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PALABRAS CLAVE Resumen El carcinoma de pulmon de no célula pequena (CPNCP) presenta el mayor nimero de
ALK; dianas terapéuticas identificadas, algunas de ellas con utilidad terapéutica. En la actualidad se
Biomarcadores; considera imprescindible en estos pacientes determinar las mutaciones de EGFR, BRAF, KRAS
BRAF; y MET, las traslocaciones de ALK, ROS1, NTRK y RET y la expresion de PD-L1. El uso de la
EGFR; secuenciacion masiva (next-generation sequencing [NGS]) facilita el diagnostico molecular de

forma precisa y permite determinar otras mutaciones emergentes, como la mutacion de HER2
y los biomarcadores predictivos de respuesta a inmunoterapia.
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En este consenso, un grupo de expertos en el diagnostico y tratamiento del CPNCP seleccionado
por la Sociedad Espanola de Anatomia Patoldgica (SEAP) y la Sociedad Espanola de Oncologia
Médica (SEOM) ha evaluado la informacion actualmente disponible y propone una serie de reco-
mendaciones para optimizar la determinacion y utilizacion en la practica clinica diaria de los
biomarcadores.

© 2023 Los Autores. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. en nombre de Sociedad Espanola
de Anatomia Patologica. Este es un articulo Open Access bajo la licencia CC BY (http://
creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

New update to the guidelines on testing predictive biomarkers in non-small-cell lung
cancer: a National Consensus of the Spanish Society of Pathology and the Spanish
Society of Medical Oncology

Abstract Non-small cell lung cancer (NSCLC) presents the greatest number of identified thera-
peutic targets, some of which have therapeutic utility. Currently, detecting EGFR, BRAF, KRAS
and MET mutations, ALK, ROS1, NTRK and RET translocations, and PD-L1 expression in these
patients is considered essential. The use of next-generation sequencing (NGS) facilitates pre-
cise molecular diagnosis and allows the detection of other emerging mutations, such as the
HER2 mutation and predictive biomarkers for immunotherapy responses.

In this consensus, a group of experts in the diagnosis and treatment of NSCLC selected by the
Spanish Society of Pathology (SEAP) and the Spanish Society of Medical Oncology (SEOM) have
evaluated currently available information and propose a series of recommendations to optimize

© 2023 The Authors. Published by Elsevier Espana, S.L.U. on behalf of Sociedad Espanola
de Anatomia Patologica. This is an open access article under the CC BY license (http://

PD-L1;
ROS1
the detection and use of biomarkers in daily clinical practice.
creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
Introduccion

Los carcinomas de pulmédn no célula pequeia (CPNCP) son el
grupo de tumores con mayor nimero de dianas terapéuticas
identificadas, algunas de las cuales tienen utilidad clinica
desde los estadios mas precoces. Sin duda, el diagnéstico
molecular correcto es una obligacion para ofrecer la mejor
opcion terapéutica a cada paciente, y debe aplicarse lo mas
ampliamente posible. Afortunadamente, en los Ultimos afos
se han logrado avances importantes tanto en técnicas diag-
nosticas moleculares como en terapias personalizadas. Este
documento pretende ofrecer nuevas recomendaciones para
la determinacion de biomarcadores predictivos en CPNCP, y
sera una actualizacion de las ya publicadas en 2012, 2015 y
2020, fruto de este consenso entre la Sociedad Espanola de
Oncologia Médica (SEOM) y la Sociedad Espanola de Anato-
mia Patoldgica (SEAP)'.

Requisitos para el analisis de una muestra
biolégica 6ptima

Existen varios tipos de muestras que pueden resultar
Utiles para el estudio de biomarcadores: biopsias, piezas
quirurgicas o citologias, siempre que tengan una cantidad
suficiente de células tumorales y hayan sido correctamente
procesadas’?. La decision acerca de cual considerar depen-
dera de la experiencia y de las tecnologias disponibles en
cada laboratorio. Se recomienda en general usar la muestra

mas reciente, sobre todo en los pacientes previamente
tratados”.

Una muestra debe conservarse en formol neutro tampo-
nado al 10% de seis a 48 h en funcion de su tamaio (6-12
h en muestras pequeias y 24-48 h en resecciones quir(r-
gicas), con la presencia de un minimo de 50-100 células
viables para los estudios de inmunohistoquimica (IHQ) y de
hibridacion fluorescente in situ (fluorescence in situ hybri-
dization [FISH]). Se recomienda evitar el uso de fijadores
alternativos, como fijadores mercuriales o alcohélicos. En
el caso de las muestras citoldgicas, el bloque celular se pro-
cesa exactamente igual que la biopsia. Las extensiones se
fijan en alcohol de 96° y se recomienda tefirlas con Papa-
nicolaou. A partir de esos materiales también se pueden
realizar la mayoria de los estudios de biomarcadores®. Para
las técnicas basadas en la extraccion de acidos nucleicos,
se debe conocer el umbral del limite de deteccion (LDD) del
método utilizado. Cada tipo de técnica tiene unos requisitos
minimos diferentes, oscilando entre 30% de células tumora-
les para la secuenciacion directa, 5% para la reaccion en
cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction [PCR])
en tiempo real 0 20% para la secuenciacion de nueva genera-
cién (next-generation sequencing [NGS])°. Ademas, el tipo
de mutaciones puede cambiar el umbral de sensibilidad.
Asi, se requiere un rango de contenido de acido nucleico
de entre 5 y 10% para detectar mutaciones puntuales y
pequenas inserciones o deleciones, y hasta 30% para ana-
lizar correctamente alteraciones en el niumero de copias®.
Se recomienda disponer de dos métodos alternativos para
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Tabla 1 Biomarcadores esenciales en pacientes con CPNCP

Gen/proteina Alteracion predictiva

Metodologia

EGFR Mutacion

ALK Reordenamiento
ROS1 Reordenamiento
BRAF V600 Mutacion

PD-L1 Sobreexpresion
NTRK Reordenamiento
RET Reordenamiento
KRAS Mutacion

MET Mutacion

Amplificacion

PCR: secuenciacion de sanger, PCR en tiempo real y NGS
IHQ, FISH, PCR en tiempo real y NGS

IHQ (cribado), FISH, PCR en tiempo real y NGS

PCR en tiempo real y NGS

IHQ

IHQ (cribado), PCR en tiempo real y NGS

FISH, PCR en tiempo real y NGS

PCR: secuenciacion de sanger, PCR en tiempo real y NGS
NGS

FISH, PCR en tiempo real y NGS

ALK: anaplastic lymphoma kinase; BRAF: B-Raf proto-oncogene; CPNCP: carcinoma de pulmén de células no pequenas; EGFR: epidermal
growth factor receptor; FISH: hibridacion fluorescente in situ; IHQ: inmunohistoquimica; KRAS: kirsten rat sarcoma virus; MET: mesen-
chymal epithelial transition factor; NGS: next-generation sequencing; NTRK: neurotrophic tyrosine receptor kinase; PCR: polymerase
chain reaction; PD-L1: programmed death ligand-1; RET: rearranged during transfection; ROS1: c-ros oncogene 1.

Tabla 2 Otros biomarcadores de interés en pacientes con CPNCP

Gen/proteina Alteracion predictiva Metodologia
HER2 Mutacion NGS
Amplificacion FISH, PCR en tiempo real, NGS
TMB Mutaciones NGS
STK11 Mutacion NGS
KEAP1 Mutacion NGS
MSI Patron de hipermutacion IHQ, PCR, NGS

FISH: hibridacion fluorescente in situ; HER2: human epidermal growth factor receptor 2; IHQ: immunohistoquimica; KEAP1: Kelch-like
ECH-associated protein 1; MSI: microsatellite instability-high; NGS: next-generation sequencing; PCR: polymerase chain reaction; STK11:

serine/threonine kinase 11; TMB: tumour mutation burden.

realizar una determinacion molecular redundante, si fuera
necesario.

Respecto al manejo de todo tipo de muestras biologi-
cas, es preciso utilizar protocolos de aprovechamiento que
permitan tanto el diagnostico anatomopatoldgico como la
deteccion de biomarcadores.

¢Qué biomarcadores deberian analizarse en el
CPNCP?

En la tabla 1 se describen los biomarcadores que se deben
determinar de forma obligada en pacientes con CPNCP y en
la tabla 2 se describen otros biomarcadores de interés en
estos pacientes.

EGFR

Las mutaciones en el gen del receptor del crecimiento
epidermico (epidermal growth factor receptor [EGFR])
se identifican en aproximadamente 10-16% de los CPNCP,
siendo mas frecuentes en adenocarcinomas y en pacien-
tes no fumadores’. Las mutaciones mas frecuentes y que
se relacionan directamente con la sensibilidad a inhibidores
de tirosin-quinasa (tyrosine kinase inhibitor [TKI]) anti-EGFR
afectan al exén 19, y consisten en deleciones que conservan
el marco de lectura (in-frame deletions) entre los codo-
nes 746 y 759 (aminoacidos leucina, arginina, glutamato y

alanina, LREA) (45-50%), seguidas de mutaciones puntuales
tipo «cambio de sentido» (missense point mutations) en el
exon 21 al sustituir el aminoacido leucina por arginina en la
posicion 858 (L858R) (35-45%). Hay varios EGFR-TKI aproba-
dos para el tratamiento de primera linea de pacientes con
enfermedad metastasica y mutaciones activadoras de EGFR
(deleccién exdn 19, L858R)E, entre ellos, osimertinib (opcion
preferida en la mayoria de las guias), gefitinib, erlotinib,
afatinib y dacomitinib. Osimertinib esta también aprobado
como tratamiento adyuvante tras una reseccion quirdrgica
completa en pacientes adultos con mutacion activadora de
EGFR.

Otras mutaciones, como las inserciones en el exon 20,
deben ser detectadas debido a sus diferentes efectos y
requisitos de tratamiento’.

En relacion con la metodologia, las pruebas clinicas para
la determinacion de EGFR deben ser capaces de detectar
todas las mutaciones individuales que han sido informadas
con una frecuencia de al menos 1% en los CPNCP EGFR
mutados. Se recomienda utilizar métodos de alta sensibi-
lidad. En cuanto a los informes de resultados, se deben
especificar las mutaciones que han sido detectadas y la sen-
sibilidad de los métodos de deteccion utilizados, entre otros
datos®.

Las recomendaciones iniciales de diagndstico de muta-
ciones en EGFR han sufrido algunos cambios, entre los que
destaca el hecho de que cualquier muestra citologica con
celularidad y preservacion adecuada puede ser utilizada, la
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necesidad de utilizar técnicas con elevada sensibilidad en
comparacion con la secuenciacion tipo Sanger como método
de referencia y la falta de sensibilidad de la IHQ para el
diagndstico de mutaciones en la practica clinica’.

La mayoria de los pacientes con mutaciones de EGFR sen-
sibilizadoras (delecion exén 19 y mutaciones exon 21, L858R)
reciben un TKI anti-EGFR, siendo el mecanismo molecular de
resistencia adquirida mas frecuente la mutacion EGFR T790
M en pacientes que reciben un TKI anti-EGFR de primera o
segunda generacion (50-60% de los casos). Para la determi-
nacion de esta mutacion, se deben utilizar técnicas que sean
capaces de detectarla en al menos 5% de células viables,
incluyendo los nuevos métodos de PCR digital'®.

Los mecanismos que conducen a la resistencia adquirida
contra los TKI varian e incluyen mutaciones intragénicas,
amplificacion o fusion génica y adaptacion funcional con
transformacion histologica. Por consiguiente, los mecani-
mos de resistencia adquirida deben monitorizarse mediante
biopsia tumoral o biopsia liquida (BL)"".

ALK

Los reordenamientos de la quinasa del linfoma anaplasico
(anaplastic lymphoma kinase [ALK]) estan presentes en 2-5%
de los CPNCP avanzados’. Estos tumores surgen con mayor
frecuencia en pacientes jovenes y en mujeres con o sin
una minima exposicion previa al tabaquismo. La enferme-
dad suele ser agresiva en su curso clinico y se presenta
con eventos tromboembdlicos, siendo comunes las metas-
tasis en el higado, las superficies serosas y el cerebro'?. Los
resultados, incluyendo la supervivencia, mejoran notable-
mente con los TKI especificos de ALK y, en la actualidad, la
mediana de supervivencia global de los pacientes en estadio
IV suele superar los cinco afnos. Crizotinib fue el primer far-
maco aprobado en este contexto y, desde entonces, los TKI
de segunda (ceritinib, alectinib y brigatinib) y tercera gene-
racion (lorlatinib) estan disponibles en la Union Europea para
el tratamiento de pacientes no tratados y para aquellos que
siguen una progresion con inhibidores previos'*. El beneficio
de los farmacos individuales en estos pacientes pretratados
depende del mecanismo de resistencia, que con frecuencia
implica mutaciones adquiridas en la quinasa ALK'.

Los tipos de histologia elegibles para las pruebas de
reordenamiento de ALK deben incluir todos los adenocar-
cinomas, carcinomas con evidencia histoldgica no escamosa
y tumores escamosos en pacientes menores de 50 anos o
con poca o ninguna exposicion al tabaco (es decir, < 10
paquetes al afio)'®. Los métodos clave para detectar el
reordenamiento del gen ALK son IHQ, FISH y NGS. En la
actualidad, la IHQ representa un método rapido, fiable y
rentable para detectar fusiones ALK'®. Su uso en frotis cito-
logico es bastante controvertido, aunque estudios recientes
han demostrado la idoneidad del método’. Los anticuerpos
mas utilizados para la deteccion de reordenamientos son
D5F3 (Ventana® ALK [D5F3] CDx Assay, Tucson, Arizona, EE.
UU.) y 5A4 (Novocastra®, Leica Biosystems®, Buffalo Grove,
Illinois, EE. UU.), aunque este ultimo no esta incluido en kit
de diagnodstico'’. El apéndice cecal es adecuado tanto como
control positivo como negativo. Debe fijarse y procesarse en
las mismas condiciones que la muestra del paciente. Un caso
de tumor positivo también se puede utilizar como control.

El papel de la FISH como metodologia estandar optima es
actualmente controvertido, aunque existen algoritmos de
lectura automatizados aprobados por la Administracion de
Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) que
aumentan considerablemente su fiabilidad'®. Cuando hay un
resultado positivo de IHQ por una fuerte tincion citoplas-
mica granular con cualquiera de los anticuerpos 5A4 o D5F3,
la confirmacion por una segunda técnica no es obligatoria'.
Sin embargo, es muy recomendable en casos que no son con-
cluyentes. Esta redundancia diagndstica también es (til si se
encuentra una tincion FISH inusual'®.

Por ultimo, los métodos basados en NGS y ensayos de
ARN son muy especificos y existen numerosos estudios que
demuestran su valor para detectar fusiones en pacientes
que muestran resultados negativos con otras técnicas'®. Las
pruebas de variantes para reordenamientos especificos en
ALK, que pueden proporcionar informacién Gtil en términos
de prediccion de la respuesta a inhibidores especificos, aln
no tienen datos suficientes para su recomendacion, aunque
podrian ser utiles en el futuro®''’. En algunas circuns-
tancias, la biopsia liquida puede reemplazar el analisis de
biomarcadores tumorales tisulares, y el perfil ALK en el ADN
tumoral circulante (ctADN) puede servir como una herra-
mienta de orientacion del tratamiento?®?',

Las mutaciones de ALK estan emergiendo como importan-
tes mecanismos de resistencia a los TKI de ALK, y las pruebas
de mutacion de ALK en este escenario pueden proporcionar
informacion crucial para guiar el tratamiento, ya que los TKI
de ALK de nueva generacion muestran diferentes eficacias
contra diferentes mutaciones de ALK??.

ROS1

El oncogén c-ros 1 (c-ros oncogene 1 [ROS1]) codifica un
receptor con actividad de tirosina quinasa. Los reordena-
mientos de genes activadores con varios genes asociados se
encuentran en aproximadamente 1% de los CPNCP, en parti-
cular los que surgen en pacientes jovenes no fumadores?>.
Estos tumores se asocian frecuentemente con eventos trom-
boticos y tienen propension a desarrollar metastasis en
el sistema nervioso central (SNC)?*. Las fusiones de ROS1
ocurren casi exclusivamente en adenocarcinomas, frecuen-
temente en aquellos con un componente sélido y células en
anillo de sello?. Este perfil histologico también es tipico
de los tumores que albergan una translocacion de ALK. De
hecho, ambos receptores tienen una similitud de 77% en su
dominio de unién al ATP.

Crizotinib fue el TKl inicial aprobado para el tratamiento
de primera o segunda linea de pacientes con cancer de
pulmoén en estadio IV con reordenamiento de ROS7%°. Mas
recientemente se estan estudiando TKI como lorlatinib,
entrectinib y repotrectinib, pero ain no estan aprobados
para esta indicacion?’.

Actualmente se recomienda realizar pruebas de ROS1 en
pacientes con adenocarcinoma de pulmén en estadio avan-
zado, independientemente de las caracteristicas clinicas.
Las pruebas de ROST no se recomiendan en el carcinoma de
células escamosas, excepto en fumadores de grado bajo o
leve?’. Se utilizan tres técnicas para detectar reordenamien-
tos de ROS17: IHQ, técnicas citogenéticas, particularmente
FISH’, y técnicas moleculares como PCR con transcripcién
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inversa (reverse transcription PCR [RT-PCR]) y particular-
mente NGS'>'. Generalmente se recomienda IHQ como
método de deteccion y los casos positivos deben confir-
marse con otro método ortogonal (por ejemplo, FISH o
NGS), debido a la especificidad variable de los dos anti-
cuerpos disponibles comercialmente (D4D6, Cell Signaling
Technology y SP384, Ventana Medical Systems®)>'>%, La
muestra para analizar debe incluir al menos 20 células
tumorales y cada laboratorio debe validar su propio rango
de interpretacion'>'%28, Debe disponerse de un control
externo, distinto del apéndice cecal, y es recomendable
tener también un control tumoral positivo. También se
ha considerado como control la existencia de neumoci-
tos reactivos peritumorales positivos. Cabe destacar que
la expresion de ROS1, tipicamente focal, se puede encon-
trar en hasta un tercio de los tumores sin reordenamientos
subyacentes de ROS1, pero con otras alteraciones genémi-
cas (por ejemplo, mutaciones de EGFR, virus del sarcoma
de rata Kirsten (kirsten rat sarcoma virus [KRAS]), BRAF o
receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano
(human epidermal growth factor receptor 2 [HER2]) y
reordenamientos de ALK?®2°. Ademas, también se ha obser-
vado inmunotincion no especifica en el subtipo histoldgico
de adenocarcinoma mucinoso infiltrante y en tejido no
tumoral®°.

FISH es una de las técnicas de referencia. Utiliza son-
das separables de dos colores y recomienda un recuento
de al menos 50 células tumorales'>?33%3', Un tumor debe
considerarse positivo cuando al menos 50% de las células
tumorales tienen senales de rotura (separadas por > 1 dia-
metro de senal) o senales aisladas de 3’ (frecuentemente
marcadas con fluorocromo verde)*’. Se han descrito falsos
positivos y falsos negativos, atribuibles tanto a causas meto-
doldgicas como biolégicas®®*2. Por Gltimo, las tecnologias
NGS (basadas en ADN o ARN) han mostrado una alta sensi-
bilidad y especificidad en muestras tumorales y también en
CtADNZ021,

BRAF

Las mutaciones del protooncogén B-Raf (B-Raf proto-
oncogene [BRAF]) se observan en 2% de los carcinomas de
pulmén, son excluyentes con otras y aparecen en su mayoria
en adenocarcinomas, sobre todo de tipo papilar (80%)*. La
mutacion mas frecuente es la BRAFY%% (Val600Glu) (50%),
predomina en mujeres y puede implicar una mayor agre-
sividad tumoral, mientras que el resto son mas habituales
en varones o pacientes con habito tabaquico®. La Agen-
cia Europea del Medicamento (EMA) y la FDA han aprobado
dabrafenib y trametinib tras la eficacia demostrada en los
ensayos clinicos fase 2 en pacientes con mutacion BRAF
V600°. En el caso de la FDA, la aprobacion incluye la
necesidad de determinar la mutaciéon con el panel de NGS
Oncomine Dx Target Test®3>.

Actualmente, se permite cualquier método de PCR con
sensibilidad y calidad adecuadas para identificar mutacio-
nes BRAF. Sin embargo, no se recomienda llevar a cabo la
determinacion de esta mutacion de forma individual, por lo
que se suele estudiar en paneles de NGS, que incluyan como
minimo el analisis de los exones 11y 15 de ese gen.

PD-L1

Los inhibidores del punto de control inmunitario (ICI),
los inhibidores del receptor de la proteina programada-
1/ligando 1 de muerte celular programada (programmed
cell death protein-1/ligand-1 [PD-1/PD-L1]) y, en menor
medida, los bloqueadores de la proteina 4 asociada a los
linfocitos T citotdxicos (CTLA-4), han demostrado ser una
estrategia eficaz en el tratamiento del cancer de pulmoén,
CPNCP y cancer de pulmoén de células pequenas (CPCP), en
los ultimos 15 afios®. En la actualidad, los datos de ensa-
yos clinicos aleatorizados los respaldan como el tratamiento
estandar para pacientes con CPNCP localmente avanzado
0 metastasico, ya sea en monoterapia o en combinacion
con quimioterapia®’. Mas recientemente, el bloqueo de PD-
1/PD-L1 también ha demostrado ser eficaz en el contexto
adyuvante y neoadyuvante en pacientes con enfermedad
temprana®®*. Aunque PD-L1 esta lejos de ser un biomarca-
dor ideal, la magnitud del beneficio de los bloqueadores de
PD-1/PD-L1 en monoterapia esta relacionada con la expre-
sion tumoral de PD-L1%%, Por el contrario, la expresion de
PD-L1 no predice la eficacia de los regimenes combinados
de quimioterapia con inhibidores de PD-1/PD-L1, PD-1 con
bloqueadores de CTLA-4 o quimioterapia con PD-1y bloquea-
dores de CTLA-4%.

La prueba de PD-L1 se basa en IHQ, actualmente es la
Unica prueba predictiva validada. La diversidad de ensayos
IHQ y puntos de corte que definen un resultado positivo
ha sido una fuente de confusion y ha impulsado una serie
de esfuerzos de armonizacién por parte de la comunidad
cientifica®®*'. Las guias actuales para la determinacion del
biomarcador PD-L1 recomiendan las condiciones preanaliti-
cas habituales de las pruebas IHQ. La expresion de PD-L1
se evalla determinando el porcentaje de células tumora-
les con tincion parcial o total de la membrana de cualquier
intensidad.

Hay varios clones de PD-L1 disponibles para prue-
bas IHQ. Los cuatro mas utilizados en los laboratorios
de patologia son 22C3 y 28-8 de Agilent (que com-
parten la plataforma de diagndstico Autostainer LINK
48® de Agilent®), SP263 de Medimmune®/Ventana® vy
SP142 de Spring®/Bioscience®/Ventana® (que comparten
la plataforma de diagndstico Ventana® BenchMark)'. Las
caracteristicas de rendimiento de los ensayos 22C3 y 28-
8 parecen ser similares segln la evaluacion en paralelo
en cohortes retrospectivas. SP263 y E1L3N, utilizados en
la practica habitual pero no aprobados como pruebas de
diagnodstico complementarias, pueden mostrar patrones de
tincion comparables a los de los ensayos aprobados cuando
se validan correctamente. El Unico valor atipico consistente
ha sido el ensayo SP142, que muestra una menor tincion
de células tumorales, a pesar de que el anticuerpo SP142
reconoce epitopos idénticos o casi idénticos como SP263 y
E1L3N*2. El ensayo SP142 se optimizo tanto para la puntua-
cion de células tumorales como de células inmunitarias. Sin
embargo, su desempefno como marcador de células inmu-
nitarias se confunde aln mas por el escaso acuerdo entre
observadores en la interpretacion de la expresion de células
inmunitarias®.

En cuanto a la seleccion de muestras, si hay mas de un
bloque de tejido disponible para un tumor determinado, se
debe analizar la muestra mas representativa. Se puede ana-
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lizar mas de un bloque cuando el patélogo determina que
se necesitan pruebas adicionales para establecer el estado
de PD-L1 del tumor. Si se analizan bloques adicionales de la
misma muestra, los resultados de todos los bloques analiza-
dos deben combinarse como si estuvieran presentes en un
solo bloque de parafina*.

No es raro que el Unico material disponible provenga
de muestras citoldgicas. En estos casos, se debe tener en
cuenta que el uso de kits IHQ PD-L1 que estén validados
para muestras de biopsia fijadas en formalina e incluidas
en parafina (formalin-fixed paraffin-embedded [FFPE]), y
no especificamente para muestras citologicas, pueden ser
usados si las muestras citologicas se procesaron de acuerdo
con las mismas condiciones preanaliticas que requieren los
kits®.

NTRK

Las fusiones del receptor tirosin-kinasa neurotroéfico (neu-
rotrophic tyrosine receptor kinase [NTRK]) pueden estar
presentes en una gran variedad de tumores, tanto en adultos
como en pacientes de edad pediatrica, siendo la frecuencia
estimada en CPNCP menor de 1%. La mayoria se encuentran
en adenocarcinomas y el gen mas frecuentemente implicado
es NTRK1°.

No existen datos clinicos o patoldgicos caracteristicos de
estos pacientes, pero es crucial identificarlos puesto que se
dispone de inhibidores del receptor de tropomiosina quinasa
(iTRK) como larotrectinib y entrectinib, que han sido apro-
bados por la EMA y la FDA para el tratamiento de tumores
con fusion de NTRK®. A pesar de la marcada eficacia, el des-
arrollo de resistencias es frecuente, existiendo ya resultados
clinicos con iTRK de segunda generacion®.

Para la deteccion de estas alteraciones se recomiendan
dos estrategias: mediante NGS con un panel que incluya
el estudio de los tres genes (es decir, NTRK1, 2y 3) y
un adecuado nimero de parejas de reordenamiento o un
cribado mediante IHQ con confirmacion posterior obliga-
toria de todos los resultados positivos obtenidos mediante
NGS48’49.

RET

Las fusiones del gen reorganizado durante la transfeccion
(rearranged during transfection [RET]) se observan en dis-
tintos tipos de tumores, siendo su frecuencia en CPNCP
de 1-2%, principalmente en adenocarcinomas de pacientes
no fumadores. KIF5B es la pareja de reordenamiento mas
frecuente®®. La presencia de calcificaciones en forma de
cuerpos de psamoma debe sugerir fusiones RET>".

Actualmente se dispone de inhibidores selectivos, como
selpercatinib y pralsetinib con tasas de respuesta elevadas,
aunque su aprobacion por las agencias reguladoras para el
tratamiento de primera linea en pacientes con enfermedad
avanzada esta condicionada a los resultados que se obtengan
en los estudios fase Ill en marcha®> >3,

El método de deteccion optimo de la fusion RET es la NGS,
pero también se pueden utilizar FISH o PCR>*. Para disefar
un algoritmo eficiente de busqueda de fusiones en RET, es
importante considerar que: i) la NGS basada en el estudio del

ARN es mas sensible que si solo se investiga el ADN, v ii) los
resultados del FISH pueden ser dificiles de interpretar®->¢,

KRAS

Las mutaciones en KRAS se identifican en 25% de los
pacientes con CPNCP. Se encuentran en todos los subtipos
histologicos de adenocarcinoma, aunque son mas habitua-
les en la variante mucinosa invasiva. También se detectan
en 5% de los tumores escamosos®. Su presencia confiere
heterogeneidad biolégica y clinica, y puede no tener valor
prondstico’®.

Las mutaciones en KRAS se suelen localizar en los codo-
nes 12, 13 y 61. Las del codon 12 suponen 80% de casos,
y generalmente son transversiones de glicina por cisteina
(KRAS®'2¢)  valina (KRAS®'?Y), o aspartico (KRAS®'??), siendo
su frecuencia de 10-13, 5 y 4%, respectivamente®. Las
mutaciones KRASC'2C y KRAS®'?Y se suelen relacionar con el
tabaquismo y activan la via RalGDS/Ral/FLIP, mientras que la
mutacion KRAS®'?® es mas tipica de pacientes no fumadores
y parece activar las vias PI3K/AKT/mTOR y RAF/MEK/ERK.
Ademas, KRAS®'2¢ muestra mayor fosforilacion de ERK1/2.

Mas de 50% de CPNCP con mutaciones KRAS presentan
otra mutacion, y se pueden establecer tres subgrupos: el
subgrupo KP tiene mutaciones en la proteina tumoral 53
(tumour protein 53 [TP53]) y supone 40% de los casos; el
subgrupo KL donde se identifican serina/treonina quinasa
11 (serine/threonine kinase 11 [STK11]), proteina asociada
a ECH de tipo Kelch 1 (Kelch-like ECH-associated protein 1
[KEAP1]) o quinasa hepatica B1 (liver kinase B1 [LKB1]) y
suele asociarse con bajos porcentajes de PD-L1; y el sub-
grupo KC caracterizado por la inactivacion de CDK2A/B y se
asocia con histologia mucinosa®®®'. Por el contrario, es muy
raro encontrar mutaciones de EGFR, por lo que las mutacio-
nes de KRAS y EGFR se consideran mutuamente excluyentes.

La técnica utilizada para identificar mutaciones KRAS
suele ser la PCR. Hasta el momento, no se recomienda su
determinacion de forma aislada, pero deberia incluirse en
los paneles de NGS®2,

Tras afos sin terapias eficaces, se han desarrollado
varios inhibidores que han demostrado actividad en ensa-
yos fase Il frente a la mutacion KRAS®'?¢, como sotorasib
y adagrasib®%*; por lo que han sido aprobados por la FDA,
aunque el beneficio de estos agentes en monoterapia o en
combinacion, y a qué pacientes se les debe administrar, se
estan estudiando en ensayos de fase Ill.

MET

La activacion oncogénica del gen del factor de transicion
epitelial mesenquimal (mesenchymal epithelial transition
factor [MET]) en el CPNCP puede ocurrir principalmente por
amplificaciéon (1-5%) o por la presencia de mutaciones en
el exon 14 (3-4%) que reducen la degradacion de la pro-
teina MET’. En los CPNCP de morfologia sarcomatoide, la
frecuencia de mutaciones en el exdn 14 puede llegar a ser de
22%%>. Entre 5-20% de los pacientes con mutaciones en EGFR
adquieren resistencia a EGFR-TKI a través de la amplificacion
de MET’.

Actualmente, los resultados de varios ensayos clinicos
demuestran la actividad y tolerabilidad de los farmacos ora-
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les como capmatinib, tepotinib y savolitinb en pacientes
con mutaciones en el exén 14 de los cuales capmatinib y
tepotinib ya han sido aprobados por la EMA’. También se
estan estudiando anticuerpos conjugados, como telisotuzu-
mab vedotin, anticuerpos biespecificos como amivantamab
y otros en pacientes con amplificacion de MET.

La técnica de eleccion para estudiar la amplificacion de
MET es FISH, ya que permite estimar con mas precision el
aumento en el nimero de copias y la amplificacion clonal.
Debido a la heterogeneidad de las mutaciones en el exdn
14, el método de deteccidn dptimo en este caso es la NGS.
Se debe utilizar un panel de NGS con suficiente cobertura.
Para evitar falsos negativos, se recomienda utilizar un panel
de ARN’. Se puede detectar la sobreexpresion de MET por
la amplificacion o las mutaciones del gen, pero el valor pre-
dictivo de la IHQ de MET es todavia controvertido’-°.

HER2

En los CPNCP se puede encontrar sobreexpresion, amplifi-
cacion y mutaciones de HER2, identificandose en 3-38, 3
y 1-4%, respectivamente®®. Las mutaciones mas frecuentes
son inserciones del exén 20 (dominio tirosina quinasa), con
la insercion/duplicacion de los cuatro aminoacidos tirosina,
valina, metionina y alanina (YVMA) en el codon 776 (YVMA
776-779 ins) la mas frecuente (80-90%)°%%”. Estas mutacio-
nes se asocian sobre todo con adenocarcinomas, pacientes
no fumadores y mujeres®®. Los datos mas recientes apuntan
a que estas mutaciones son los mejores predictores de bene-
ficio clinico a terapias anti-HER2 (por ejemplo, trastuzumab
deruxtecan), independientemente del tipo de mutaciony de
la presencia de sobreexpresion y amplificacion®’.

En relacion con las metodologias para evaluar el estado
de HER2, la NGS basada en ADN o ARN es el método mas apro-
piado para seleccionar a los pacientes, frente a la I[HQ y el
FISH®”. La amplificacion se ha descrito como un mecanismo
de resistencia tras los tratamientos dirigidos®®.

Biomarcadores inmunitarios con valor
potencial

La carga mutacional tumoral (tumour mutation burden
[TMB]) se refiere al nUmero de mutaciones somaticas pre-
sentes en el tumor, excluyendo polimorfismos y mutaciones
germinales de todas las variantes expresadas por megabase
en el exoma estudiado. Las mutaciones adquiridas por las
células tumorales pueden conducir a una estructura proteica
anormal y, en consecuencia, a la expresion de neoantigenos
que pueden provocar una respuesta inmune. Curiosamente,
no existe una correlacion clara entre la expresion de PD-
L1 y TMB®. Muchos estudios han demostrado que la TMB
alta en tumores da como resultado un mejor efecto tera-
péutico con la inmunoterapia anti-PD-1/PD-L1, incluso en
algunos canceres de pulmdn®, pero no existe una validacién
definitiva para el uso de esta inmunoterapia en la practica
clinica. Sin embargo, el analisis exploratorio del ensayo Key-
note 042 sugiere que entre los pacientes con tumores que
expresan PD-L1 en > 50% de las células, solo aquellos cuyo
TMB fue superior a la mediana exhibieron algin beneficio
terapéutico con los inhibidores de PD-1/PD-L1 en compa-
racion a la quimioterapia’®. De hecho, la TMB no es un

predictor confiable del resultado para CPNCP o CPCP tra-
tados con quimioterapia con bloqueo de ICl o regimenes de
inmunooncologia dual.

Con respecto a las pruebas de TMB, la NGS dirigida se con-
sidera una buena alternativa a la secuenciacion masiva mas
compleja, y algunos datos recientes han validado el uso de
paneles grandes’"’2. Todavia se requieren estudios de armo-
nizacion para validar la interconectividad entre diferentes
estudios de NGS, la heterogeneidad del niUmero de genes
incluidos, la cobertura horizontal, la profundidad éptima
requerida, el tipo de secuenciacion quimica y los algorit-
mos bioinformaticos utilizados’'. Si finalmente se aprueban
medicamentos basados en los puntos de corte de TMB, los
esfuerzos de armonizacién en curso podrian ser muy uti-
les. La deteccion de TMB en la sangre (blood TMB [bTMB])
es factible, pero ain faltan datos sélidos sobre su utilidad
clinica.

Inestabilidad de microsatélites alta/deficiente repara-
cion de MisMatch (microsatellite instability-high/deficient
MisMatch repair [MSI-H/dMMR]) predice la eficacia de las ICI
en el cancer gastrico y el cancer de colon. Sin embargo, la
incidencia de MSI-H/dMMR en el cancer de pulmoén es baja’?,
y se necesita mas investigacion para determinar si MSI-
H/dMMR se puede utilizar como biomarcador predictivo en
este contexto. En la actualidad, la medida estandar comUn-
mente utilizada para valorar MSI-H es el método Bethesda’.
Es de destacar que los pacientes con MSI-H tienen una mayor
probabilidad de tener TMB alta, pero no al revés’>.

También se ha investigado el papel predictivo de las
aberraciones gendmicas subyacentes al cancer de pulmon’®.
Las alteraciones genéticas tipicamente percibidas como aso-
ciadas a la respuesta inmune incluyen aquellas en TP53 o
KRAS vy, por el contrario, las aberraciones que afectan a
EGFR, ALK, ROS, RET, KEAP1 o LKB1 tienen menos proba-
bilidades de estar asociadas con el beneficio del bloqueo
del punto de control®"7®. En cualquier caso, en la actuali-
dad, los datos disponibles no respaldan recomendaciones de
tratamiento basadas inicamente en dichas determinaciones
gendmicas.

Los biomarcadores inflamatorios tumorales, como las
firmas genéticas relacionadas o el contenido de células tisu-
lares (subtipos de células T, células mieloides, etc.) estan en
fase de investigacion en la actualidad, ya que son inmunote-
rapia relacionada con la sangre periférica y biomarcadores
de eficacia del microbioma.

Priorizar el uso de muestras bioldgicas para
lograr un diagnostico preciso

Un porcentaje alto de pacientes con CPNCP se diagnostica
en estadios avanzados. Estos pacientes no son subsidiarios
de cirugia, por lo que el diagnostico se realiza mediante
biopsias pequefas y muestras citoldgicas. El desarrollo de
técnicas de imagen que guian la puncion de aspiracion con
aguja fina (PAAF) y la biopsia por aspiracion con aguja fina
(PAAF-B) permite la obtenciéon de muestras en la cantidad
y calidad necesarias para realizar un diagnostico completo,
tanto morfoldgico como de biomarcadores (fig. 1)°.

Las guias internacionales recomiendan, independiente-
mente del tipo de muestra’’: i) realizar un diagndstico
morfoldgico preciso (es decir, subtipificar el CPNCP); ii) el
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Figura 1  Actualizacion del algoritmo diagnostico con muestra pequefia en pacientes con CPNCP.[[[[FP]]]] ALK: anaplastic lymp-

homa kinase; BRAF: B-Raf proto-oncogene; CPNCP: carcinoma de pulmén de células no pequenas; EBUS: endobronchial ultrasound;
EGFR: epidermal growth factor receptor; EUS: endoscopic ultrasound; FISH: hibridacion fluorescente in situ; IHQ: inmunohisto-
quimica; KRAS: kirsten rat sarcoma virus; MetEx 14: mesenchymal epithelial transition factor exon 14; NGS: next-generation
sequencing; NTRK: neurotrophic tyrosine receptor kinase; PAAF: puncion por aspiracion con aguja fina; PAAF-B: biopsia por aspira-
cion con aguja fina; PCR: polymerase chain reaction; PD-L1: programmed death ligand- 1; ROS1: c-ros oncogene 1; RET: rearranged

during transfection; ROSE: rapid on site evaluation.

diagnostico de CPNCP subtipo no especificado (CPNCP-NE)
debe ser menor a 10% de los diagnodsticos con mues-
tra pequena/citologia; iii) hacer un uso juicioso de la
IHQ/inmunocitoquimica (immunocytochemistry [ICC]); y iv)
reservar muestra para estudio de biomarcadores.

En el caso de la puncion PAAF/PAAF-B guiada por técni-
cas de imagen, se recomienda el uso de la evaluacion rapida
in situ (rapid on-site evaluation [ROSE]). Ademas de evaluar
si una muestra es suficientemente adecuada para facilitar
una aproximacion diagndstica, ROSE también permite con-
trolar toda la fase preanalitica y la preparacion in situ de
la muestra para el analisis de los biomarcadores necesarios
segln la impresion diagnostica preliminar®78.

En el caso de las muestras citologicas, se recomienda
manejar la muestra in situ para procesarla de forma ade-
cuada mediante: i) extensiones con fijacion en alcohol de
96° inmediata; ii) extensiones secadas al aire y tefidas con
Giemsa®/Diff-Quik®; iii) bloque celular; iv) lavado de aguja
en fijador de citologia liquida (lo que proporciona buena
conservacion de ARN).

Cualquiera de estos tipos de muestra citologica es Util
para la realizacion de biomarcadores mediante IHQ/ICC,
FISH y técnicas basadas en PCR>7%-81,

La IHQ/ICC ofrece resultados excelentes, que son com-
parables a los obtenidos mediante biopsia en bloque
celular y en extensiones previamente tefnidas con Papani-
colaou. Las extensiones citologicas no tefidas y tenidas con
Giemsa®/Diff-Quik® y Papanicolaou son un sustrato exce-
lente para FISH. Se analizan ndcleos enteros, evitando los
problemas relacionados con el corte en el material de para-
fina (es decir, los nlicleos no se truncan al cortar los bloques
de parafina con el micré6tomo, no se pierde la tridimensio-
nalidad). El ADN y ARN es de mejor calidad en muestras no
fijadas en formol.

El estudio molecular supone menor problema habitual-
mente en las piezas quirlrgicas, ya que se cuenta con mayor
cantidad de tejido. No por esto esta exenta de dificultades,
debiendo realizarse una adecuada fijacion de las piezas
quirurgicas, no menos de 24-48 h. Deben evitarse areas de
necrosis y realizar las determinaciones sobre muestras que
cuenten con, al menos, con 30% de celularidad tumoral
viable. Ademas, debe realizarse un tallado adecuado de las
piezas, segun protocolos macroscopicos (por ejemplo, Libro
blanco de anatomia patoldgica), incluyendo un ndmero
suficiente de secciones del tumor. Los tumores de tamano
no mayor a 3 cm deben incluirse en su totalidad. Un
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buen estudio histoldgico es el primer biomarcador, ya que
determinara el subtipo histologico y orientara las determi-
naciones moleculares a realizar (superponible a lo indicado
anteriormente para biopsia pequefa y citologia). Algunos
subtipos histoldgicos estan asociados a distintas alteracio-
nes moleculares, si bien, no debe considersrse excluyente
para la deteminacion de biomarcadores en cancer de
pulmon ninguna variable clinica ni histolégica. Otro debate
se plantea acerca de la deteminacion molecular en tumores
con diferentes subtipos histoldgicos (hecho muy frecuente
en adenocarcinomas). En estos casos seria conveniente tes-
tar en la muestra correspondiente al subtipo mas frecuente,
anhadiendo ademas la determinacion en subtipos secunda-
rios, sobre todo si presentan diferenciacion mucinosa, en
células claras, anillo de sello o presencia de psammomas.

Para todos los métodos de analisis de biomarcadores
citados anteriormente, en la figura 2 se expone una actua-
lizacion del protocolo a seguir para analizar una muestra
bioldgica de CPNCP.

El papel de la NGS en el CPNCP

En los Ultimos afnos se ha incrementado la necesidad de
realizar pruebas multigénicas en pacientes con cancer de
pulmon, incluyendo alteraciones de factores oncogénicos,
comutaciones o mecanismos de resistencia®’. La NGS per-
mite secuenciar genes largos y complejos y multiples genes
en una muestra del paciente, con el fin de identificar alte-
raciones de factores y dianas, minimizando el uso de tejidos
en un corto periodo de tiempo, y su uso en la practica clinica
diaria.

La Sociedad Europea de Oncologia Médica (ESMO) ha
establecido recomendaciones sobre si la NGS multigénica
tumoral puede utilizarse y como para perfilar los canceres
metastasicos siguiendo la clasificacion de la Escala de Capa-
cidad de actuacion Clinica de Objetivos Moleculares (Scale
for Clinical Actionability of Molecular Targets [ESCAT])®. La
ESCAT es un marco que clasifica la correspondencia entre el
farmaco y las alteraciones genomicas, segun su capacidad
de actuacion a tres niveles®: i) desde la perspectiva de la
salud publica; ii) desde la perspectiva de los centros acadé-
micos de investigacion clinica; y iii) a nivel de cada paciente
individual.

En lo que respecta al cancer de pulmoén, las recomen-
daciones generales para la practica diaria consideran que
una muestra de tumor o plasma de un paciente con NSCLC
no escamoso avanzado se perfila mediante tecnologia NGS,
con el fin de detectar las alteraciones ESCAT de nivel | (el
emparejamiento alteracion-farmaco se asocia con un mejor
resultado en los ensayos clinicos, listos para uso rutina-
rio). Las pruebas deben incluir EGFR, ALK, ROS1, BRAF,
RET, HER2, NTRK, KRAS y MET. Ademas, para los centros
de investigacion clinica, es muy recomendable realizar la
secuenciacion multigénica para acceder a farmacos innova-
dores y ensayos clinicos, a diferencia del uso en pacientes
individuales, para los que se esperan pocos hallazgos clini-
camente significativos con la NGS®3.

La eleccion del tamafo del panel de NGS dependera del
tipo de alteraciones que se quieran estudiar, del tiempo de
respuesta que se requiera y de los costes que se puedan
esperar®®, Se recomienda que cada servicio implemente

el panel que mejor cubra sus necesidades y que se esté
muy familiarizado con su cobertura para poder ampliar los
estudios moleculares si los resultados iniciales son completa-
mente negativos. En este sentido, para identificar fusiones
tratables se recomienda el uso de paneles de ARN debido
a que son mas sensibles que los que usan exclusivamente
ADN?®’,

Los acidos nucleicos de partida se obtienen principal-
mente de muestras fijadas en formol e incluidas en parafina
(englobando tanto las muestras tisulares como los bloques
celulares procedentes de muestras citologicas) o de los aci-
dos nucleicos presentes en el plasma. En la primera etapa
de preparacion de la muestra, es fundamental la revision
exhaustiva de todo el material de cada paciente para la
seleccion del bloque parafinado mas adecuado, teniendo en
cuenta las variables preanaliticas (hay que evitar la fijacion
insuficiente y todos los fijadores que no sean formol neutro
tamponado a 10%) y el porcentaje de celularidad tumoral
(punto de corte 6ptimo: igual o mayor a 30%)%.

Las dos aproximaciones metodologicas de NGS mas imple-
mentadas en la practica clinica son la amplificacion en
puente (Illumina®, San Diego, CA, EE. UU.) y la PCR en
emulsion (Thermo Fisher Scientific®, Waltham, MA, EE. UU.),
habiéndose descrito fortalezas y debilidades para cada una
de ellas. Entre las ventajas de la amplificacion por puente
de Illumina® se destaca que permite identificar alteracio-
nes «desconocidas» y trabajar con paneles de genes mas
grandes, mientras que la PCR en emulsion de Thermo Fisher
Scientific® requiere menor cantidad de material de partiday
emite resultados moleculares con tiempos de respuesta mas
cortos®*%°,

Los hallazgos moleculares obtenidos se deben reflejar en
el informe de resultados de la NGS, junto con las conclusio-
nes relevantes en el contexto del tumor de cada paciente. Es
muy importante la discusion de los resultados en un comité
multidisciplinar, ya que existen cada vez mas evidencias de
que esta practica mejora los resultados clinicos®™.

El papel de la biopsia liquida en el CPNCP

El concepto de biopsia liquida define aquellas pruebas rea-
lizadas sobre una muestra de sangre periférica u otro fluido
bioldgico con el objetivo de detectar en ellos células tumo-
rales circulantes (CTC) o fragmentos de acidos nucleicos
procedentes de un tumor como ADN libre circulante (cfADN),
ctADN, exosomas circulantes, ARN plaquetario y ARN cir-
culante tumoral (ctARN), aislados en sangre (plasma) o en
orina, liquidos pleurales, asciticos, liquido cefalorraquideo
(LCR) vy saliva. La biopsia liquida alcanza una especificidad
elevada (de 96%) pero su sensibilidad baja hasta 66%°', por
lo que un resultado negativo no es definitivo y precisa una
confirmacion sobre el tejido.

Por tanto, su papel es complementario a la biopsia y
sus recomendaciones actuales se basan en dos contextos
clinicos cuando el tejido sea limitado o insuficiente: a) la
determinacion de alteraciones moleculares que afectan a
la sensibilidad al tratamiento, y b) la determinacion de los
mecanismos de resistencia tras progresion con un TKI?"2,
Un tercer contexto seria la monitorizacion de la eficacia
del tratamiento basada en carga de ctADN para enfermedad
minima residual (EMR), aproximacion atractiva pero todavia
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Figura 2

Actualizacion del protocolo para el andlisis de multiples biomarcadores en una muestra biologica de CPNCP.[[[[FP]]]]EL

numero de secciones de cada prueba se muestra en azul. 2Los requisitos para la extraccion de acido nucleico en pruebas moleculares
individuales o paneles genéticos extendidos (NGS) son variables. Figura modificada de Conde E, et al. (confidencial, enviado).

AC: adenocarcinoma; ALK: anaplastic lymphoma kinase; BRAF: B-Raf proto-oncogene; CPNCP: carcinoma de pulmon de células
no pequeiias; CPNCP-NE: CPNCP subtipo no especificado; EGFR: epidermal growth factor receptor; FISH: hibridacion fluorescente
in situ; H&E: haematoxylin and eosin; IHQ: inmunohistoquimica; KRAS: kirsten rat sarcoma virus; MET: mesenchymal epithelial
transition factor; NGS: next-generation sequencing; NTRK: neurotrophic tyrosine receptor kinase; PCR: polymerase chain reaction;
PD-L1: programmed death ligand-1; RET: rearranged during transfection; ROS1: c-ros oncogene 1.

no bien establecida desde el punto de vista técnico (es nece-
sario establecer las unidades de cuantificacion), pero donde
los niveles fluctuantes de ADN circulante no tumoral pue-
den afectar los resultados®. Su uso en diagndstico precoz
presenta dificultades por la baja sensibilidad en enfermedad
localizada. Basicamente, el mayor desarrollo se ha hecho en
mutaciones de EGFR, pero actualmente se esta incorporando
en otras alteraciones moleculares, aunque la deteccion de
reordenamientos génicos a partir de ARN circulante continla
siendo un reto técnico en vias de resolucion?'.

Algunos requerimientos técnicos de la biopsia liquida son
la necesidad de volumenes de sangre mayores de lo habi-
tual (dos tubos de 10 mL). Es preferible utilizar plasma
mejor que suero para la extraccion de acidos nucleicos. El
tiempo maximo de espera hasta la extraccion del plasma es
de dos horas para tubos con acido etilendiaminotetraacé-
tico (EDTA) y tres dias para tubos con agentes preservadores
especiales (Streck®). No se debe congelar la sangre antes
de la extraccion del plasma. La extraccion del ADN debe
realizarse con protocolos disefados para ADN de pequeno
tamafio y fragmentado®. También recordar que hasta 10%
de mayores de 65 anos presentan fenomenos de hemato-
poyesis clonal que podria ser malinterpretada como falsos
positivos®>.

Se recomienda el uso de técnicas con elevada sensibi-
lidad, como la PCR digital. En el caso de la NGS hay una
buena concordancia con los resultados en tejido, excepto
para las variantes que se encuentran con una frecuencia
alélica menor de 1%4, si bien existen herramientas como el

identificador molecular Unico (unique molecular identifier
[UMI]) para optimizar la deteccion. Dos plataformas comer-
ciales de NGS (Guardant360® y FoundationOne Liquid CDx)
tienen la aprobacion de la FDA para el analisis de tumores
solidos incluyendo carcinomas de pulmén?'.

En definitiva, la biopsia liquida se ira progresivamente
incorporando al diagndstico molecular, al seguimiento del
tratamiento, a la deteccion de EMR y al diagnostico precoz
en cuanto los estudios prospectivos confirmen su utilidad
clinica.

Principales requisitos para implementar un
buen control de calidad

Las pruebas moleculares se estan convirtiendo en una
herramienta de diagndstico esencial y en una parte del
tratamiento estandar en pacientes con cancer. Tanto los
laboratorios como los patologos se enfrentan a nuevos
retos para poder cumplir con este novedoso requisito en la
atencion al paciente. Los laboratorios de patologia deben
incorporar métodos fiables para garantizar una calidad y un
procesamiento optimos de las muestras a fin de reducir el
riesgo de errores en las pruebas de biologia molecular®.
Ademas, los patoélogos que ejercen deben ir mas alla del
diagnostico y la clasificacion para producir la informacion
necesaria para guiar el tratamiento de manera precisa y
oportuna®.
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Tabla 3 Ejemplos de esquemas europeos de garantia de calidad
Proveedor Nombre Material de partida Objetivo Formato
EMQN Prueba molecular de Plasma que contiene Mutaciones en el gen 5 casos clinicos
cfADN en plasma para cfADN EGFR simulados con muestras
el gen EGFR (piloto) coincidentes
Prueba molecular en Mezcla de tejido real Mutaciones en los 10 casos clinicos
cancer de pulmon y materiales FFPE genes EGFR, PIK3CA, simulados con muestras
KRAS y BRAF coincidentes
Secuenciacion de ADN Muestra de ADN Se puede utilizar 1 caso clinico simulado
- NGS derivada de material cualquier estrategia con muestras
FFPE NGS coincidentes
Pruebas de panel de Secciones laminadas Mutaciones en los 3 casos clinicos
oncogenes de materiales FFPE genes EGFR, PIK3CA, simulados con muestras
KRAS, HRAS, NRAS, coincidentes
KIT, TP53 y BRAF
ESP ALK FISH Portaobjetos Reordenamientos de 5 resecciones, 5 casos
ALK digitalizados
ALK IHQ Portaobjetos Reordenamientos de 5 resecciones
ALK
EGFR, KRAS Portaobjetos/secciones  Mutaciones 10 especimenes de
(opcional), BRAF laminadas reseccion, posible linea
(opcional) celular
ROS1 FISH Portaobjetos Reordenamientos de 5 resecciones o posibles
ROS1 lineas celulares, 5 casos
digitalizados
ROS1 IHQ Portaobjetos Reordenamientos de 5 resecciones o posibles
ROS1 lineas celulares
PD-L1 Portaobjetos Sobreexpresion de 8 resecciones (TMAs) y 4
PD-L1 casos digitalizados
Esquema MET EQA Portaobjetos/secciones ~ MET exon 14 5 resecciones
(salto ex 14) para laminadas mutaciones
ADN y ARN
NordiQC PD-L1 Portaobjetos Sobreexpresion de 1 preparacion con varios
PD-L1 €asos y un caso interno
SEAP ALKanza MODULE Portaobjetos Reordenamientos de 1 preparacion con varios
ALK €asos y un caso interno
EGFR Portaobjetos/secciones  Mutaciones de EGFR 4 portaobjetos
laminadas consecutivos
UKNQEQAS CPNCP ALK IHQ Portaobjetos Reordenamientos de 1 portaobjetos con varios
ALKy ROS1 casos y uno interno
CPNCP ALK/ROS1 Portaobjetos Reordenamientos de 1 portaobjetos con varios
FISH (piloto) ALKy ROS1 casos y uno interno
CPNCP PD-L1 IHQ Portaobjetos/secciones  Sobreexpresion de 1 portaobjetos con varios
(piloto) laminadas PD-L1 casos y uno interno
Gen QA Cancer de pulmon Portaobjetos/secciones  EGFR, ALK (opcional), 5-4 casos
laminadas KRAS (opcional),
BRAF (opcional)
ctADN (piloto) Plasma Mutaciones de EGFR 5 casos
Biomarcadores Portaobjetos/secciones  ROST1, RETy MET 4 casos

adicionales del
cancer de pulmon

laminadas

(amplificacion)

ALK: anaplastic lymphoma kinase; BRAF: B-Raf proto-oncogene; cfADN: ADN libre circulante; CPNCP: carcinoma de pulmén no célula
pequena; ctADN: ADN tumoral circulante; EGFR: epidermal growth factor receptor; FFPE: formalin-fixed paraffin-embedded; FISH: hibri-
dacion fluorescente in situ; HRAS: Harvey Rat sarcoma virus; IHQ: inmunohistoquimica; KIT: proto-oncogene receptor tyrosine kinase;
KRAS: kirsten rat sarcoma virus; MET: mesenchymal epithelial transition factor; NGS: next-generation sequencing; NRAS: neuroblas-
toma ras viral oncogene homolog; PD-L1: programmed death ligand-1; PIK3CA: phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic
subunit alpha; RET: rearranged during transfection; ROS1: c-ros oncogene 1; TMAs: tissue microarrays; TP53: tumour protein 53.
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Tabla 4 Propuesta de informe de resultados patologicos

Identificacion del paciente y del médico que solicito la prueba (o, en su defecto, de la persona autorizada)

Diagnostico patologico

Tipo de muestra presentada
Tratamiento previo (Si/No)
Momento de la biopsia (inicial/recaida/progresion)
Fecha de recogida de la muestra

El codigo externo en el caso de los centros de referencia

El medio en el que se recibio la muestra (fresca, congelada, embebida en parafina, etc.)

El origen anatomico de la muestra

La fecha del envio, la fecha de recepcion de las muestras y la fecha de emision de los resultados
El método de prueba de biomarcadores utilizado, especificando las mutaciones detectables u otras anomalias. En el caso de
los kits comerciales, debera indicarse el nombre comercial, el nimero de lote y si se trata de un producto autorizado para

«diagnostico in vitro»

Nombre de la plataforma utilizada y fecha de caducidad del producto

La calidad de la muestra, especificando el porcentaje de células cancerosas y si la muestra se enriqueciéo mediante
microdiseccion o macrodiseccion, asi como la concentracion y pureza del ADN

Comentarios sobre el caracter adecuado o inadecuado de la muestra

El resultado de la prueba, que define el tipo de anomalia molecular detectada o la ausencia de anomalias moleculares

Identifiacion del profesional responsable de la prueba (en todas las fases)

Identificacion del supervisor del laboratorio (opcional)

Cualquier informacion adicional o comentario de interés para el médico que solicito la muestra

Acreditacion o participacion en programas de calidad

Los resultados de los biomarcadores predictivos a
menudo determinan qué terapia (por ejemplo, quimiotera-
pia, inmunoterapia o terapia dirigida) reciben los pacientes.
Por lo tanto, los errores de laboratorio pueden derivar en
decisiones de tratamiento incorrectas o suboptimas vy, en
consecuencia, danar al paciente. Para garantizar pruebas de
alta calidad, los laboratorios deben contar con un sistema
de garantia de calidad y cumplir con los estandares interna-
cionales relevantes de organizaciones certificadas como la
Organizacion Internacional para la Estandarizacion (Interna-
tional Organization for Standardization [ISO]), el Colegio
de Patodlogos Estadounidenses (College of American Pat-
hologists [CAP]) o el programa de las Enmiendas para el
Mejoramiento de Laboratorios Clinicos (Clinical Laboratory
Improvement Amendments [CLIA]) (tabla 3)%6-1,

El progreso de la medicina personalizada se ve limitado,
en parte, por la falta de documentacion europea e inter-
nacional normalizada y la insuficiencia de guias para los
flujos de trabajo preanaliticos. El proceso preanalitico ha
sido examinado recientemente con cierto detalle por el pro-
yecto SPIDIA® (http://www.spidia.eu). Los siguientes datos
se consideraron necesarios para emitir un informe conforme
a las guias de buenas practicas (tabla 4)°: i) identifica-
cion del paciente: el paciente debe estar correctamente
identificado -los laboratorios exigen un minimo de dos iden-
tificadores Unicos del paciente mas un identificador Unico de
la muestra en el formulario de solicitud y en el informe-; ii)
estilo y contenido de los informes: los informes largos rara
vez se leen en su totalidad, y la longitud importa; informes
de una pagina o, mejor aln, de una sola cara, siempre que
sean legibles. Debe incluirse una presentacion clara de los
resultados, la(s) prueba(s) realizada(s) y cualquier limita-
cion de las pruebas (por ejemplo, ;se analizaron todas las
mutaciones posibles o solo una seleccion de las mas comu-
nes?); iii) interpretacion: debe describirse el resultado de
la prueba y proporcionarsele una interpretacion adecuada,

sobre todo cuando se trate de una decision terapéutica; iv)
informes integrados: la necesidad de integrar los resultados
de los pacientes esta ampliamente reconocida. A medida
que se generalice el uso de paneles genéticos, los resulta-
dos de las distintas pruebas genéticas deberan fusionarse
en un Unico informe. Ademas, los resultados de varias espe-
cialidades patologicas sobre pacientes individuales deben
integrarse en el mismo informe.

Los servicios de patologia quirGrgica deberian obtener
una acreditacion en material de garantia de calidad. Todos
los laboratorios que prestan servicios de patologia molecular
deberian tener una acreditacion de laboratorio segln la nor-
mativa ISO 15189 o su equivalente nacional. La acreditacion
proporciona a los pacientes, al personal, a los usuarios de
los servicios y a los comisionados pruebas de la competencia
del laboratorio.

Conclusiones

En la actualidad, en pacientes con CPNCP es preciso defi-
nir una estrategia diagnostica gendmica clara que permita
establecer indicaciones terapéuticas 6ptimas en cada uno.

Con este objetivo, en el nuevo consenso de la SEOM y la
SEAP se proponen las siguientes recomendaciones: i) es man-
datorio determinar las mutaciones EGFR, BRAF, KRAS y MET,
las traslocaciones ALK, ROS1, RET y NTRK, y la expresion
de PD-L1 en CPNCP; ii) otras determinaciones emergentes
como la mutacion HER2 y los biomarcadores inmunes como
TMB, MSI, STK11y KEAP1 son recomendables, especialmente
si se dispone de NGS; iii) estas determinaciones molecu-
lares se pueden realizar en cualquier estadio de CPNCP o
pacientes clinicamente seleccionados y, de forma progre-
siva, se pueden establecer nuevas indicaciones terapéuticas
que precisen de esta informacion; iv) la disponibilidad de
NGS facilita en gran medida el diagnostico molecular de
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forma precisa y eficaz, por lo que su uso deberia genera-
lizarse hoy en dia; v) la biopsia liquida tiene un papel cada
vez mayor en el diagnoéstico molecular, especialmente si el
tejido es limitado, pero también su papel en el seguimiento
del tratamiento es prometedor, tanto en la deteccion de
EMR vy diagnostico precoz; vi) es fundamental analizar de
forma optima la muestra tumoral, realizando una correcta
priorizacion de las determinaciones moleculares que se van
a realizar, asi como un buen control de calidad en todo
el proceso; vii) se necesita que exista una colaboracion
multidisciplinar adecuada entre los diferentes profesionales
implicados para conseguir la maxima calidad en el proceso
diagnostico y en la determinacion de la mejor oportuni-
dad terapéutica para cada paciente con CPNCP en cualquier
estadio de su enfermedad.
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