggesting that discordant results were 
not related to the initial amount of cfDNA. In addition, an 
oncogenic driver mutation in other genes was detected in 
81.0% (64/79) of patients by tissue testing. 

There was no available tumor tissue for molecular 
characterization in 39.9% (69/173) of NSCLC patients. 
Molecular characterization and posterior cl inical 
management of these patients was carried out exclusively 
by testing the EGFR gene in plasma. We detected EGFR 
mutations in plasma in 34.8% of these cases (24/69), all 
of them diagnosed with adenocarcinoma, except for one 
patient diagnosed with NSCLC. Deletions of exon 19 and 
p.L858R point mutations accounted for 62.5% (15/24) 
and 33.3% (8/24) of cases respectively, while the G719X 
mutation was found in one case (4.2%).

Discussion

In the present study, we report the impact of introducing 
the analysis of cfDNA from plasma in a cohort of advanced 
or metastatic NSCLC TKI-naïve patients in a real-world 
clinical setting. The introduction of cfDNA testing in 
clinical diagnostics laboratories is a challenge for laboratory 
professionals (29) since both pre-analytical factors and the 
methodological approach used for cfDNA testing impact the 
robustness of the assay (30-32). The cobas® EGFR Test was 
introduced into the clinical practice of our hospital in 2017 
to prospectively identify EGFR mutant NSCLC patients 
at baseline for treatment selection. In our study, the test 
showed a high diagnostic accuracy as previously reported in 
other studies (18,21). The clinical performance of the test 
reached similar values to other current approaches such as 
BEAMing dPCR (10) or NGS (20) which are more complex 
tests with longer turnaround times (8,33). In our cohort, we 
found EGFR mutations in 24.3% of patients and a mutation 
distribution similar to a recent study in NSCLC patients of 
European origin (21), but higher when compared to other 
cohorts (34,35). Such differences might be related to clinical 
and demographic characteristics, as well as patient selection 
biases. We found a distinct prevalence and distribution of 
EGFR mutations which depends on the histopathological 
tumor subtype and the clinical characteristics of the patients 
such as gender and smoking habit, as observed in NSCLC 
patient cohorts molecularly characterized by tumor tissue 
testing (33-35). This highlights the fact that cfDNA from 
plasma accurately reflects the molecular status of the 
tumor. A potential limitation of our study is that different 
approaches were used for tissue EGFR testing. However, 
NGS was used in the vast majority of patients, with various 
other methodologies used in the rest of the patients. All 
methods are adequate in terms of sensitivity and specificity 
(36,37) with the main difference being that NGS covers 
all possible mutations in the EGFR gene while the other 
methods are limited to specific EGFR mutations.

Although cfDNA is an optimal source for EGFR testing 
in NSCLC patients, undetectable EGFR mutations in 
plasma still are present in up to 20% of patients (18,35,38). 
In our cohort, a negative result by cfDNA testing was 
obtained in 8.2% of mutant EGFR NSCLC patients. 
Moreover, in two p.L858R EGFR NSCLC patients the 
test reported the mutation in one of the two distinct vials 
from the same blood extraction. The lack of detection of 
the EGFR mutation in cfDNA might be due to biological 
factors, such as a low concentration of cfDNA or low 

Table 4 Concordance between the EGFR mutation status in tissue 
and plasma samples in advanced or metastatic NSCLC TKI-naïve 
patients

TISSUE SAMPLE

EGFR mutation 
(n=23)

EGFR wild-type 
(n=81)

cfDNA

EGFR mutation (n=18) 18 0

EGFR wild-type (n=86) 5 81 

Sensitivity (95%, CI), % 78.3 (89.2–97.9)

Specificity (95%, CI), % 100 (95.5–100)

PPV (95%, CI), % 100 (82.4–100)

NPV (95%, CI), % 94.2 (87.1–97.5)

Overall concordance 
(95%, CI), %

95.2 (89.2–97.9)

n, sample size; cfDNA, circulating-free DNA; EGFR, epdermal 
growth factor receptor; NPV, negative predictive value; PPV, 
positive predictive value.
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allelic fraction of ctDNA (18,39), or related to intrinsic 
technical factors of the assay. The analytical sensitivity of 
the Cobas EGFR Mutation Test v2 RT-PCR is limited 
to specific target EGFR mutations which have distinct 
sensitivity (14). Despite these limitations, implementing 
an initial EGFR testing in plasma prior to a tissue analysis 
in the clinical routine would accurately identify most of 
EGFR mutated locally in advanced or metastatic NSCLC 
patients with fast laboratory turnaround times. In addition, 
the straightforward analysis of cfDNA for EGFR testing 
would reduce the intrinsic issues related to the lack of 
tumor tissue for molecular characterization which occurs in 
a substantial subset of patients (8). This was supported by 
our cohort, where no tissue sample was available in 39.9% 
of patients. Among them, 34.8% of patients presented an 
EGFR mutation in cfDNA and received a targeted therapy 
immediately, underlining the important clinical impact 
of this strategy. Thus, the inclusion of EGFR analysis 
by non-invasive methods in the clinical setting is crucial 
to apply personalized medicine strategies especially in 
those NSCLC patients with no tissue tumor available. 
Although EGFR testing in plasma can reduce the time 
before starting treatment, a tissue biopsy is desirable when 
possible to properly classify patients histologically to avoid 
inappropriate treatment in patients with metastasis from 
an unknown primary, or primary lung cancer other than 
NSCLC, as TKIs are currently only approved for NSCLC.

In addition to an initial molecular stratification, cfDNA 
testing in NSCLC patients is mostly used for the evaluation 
of disease progression, prognosis, and treatment response. 
The mutant allele fraction (MAF) has been proposed as a 
potential marker for disease outcome in treated NSCLC 
patients since the MAF increases with the disease stage and 
tumor burden (40,41). Furthermore, a semi-quantitative 
index (SQI) of mutated allele fractional abundance (MAFA) 
has been correlated to a shorter progression-free survival 
and overall survival in KRAS mutated NSCLC patients (42). 
The cobas® EGFR Test provides a SQI value similar to the 
MAF value (8). We obtained significantly higher SQI values 
for the Ex19Del mutant tumors than for the L858R mutant 
tumors, and we did not observe any difference regarding 
disease stage or cfDNA concentration. In addition, we 
found no differences in cfDNA concentration among the 
EGFR mutations, as previously reported (43). 

A pilot external quality assurance (EQA) study has 
previously demonstrated the imprecision of SQI for 
various EGFR mutations. The EQA study showed that 
distinct mutations with the same allele frequency resulted 

in different SQI values which were higher for the Ex19Del 
mutations (14). Moreover, the SQI value in our study 
showed only moderate reproducibility. A study conducted 
in samples from NSCLC patients observed that the SQI 
value does not accurately correlate with the number of 
mutant copies/mL (44). Thus, the lack of correlation 
between SQI and cfDNA concentration observed in our 
cohort suggest that technical factors impact the SQI value 
reported by the assay. This data indicates that the SQI value 
has only a moderate clinical utility as a follow-up biomarker 
in NSCLC patients since SQI variation during longitudinal 
monitoring of patients might not reflect changes in tumor 
development. Additional longitudinal studies in NSCLC 
patients are required to fully elucidate the relevance of the 
SQI value for each target mutation included in the assay 
prior to its implementation in the clinical routine. 

The concentration of cfDNA has also been suggested as a 
plausible biomarker for tumor burden and prognosis in lung 
cancer patients (45-47). As observed in our cohort, higher 
levels of cfDNA are found in stage IV patients compared to 
stage III patients (48). We found a high diagnostic value of 
cfDNA concentration with a threshold value of 20 ng/mL 
to identify stage IV NSCLC patients with 72.3% sensitivity 
and 95% specificity. The obtained AUC value of 0.86 is 
excellent (49), indicating that cfDNA concentration is an 
optimal biomarker for diagnostic purposes. CfDNA levels are 
routinely measured, after cfDNA extraction, by accurate and 
standardized techniques (50). Thus, to include the cfDNA 
concentration result in the laboratory report would represent 
a fast and optimal strategy for NSCLC patient stratification. 

The fragment pattern in NSCLC patients provides 
further information. Soliman et al. evaluated the diagnosis 
and prognosis value of cfDNA integrity by analyzing serum 
from NSCLC patients (46). They found that cfDNA 
integrity, calculated as the ratio between longer and shorter 
DNA fragments, is higher in NSCLC patients than in 
chronic obstructive pulmonary disease (COPD) patients and 
control subjects, and that lower cfDNA integrity is related 
with better survival. In our cohort, stage IV patients showed 
a higher fraction of 100–250 bp fragments. Apoptosis 
processes, which are associated with malignant progression 
and metastasis of cancer (51), promote the release of short 
cfDNA fragments. Thus, we hypothesized that the fraction 
of 100–250 bp fragments might be a biomarker for apoptosis 
in NSCLC patients. In fact, we found that the fraction of 
100–250 bp showed a limited predictive value to identify 
stage IV NSCLC patients when compared to cfDNA 
concentration. To date, there is no consensus about the 
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method used to measure cfDNA fragmentation. Current 
methods in use show variability in terms of the quality of the 
results (52). While capillary electrophoresis has shown good 
accuracy and reproducibility of the size distribution, it is 
sensitive to the presence of impurities in the samples, which 
could affect the results. However, it is simpler and faster 
than more accurate techniques such as quantitative real-
time PCR (q-PCR), whose main disadvantage is the impact 
of gDNA contamination and requires the parallel analysis 
of reference samples; droplet digital PCR (ddPCR), which 
is sensitive to enzymatic inhibitors and might need a re-
extraction process to ensure the quality of the sample; and 
NGS methods, which, while being the most accurate, are 
costly and time consuming. Additional studies are necessary 
to compare these more sensitive methods to capillary 
electrophoresis to assess the clinical significance of cfDNA 
fragmentation pattern as a biomarker in lung cancer patients 
and its potential introduction to clinical routine practice. 

In summary, the introduction of plasma EGFR mutation 
analysis has proven useful as an initial approach for 
molecular characterization of locally advanced or metastatic 
NSCLC patients at diagnosis using a commercially available 
RT-PCR method. However, the low reproducibility and 
lack of correlation of the manufacturer’s SQI value with 
biological parameters limit its utility in the clinical practice. 
In addition, the study suggests that cfDNA concentration 
and cfDNA fragmentation pattern are interesting 
biomarkers for tumor stage in lung cancer patients.
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PUBLICACIÓN 2 

 

Cell-free DNA concentration and fragment size fraction correlate 
with FDG PET/CT-derived parameters in NSCLC patients 

 
Objetivo específico de este artículo 

• Evaluar la asociación entre la concentración de cfDNA y la fracción de los tamaños de 
sus fragmentos con parámetros derivados del FDF PET/TC y del TC correspondientes a 
las lesiones primarias, extrapulmonares y a la enfermedad global en pacientes con 
cáncer de pulmón de células no pequeñas no tratados previamente. 
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Abstract
Purpose The aim of our study was to investigate the correlation between cfDNA concentration and fragment size fraction with
FDG PET/CT- and CT-derived parameters in untreated NSCLC patient.
Methods Fifty-three patients diagnosed of locally advanced or metastatic NSCLC who had undergone FDG PET/CT, CT and
cfDNA analysis prior to any treatment were included in this retrospective study. CfDNA concentration was measured by
fluorometry and fragment size fractions were determined by microchip electrophoresis. [18F]F-FDG PET/CT was performed
and standardised uptake values (SUV), metabolic tumour volume (MTV) and total lesion glycolysis (TLG) were calculated for
primary, extrapulmonary and total disease. CT scans were evaluated according to RECIST 1.1 criteria.
Results CfDNA concentration showed a positive correlation with extrapulmonary MTV (r2 = 0.36, P = 0.009), and
extrapulmonary TLG (r2 = 0.35, P = 0.009) and their whole-body (wb) ratios. Higher concentrations of total cfDNA were found
in patients with liver lesions. Short fragments of cfDNA (100–250 bp) showed a positive correlation with extrapulmonary MTV
(r2 = 0.49, P = 0.0005) and extrapulmonary TLG (r2 = 0.39, P = 0.006) and their respective wb ratios, and a negative correlation
with SUVmean (r2 = −0.31, P = 0.03) and SUVmean/SUVmax ratio (r2 = −0.34, P = 0.02). A higher fraction of short cfDNA
fragments was found in patients with liver and pleural lesions.
Conclusions This study supports the hypothesis that cfDNA concentration and short cfDNA fragment size fraction reflect the
tumour burden as well as metabolic activity in advanced NSCLC patients. This suggests their suitability as complementary tests
for a more accurate diagnosis of tumour metabolic behaviour and to allow personalised therapies.

Keywords NSCLC . cfDNA concentration . cfDNA fragment size fractions . FDGPET/CT . CT

Introduction

Lung cancer is one of the most prevalent and lethal cancers
worldwide [1]. To guide accurate therapeutic decision-mak-
ing, current stratification of non-small-cell lung cancer
(NSCLC) is based on tumour staging and molecular profiling
[2], which has resulted in significant improvements to overall
survival through increasingly personalised treatments [3].
Further incorporation of additional tumour features, based
on imaging and molecular parameters, may provide more pre-
cise information on lung cancer prognosis allowing improved
treatment choices and appropriate follow-up plans.

Cell-free DNA (cfDNA) has emerged as an alternative
source for molecular diagnosis in lung cancer [4, 5] and a
surrogate marker for prognosis and treatment response
[6–11]. CfDNA is composed of fragments of DNA with var-
iable length released by both non-tumoural and tumoural cells
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into a variety of biologic fluids including plasma. Levels of
cfDNA are significantly elevated in cancer patients (including
lung cancer patients) compared to non-cancer subjects [12]
and are associated with disease prognosis and relapse [13].

The fragment size fraction of cfDNA is associated with the
release mechanism of cfDNA. Apoptotic cfDNA size is between
160 and 180 base pairs (bp), with a modal size of 166 bp and
apoptotic activity might also produce larger fragments corre-
sponding to di (332 bp), tri (498 bp) or polynucleosomes.
Necrosis results in nuclear chromatin clumping and non-
specific digestion, producing cfDNA fragments that are typically
larger than 10,000 bp. Fragments between 1000 and 3000 bp are
associated with active release processes [14]. Although DNA
fragments released from tumours are shorter compared to those
released from non-malignant cells [15–17], the significance of
precise cfDNA fragment length patterns is poorly understood. In
clinical practice, the diagnostic and prognostic value of short
fragments of cfDNA has been observed in renal cell carcinoma
[18], pancreatic cancer [19] and lung cancer [20].

Routine imaging of NSCLC for diagnosis includes com-
puted tomography (CT) combined with 2-[18F]F-FDG PET/
CT (FDG PET/CT), a radiolabelled glucose analogue which
accumulates in tissues with high glucose metabolism. The
degree of FDG uptake is assessed by the maximum
standardised uptake value (SUVmax) in routine practice, but
other quantitative volumetric parameters, such as total lesion
glycolysis (TLG), which incorporates both the metabolic ac-
tivity measured as the mean level of tumour glucose intake
(SUVmean) and volumetric data obtained by the metabolic
tumour volume (MTV), have gained interest over the last de-
cade as prognostic markers of survival in several tumour types
[21–23]. Volumetric parameters such as TLG and MTV rep-
resent the tumour burden more accurately than the tumour
burden assessed by the CT scan alone, as they take into ac-
count the metabolic activity of the disease.

To date, little is known about the relationship between
cfDNA or ctDNA concentration and volumetric parameters
extracted from FDG PET/CT. A few studies do exist for var-
ious tumour types [24–27], including non-small-cell lung can-
cer (NSCLC) [28–30], but they use differing approaches,
comparing the parameters only either to the primary tumour
[27] or to the whole-body disease [30], and present conflicting
conclusions. In fact, these studies have yet to show any clear
correlations. They do, however, hint at the potential of cfDNA
concentration as a biomarker for tumour metabolic behaviour.
Moreover, the association between FDG PET/CT parameters
and cfDNA fragment size fraction has yet to be investigated.

This study sought to investigate the association between
cfDNA concentration and fragment size fraction, and various
FDG PET/CT and CT parameters derived from the primary
lesion, the extrapulmonary lesions and the whole-body dis-
ease, in a single cohort of non-treated advanced NSCLC
patients.

Material and methods

Patient enrolment

The study included a retrospective cohort of 102 patients di-
agnosed with locally advanced or metastatic NSCLC at
Hospital Clínic of Barcelona between November 2016 and
June 2018. All patients had cfDNA collected for analysis.
Among the initial cohort, we only evaluated those patients
that fulfilled the following criteria: (a) cfDNA analysis before
treatment, (b) interval between radiological examination and
blood extraction less than 2 months, (c) no previous surgery
and (d) availability of a complete FDG PET/CT examination
(Fig. 1).

Clinical data such as gender, age, tumour histology, disease
stage, smoking status and molecular status of EGFR in plasma
were obtained from medical records.

The patients belong to a prospective observational study
approved by the Hospital Clínic Ethics Committee (approval
registration number HCB/2016/0889) whose aim was to mo-
lecularly stratify NSCLC patients through cfDNA analysis.
The study was conducted in accordance with the precepts of
the Code of Ethics of The World Medical Association
(Declaration of Helsinki). Written informed consent was ob-
tained from all patients.

Isolation of cfDNA from plasma

For cfDNA analysis, peripheral whole blood was collected
from each subject in a 5-mL EDTA-K2 tube. After 15 to
20 min at rest in an upright position at room temperature,
samples were centrifuged at 1600g for 10 min to collect
2 mL of plasma, which was transferred to a clean sterile tube.
After a second centrifugation at 16,000g for 10 min, plasmas
were stored at −20 °C. The entire procedure is completed
within 3h of blood extraction. The cfDNA was isolated using
the cobas® cfDNA sample preparation kit as per the manu-
facturer’s instructions.

Determination of total cfDNA concentration and
cfDNA fragment size fractions

The concentration of eluted cfDNA was measured using a
Qubit 4 Fluorometer. The semiquantitative cfDNA fragment
size fraction for each sample was determined by microchip
electrophoresis using an Agilent 2100 Bioanalyzer and the
Agilent High Sensitivity DNA. The Agilent 2100
Bioanalyzer software was used to obtain the fraction of
cfDNA and average size from the electropherogram for the
following ranks: 100–250 bp (short fragments) and 250–
700 bp (medium fragments) (Fig. 2a). Samples fulfilling the
quality criteria established in the laboratory were included in
the analysis (n = 47). Determination of cfDNA fragment size
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fractions and cfDNA levels were performed by individuals
blinded to the clinical data.

CT scan

CT was performed on all patients at the time of diagnosis or
during follow-up with various apparatus (Siemens Sensation
16, Siemens Sensation 64 and Siemens Flash 128; Erlangen,
Germany). All the studies were carried out with the same
exploration protocol: collimation of 5 mmwith reconstruction
of 3 mm in the mediastinal window and 1.5 mm in the lung
window for the thoracic part; 5 mm collimation with 3 mm
reconstruction in the soft tissue window for the abdomen.

All the studies were evaluated according to RECIST 1.1,
with a maximum of five target lesions from the following
regions: bone, adrenal glands, liver, pleura, as well as lymph
node involvement. Additionally, global necrosis, which has
been related to the presence of cfDNA [31], and carcinoma-
tous lymphangitis, which has been suggested as a potential
tumour size descriptor (T) in the TNM classification [32],
were also considered as possible target lesions. The overall
tumour burden was assessed as the sum of all target lesions.
The primary lung lesion was considered as target lesion 1 in
all cases.

[18F]F-FDG PET/CT scan

After a 6-h fasting period to achieve blood glucose concentra-
tions below 160 mg/dL, patients were required to rest quietly
in a dimly lit room during the 60 min following intravenous
administration of about 4.07 MBq/kg 18F-FDG. PET/CT
scans were performed using a Biograph mCT TrueV PET/

CT hybrid device (Siemens, USA), with a low-dose CT for
attenuation correction and image fusion. FDG PET/CT imag-
ing was acquired from the skull base to the proximal third
thigh with arms raised above the head. PET data reconstruc-
tion was performed using a standard iterative algorithm from
CT records.

Image interpretation

FDG PET/CT images were assessed using a workstation
(syngo.PET&CT Oncology VA20A, Siemens Healthineers
AG, Erlangen, Germany) by a physician in training and a
senior nuclear medicine specialist who were blinded to the
patients’ clinical and molecular features. Any discrepancies
were overcome by consensus. Pathological findings were de-
fined as hypermetabolic lesions with higher uptake than the
surrounding tissues. Spherical or ellipsoidal regions of interest
were placed over all the pathological uptakes on attenuation-
corrected PET and FDG PET/CT images, assuring the enclo-
sure of the entire hypermetabolic lesion on axial, sagittal and
coronal projections. SUV values (SUVmax and SUVmean)
were then automatically calculated based onmeasured activity
concentration (Bq/mL) multiplied by patient weight (kg) and
normalised to injected activity (Bq). The highest SUVmax of
all the malignant lesions was considered for analysis. To ob-
tain MTV values, the contouring margins of each lesion were
delimited by a threshold of 40% SUVmax using an SUV-
based automated contouring program. Volumetric whole-
body analysis was performed to assess the metabolic tumour
burden, including all metabolic lesions: primary lung tumour,
lymph nodes and distant metastases, which together constitute
the whole-body metabolic tumour burden. The sum of the

Potentially eligible participants
n=102

Eligible participants
n=53

PET/CT
n=53

CT
n=36

cfDNA concentration analysis n=53

cfDNA fragment size analysis n=47

cfDNA concentration analysis n=36

cfDNA fragment size analysis n=33

Excluded n=49
>2 months n=3

Previous treatment n=6
Lobectomy n=4

Incomplete/Other diagnostic n=9
No PET or incomplete PET data n=27

Fig. 1 Flow diagram of
participants enrolled in the study
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MTV of each lesion was defined as the whole-body (wb)
MTV (wbMTV) and wb TLG (wbTLG) was the summation
of the MTV of each lesion multiplied by its SUVmean (Fig.
2b). SUVmax, SUVmean, MTV and TLG were recorded for
the primary tumour and calculated for the whole disease, as

described. To avoid bias from large areas of necrosis,
SUVmean was also registered and the ratio SUVmax/
SUVmean was calculated for the primary tumour and the
whole-body disease (“mean_max_primary_ratio” and
“mean_max_wb_ratio”, respectively). In addition,

Fig. 2 Electropherogram and
FDG FDGPET/CT images of one
of the patients included in the
study (a) cfDNA fragment size
electropherogram pattern. The
main peak corresponds to 169 bp,
related to apoptotic events. (b)
Measurement of SUVmax,
wbMTV and wbTLG. On the left
side, maximum intensity projec-
tion (MIP) in a coronal and right
lateral view of FDG PET/CT and
on the right side axial fused FDG
PET/CT. PET and CT images of a
patient with hypermetabolic me-
tastases in the pleura
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considering lung cancer’s dissemination routes, four groups
were defined for metastatic analysis: bone, adrenal glands,
liver and pleura. The presence of lesions in one of these loca-
tions was considered as extrapulmonary disease, and volumet-
ric parameters were registered as the sum of the volumetric
parameters in all these locations: extrapulmonary MTV
(EP_MTV) and extrapulmonary TLG (EP_TLG). The pres-
ence of necrosis was registered on both FDG PET/CT and CT,
and lymphangitis and nodal metastases were recorded on the
latter only. To evaluate the role of metastatic disease over the
volume of the whole-body disease, a ratio between
extrapulmonary disease and the whole-body disease was cal-
culated (“EP_MTV_wb_ratio” and “EP_TLG_wb_ratio”).

Statistical analysis

The association among cfDNA concentration, cfDNA frag-
ment fractions and CT and FDG PET/CT-derived parameters
was calculated using the Spearman rank correlation coeffi-
cient. Mann-Whitney U unpaired tests were performed to
evaluate differences in cfDNA and cfDNA fragment fractions
with respect to the presence or absence of necrosis, bone,
adrenal, liver and pleura lesions for FDG PET/CT and global
necrosis, bone, adrenal, liver, pleura lesions, lymph node in-
volvement and carcinomatous lymphangitis for CT. Results
were considered statistically significant with P values <0.05.
All statistical analysis was performed using STATA/IC soft-
ware version 13.1 (StataCorp LLC, TX, USA).

Results

Patient characteristics

The evaluated cohort included 53 NSCLC patients, 58.5%
(31/53) male and 41.5% (22/53) female. Overall, 79.3% (42/
53) of patients were diagnosed with lung adenocarcinoma and
20.7% (11/53) of patients with tumours of other NSCLC his-
tological types. Stage III and Stage IV patients accounted for
7.6% (4/53) and 92.4% (49/53) of patients, respectively. The
distribution of patients based on smoking habit was 15.1%
(8/53) current smokers, 56.6% (30/53) former smokers and
28.3% (15/53) never smokers. EGFR mutation in cfDNA in
plasma was detected in 22.6% (12/53) of patients (Table 1).
Median time between molecular analysis and imaging exam-
ination was 13 days (range 0–57) for FDG PET/CT and
28 days (range 0–64) for CT.

All patients underwent FDG PET/CT study, of which 81%
(43/53) presented at least one metastatic lesion. Among them,
49.1% (26/53) presented necrotic lesions and metastatic sites
included bone (41.5%, 22/53), pleura (39.6%, 21/53), adrenal
gland (30.2%, 16/53) and liver (17.0%, 9/53). A CT exami-
nation was available in 67.9% (36/53) of patients, of which

91.7% (33/36) presented at least one metastatic lesion. Among
them, 41.7% (15/36) presented necrotic lesions and metastatic
sites included the following: bone (16.7%, 6/36), pleura
(52.8%, 19/36), adrenal gland (11.1%, 4/36), liver (13.9%,
5/36), lymph nodes (61.1%, 22/36) and carcinomatous
lymphangitis (22.2%, 8/36).

We observed differences among the histopathological type
of tumour and FDG PET/CT parameters. Patients with adeno-
carcinoma tumours showed a lower median total TLG com-
pare to other NSCLC subtypes (282 vs. 955, P = 0.01), as well
as a lower total SUVmax (13.6 vs. 17.6, P = 0.04). A trend
towards significance was also observed in the total SUVmean
(8.36 vs. 9.71, P = 0.05) (Table 2). In contrast, no differences
in cfDNA concentration or fragment size pattern were found
among histopathological type of tumours.

The concentration of cfDNA correlates with metabolic
status of extrapulmonary disease and the presence of
liver lesions in advanced NSCLC patients

The median cfDNA concentration in the set of patients was
25.3 ng/mL (range 7.5–428). The FDG PET/CT parameters
were analysed according to the primary tumour,
extrapulmonary disease and whole-body disease. The concen-
tration of cfDNA did not correlate with the primary tumour or

Table 1 Patient cohort characteristics

Characteristics n (%)

Age (y) median (range) 66 (41–84)

Gender

Male 31 (58.5)

Female 22 (41.5)

Smoking history

Currently smokers 8 (15.1)

Former smokers 30 (56.6)

Never smokers 15 (28.3)

Histology and stage

Adenocarcinoma 42 (79.3)

Other NSCLC 11 (20.7)

Stage III 4 (7.6)

Adenocarcinoma 3 (7.1)

Other NSCLC 1 (9.0)

Stage IV 49 (92.4)

Adenocarcinoma 39 (92.9)

Other NSCLC 10 (91.0)

EGFR status in plasma cfDNA

Mutated EGFR
No mutated EGFR

12 (22.6)
41 (77.4)

EGFR, epidermal growth factor receptor; n, sample size; NSCLC, non-
small-cell lung cancer
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whole-body disease. In contrast, we found a positive correla-
tion between the cfDNA concentration and the metabolic sta-
tus of the extrapulmonary (EP) disease including EP_MTV
(r2 = 0.36, P = 0.009), EP_MTV_wb_ratio (r2 = 0.32, P =
0 . 0 2 ) , E P _ T LG ( r 2 = 0 . 3 5 , P = 0 . 0 0 0 9 ) a n d
EP_TLG_wb_ratio (r2 = 0.33, P = 0.02) (Table 3).

Next, we assessed the association between the concentra-
tion of cfDNA and thoracoabdominal CT. The concentration
of cfDNA did not correlate with the whole-body tumour bur-
den but, unlike FDG PET/CT, patients with lesions in the liver
showed significantly higher levels of cfDNA compared to
patients without liver lesions (149.63 vs. 21.71 ng/mL, P =
0.01) (Table 4).

The fraction of 100–250 bp cfDNA fragments is asso-
ciated with metabolic characteristics of the primary
tumour, extrapulmonary disease and liver metastases
in advanced NSCLC patients

We detected both 100–250 bp (nucleosome fragments) and
250–700 bp (polynucleosomes fragments) in the cfDNA sam-
ples from all patients. The median size was 176 bp (range
153–183) and 439 bp (range 370–471) for each range of frag-
ments. The median cfDNA fraction per patient was 37%
(range 16–84) and 16% (range 3–28) for 100–250 bp and
250–700 bp cfDNA fragments, respectively. The remaining
fraction included fragments longer than 700 bp.

The 100–250 bp cfDNA fragment fraction correlated with
FDG PET/CT parameters from primary tumour, extrapulmonary
disease and whole-body disease. However, variables showed a
distinct pattern of correlation depending on the parameters of the
disease evaluated (Table 5). The amount of 100–250 bp cfDNA
fragments negatively correlated with the primary tumour’s
SUVmean (r2 =−0.31, P= 0.03) and mean_max_primary_ratio
(r2 = −0.34, P = 0.02) and also showed a negative trend with
SUVmax (r2 =−0.29, P = 0.05). In contrast, we found a signifi-
cant positive correlation with all other parameters related to the
extrapulmonary disease, including EP_MTV (r2 = 0.49, P =
0.0005), EP_MTV_wb_ratio (r2 = 0.49, P = 0.0004), EP_TLG
(r2 = 0.39, P = 0.006) and EP_TLG_wb_ratio (r2 = 0.51, P =
0.0003) (Fig. 3). Finally, we also found a positive correlation
with whole-body MTV (r2 = 0.34, P = 0.02) and a trend to sig-
nificant negative correlation with the mean_max_wb_ratio (r2 =
−0.29, P = 0.05) (Table 5). No correlations were found for larger
250–700 bp cfDNA fractions, neither when evaluating correla-
tions between 100 and 250 bp cfDNA fragments and
thoracoabdominal CT tumour burden (Table 5).

When correlating according to the presence of specific le-
sion sites, a significantly higher fraction of 100–250 bp
cfDNA was noted in patients with liver lesions both by
thoracoabdominal CT (78.0 vs. 33.0%, P = 0.02) and FDG
PET/CT examination (58.0 vs. 33.5%, P = 0.01) (Table 6).
By FDG PET/CT examination, a significant correlation was
also observed for patients with pleural lesions (42.0 vs. 32.5%,

Table 2 FDG PET/CT- and CT-derived parameters for tumour histology

Variable Adenocarcinoma Other NSCLC

PET/CT parameters n Median (range) n Median (range) P

Primary tumour SUVmax 42 11.97 (4.99–30.18) 11 16.11 (9.89–35.11) 0.07

SUVmean 42 7.11 (2.95–18.85) 11 9.51 (6.22–19.73) 0.07

Mean_max ratio 42 0.59 (0.49–0.67) 11 0.60 (0.52–0.66) 0.97

MTV 42 10.28 (0.80–279.13) 11 37.22 (0.80–120.88) 0.25

TLG 42 65.20 (5.85–2191.81) 11 361.50 (5.33–1552.57) 0.11

Whole Body SUVmax 42 13.62 (6.59–48.15) 11 17.06 (12.19–35.11) 0.04

SUVmean 42 8.36 (3.60–29.02) 11 9.71 (7.14–19.79) 0.05

Mean_max_ratio 42 0.60 (0.38–0.67) 11 0.59 (0.52–0.77) 0.93

MTV 42 54.69 (1.74–345.41) 11 116.65 (8.86–304.26) 0.14

TLG 42 282.03 (15.22–2706.70) 11 955.13 (65.52–2323.87) 0.01

Extrapulmonary disease EP MTV 42 33.00 (0.00–335.16) 11 59.21 (0.00–183.38) 0.37

EP MTV/wb MTV ratio 42 0.75 (0.00–0.98) 11 0.60 (0.00–0.97) 0.87

EP TLG 42 162.09 (0.00–2532.3)0 11 369.22 (0.00–1502.32) 0.10

EP TLG/wb MTV ratio 42 0.62 (0.00–0.98) 11 0.40 (0.00–0.94) 0.97

CT parameters Tumour burden 25 81.00 (21.00–170.00) 8 119.00 (20.00–157.00) 0.31

Target 1 28 48.50 (15.00–144.00) 8 51.00 (20.00–95.00) 0.73

CT, computed tomography; EP, extrapulmonary; n, sample size; MTV: metabolic tumour volume; NSCLC, non-small-cell lung cancer; PET/CT, 2-
[18 F]F-FDG PET/CT; SUV, standardised uptake value; TLG, total lesion glycolysis; wb, whole body

The meaning of the italic emphasis is to highlight the statistical significance
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P = 0.02) (Table 6). Finally, patients with carcinomatous
lymphangitis showed a higher fraction of 250–700 bp
cfDNA fragments (14.0 vs. 17.0%, P = 0.02).

Discussion

In the present study, we assessed the correlation between
cfDNA concentration and cfDNA fragment size fractions,
and image derived parameters from FDG PET/CT and CT in
a treatment-naïve patient population diagnosed with advanced
NCSLC. In contrast to previous studies, which use a limited
number of parameters [27, 28, 30] and focus mostly on the
largest lesion [29], we analysed a range of FDG PET/CT vol-
umetric parameters not only from the primary tumour but also
from the extrapulmonary disease and whole-body disease.
Furthermore, this is the first study to evaluate the correlation
between cfDNA fragment size fractions and image
parameters.

We found lower wb_SUVmax and wb_TLG values in ad-
enocarcinoma tumour subtypes compared to other NSCLC
subtypes. This suggests that distinct histopathological
NSCLC tumours have different glucose metabolisms.
Despite the relatively small sample size of our study, our find-
ings are corroborated by existing studies which show that such
differences can be explained by the differing rates of cellular
proliferation across NSCLC subtypes [33, 34]. However, the
large variety in 2-[18F]F-FDG uptake between different ade-
nocarcinomas subtypes, which can even overlap with other
NSCLC subtypes, limits the clinical utility of FDG PET/CT
parameters for histological classification purposes [35].

The clinical value of cfDNA concentration for diagnosis,
prognosis and treatment response has previously been

Table 3 Correlation between
total cfDNA concentration with
PET/CT- and CT-derived
parameters

Variable n Rho Spearman P

PET/CT parameters

Primary tumour SUVmax 53 0.10 0.47

SUVmean 53 0.10 0.47

Mean_max_ratio 53 −0.11 0.44

MTV 53 −0.10 0.47

TLG 53 −0.06 0.66

Whole body SUVmax 53 0.19 0.18

SUVmean 53 0.16 0.26

Mean_max_wb_
ratio

53 −0.15 0.27

MTV 53 0.21 0.13

TLG 53 0.20 0.14

Extrapulmonary disease EP_MTV 53 0.36 0.009

EP_MTV_wb_ratio 53 0.32 0.02

EP_TLG 53 0.35 0.009

EP_TLG_wb_ratio 53 0.33 0.02

CT parameters Tumour burden 33 0.08 0.67

Target 1 36 −0.20 0.24

CT, computed tomography; EP, extrapulmonary; MTV, metabolic tumour volume; n, sample size; PET/CT, 2-
[18 F]F-FDG PET/CT; SUV, standardised uptake value; TLG, total lesion glycolysis; wb, whole body

The meaning of the italic emphasis is to highlight the statistical significance

Table 4 cfDNA concentration (ng/mL) in absence or presence of body
lesions assessed by FDG PET/CT and CT

Absence of lesions Presence of lesions

n Median (range) n Median (range) P

PET/CT

Necrosis 27 30.1 (7.5–427.5) 26 21.6 (10.7–149.6) 0.37

Bone 31 20.1 (7.5–188.8) 22 32.4 (12.8–427.5) 0.18

Adrenal 37 21.5 (7.5–427.5) 16 29.4 (11.7–74.3) 0.55

Liver 44 22.1 (7.5–188.8) 9 34.6 (13.6–427.5) 0.16

Pleural 32 26.0 (7.5–346.9) 21 22.4 (10.6–427.5) 0.86

CT

Necrosis 21 34.6 (7.5–427.5) 15 21.5 (11.7–346.9) 0.34

Bone 30 28.2 (7.5–427.5) 6 17.1 (11.7–69.4) 0.16

Adrenal 32 27.1 (7.5–427.5) 4 21.6 (11.7–74.3) 0.76

Liver 31 21.7 (7.5–141.3) 5 149.6 (18.0–427.5) 0.01

Pleural 17 21.7 (7.5–346.9) 19 26.7 (10.6–427.5) 0.94

Lymph nodes 14 21.0 (7.5–53.3) 22 31.7 (7.5–427.5) 0.30

C. lymphangitis 28 26.0 (7.5–346.9) 8 24.4 (7.5–427.5) 0.79

C. lymphangitis, carcinomatous lymphangitis; CT, computed tomogra-
phy; n, sample size; PET/CT, 2-[18 F]F-FDG PET/CT

The meaning of the italic emphasis is to highlight the statistical significance
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described for NCSLC patients [7, 11, 36]. Our results show a
significant correlation between cfDNA concentration and the
metabolic status (MTV and TLG) of extrapulmonary disease
but no correlation to the primary tumour or whole-body dis-
ease. These correlations to MTV and TLG remain significant
when normalised by the extrapulmonary/whole-body ratio (to
take into account the impact of the metastases in the whole-
body disease) indicating that cfDNA levels reflect the tumour
burden and aggressiveness of the metastatic lesions rather than
the primary tumour. Two previous studies have assessed the
correlation between cfDNA levels and FDG PET/CT in treat-
ment-naïve NSCLC patients. Nygaard et al. [30] analysed the
information from primary tumour, lymph nodes and metasta-
ses but evaluated it as whole-body MTV and TLG, and, sim-
ilarly to us, did not find any association between them and
cfDNA levels. The main difference between their study and
ours is that we analysed not only the whole-body disease but
also the separate influence of the primary tumour and the
metastatic lesions on the whole-body results. Another key
strength of our study is the protocol followed for cfDNA ex-
traction. However, Nygaard et al. isolated plasma from blood
draw following a protocol not recommended for cfDNA ex-
traction [37]. Our extensive experience in cfDNA extraction
for molecular testing with an FDA and CE approved extrac-
tion kit allows us to ensure the quality of the cfDNA, as it is
known that the correct preanalytical processes are crucial to
obtain reliable results in cfDNA studies since incorrect

sampling and centrifugation procedures can result in cell lysis
and DNA contamination [38]. Morbelli et al. [29] focused
their analysis on the largest metastatic lesion of NSCLC pa-
tients. They observed a significant correlation between
cfDNA concentration and SUVmax suggesting that cfDNA
concentration correlates with the highest metabolic activity
rather than the disease burden. In our study, we calculated
the metastatic FDG PET/CT parameters as the sum of all
extrapulmonary lesions, more accurately reflecting the whole
extrapulmonary tumour burden and metabolic activity.
Morbelli et al. [29] also found a significantly higher cfDNA
concentration in NSCLC patients with metabolically active
bone lesions but did not provide information from other met-
astatic sites. We observed a trend towards higher cfDNA con-
centration in patients with metabolically active bone, liver and
adrenal lesions but the differences did not reach statistical
significance, probably due to the small sample size. These
findings suggest that cfDNA level correlation might be organ
specific. It is known that primary tumour characteristics such
as tumour vascularisation, histological features, perfusion,
turnover activity and proliferation rate impact the cfDNA
levels [14]. We hypothesise that biological features influenc-
ing the primary disease might also affect metastatic lesions,
making some organs more prone to release higher amounts of
cfDNA into the blood stream. Additional studies with larger
patient cohorts are necessary to further investigate this
hypothesis.

Table 5 Correlation between 100
and 250 bp cfDNA fragments,
and FDG PET/CT- and CT-
derived parameters

Variable n Rho Spearman p

PET/CT parameters

Primary tumour SUVmax 47 −0.29 0.05

SUVmean 47 −0.31 0.03

Mean_max_ratio 47 −0.34 0.02

MTV 47 −0.13 0.40

TLG 47 −0.18 0.24

Whole body SUVmax 47 −0.09 0.53

SUVmean 47 −0.13 0.38

Mean_max_wb_
ratio

47 −0.29 0.05

MTV 47 0.34 0.02

TLG 47 0.19 0.19

Extrapulmonary disease EP_MTV 47 0.49 0.0005

EP_MTV_wb_ratio 47 0.49 0.0004

EP_TLG 47 0.39 0.0061

EP_TLG_wb_ratio 47 0.51 0.0003

CT parameters Tumour burden 30 0.23 0.23

Target 1 33 −0.18 0.32

CT, computed tomography; EP, extrapulmonary; MTV, metabolic tumour volume; n, sample size; PET/CT, 2-
[18 F]F-FDG PET/CT; SUV, standardised uptake value; TLG, total lesion glycolysis; wb, whole body

The meaning of the italic emphasis is to highlight the statistical significance
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The search for new biomarkers that provide accurate
information about tumour behaviour and biology, along
with information derived from molecular testing, has devel-
oped an increasing interest in cfDNA fragment size frac-
tions [39]. Previous studies have shown that advanced
NSCLC patients have a higher concentration of short
cfDNA fragments than early-stage patients [20].
Similarly, an increased fraction of short cfDNA fragments
has been associated with shorter progression-free survival
in pancreatic cancer [19]. Our study is the first to examine
the correlation between cfDNA fragment size fractions and
FDG PET/CT and CT parameters.

The cfDNA short fragment fraction showed significant
strong positive correlations with the extrapulmonary MTV
and TLG, and remained significantly correlated when normal-
ised to the whole-body disease. This is understandable from
the metastatic origin of these short fragments and indicates
that metastatic lesions mainly undergo apoptotic processes.

It has previously been demonstrated that a high FDG uptake
is associated with tumours with a high degree of proliferation
[40], related to apoptosis and metastasis [41]. Thus, a high
fraction of short cfDNA fragments may be an indirect bio-
marker for both highly proliferative tumours and highly apo-
ptotic tumours.

Interestingly, the cfDNA short fragment fraction showed a
positive correlation with the whole-body MTV while no cor-
relation was observed with the whole-body TLG. This is in
contrast to the correlations shown with extrapulmonary MTV
and TLG but can be explained by the negative correlations
observed between cfDNA short fragment fraction and
SUVmean. Since TLG is defined as the product of MTV
and SUVmean, this may be offsetting the effect seen in
MTV. It is worth noticing that whereas TLG can differ be-
tween PET devices, MTV, which is obtained from a threshold
of SUVmax values, allows reliable comparison between de-
vices, providing external reproducibility.
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Fig. 3 The fraction of 100–
250 bp cfDNA fragments (%) is a
biomarker for metabolic activity
in advanced lung cancer patients.
Scatter plots showing the correla-
tion between percentage (%) of
100–250 bp cfDNA fragments
and (a) SUVmean in primary le-
sion, (b) primary SUVmean/
SUVMax index, (c) wbMTV, (d)
extrapulmonary MTV, (e)
extrapulmonary TLG, (f)
extrapulmonary MTV/wbMTV
ratio and (g) extrapulmonary
TLG/wbTLG ratio
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Parameters of the primary tumour such as the SUVmean and
the SUVmean/SUVmax ratio showed an inverse association
with the fraction of short cfDNA fragments. A low fraction of
short cfDNA fragments may be due to the presence of larger
size fragments released by other processes such as necrosis of
the surrounding healthy tissue caused by the infiltration of tu-
mour cells [42]. Although this observation was significant, it
showedweak correlation and additional studies are necessary to
elucidate this association or discard it as a spurious result.

Although a bigger sample size is needed to fully under-
stand the processes related to the primary tumour regarding
cfDNA fragment size fractions, a strong correlation between
the short fragments and extrapulmonary volumetric and met-
abolic parameters has been established, indicating the meta-
static origin of these fragments and making it a feasible bio-
marker for extrapulmonary tumour proliferation.

A higher fraction of short cfDNA was found in patients
with liver and pleural lesions. These findings are related to
the number of lesions, their grade, their capability to uptake
glucose and molecular factors [43]. The high inter-tumour
heterogeneity regarding this variable means that no reliable
conclusions can be drawn before a more representative sample
size for each targeted lesion is studied.

Although RECIST, based on CT imaging, is the routine
tool for response assessment and follow-up, no correlations
between total cfDNA concentration and fragment size

fractions were found when evaluating CT scan parameters.
The study population for CT parameters was small, so addi-
tional studies with a larger sample size are needed to corrob-
orate that total cfDNA concentration and fragment size frac-
tion do not correlate with RECIST 1.1 criteria. On the other
hand, the RECIST 1.1 criteria do not indicate the total amount
of tumour and this probably affects the results of our study
regarding the pure CT analysis.

The incorporation of both cfDNA concentration and
fragment size fraction analysis could be a reliable com-
plementary source of information to the existing clinical
and imaging data of the patient. This could be especial-
ly true at initial diagnosis in cases where the existence
of distance metastasis is unclear, particularly for liver or
pleural metastases. Further prospective studies evaluat-
ing the role of these biomarkers for patient follow-up
are necessary to establish their usefulness in assessing,
and even predicting, disease progression.

Our study is the first to analyse a large number of imaging
parameters against both cfDNA concentration and fragment
size fractions. cfDNA extraction and analysis as well as FDG
PET/CT and CT scans were carried out using standardised
protocols as routine clinical procedures before the study was
conceived, thus reducing the potential interpretation bias.
However, there remain some inherent limitations of our study
including its retrospective nature and small sample size.

In conclusion, our study suggests that cfDNA concentra-
tion and fragment size fraction reflect the tumour burden as
well as metabolic activity in advanced NSCLC patients.
Additional prospective studies are needed to explore its use-
fulness as a complementary clinical source of information to
the imaging data, allowing a deeper understanding of the ex-
tent and behaviour of the disease.
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Table 6 cfDNA 100–250 bp cfDNA fragments (%) in absence or pres-
ence of body lesions assessed by FDG PET/CT and thoracoabdominal
CT

Absence of lesions Presence of lesions

n Median (range) n Median (range) p

PET/CT

Necrosis 22 40.5 (17.0–84.0) 25 34.0 (16.0–78.0) 0.62

Bone 26 33.0 (16.0–78.0) 21 42.0 (20.0–84.0) 0.06

Adrenal 32 35.0 (16.0–84.0) 15 38.0 (20.0–63.0) 0.61

Liver 38 33.5 (16.0–74.0) 9 58.0 (30.0 – (84.0) 0.01

Pleural 28 32.5 (16.0–84.0) 19 42.0 (25.0–79.0) 0.02

CT

Necrosis 18 37.0 (22.0–79.0) 15 34.0 (16.0–84.0) 0.59

Bone 27 33.0 (16.0–84.0) 6 35.5 (27.0–62.0) 0.76

Adrenal 29 33.0 (16.0–84.0) 4 37.0 (29.0–50.0) 0.78

Liver 28 33.0 (16.0–84.0) 5 78.0 (31.0–84.0) 0.02

Pleural 15 32.0 (22.0–84.0) 18 37.0 (16.0–79.0) 0.42

Lymph nodes 12 35.0 (22.0–54.0) 21 33.0 (16.0–84.0) 0.69

C. lymphangitis 26 33.5 (22.0–84.0) 7 33.0 (16.0–79.0) 0.95

CT, computed tomography; C. lymphangitis, carcinomatous
lymphangitis; n, sample size; PET/CT, 2-[18 F]F-FDG PET/CT
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(SQI) for Plasma cfDNA Testing in NSCLC Patients with EGFR Exon 
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Objetivo específico de este artículo 

• Evaluar el parámetro SQI derivado del Cobas EGFR Test v2 como una medida del número 
de copias mutadas/mL y de la frecuencia del alelo variante (VAF) del gen EGFR en plasma 
en pacientes con cáncer de pulmón de células no pequeñas avanzado con deleciones en 
el exón 19 del gen EGFR. 
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Abstract: The cobas® EGFR Test provides a semiquantitative index (SQI) that reflects the proportion
of mutated versus wild-type copies of the EGFR gene in plasma. The significance of SQI as an
indirect measure of the variant allele frequency (VAF) or mutated copies/mL remains unclear. The
aim of this study was to evaluate the correlation of SQI with the VAF and the number of mutated
copies/mL obtained by a digital droplet PCR (ddPCR) test in NSCLC samples. The study included
118 plasma samples from a retrospective cohort of 25 stage IV adenocarcinoma patients with EGFR
exon 19 deletions (Ex19Del), obtained before and during tyrosine kinase inhibitor (TKI) treatment.
Both SQI and VAF and SQI and mutated copies/mL showed the same significant correlation (r2 = 0.79,
p < 0.00001) across the whole study cohort. We found better correlation in samples collected at the
baseline between SQI and VAF (r2 = 0.94, p < 0.00001) and SQI and mutated copies/mL (r2 = 0.97,
p < 0.00001) compared to samples collected during TKI treatment: r2 = 0.76; p < 0.00001 for SQI and
VAF and r2 = 0.75; p < 0.00001 for SQI and mutated copies/mL. The study indicates that SQI is a
robust quantitative indirect measure of VAF and the number of mutated copies/mL in plasma from
patients with an EGFR Ex19Del mutation. Further studies are desirable to assess the SQI cut-off
values related to the clinical status of the patient.

Keywords: EGFR; VAF; SQI; mutated copies/mL; NSCLC; cfDNA; cobas

1. Introduction

Molecular characterization of non-small cell lung cancer (NSCLC) has allowed a better
classification of NSCLC tumors, permitting the introduction of personalized therapies
that reduce toxicity and increase survival rates [1]. Recurrent genetic drivers in NSCLCs
are mutations in the epidermal growth factor receptor (EGFR) gene. These mutations
are present in 10 to 30% of patients [2], with deletions in exon 19 (Ex19Del) being the
most common EGFR mutation [3]. EGFR tyrosine kinase inhibitors (TKIs) are currently
the standard-of-care in first line therapy for patients with mutant EGFR NSCLC, with
new generations of TKIs developed for patients with acquired resistance to the first and
second generation TKIs [4]. This enhances the need for simplified strategies to measure
the patient’s molecular response to TKI treatment to enable further treatment optimization
and improved outcomes.
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Tumor tissue analysis remains the gold standard to molecularly stratify advanced
NSCLC patients to select optimal TKI treatment, but cell-free DNA (cfDNA) analysis is now
recommended when the tissue biopsy is not available or insufficient [5]. Moreover, cfDNA
from plasma is more informative than tissue analysis since it captures the heterogeneity of
the tumor [6]. The analysis of cfDNA to molecularly stratify advanced NSCLC patients has
proven useful in the clinical setting by our group, among others [7]. Beyond the qualitative
information provided by such testing, the quantitative information of the variant allele
frequency (VAF) has been proposed as a biomarker for monitoring treatment response [8,9],
for minimal residual disease assessment (MRD) [10], and for relapse prediction in NSCLC
patients [11].

Distinct approaches for cfDNA analysis exist such as real-time PCR (RT-PCR), beads,
emulsion, amplification, and magnetics (BEAMing), droplet digital PCR (ddPCR), and
next generation sequencing (NGS). These techniques differ both in terms of the sensitivity
they achieve and their complexity [12]. Another technique is the commercial assay cobas®

EGFR Mutation Test v2 (cobas® EGFR Test, Hoffman-La Roche Ltd., Basel, Switzerland).
This test was approved by the FDA in 2016 as the first test for the identification of NSCLC
patients harboring EGFR mutations in cfDNA from plasma [13] for TKI treatment selection.
The cobas® EGFR Test is a RT-PCR based method that interrogates 42 mutations located
in exons 18, 19, 20, and 21 of the EGFR gene [14] and provides a semiquantitative index
(SQI) for the EGFR mutation, which reflects the trend for the proportion of mutated versus
wild-type copies of the EGFR gene in the cfDNA. However, the cobas® EGFR Test is not
approved as a quantitative test [15].

Robust and sensitive techniques are needed to translate liquid biopsy strategies to
the clinical setting, since the threshold level of mutation corresponding to therapeutic
implications is extremely low (VAF < 0.1%) [11,16]. The cobas® EGFR Test has a detection
limit of around 0.1–1% of the VAF [17]. In comparison, ddPCR techniques have a higher
VAF sensitivity with a detection limit of 0.01–0.1% while also quantifying the absolute
number of EGFR mutated copies (copies/mL) [18].

The correlation between SQI provided by the cobas® EGFR Test and the number
of EGFR mutated copies/mL and VAF has previously been explored with contradictory
results. One study observed that SQI reflects the VAF of the EGFR mutant allele obtained
by NGS methods and that dynamic changes in SQI reflect the tumor progression [19].
In contrast, Macías et al. [20] did not find a significant correlation between SQI and the
number of EGFR mutated copies/mL obtained by ddPCR, concluding that the parameters
are not interchangeable. One external quality assurance (EQA) program found a good
correlation between SQI and VAF for EGFR Ex19Del, but showed low reproducibility of
SQI when VAF was <1% [21]. Other studies have not found steady correlations between
SQI and VAF for different EGFR mutations [22,23]. The reproducibility and correlation of
SQI values to VAF and mutated copies/mL need to be validated in real patient material
before using the data for the interpretation of clinical samples [24]. Further studies are
therefore necessary to elucidate the value of SQI as a measure of VAF in EGFR mutations.

In this study, we evaluated the SQI parameter from the cobas® EGFR Test as a measure
for the number of mutated copies/mL and for the VAF of mutant EGFR allele in plasma in
advanced NSCLC patients harboring an Ex19Del of EGFR gene.

2. Materials and Methods
2.1. Patients and Plasma Samples

The study included 118 cfDNA samples from plasma belonging to 25 stage IV ade-
nocarcinoma patients harboring an Ex19Del of EGFR gene. The samples were collected
at Hospital Clínic of Barcelona between June 2017 and May 2019. A sample was collected
at the baseline before TKI treatment in 12 patients, and in the remaining 13 patients, all
samples were collected exclusively over the clinical follow-up during TKI treatment. Clini-
cal data such as gender, age, tumor histology, molecular status in tumor, and disease stage
were obtained from the patients’ medical records.
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The patients belong to a prospective observational study approved by the Hospital
Clínic Ethics Committee (approval registration number HCB/2016/0889). The study was
conducted in accordance with the precepts of the Code of Ethics of The World Medical
Association (Declaration of Helsinki). Written informed consent was obtained from all
patients.

2.2. Extraction of cfDNA from Plasma Samples

Peripheral whole blood was collected from each subject in a 5 mL EDTA-K2 tube. After
15 to 20 min at rest in an upright position at room temperature, samples were centrifuged at
1600× g for 10 min to collect 2 mL of plasma, which was transferred to a sterile tube. After
a second centrifugation at 16,000× g for 10 min, plasma samples were stored at −20 C. The
entire procedure was completed within three hours of blood extraction. The cfDNA was
isolated using the cobas® cfDNA Sample EGFR Preparation Kit as per the manufacturer’s
instructions.

The cfDNA quantification and quality assessment were performed using a Qubit® 2.0
Fluorometer (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) with the Qubit® dsDNA HS Assay
Kit, and an Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) with
the Agilent High Sensitivity DNA Assay respectively.

2.3. Molecular Characterization of EGFR in cfDNA from Plasma

Analysis of EGFR mutations in cfDNA was first assessed with the cobas® EGFR Test
(Hoffman-La Roche Ltd., Basel, Switzerland), following the manufacturer’s recommenda-
tions, which provided a SQI value along with the detected EGFR mutation. The limit of
detection for EGFR Ex19Del declared by the manufacturer is 75 mutated copies/mL.

A second analysis of the EGFR mutations was then performed using a ddPCRTM

EGFR exon 19 Deletion Screening Kit Assay (ddPCRTM EGFR Test, Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA). The ddPCRTM EGFR Test detects 15 deletion mutations in exon 19 of
the EGFR gene. The ddPCR was carried out in a reaction volume of 20 µL on a QX200TM
Droplet DigitalTM PCR System (Bio-Rad). The 20 µL PCR mix contained 10 µL of 2×
ddPCR Supermix for probes (No dUTP), 1 µL of 20× of the corresponding probe, 1 µL of
ECOR1 enzyme, 1 µL of water, and 7 µL of plasma cfDNA. Droplets were generated by the
QX200TM droplet generator and PCR was performed using a C1000TM Touch thermal cycler
(Bio-Rad). Reading and analysis was executed using QuantasoftTM software (Bio-Rad).
The results were reported as wild-type and the number of mutated copies/mL of plasma
and the VAF of the EGFR mutation was then calculated as ((mutated copies/mL)/(total
copies/mL)) × 100. The criteria to determine if the assay worked properly were: number
of accepted droplets ≥13,000, good separation between the different clusters, and at least
50 copies/reaction. The limit of detection reported by the manufacturer is 0.5% of VAF.

2.4. Statistical Analysis

The agreement between the two methods was measured by calculating the Kappa
coefficient. Spearman rank correlation was used to analyze the associations between
SQI and VAF and SQI and the number of mutated copies/mL. Results were considered
statistically significant with a p-value < 0.05. All statistical analysis was performed using
STATA/IC software version 13.1 (StataCorp LLC, College Station, TX, USA).

3. Results
3.1. Study Cohort

The 25 stage IV adenocarcinoma patients consisted of 18 females and seven males,
harboring a deletion in exon 19 of the EGFR gene. We selected the patients included in
the study based on a positive result obtained by the initial cobas® EGFR Test in the first
sample tested.The mean age at first sample collection was 68.2 ± 13.6 years old. Overall,
we analyzed 118 plasma samples ranging from 1 to 20 (Median = 3) per patient. A plasma
sample was collected at baseline before TKI treatment in 12 patients (N = 12 samples), and
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only during follow-up in 13 patients (N = 85 samples). Nine of the 12 patients analyzed at
the baseline also had at least one sample analyzed in follow-up (N = 21). The molecular
status of EGFR in tumor tissue was available in 60% (15/25) of patients. In this subset
of patients, five different EGFR mutations were found: four deletions and one insertion
(Table 1).

The cobas® EGFR Test and the ddPCRTM EGFR Test differ in which exon 19 deletions
are evaluated. Thirteen mutations are common to both tests, while the cobas® EGFR Test
includes a further 16 mutations not included in the ddPCRTM EGFR Test. The ddPCR
test also analyzes two mutations not included in the cobas® EGFR Test. Based on the
characterization of tumor tissue, the five EGFR mutations could be detected by the cobas®

EGFR Test while two patients harbored an EGFR Ex19Del included in the cobas® EGFR
Test but not included in the ddPCRTM EGFR exon 19 deletion screening kit. However, the
ddPCR analysis resulted in positive droplets in samples belonging to these patients. In the
patient who harbored the c.2337_2255insT EGFR mutation, positive droplets were observed
in both samples analyzed. In the other patient, with the c.2240_2251del12 EGFR mutation,
positive droplets were found in two out of four samples analyzed.

Table 1. Characteristics of lung cancer patients.

ID Age Sex EGFR Status by
Tissue Analyses

Number of
Samples

Baseline
Samples

Follow-Up
Samples

Mutation
Included in

Cobas EGFR Test

Mutation
Included in

ddPCR Assay

ID01 91 F NA 1 1 0 NA NA
ID02 73 M c.2235_2249del15 1 1 0 Yes Yes
ID03 53 M c.2240_2251del12 4 1 3 Yes No
ID04 40 M c.2236_2250del15 5 1 4 Yes Yes
ID05 56 F NA 3 1 2 NA NA
ID06 70 M NA 2 1 1 NA NA
ID07 77 M NA 3 1 2 NA NA
ID08 87 M c.2236_2250del15 2 1 1 Yes Yes
ID09 72 F c.2235_2249del15 6 1 5 Yes Yes
ID10 87 F c.2236_2250del15 2 1 1 Yes Yes
ID11 70 F NA 1 1 0 NA NA
ID12 79 F NA 3 1 2 NA NA
ID13 61 F c.2235_2249del15 2 0 2 Yes Yes
ID14 81 F NA 4 0 4 NA NA
ID15 69 F c.2240_2257del18 20 0 20 Yes Yes
ID16 56 F c.2337_2255insT 2 0 2 Yes No
ID17 74 F c.2235_2249del15 1 0 1 Yes Yes
ID18 83 F NA 8 0 8 NA NA
ID19 67 F NA 2 0 2 NA NA
ID20 67 M NA 12 0 12 NA NA
ID21 80 F c.2235_2249del15 1 0 1 Yes Yes
ID22 45 F c.2235_2249del15 11 0 11 Yes Yes
ID23 49 F c.2236_2250del15 5 0 5 Yes Yes
ID24 58 F c.2240_2254del15 2 0 2 Yes Yes
ID25 61 F c.2236_2250del15 15 0 15 Yes Yes

ID: Identification; F: Female; M: Male; NA: Information not available.

3.2. Agreement between Cobas® EGFR Test and the ddPCRTM EGFR Test

First, we evaluated the agreement between the cobas® EGFR Test and the ddPCR Test
and found discrepancies in the positive results obtained by each method. A total of 72.0%
(85/118) of samples presented an EGFR Ex19Del positive result by at least one method.
We detected a positive result by the cobas® EGFR Test in 76 samples but in 26.3% (20/76)
of these, the EGFR mutation was not detected by ddPCR. In all of these cases, the SQI
value reported was below 12. On the other hand, we found a positive Ex19Del EGFR result
by ddPCR in 65 samples, of which the EGFR mutation was not detected by the cobas®

EGFR Test in 13.8% (9/65) of cases. In all these samples, the number of mutated copies was
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<75 copies/mL. All samples that had a positive result by the ddPCRTM EGFR Test in which
the mutation was not detected by the cobas® EGFR Test were obtained during follow-up
under TKI treatment.

Next, we analyzed the samples regarding Ex19Del EGFR status depending on TKI
treatment status. In the subset of samples obtained at the baseline before TKI treatment, an
Ex19Del EGFR mutation was detected in 100% (12/12) of patients by the cobas® EGFR Test
and in 75.0% (9/12) by the ddPCRTM EGFR Test. In samples drawn after the TKI treatment
was initiated, a mutation was found in 60.4% (64/106) of samples by the cobas® EGFR Test
and in 52.8% (56/106) by ddPCR.

The agreement between both methods for samples at the baseline before TKI treat-
ment was 75%, and for the follow-up samples, it was 75.5% with a Kappa coefficient of
0.50 (p < 0.00001). The overall agreement between all samples was 75.4% with a Kappa
coefficient of 0.49 (p < 0.00001).

The median SQI of Ex19Del EGFR mutation was significantly lower in those samples
where there was no agreement between the two methods (8.3 vs. 12.1, p < 0.00001) as
well as VAF (0.2 vs. 0.8, p = 0.002) and the number of mutated copies/mL (11.7 vs. 49.0,
p = 0.02).

We also evaluated the agreement between the cobas® EGFR Test and the ddPCRTM

EGFR Test in the subset of samples where tissue analysis was available (N = 15 patients,
79 samples) and obtained concordant results to those of the whole study cohort. The
percentage of samples that presented a positive result by at least one method was slightly
higher (73.4%, 58/79), and the discrepancies between methods were slightly lower (21.2%
for the mutations detected by the cobas® EGFR Test and not by ddPCR, and 12.8% the
other way around).

An Ex19Del EGFR mutation was detected in 100% (6/6) of patients by the cobas®

EGFR Test and in 66.7% (4/6) by the ddPCRTM EGFR Test in samples obtained before TKI
treatment and in 63.0% (46/73) of samples by the cobas® EGFR Test and in 58.9% (43/73)
by ddPCR in samples drawn after the TKI treatment was initiated. The agreement for
samples at the baseline before TKI treatment was 66.7% and for follow-up samples 79.5%
with a Kappa coefficient of 0.57 (p < 0.00001). The overall agreement between all samples
was 78.5% with a Kappa coefficient of 0.54 (p < 0.00001).

As in the whole study cohort, the median SQI of Ex19Del EGFR mutation was signifi-
cantly lower in those samples where there was no agreement between the two methods
(9.0 vs. 12.1, p < 0.001). However, VAF (0.3 vs. 0.7, p = 0.07) and the number of mutated
copies/mL (17.5 vs. 49.4, p = 0.11) were also lower in samples with no agreement, but these
differences were not significant.

3.3. The SQI from Cobas® EGFR Test Correlates with the VAF and the Number of Mutated
Copies/mL from ddPCRTM EGFR Test

In patients with an Ex19Del mutation detected by the cobas® EGFR Test, the median
SQI value was 11.1 (IQR = 4.3), ranging from 6.0 to 22.5. We observed higher SQI values for
samples at the baseline before TKI treatment than for those taken during follow-up under
TKI treatment (Median = 12.4 vs. 11.0, p = 0.19). In patients with an Ex19Del mutation
detected by ddPCR, the median VAF was 0.62 (IQR = 2.5), ranging from 0.04 to 39.3; and
the median mutated copies/mL was 34.0 (IQR = 123.3), ranging from 9.2 to 42798. Samples
obtained at the baseline before TKI treatment presented higher VAF values (median = 1.6
vs. 0.4, p = 0.02) and mutated copies/mL (Median = 109.5 vs. 25.4, p = 0.03) than the
samples collected during follow-up.

We evaluated the correlation between the SQI and the VAF value in the whole set of
samples and found a statistically significant correlation between both parameters (r2 = 0.79,
p < 0.00001). Next, we evaluated the samples based on TKI treatment. Samples collected
before TKI treatment showed a better correlation (r2 = 0.94, p < 0.00001) than the samples
obtained after TKI treatment (r2 = 0.76, p < 0.00001).
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We obtained similar results comparing SQI to the number mutated copies/mL. For
the whole study cohort, we found a statistically significant correlation between SQI and the
mutated copies/mL (r2 = 0.79, p < 0.00001). A higher correlation was detected for samples
before TKI treatment (r2 = 0.97, p < 0.00001) than for samples obtained after TKI treatment
(r2 = 0.75, p < 0.00001) (Figure 1).
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Figure 1. Correlation analysis between (a) SQI and VAF in all samples, (b) SQI and VAF in samples at the baseline before TKI
treatment, (c) SQI and VAF in the samples after TKI treatment, (d) SQI and ln (mutated copies/mL) in all samples, (e) SQI and
ln (mutated copies/mL) in samples at the baseline before TKI treatment, and (f) SQI and ln (mutated copies/mL) in samples
after TKI treatment. Mutated copies/mL were transformed to their natural logarithm to ease graphical representation.

In the subset of patients in which tissue analysis was available, the correlations for
SQI and VAF for both the whole set of samples and for samples from patients under TKI
treatment were practically the same as for the whole study cohort (r2 = 0.78, p < 0.00001 and
r2 = 0.8., p < 0.00001, respectively). However, in samples collected before TKI treatment was
initiated, the correlation was better in patients where the tissue result was known (r2 = 0.99,
p = 0.0003). The same trend was observed for the SQI and mutated copies/mL, where the
correlation for the whole set of samples was r2 = 0.75 (p < 0.00001), for samples before TKI
treatment it was r2 = 0.99 (p = 0.0003), and for samples obtained after TKI treatment, it was
r2 = 0.72 (p < 0.00001).

3.4. Example of Correlation between SQI and VAF and SQI and Mutated Copies/mL in a Patient
with Longitudinal Follow-Up

One patient included in the study had a long follow-up with frequent monthly cfDNA
sample analysis (ID15). She was monitored with the cobas® EGFR Test every month from
three months after initial diagnosis (sample 1) until follow-up was lost. At the time of the
first sample included in this study, the patient had already been under TKI treatment for
three months. The agreement between the result of the cobas® EGFR Test and the ddPCRTM

EGFR Test was 85.0% (17/20). Two out of the three discordant results corresponded to
two samples that tested positive for the ddPCR method, but not for the cobas® EGFR Test.
These two samples showed low VAF values (0.23% and 0.15%) and 23.4 and 10.4 mutated
copies/mL. The sample that tested positive for the cobas® EGFR Test, but not for the
ddPCR method had a SQI value of 9.0. The correlation between the SQIs and VAF and SQI
and mutated copies/mL was r2 = 0.79 (p < 0.00001) (Figure 2a). When representing the
SQI value and the natural log (ln) of the mutated copies/mL throughout the chronological

102



Diagnostics 2021, 11, 1319 7 of 12

monitoring process of this patient, we can see how both SQI and the mutated copies/mL
were zero or very low during the first 13 monitoring analyses. However, in sample 14,
a small amount of mutated copies/mL was detected. In sample 15, the SQI appeared
and in sample 16, both parameters reached their highest level thus far. In sample 17, the
resistance mutation T790M was detected along with the sensitizing mutation Ex19Del.
Between sample 17 and sample 18, treatment with Osimertinib, a third generation TKI,
began, and both SQI and mutated copies/mL began to decline until sample 20, when the
resistance mutation T790M disappeared and SQI and mutated copies/mL returned to low
levels (Figure 2b).
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4. Discussion

In this study, we compared the qualitative and quantitative performance of the cobas®

EGFR Test and the ddPCRTM EGFR Test for the detection of deletions in exon 19 in the
EGFR gene in 118 samples from 25 NSCLC patients. The overall agreement between both
tests was 79%, which was slightly lower compared to other qualitative studies [25]. The
lower number of probes in the ddPCRTM EGFR Test compared to the cobas® EGFR Test as
well as technical factors such as the differential performance of these probes in samples
with low mutated copies/mL might have affected our results.

Serial molecular analysis of cfDNA from plasma during treatment may have potential
clinical utility, but the periodicity of longitudinal blood sampling is not yet established [26].
In our study, for follow-up samples during treatment, we obtained several negative results
using one method that gave positive results in the other using the Cobas® EGFR and the
ddPCRTM EGFR Test, regardless of their analytical sensitivity. The false negative results
seen for the cobas® EGFR Test, involved samples with less than 75 mutated copies/mL,
which is the limit of detection declared by the manufacturer, and agrees with other pub-
lished papers [24]. In the case of the false negative results seen with the ddPCR method,
the EQA study [21] has shown that SQI values below 12 correlate to VAFs below 0.5%,
which is the limit of detection reported by the manufacturer for this method. In our study,
all samples that gave a false negative result on the ddPCR method had a SQI value below
12. This emphasizes the need for higher sensitivity methods like ddPCR to test samples
collected during TKI treatment, where the response to the treatment results in a decrease in
the tumor burden and consequently lower levels of mutation.

There is no consensus on how to act in front of a negative result during monitoring
analysis. Clinical guidelines recommend a tissue biopsy to assess the resistance mutation
T790M if plasma testing is negative due to the high risk of false negative results [26,27], but
no such recommendations have been set for sensitizing mutations. One way to approach
this issue would be to reanalyze the negative sample through an alternative method where
possible. Another approach would be to repeat the blood extraction and plasma analysis
in a defined period, following the example of serum tumor marker analysis, in which
retesting is recommended at 3–4 weeks, or at least a period longer than the tumor marker’s
plasma half-life, which is 15–20 days for most of them [28,29], or, as recommended for
radiological diagnosis, every 6–12 weeks for advanced NSCLC [30] or 6–12 months for
stage III NSCLC [31]. As liquid biopsy is rapidly gaining more relevance in clinical practice,
the need for standardized protocols and algorithms regarding its usefulness as a treatment
monitoring tool has become an important issue that must soon be addressed by clinical
guidelines.

Both the cobas® EGFR Test [24,32] and ddPCR tests [33,34] have proven useful in
routine clinical practice to molecularly stratify NSCLC patients. Fast and robust tests like
the cobas® EGFR Test are useful as an initial approach for molecular characterization.
However, in terms of quantitative outcomes, the significance of the SQI value and its role
as a reliable measure of VAF remains unclear. This is a crucial point when the cobas®

EGFR Test in cfDNA is used for quantitative rather than qualitative purposes such as
for evaluating minimal residual disease or for monitoring TKI treatment response. The
EQA study showed that the SQI value presents high imprecision among different EGFR
mutations, especially at low VAF values [21]. In a previous study, we observed a lack of
correlation between the SQI value with the cfDNA concentration or the stage of the disease,
and a moderate reproducibility that differed between distinct mutations [7]. However,
in this study, we focused on the most recurrent EGFR alterations, and found a strong
correlation between the SQI value and VAF and SQI and the number of mutated copies/mL,
indicating that the SQI accurately reflects the VAF kinetics in NSCLC patients harboring
deletions in exon 19 in EGFR. The correlation was stronger in samples collected before
the initiation of TKI treatment compared to samples obtained during treatment, most
probably because the circulating tumor DNA (ctDNA) levels significantly decreased with
TKI treatment [35]. Notably, our study and the EQA study found a similar correlation
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between SQI and the VAF for deletions in exon 19. However, the EQA study was carried
out with reference standards spiked to normal human plasma and the correlation was
assessed only as part of a sensitivity study evaluation, while our results were obtained from
samples collected in a real clinical setting, which enhances the translational meaning of
our work, since the results were validated under the standardized conditions of the clinical
laboratory. Therefore, based on our results, the SQI value is a robust quantitative measure
that has the potential to provide useful information of the mutation load of the tumor.
We saw in the longitudinal example shown in the study that the SQI and the mutated
copies/mL showed similar kinetics in the patient’s follow-up, with low or undetectable
values during treatment, higher levels when resistance was acquired, and again a descent
in both parameters as the patient responded to new treatment. However, while cut-off
values for VAF to predict progression-free survival were calculated both for activating
EGFR (act-EGFR) mutations and for the ratio T790M/act-EGFR [8], further studies are
needed to calculate SQI cut-offs with clinical relevance for the management of NSCLC
patients, especially to detect TKI response failure or MDR.

When introducing a new test in a clinical laboratory, it must be verified or validated to
fulfill international standard criteria [36]. For qualitative tests, it is important to calculate
the standard measures of diagnostic accuracy, like sensitivity, specificity, and accuracy.
False negative results can result in underdiagnosis, while false positives can result in
inappropriate treatment, unnecessary tests, and anxiety for the patient [37]. It is worth
noting that in our study, samples from two patients harboring EGFR mutations not available
in the ddPCRTM EGFR Test resulted in positive droplets. In samples with positive results
with extremely low fractions of mutant DNA, the possibility of experimental artifacts
cannot be completely ruled out. Non-specific annealing of PCR primers could result in
a false positive result when the concentration of the wild-type template is much higher
than the mutant template [38]. One of the false positive results in our study showed a
very low amount of mutated copies/mL compared to the wild-type copies/mL. In the
other confirmed false positive case, the proportion of mutated copies/mL vs. wild-type
copies/mL was not low, which suggests another origin of the false positive result. In
these cases, it is most likely due to cross-reactivity with the probes which are designed for
mutations within the same region, as has been previously described in ddPCR methods [39].
These findings illustrate the importance of technical factors such as the specificity of
designed probes in ddPCR that need to be evaluated prior to their use in the clinical setting
to avoid potential false positive results.

One limitation of our study is the lack of molecular results obtained by tissue biopsy
in 40% of the patients. This means that we cannot confirm that the mutations present
are correctly covered by the cfDNA detection kits used in the study. However, since all
patients without tissue biopsy returned positive results for both cfDNA detection kits
used in the study, it is fair to assume that this should not significantly affect the results
or the conclusions drawn. Due to the number of available samples, we focused on exon
19 deletions. Differences in SQI among distinct EGFR mutations [7,21] mean that our results
cannot be extrapolated to other less common EGFR mutations such as the p.L858R EGFR
mutation.

In conclusion, this study indicates that SQI strongly correlates with VAF and to the
number of mutated copies/mL in patients with exon 19 deletions in the EGFR gene,
highlighting that SQI is a robust quantitative measure whose magnitude could have clinical
impact as confirmed in the longitudinal study of a patient. Additional studies are needed
to assess the clinical relevance of SQI cut-off values for the management of NSCLC patients.
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1. Implementación del estudio molecular del gen EGFR mediante el análisis de cfDNA en 

plasma en pacientes con cáncer de pulmón de células no pequeñas 

Hoy en día, el análisis de mutaciones en el gen EGFR a partir de biopsias de tejido está 

plenamente consolidado en la práctica clínica. Los avances técnicos que permiten la obtención 

de ADN de nuevas fuentes como el cfDNA, así como el desarrollo de nuevos métodos analíticos 

multiplican el abanico de posibilidades disponibles para estudios moleculares. Implementar 

estrategias diagnósticas basadas en el análisis del cfDNA supone un reto para los laboratorios 

clínicos de diagnóstico molecular. Las guías internacionales recomiendan el análisis de 

mutaciones en el gen EGFR en muestras de biopsia de tejido frente al cfDNA, excepto en casos 

excepcionales, como en aquellos casos en los que la muestra de tejido no esté disponible, sea 

difícil de obtener, o no sea adecuada para el análisis molecular.  

Los datos obtenidos en el trabajo I muestran que la caracterización del gen EGFR en cfDNA en 

plasma mediante el Cobas Test tiene una alta eficacia diagnóstica (95.2%). En la cohorte de 

pacientes, el Cobas Test presentó una sensibilidad del 78%, una especificidad del 100%, un valor 

predictivo positivo del 100% y un valor predictivo negativo del 94.2%. Los resultados obtenidos 

concuerdan con los publicados en un metaanálisis reciente en el que se incluyeron 32 estudios 

con 4.527 pacientes y la práctica totalidad de las aproximaciones metodológicas disponibles 

actualmente. Dicho estudio observó una sensibilidad y especificidad global del 70% y 98%, 

respectivamente(165), lo que confirma que el Cobas Test presenta valores de sensibilidad y 

especificidad similares a métodos teóricamente más sensibles y técnicamente más complejos. 

En el grupo de pacientes incluidos en el trabajo I, la prevalencia de mutaciones en el gen EGFR 

detectada mediante el análisis de cfDNA en plasma (24.3%) fue ligeramente superior a la 

obtenida en cohortes caracterizadas mediante muestras de plasma(19.6%)(53), y claramente 

superior a la observada en cohortes caracterizadas mediante análisis de tejido(166–168). La 

distribución de mutaciones en el gen EGFR según las características clínicas de los pacientes fue 

similar a la observada en otras cohortes caracterizadas mediante biopsia de tejido: superior en 

mujeres (34.5%) respecto a hombres (14.6%), pacientes no fumadores (49.2%) respecto a 

pacientes fumadores o exfumadores (11.4%), y pacientes en estadio metastásico (25%) frente a 

estadios menos avanzados (17.6%). Los sesgos en la inclusión de pacientes como la ratio 

hombre/mujer, el porcentaje de pacientes no fumadores, el subtipo histológico del tumor y el 

estadio pueden impactar en las diferencias observadas en la prevalencia de alteraciones 

observada entre los diferentes estudios. Además, como se ha reportado recientemente, el 

sustrato genético de los pacientes podría también influir en la frecuencia de alteraciones del gen 
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EGFR en pacientes con cáncer de pulmón(169). Probablemente, la implementación del análisis 

del gen EGFR en cfDNA en plasma en la práctica clínica de forma más generalizada, aportará 

información de la prevalencia real de las mutaciones de este gen en la población.  

De forma relevante, el tiempo de respuesta medio de nuestro laboratorio en la entrega de 

resultados fue de 7 días. Por lo que, implementar el análisis del cfDNA en plasma permite 

identificar con un reducido tiempo de respuesta a la mayoría de los pacientes con cáncer de 

pulmón de células no pequeñas (CPCNP) con mutaciones en el gen EGFR, los cuales serán 

candidatos recibir terapia con inhibidores de la tirosina quinasa (TKIs) de manera inmediata. La 

rápida respuesta del laboratorio también es relevante en el seguimiento longitudinal de 

pacientes para la monitorización de la respuesta al tratamiento, ya que permite detectar la 

progresión de la enfermedad y la aparición de mutaciones de resistencia en un corto espacio de 

tiempo, permitiendo la introducción de nuevas terapias de forma rápida. 

A pesar de que los resultados obtenidos en el trabajo I como los obtenidos en otros estudios 

avalan el uso del cfDNA en plasma para el análisis de mutaciones en el gen EGFR como muestra 

alternativa al tejido, aún no se ha alcanzado un consenso internacional que recomiende su uso 

salvo en los casos en que este no esté disponible. Una de las razones esgrimidas es que la 

muestra de tejido permite la correcta clasificación histológica del cáncer de pulmón. Dicha 

clasificación evita el tratamiento inapropiado de los pacientes, debido a que los TKIs sólo están 

aprobados para el tratamiento de pacientes con CPCNP metastásico con mutaciones en el gen 

EGFR. El hecho de no disponer del diagnóstico histológico podría llevar a tratar a pacientes con 

otra histología diferente a CPCNP o con metástasis de un tumor de origen desconocido. En el 

trabajo I, todos los tumores en los que se detectó la mutación en el gen EGFR presentaban el 

subtipo histológico adenocarcinoma, con la excepción de dos pacientes en que la información 

histológica del tumor no estaba disponible. Cabe destacar que los dos pacientes recibieron 

tratamiento con TKIs en base al estudio molecular en plasma. Por otro lado, estudios 

moleculares de cohortes de pacientes con los diferentes subtipos histológicos de cáncer de 

pulmón confirman que las mutaciones en el gen EGFR contra las que se dirigen los TKIs 

raramente se encuentran en otras histologías no incluidas en el grupo de CPCNP, siendo 

predominantes en los adenocarcinomas. Además, la alta especificidad de los métodos 

disponibles actualmente, cercana al 100%, reduce considerablemente la posibilidad de 

encontrar resultados falsos positivos.   

La introducción del análisis del cfDNA en el entorno clínico es especialmente importante en 

aquellos pacientes en los que no se dispone de muestra de tejido. Dentro de la cohorte de 
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pacientes incluidos en el trabajo I, esta circunstancia se dio en el 40% de los casos, lo que 

concuerda con los datos reportados previamente(146,150,151). En este grupo de pacientes, se 

identificaron mutaciones en el gen EGFR en 35% de los casos, los cuales recibieron un 

tratamiento dirigido de manera inmediata. La inclusión del análisis del gen EGFR en plasma por 

métodos no invasivos en la práctica clínica es crucial para la aplicación de estrategias de 

medicina personalizada en aquellos pacientes en los que no se dispone de muestra de tejido, los 

cuales reciben tratamiento con TKIs aunque el diagnóstico histológico no esté disponible.  

Ante los datos expuestos anteriormente, nos encontramos ante una encrucijada, decidir si es 

necesario el diagnóstico histológico en pacientes con una mutación en el gen EGFR en plasma 

para recibir tratamiento con TKIs o si por el contrario pueden recibir el tratamiento sin la 

necesidad de esperar al análisis de la biopsia de tejido. Los resultados indican que no es 

necesario esperar al resultado de la biopsia en tejido para comenzar el tratamiento con TKIs en 

pacientes que presenten una mutación en el gen EGFR en plasma. No obstante, es necesario 

que las guías clínicas internacionales respalden este modo de proceder ante esta situación,  la 

cual muy probablemente será habitual en la práctica clínica. 

No existe en las guías clínicas ninguna recomendación sobre cómo actuar en el caso de un 

resultado negativo en una muestra de plasma. Dicho resultado puede tratarse de un falso 

negativo debido a la sensibilidad analítica de la técnica. Por otro lado, existe un porcentaje 

variable de tumores en estadíos avanzados en los que no se detecta cfDNA(170). En el trabajo I 

se obtuvo un 8% de falsos negativos en plasma. Además, un resultado negativo puede ser un 

verdadero negativo en el momento del diagnóstico debido a que se trata de un tumor EGFR no 

mutado, o de un verdadero negativo en un tumor EGFR mutado que responde al tratamiento 

durante el seguimiento del paciente.  

En el momento del diagnóstico, ante un resultado negativo en plasma en plataformas dirigidas 

solo a mutaciones en el gen EGFR, sería recomendable ampliar el estudio genético mediante 

paneles tipo NGS dirigidos a más genes con mutaciones accionables en CPCNP, siempre que sea 

posible, ya que esta aproximación presenta un rendimiento diagnóstico superior(158). En el caso 

de pacientes en seguimiento, en los cuales se ha determinado previamente la existencia de una 

mutación en el gen EGFR, y basándonos en otros biomarcadores o pruebas diagnósticas 

utilizados en seguimiento del CPCNP, ante un resultado negativo en plasma sería recomendable 

repetir la extracción de sangre en un período de 3-4 semanas, siguiendo el ejemplo de los 

marcadores tumorales en suero. En los casos en que sea posible, también sería útil reanalizar la 

muestra por un método alternativo. 

113



En el trabajo III se comparó el rendimiento del Cobas Test con un kit basado en ddPCR para la 

detección de deleciones en el exón 19 del gen EGFR. El estudio incluyó tanto muestras en el 

momento del diagnóstico previo a cualquier tratamiento como muestras de seguimiento 

postratamiento, e identificó la alteración por un único método en un 25% de las muestras 

analizadas. El valor de concordancia entre ambos métodos (75%) fue ligeramente inferior al 

hallado en estudios previos(144,171). Esta discrepancia puede explicarse por la diferencia entre 

el número de sondas incluidas en cada método, además de otros factores. Los falsos negativos 

obtenidos por el Cobas Test presentaban un número de copias mutadas/mL inferior al límite de 

detección de la técnica declarado por el fabricante. Por otro lado, los casos falsos negativos 

obtenidos por ddPCR presentaban valores de SQI que correlacionan con valores de VAF < 0.5%, 

que es el límite de detección de este kit de ddPCR reportado por el fabricante. La capacidad de 

realizar determinaciones seriadas que nos aporta el análisis de cfDNA en plasma nos permitirá 

minimizar los problemas asociados a la sensibilidad analítica con bajos valores de VAF, ya que 

ante un resultado negativo tenemos la oportunidad de realizar un nuevo análisis en un corto 

período de tiempo. 

De manera opuesta, aunque la especificidad de la mayoría de los métodos incluido el Cobas Test 

es del 100%, también existe la posibilidad de encontrar resultados falsos positivos. En el trabajo 

I no se produjo ningún caso falso positivo con el Cobas Test, sin embargo, en el trabajo III se 

obtuvieron resultados positivos mediante ddPCR en 4 muestras de pacientes con tumores cuyas 

mutaciones, que conocíamos por el análisis previo en tejido, no estaban incluidas en el panel de 

mutaciones del test. Existen dos explicaciones a este fenómeno. La primera es que en muestras 

en que la concentración del alelo wild-type es mucho mayor que la del alelo mutado pueden 

ocurrir apareamientos no específicos de los cebadores, resultando en amplificaciones no 

específicas. La segunda explicación es la posibilidad de reacciones cruzadas con sondas 

diseñadas para mutaciones que se encuentra en la misma región que la mutación de interés, 

como ha sido descrito para métodos tipo ddPCR(172). Es importante conocer estas limitaciones 

especialmente en aquellos métodos en los que se sabe que pueden producirse estos fenómenos, 

como la ddPCR, que además cuentan con un número limitado de sondas que no cubren todo el 

espectro de mutaciones del gen, por ejemplo, de las deleciones en el exón 19 del gen EGFR. 

La posibilidad de falsos positivos o falsos negativos, aunque sea baja,  subraya la importancia de 

la validación o verificación de los métodos analíticos siguiendo los estándares internacionales 

de calidad, como los requeridos por la norma UNE-EN ISO 15189 para la acreditación de los 

laboratorios clínicos(173). En el caso de test cualitativos para el diagnóstico molecular genético, 

se recomienda el estudio de las medidas estándar de eficacia diagnóstica como la sensibilidad, 
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especificidad, precisión y límite de detección antes de su introducción en la práctica clínica, lo 

que nos permitirá ofrecer resultados amparados por estándares de calidad, que sean útiles tanto 

a los pacientes como a los clínicos(174). Además, la norma UNE-EN ISO 15189 incluye como 

requisito indispensable para obtener la acreditación según esta norma la participación en 

Programas de Garantía Externa de la Calidad. En el caso del análisis del gen EGFR en plasma, la 

European Molecular Quality Network (EMQN) ha desarrollado el programa EMQN Molecular 

testing of cfDNA in plasma for EGFR gene mutations, con frecuencia anual, que permite evaluar 

la eficiencia del laboratorio en la extracción del cfDNA, el análisis de la mutación en el gen EGFR, 

y el análisis y la interpretación del genotipo, mediante el materiales de referencia artificiales 

designados para mimetizar muestras de cfDNA con mutaciones clínicamente relevantes. 

 

2. Características y utilidad clínica del índice semicuantitativo (SQI) de la alteración EGFR 

en plasma  

La cinética de parámetros cuantitativos asociados al ctDNA como la VAF o el número de copias 

mutadas/mL se ha propuesto como un biomarcador capaz de predecir la respuesta al 

tratamiento en los pacientes con CPCNP con alteraciones en el gen EGFR en plasma. Estos 

parámetros pueden son útiles para establecer la EMR, la predicción de recaídas y la 

supervivencia(155,175,176). Actualmente, incluir información cuantitativa en el análisis del 

EGFR en plasma es complejo. La introducción de esta información en la práctica clínica requiere 

de un conocimiento previo de las características metrológicas del biomarcador. 

En la cohorte de pacientes con CPCNP del trabajo I se dispuso de un pequeño subgrupo de 

pacientes en el que se evaluó la reproducibilidad de los valores SQI analizando dos viales 

obtenidos en la misma extracción de plasma. En este subgrupo se obtuvo una reproducibilidad 

moderada entre el SQI obtenido en ambos viales. Estos datos difieren de la información 

reportada por el fabricante, el cual indica una excelente reproducibilidad tanto para las 

deleciones en el exón 19 como las mutaciones p.T790M y p.L858R. Las diferencias detectadas 

entre el trabajo I y la información del fabricante podrían deberse a diferentes factores. Por un 

lado, el número de muestras utilizadas para evaluar la reproducibilidad en el trabajo I es menor 

comparado con el número de muestras analizadas por el fabricante. Por otro lado, en el trabajo 

I se incluyeron muestras con deleciones en el exón 19 con valores de SQI por debajo de 8, en las 

cuales según los datos del fabricante existe una mayor imprecisión en los replicados. Por último, 

en dos pacientes incluidos en nuestro estudio que presentaban la mutación p.L858R se obtuvo 

un valor de SQI de 0 en uno de los duplicados, mientras que en el otro duplicado el valor del SQI 
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era ≤ 6, cercano al límite de detección de la técnica. En el trabajo I, observamos que valores 

bajos de SQI se asocian con una mayor dispersión de los resultados en las muestras analizadas 

por duplicado, tanto para las deleciones en el exón 19 como para la mutación puntual p.L858R. 

Kim et al. estudiaron la reproducibilidad del SQI de diferentes mutaciones del gen EGFR a 

fracciones alélicas crecientes y obtuvieron que valores bajos de VAF presentan una alta 

variabilidad de valores de SQI(149) 

De forma significativa, en el trabajo I se observó que las muestras de los pacientes con 

deleciones en el exón 19 presentaron valores significativamente más altos de SQI que aquellos 

con la mutación p.L858R, lo que sugiere que factores técnicos pueden influir en los valores SQI.  

Estas diferencias en el valor de SQI en función de la mutación también han sido reportadas por 

el fabricante y por Kim et al. Cabe destacar que los resultados observados en nuestra cohorte 

clínica concuerdan con los observados en el programa de garantía externa de la calidad coreano, 

en el que se analizaron materiales de referencia obtenidos de líneas celulares. 

En el trabajo I, la concentración de cfDNA no correlacionó con el tipo de mutación ni con los 

valores de SQI detectados. Por lo tanto, se puede concluir que las características metrológicas 

del SQI en una muestra de plasma dependen principalmente de la mutación que presenta el 

paciente, ya que su rango de valores es variable en función de esta, y que su reproducibilidad es 

moderada en aquellos casos con mutaciones con una baja frecuencia alélica.  

En el trabajo III se observó que solo el 73.7% de las muestras con un resultado positivo mediante 

el Cobas Test presentaba también un resultado positivo mediante ddPCR. Previo al trabajo III, 

se han descrito disparidades en la detección de deleciones en el exón 19 en el gen EGFR al 

analizar las muestras mediante Cobas Test y ddPCR. Ebert et al. observaron que mientras que 

en las muestras de pacientes con la mutación p.L858R se detectaba la alteración mediante 

ambos métodos en el 100% de los casos, en aquellos pacientes con deleciones en el exón 19 

detectadas mediante Cobas Test, únicamente en el 67% de las muestras se detectaba la 

alteración por ddPCR(177).  

Más allá de la evaluación técnica de estos parámetros, la falta de puntos de corte clínicamente 

relevantes es también un motivo por los que la información cuantitativa no está implementada 

en la práctica clínica. Varios estudios han propuesto diferentes puntos de corte de la VAF de la 

mutación de sensibilidad del gen EGFR para diferentes escenarios clínicos. En el estudio ASTRIS 

se determinó un punto de corte pronóstico de una mayor progresión libre de enfermedad en 

pacientes que habían adquirido la mutación de resistencia p.T790M(178). En un reciente estudio 

del Grupo Español de Cáncer de Pulmón, se establecieron puntos de corte predictores de una 
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mayor supervivencia global y libre de enfermedad en pacientes antes de comenzar el 

tratamiento o a los 3 o 6 meses del inicio de la terapia con TKIs(179). Por otro lado, en pacientes 

con CPCNP avanzado tratados con inmunoterapia, la respuesta molecular medida como un 

descenso > 50% de la VAF entre muestras pretratamiento y muestras obtenidas a las 9 semanas 

postratamiento correlacionó con una mayor progresión libre de enfermedad y supervivencia 

global(180). 

Pocos estudios han evaluado el valor del SQI en la práctica clínica. Marchetti et al. evaluaron la 

utilidad del SQI mediante la monitorización de este parámetro en pacientes con CPCNP a partir 

del inicio de la terapia con TKIs. La cinética de descenso del SQI correlacionó con el porcentaje 

de disminución del tumor y permitió dividir a los pacientes en respondedores rápidos, 

respondedores lentos y no respondedores. Por lo tanto, el SQI correlaciona con la progresión de 

la enfermedad, lo que se traduce en una posible aplicación del mismo como biomarcador de la 

respuesta a TKIs. La monitorización longitudinal permitiría además identificar mutaciones de 

resistencia meses antes de que la progresión clínica sea evidente(146).  

El valor del SQI como un marcador equivalente a la VAF no está establecido. Esto cobra 

relevancia cuando el Cobas Test es utilizado con fines cuantitativos además de cualitativos. 

Pocos estudios han intentado correlacionar el SQI con la VAF, y los resultados obtenidos hasta 

el momento son contradictorios. Los datos obtenidos en el trabajo III demuestran una alta 

correlación entre el SQI y el VAF y el SQI y las copias mutadas/mL en deleciones del exón 19 del 

gen EGFR. Esta correlación fue mayor en muestras obtenidas antes de iniciar el tratamiento 

comparado con las muestras obtenidas durante el seguimiento de la terapia, probablemente 

debido al descenso en la cantidad de ctDNA una vez iniciado el tratamiento(181), ya que como 

se ha  indicado anteriormente, el valor de SQI muestra una mayor variabilidad en muestras con 

una baja VAF(149). Por su parte, Marchetti et al. encontraron una correlación entre el SQI y la 

VAF obtenida por NGS para las deleciones en el exón 19 y las mutaciones p.L858R y 

p.T790M(146). De manera contraria, Macías et al. no hallaron una correlación entre el SQI y el 

número de copias mutadas/mL mediante ddPCR. A pesar de ello, sí que consideran que  el SQI  

tiene valor como marcador de respuesta y progresión de la enfermedad(148). Como se ha 

explicado anteriormente, el valor del SQI varía en función de la mutación encontrada en el gen 

EGFR. En el estudio de Macías et al. la correlación entre SQI y las copias mutadas/mL fue 

obtenida en una cohorte de pacientes con deleciones en el exón 19 y con la mutación p.L858R, 

por lo que sus resultados no son comparables con los de nuestro estudio, en el que nos hemos 

centrado en las deleciones del exón 19, que son las mutaciones más prevalentes. 
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De los datos a obtenidos en el trabajo III se deduce que en pacientes con deleciones en el exón 

19 en el gen EGFR el SQI es un parámetro robusto que correlaciona con la VAF, y que se puede 

inferir la VAF a partir del valor de SQI. Por tanto, el valor del SQI es útil como marcador de la 

carga mutacional del tumor. Un ejemplo lo encontramos en uno de los pacientes incluidos en el 

trabajo III al que se le realizó un estudio longitudinal con determinaciones seriadas de cfDNA 

cada 30 días. En este paciente se observó cómo, tras el inicio del tratamiento con un TKI, los 

valores de SQI y VAF de la mutación de sensibilidad se mantenían indetectables, hasta un punto 

en el que comenzaron a incrementarse de manera paralela, alcanzando el pico máximo en el 

momento de la detección de la mutación de resistencia p.T790M y posteriormente comenzando 

a descender en paralelo tras el inicio del tratamiento con osimertinib. La cinética del SQI subraya 

la importancia de las determinaciones seriadas, ya que, tras la reaparición de la mutación de 

resistencia, y siguiendo la cinética del SQI, se podría haber detectado la progresión de la 

enfermedad 3 meses antes de la detección clínica y radiológica. 

Los resultados del trabajo I y III ponen de manifiesto la necesidad de evaluar las características 

metrológicas del parámetro SQI antes de utilizarlo en la práctica clínica. En el caso de test 

cuantitativos, se recomienda calcular la exactitud, precisión y límite de detección de la 

técnica(174). Una vez establecidas las características metrológicas del SQI, es necesario evaluar 

su utilidad en el entorno clínico, y determinar puntos de corte útiles en diferentes situaciones, 

de manera similar a los marcadores bioquímicos. En primer lugar, sería necesario determinar 

cuál es el valor de SQI en muestras obtenidas antes del tratamiento que permita predecir el 

curso de la enfermedad. También habría que establecer la periodicidad para la monitorización 

longitudinal de la eficacia del tratamiento mediante el análisis del gen EGFR en plasma, y por 

otro lado el porcentaje de cambio del valor de SQI entre determinaciones que se considera 

significativo. A día de hoy, no existen recomendaciones en las guías clínicas al respecto, y solo la 

guía de la ESMO menciona el potencial clínico de la monitorización seriada en sangre tras el 

inicio del tratamiento(69).  

Sin embargo, sí existen recomendaciones para otros biomarcadores utilizados para el 

diagnóstico y seguimiento de pacientes con diferentes neoplasias. En el caso del cáncer de 

mama, la Sociedad Española de Medicina de Laboratorio (SEQC) en consenso con la Sociedad 

Española de Oncología Médica (SEOM) recomienda el análisis de marcadores tumorales en 

suero cada 3-4 semanas, y define un cambio significativamente clínico que marca el progreso de 

la neoplasia como dos incrementos consecutivos del >25% o un incremento > 50%(182). El grupo 

de trabajo de Marcadores Biológicos del Cáncer de la SEQC recomienda la determinación de los 

marcadores tumorales en un intervalo no inferior a 3-4 semanas en el proceso del diagnóstico 
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diferencial y cada tres meses para la detección precoz de recidiva. En la valoración de la eficacia 

del tratamiento, se hace eco de la recomendación del European Group of Tumor Markers 

(EGTM), que recomienda la determinación de marcadores tumorales en el control analítico 

inmediatamente anterior a la administración del tratamiento. Respecto al valor del cambio 

clínicamente relevante, no existe un criterio único, sino que depende del marcador tumoral y 

del tipo de tumor estudiado. Ante un incremento en un marcador tumoral recomiendan una 

nueva determinación a las 3-4 semanas, interpretando dos incrementos > 25% como muy 

sugestivo de progresión(183). En el caso del análisis de los marcadores tumorales en suero en 

cáncer de pulmón, un incremento superior a 2 veces el valor basal de estos correlacionó con 

peor supervivencia y progresión libre de enfermedad(184). Así pues, en consonancia con los 

trabajos publicados, se puede considerar que determinar la presencia de mutaciones en el gen 

EGFR y el valor SQI mensualmente es una estrategia adecuada, y que dos aumentos consecutivos 

en el valor del SQI podrían considerarse como sugestivos de progresión de la enfermedad. 

 

3. Valor de la concentración de cfDNA como biomarcador en el diagnóstico de pacientes 
con cáncer de pulmón de célula no pequeña  

Más allá del análisis del ctDNA, diferentes estudios han evaludado el papel de la concentración 

de cfDNA total como biomarcador en el manejo de pacientes con CPCNP. La concentración de 

cfDNA correlaciona con la carga tumoral(103), es significativamente mayor en pacientes con 

CPCNP respecto a controles normales y en pacientes con estadios III-IV respecto a estadios I-II, 

y presenta una buena capacidad diagnóstica para distinguir entre pacientes con CPCNP de 

pacientes sanos(185). 

Algunos estudios han estimado la capacidad de la concentración de cfDNA para diferenciar entre 

cáncer metastásico de no metastásico. En el trabajo I se observó que la concentración de cfDNA 

fue significativamente más alta en pacientes con CPCNP metastásico que en pacientes con 

estadio III, tanto para el grupo de pacientes con adenocarcinomas como para el grupo de 

pacientes con otras histologías. Se obtuvo un punto de corte de concentración de cfDNA de 20.3 

ng/mL que permite clasificar a los pacientes con CPCNP como metastásico, con valores de 

sensibilidad y especificidad elevados, y un AUC de 0.86 .  

En los trabajos de esta tesis, el método utilizado para medir la concentración de cfDNA fue el 

Qubit 4 Fluorometer (ThermoFisher Scientific). Este equipo presenta una alta correlación con la 

q-PCR, la cual es el gold-estándar para la medida de la concentración de cfDNA(186). Mirtavoos 

et al. compararon dos kits comerciales para la extracción del cfDNA, y sus resultados arrojaron 
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un AUC de 0.98 en ambos kits para distinguir CPCNP metastásico de no metastásico, 

estableciendo como puntos de corte 10.1 y 13.0 ng/mL para cada uno de los métodos(157). Una 

de las fortalezas del trabajo I y que refuerza la validez analítica de nuestros resultados es que 

analizamos las muestras de un alto número de pacientes por duplicado, obteniendo una 

reproducibilidad casi perfecta (r2=0.99) para la concentración de cfDNA entre los dos viales 

analizados.  

El diagnóstico del CPCNP mediante técnicas de imagen combina el TC con el FDG-PET (FGF 

PET/TC) y proporciona información anatómica del tumor e información metabólica del mismo. 

La relación entre los parámetros derivados del FGF PET/TC y la concentración de cfDNA ha sido 

poco explorada, y los resultados obtenidos son contradictorios. En el trabajo II observamos una 

correlación significativa entre la concentración de cfDNA y los parámetros volumétricos y 

metabólicos (metabolic tumor burden (MTV) y total lesion glycolisis (TLG)) de la enfermedad 

metastásica. A diferencia de otros estudios en los que solo se analizaron los datos referentes a 

la enfermedad global, en el trabajo II se evaluó la información relativa a la enfermedad primaria 

y a la enfermedad metastásica extrapulmonar, además de la enfermedad global. Los parámetros 

relativos a la enfermedad metastásica extrapulmonar se calcularon como la suma de todas las 

lesiones extrapulmonares, lo que refleja de manera más fidedigna la carga tumoral 

extrapulmonar y la actividad metabólica. En el trabajo II no se encontraron correlaciones 

significativas entre la concentración de cfDNA y los parámetros del FDG PET/TC derivados de la 

lesión primaria o de la enfermedad total. Las ratios entre los parámetros de la enfermedad 

metastásica y los parámetros de la enfermedad total, calculados para evaluar el impacto de las 

metástasis en la enfermedad global, también presentaron correlaciones significativas con la 

concentración de cfDNA, indicando que esta refleja la carga tumoral y la agresividad de las 

lesiones metastásicas en lugar del tumor primario.  

Hasta la fecha, únicamente dos estudios han evaluado la relación entre la concentración de 

cfDNA y la información de FDG PET/TC en pacientes con CPCNP, con diseños experimentales 

diferentes y resultados contradictorios. Por un lado, Nygaard et al. analizaron la información 

derivada del tumor primario, los nódulos linfáticos y las metástasis evaluados como enfermedad 

total. El estudio no detectó una relación entre la información derivada del FDG PET/TC y  la 

concentración de cfDNA(187). Por otro lado, el estudio de Morbelli et al. se centró en evaluar la 

lesión metastásica más grande. Este trabajo detectó una correlación entre el SUVMax (la lesión 

con mayor captación de FDG) y la concentración de cfDNA, sugiriendo que la concentración de 

cfDNA correlaciona con la lesión con mayor actividad metabólica y no con la carga tumoral. 

Además, hallaron una mayor concentración de cfDNA en pacientes con lesiones metastásicas 

120



metabólicamente activas en el hueso, aunque no proporcionaron información del resto de 

órganos(188).  

El diseño del trabajo II refleja de manera más precisa el comportamiento del tumor y permite 

extraer conclusiones más robustas sobre su relación con la concentración de cfDNA, ya que 

separó la influencia de la lesión primaria y de las metástasis en la enfermedad global y evaluaba 

el conjunto de lesiones metastásicas y no únicamente la lesión metastásica mayor. 

En el trabajo II encontramos una mayor concentración de cfDNA en las muestras de plasma de 

pacientes con lesiones hepáticas, de manera similar a los datos obtenidos por Morbelli, y en 

otros trabajos(189). Se ha publicado que las características del tumor primario como la 

vascularización, la histología, el grado de perfusión y de proliferación afectan a la concentración 

de cfDNA(105). Los resultados previamente publicados y del trabajo II sugieren que factores 

biológicos que afectan al tumor primario afectan también a las lesiones metastásicas, 

produciéndose una mayor libración de cfDNA a la sangre por parte de algunos órganos, como 

en el caso del hígado, en el que la ausencia de membrana basal capilar puede facilitar la 

liberación de cfDNA a la circulación(190). Un estudio encontró una asociación estadísticamente 

significativa entre la sensibilidad analítica de un método tipo ddPCR para la detección de 

mutaciones en los genes EGFR y KRAS en cfDNA y la presencia de metástasis hepáticas y óseas, 

y concluyó que las lesiones metastásicas en estos órganos son predictivas de una mayor 

liberación de cfDNA(191). 

Actualmente el valor de la concentración de cfDNA es medida sistemáticamente para la calcular 

la cantidad de ADN necesario para la realización de las diferentes técnicas moleculares. Sin 

embargo, su valor no es reportado en el informe de laboratorio junto con el resultado del análisis 

molecular. En nuestro estudio hemos observado que la concentración de cfDNA es un parámetro 

metrológicamente robusto y que permite diferenciar pacientes con CPCNP metastásico de 

estadios más iniciales. Además, hemos demostrado una correlación entre la concentración de 

cfDNA y los parámetros de imagen de enfermedad metastásica extrapulmonar. Por lo tanto, los 

datos del trabajo I y II sugieren que sería útil incluir la concentración de cfDNA obtenida en una 

muestra de plasma junto con el resultado molecular de EGFR.   

 

4. Valor del patrón de fragmentos de cfDNA como biomarcador en el manejo de 
pacientes con cáncer de pulmón de célula no pequeña  
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La utilidad del patrón de fragmentos de cfDNA para el estadiaje de pacientes con CPCNP ha sido 

menos estudiado que la concentración de cfDNA(192). En pacientes con cáncer de pulmón, 

Soliman et al. hallaron que la integridad del cfDNA calculada como el ratio entre fragmentos 

largos y fragmentos cortos de cfDNA permitió diferenciar entre pacientes con cáncer de pulmón 

y pacientes con patología respiratoria no neoplásica y población sana(110). Recientemente, un 

estudio ha validado en una cohorte prospectiva de pacientes con cáncer de pulmón un modelo 

creado mediante machine learning que combina el patrón de fragmentación del cfDNA, la 

concentración del marcador tumoral CEA, factores clínicos de riesgo e imágenes del TC para la 

detección de pacientes con cáncer de pulmón en todos los estadios, con una alta sensibilidad y 

especificidad(193).  

Sin embargo, no existen estudios publicados que comparen la fracción de fragmentos cortos 

entre pacientes de CPCNP según el estadío tumoral. En el trabajo I, los pacientes con CPCNP en 

estadio IV presentaron una mayor fracción de fragmentos cortos (100-250 pb), así como de 

fragmentos medios (250-700 pb), con respecto a pacientes en estadio III. Se ha descrito que los 

pacientes con una alta carga tumoral, normalmente pacientes con cáncer avanzado, presentan 

una distribución trimodal de fragmentos de cfDNA, con un pico en la zona de fragmentos cortos 

y dos picos en la zona de fragmentos medios(194). En el trabajo I, una fracción de fragmentos 

cortos del 50.5% discriminaba a los pacientes con CPCNP en estadio IV frente aquellos con 

estadio III (AUC de 0.71). Sin embargo, el bajo valor de sensibilidad obtenido sugiere que la 

fracción de fragmentos cortos no tiene una utilidad clínica para discriminar entre pacientes 

metastásicos y pacientes en estadios menos avanzados.   

El trabajo II ha sido el primer trabajo publicado hasta la fecha en evaluar la correlación del patrón 

de fragmentos de cfDNA con los parámetros derivados del FDG PET/TC. La fracción de 

fragmentos cortos cfDNA correlacionó positivamente con los parámetros volumétricos como el 

MTV y metabólicos como el TLG derivados de la enfermedad metastásica, así como con sus 

ratios con la enfermedad total, indicando el origen metastásico de los mismos. Se ha 

demostrado previamente que los tumores con valores altos de MTV y TLG correlacionan con un 

alto grado de proliferación tumoral, que a su vez está relacionado con procesos apoptóticos y 

metastásicos(195,196). Durante mucho tiempo se ha creído que el éxito de los procesos 

metastásicos radicaba en la habilidad de las células malignas de escapar de la apoptosis. Sin 

embargo, en los últimos años se han desarrollado teorías contrarias a este hecho. Una de ellas  

afirma que la apoptosis puede promover la proliferación celular necesaria para compensar la 

pérdida celular tras la terapia, y así restaurar la homeostasis tisular(197). También se ha 

hipotetizado que la apoptosis de células tumorales puede activar múltiples vías de señalización 
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oncogénicas, que promueven el crecimiento de células tumorales y su supervivencia, así como 

la angiogénesis, el remodelado tisular y las metástasis, además de inhibir la respuesta inmune 

antitumoral(198).  Por otro lado, es conocida la relación entre los fragmentos de tamaño cortos 

de cfDNA y procesos apoptóticos(105). 

Por tanto, el trabajo II sugiere que los pacientes con un alto grado de proliferación tumoral 

medido como MTV y TLG tienen un alto grado de procesos apoptóticos, lo que refuerza la teoría 

de que cuanto mayor es la proliferación, mayor es la apoptosis. La relación entre los fragmentos 

cortos de cfDNA con la enfermedad metastásica sugiere que las lesiones metastásicas sufren 

procesos apoptóticos y que, por lo tanto, la fracción de fragmentos cortos de cfDNA podría tener 

un papel como un biomarcador indirecto de tumores con un alto grado de proliferación y 

apoptosis extrapulmonar.  

Al igual que con la concentración de cfDNA, se encontraron diferencias en la fracción de 

fragmentos cortos según la presencia o ausencia de lesiones metastásicas en diferentes órganos. 

Pacientes con lesiones hepáticas, pleurales y óseas presentaron una mayor fracción de 

fragmentos cortos. Debido al tamaño muestral, estos resultados no permiten extraer 

conclusiones robustas y se deberán llevar a cabo estudios prospectivos con una muestra más 

representativa de cada órgano para confirmar estos resultados. 

Los trabajos II y III ponen de manifiesto el potencial de la fracción de fragmentos cortos del 

cfDNA como biomarcador de enfermedad metastásica en pacientes con CPCNP. Sin embargo, 

una de las potenciales limitaciones del análisis del patrón de fragmentos de cfDNA como 

biomarcador es la falta de estandarización de su medida. Existen varias alternativas que difieren 

en base a la tecnología utilizada, la sensibilidad a impurezas, inhibidores y contaminación por 

ADN genómico, el tiempo de procesamiento y el coste(199). En los trabajos I y III se ha utilizado 

un equipo que se basa en la electroforesis capilar. Este tipo de tecnología presenta buenos 

valores de sensibilidad, un bajo consumo de muestra, un tiempo de análisis rápido y un límite 

de detección que se ha reducido de 100 ng/mL a 1-5 ng/mL en los últimos años. El principal 

inconveniente de esta técnica es que, a bajas concentraciones de cfDNA, la sensibilidad de estos 

sistemas es insuficiente para la caracterización del tamaño del mismo, por lo que son necesarios 

métodos de preconcentración de la muestra(200). Por tanto, este tipo de técnica no sería 

recomendable para analizar cfDNA proveniente de pacientes sanos o en estadios tempranos de 

la enfermedad neoplásica. 

La incorporación del análisis tanto de la concentración de cfDNA como de la fracción de los 

tamaños de los fragmentos del cfDNA podría convertirse en información complementaria a los 
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datos clínicos, moleculares o de imagen disponibles actualmente. Sin embargo, antes de 

incorporar estos parámetros a la práctica clínica se han de llevar a cabo estudios prospectivos 

que evalúen el rol de estos biomarcadores en el seguimiento del paciente, y establecer su 

utilidad en el diagnóstico y el pronóstico de los pacientes con CPCNP. Ambos biomarcadores 

podrían tener aplicación en el proceso diagnóstico de pacientes con CPCNP en los que la 

existencia de metástasis a distancia no está clara, particularmente en hígado. Estos 

biomarcadores también podrían ser útiles para monitorizar a pacientes en seguimiento después 

del tratamiento con inmunoterapia, o que presenten respuesta disociada, en los que la 

progresión de la enfermedad se sospecha por un incremento del SUV pero no puede ser 

objetivada mediante los criterios RECIST.   
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5. CONCLUSIONES 
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CONCLUSIONES 

1. El análisis del gen EGFR en ADN libre circulante en plasma mediante el Cobas EGFR 

mutation test v2 es una alternativa adecuada, en términos de eficacia diagnóstica, a la 

biopsia de tejido para la caracterización molecular del gen EGFR en pacientes con cáncer 

de pulmón de célula no pequeña avanzado o metastásico. 

 

2. La introduccion del Cobas EGFR mutation test v2 en la práctica clínica ha permitido el 

acceso a terapias dirigidas a los pacientes en los que no se dispone de muestra de tejido. 

 
3. El índice semicuantitativo (SQI) obtenido en el Cobas EGFR mutation test v2 es un 

parámetro robusto que correlaciona con la fracción alélica de la variante cuantificada 

mediante ddPCR en pacientes con deleciones en el exón 19 del gen EGFR. 

 

4. La concentración de ADN libre circulante correlaciona con el estadio tumoral y con 

parámetros de imagen del tumor derivados de las lesiones metastásicas en pacientes 

con cáncer de pulmón de célula no pequeña avanzado o metastásico. 

 

5. La fracción de fragmentos cortos del ADN libre circulante en plasma correlaciona con 

parámetros volumétricos y metabólicos de las lesiones metastásicas obtenidos a partir 

del FDG PET/TC en pacientes con cáncer de pulmón de célula no pequeña avanzado o 

metastásico. 
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