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PALABRAS CLAVE Resumen Actualmente los pacientes con cancer de pulmén no microcitico (CPNM) avanzado
Cancer de pulmoén de portadores de mutaciones del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), y proba-
célula no pequena; blemente en un futuro cercano los pacientes con reordenamientos del gen de la quinasa del
EGFR; linfoma anaplasico (ALK), pueden recibir un tratamiento especifico basado en el resultado del
ALK; analisis de biomarcadores. Esto les proporcionara mayor calidad de vida y supervivencia libre
KRAS; de progresion que la quimioterapia convencional.

HER-2; Este documento de consenso nace como una iniciativa conjunta de la Sociedad Espanola de
BRAF; Anatomia Patologica (SEAP) y de la Sociedad Espanola de Oncologia Médica (SEOM) y propone
Biomarcadores recomendaciones diagnosticas y terapéuticas para el paciente con CPNM avanzado basadas en la

evidencia cientifica relacionada con el uso de biomarcadores. Por tanto, supone una oportunidad
para mejorar la eficiencia de la actividad asistencial y la utilizacion de recursos, lo que sin duda
redundara en un beneficio para estos pacientes.
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Aunque este campo esta en constante evolucion, en la actualidad, con los datos disponibles,
este grupo de expertos recomienda que en todos los pacientes con CPNM avanzado de células
no escamosas, asi como en pacientes no fumadores con independencia del subtipo histologico,
se determine el estado mutacional del gen EGFR en un plazo maximo de 7 dias a partir del
diagnostico anatomopatologico. Los laboratorios involucrados deben participar en programas
de gestion de calidad externos. Por el contrario, los reordenamientos del gen ALK solo se deben
analizar en el marco de un ensayo clinico, aunque con los datos tan prometedores que se han
obtenido se justificara previsiblemente en un futuro préximo su estudio rutinario en pacientes
sin mutaciones de EGFR. Por Gltimo, no se considera necesaria la determinacion rutinaria de
otras anormalidades moleculares en la practica clinica actual.

© 2011 SEAP y SEC. Publicado por Elsevier Espafa, S.L. Todos los derechos reservados.

KEYWORDS Guidelines for biomarker testing in advanced non-small cell lung cancer. A National
Non-small cell lung Consensus of the Spanish Society of Pathology and the Spanish Society of Medical
cancer; Oncology

EGFR; . . . .

ALK; Abstract Patients with advanced non-small cell lung cancer (NSCLC) carrying epidermal growth
KRAS: factor receptor (EGFR) mutations can now have specific treatment based on the result of biomar-
HER-2: ker analysis. Furthermore, this will probably soon be available for patients with rearrangements
BRAF;’ of the anaplastic lymphoma kinase (ALK) gene. More than conventional chemotherapy, such
el treatment provides a better quality of life and progression-free survival.

This consensus document is a joint initiative of the Spanish Society of Pathology (SEAP) and
the Spanish Society of Medical Oncology (SEOM). It makes diagnostic and treatment recommen-
dations for advanced NSCLC patients based on scientific evidence of biomarker use. Thus it
aims to improve both the efficiency of healthcare and the use of resources, undoubtedly to the
patients’ benefit.

Although this field of research is constantly evolving, with data available at the present time,
this panel of experts recommends that all patients with advanced NSCLC of non-squamous cell
subtype, or non-smokers regardless of the histological subtype, should be tested for EGFR gene
mutations within a maximum of 7 days subsequent to the histopathological confirmation of
the diagnosis. Participating laboratories must comply with external quality controls. However,
at present, ALK gene rearrangements should only be tested in the context of a clinical trial,
although the promising results obtained to date would suggest that its routine testing in patients
with no EGFR mutations will be justified in the near future. Lastly, routine testing for other
molecular abnormalities is not considered necessary in current clinical practice.
© 2011 SEAP y SEC. Published by Elsevier Espana, S.L. All rights reserved.

Introduccioén de biomarcadores debe realizarse en un entorno asisten-
cial que garantice los controles de calidad adecuados y la
El cancer de pulmoén supone un reto sanitario de gran enver- disponibilidad de los resultados en el tiempo recomendado.

gadura. De los mas de 11 millones de casos nuevos al afho de
cancer a nivel mundial, uno de cada ocho es un cancer de
pulmén, y en el mundo cada afo fallecen mas de 1.100.000
personas debido a este tumor. En Espafa se estima que en
2012 habra 24.500 casos incidentes de cancer de pulmon,
siendo esta la primera causa de muerte por cancer en varo-
nes (19.681 casos) y la tercera en mujeres (4.011 casos).
Datos similares se observan cuando se analizan cifras euro-
peas, norteamericanas o incluso mundiales’.

En los GUltimos afios se han producido multiples cambios en
el abordaje del cancer de pulmon, y en particular en el can-
cer de pulmén no microcitico (CPNM), entre los que destaca
el reconocimiento de biomarcadores que permiten seleccio-
nar el tratamiento en algunos subgrupos de pacientes con
enfermedad avanzada. La decision de qué biomarcadores y
en qué subgrupo de pacientes deben ser analizados es clave,
y ademas debe hacerse en un tiempo adecuado, ya que el
primer tratamiento que recibe un paciente con cancer es el
que le proporciona mas posibilidades. Ademas, el estudio

No cabe duda de que la complejidad del abordaje del
cancer requiere, cada vez mas, una estrecha colaboracion
entre distintos profesionales, y que el éxito de la implanta-
cion de estrategias terapéuticas individualizadas basadas en
el uso de biomarcadores en el entorno asistencial necesita
coordinacion entre patologos y oncélogos.

El primer biomarcador y, por ello, la base sobre la que
debe ser construida esta relacion es el diagnostico ana-
tomopatologico. Conscientes de ello, este documento de
consenso nace como una iniciativa conjunta de la Socie-
dad Espanola de Anatomia Patoldgica (SEAP) y la Sociedad
Espanola de Oncologia Médica (SEOM). Ha sido elaborado
por 10 expertos (5 patdlogos con actividad asistencial y 5
oncologos médicos) y tiene como objetivo proponer reco-
mendaciones diagnosticas y terapéuticas basadas en la
evidencia cientifica para pacientes con CPNM avanzado.

La intencion de este documento es que sirva de marco
para que el Comité de Tumores de cada centro, de acuerdo
con la Direccion, establezca los circuitos apropiados que
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garanticen que los pacientes con CPNM avanzado subsi-
diarios de estudio de biomarcadores cuenten con esta
posibilidad y que las determinaciones se lleven a cabo
siguiendo las recomendaciones de las sociedades cientificas,
con procedimientos de calidad contrastada y en un tiempo
clinicamente razonable.

Este documento promueve la estandarizacion y la calidad
de la practica clinica, potenciando una menor variabilidad
clinica por causas organizativas. Por ello, es una gran opor-
tunidad para mejorar la eficiencia de la actividad asistencial
y optimizar el uso de los recursos disponibles, lo que sin duda
redundara en un claro beneficio para los pacientes.

Aspectos clinicos

A pesar de los avances realizados, actualmente solo se han
podido identificar alteraciones moleculares en aproximada-
mente el 50% de los adenocarcinomas?. Aunque la mutacién
de KRAS es la mas frecuente, merecen mencion especial las
mutaciones del receptor del factor de crecimiento epidér-
mico (EGFR) y los reordenamientos de la quinasa del linfoma
anaplasico (ALK) por su trascendencia clinica.

Importancia clinica de la mutacién de EGFR

EGFR es una glucoproteina transmembrana compuesta por
un dominio extracelular aminoterminal para la unién de
ligandos, una hélice transmembrana hidréfoba, un dominio
citoplasmatico que contiene el dominio tirosina quinasa y
una region carboxiterminal que contiene residuos de tiro-
sina y elementos reguladores del receptor. La unién de los
ligandos al dominio extracelular da lugar a la oligomeriza-
cion del receptor, que activa la porcion tirosina quinasa de
la molécula y origina la autofosforilacion de ambos dominios
del receptor.

Aunque existen distintas alteraciones relacionadas con
EGFR, como la amplificacion génica y la sobreexpresion pro-
teica, solo la presencia de mutaciones del gen se considera
hoy en dia un factor predictivo de eficacia al tratamiento
con inhibidores de la tirosina quinasa (ITK) de EGFR (ITK-
EGFR). Estas mutaciones se identificaron por primera vez
en pacientes con CPNM en el afho 2004 y su descubrimiento
represento el reconocimiento de un subgrupo molecular de
carcinomas clinicamente diferentes®*. La mutacién da lugar
a un incremento de la actividad del factor de crecimiento
y conlleva cambios conformacionales que convierten a la
célula mutada en «adicta» a las senales de EGFR, por lo que,
al administrar un ITK-EGFR, la activacion se interrumpe y
desencadena la muerte celular. La presencia de mutaciones
de EGFR en nuestro medio se identifica en el 5 al 15% de los
casos de CPNM3.,

Las mutaciones mas frecuentes (85-90%) son las delecio-
nes de los nucleotidos 9, 12, 15, 18 0 24 en el exdn 19 y las
mutaciones puntuales CTG/CGG en el exén 21 (L858R). Exis-
ten otras menos comunes (L861Q en el exén 21, G719A/C/S
en el exdn 18 y S768l en el exon 20) cuyo comportamiento
es menos conocido. Ademas, se han descrito mutaciones
asociadas a la resistencia frente a T790M en el exon 20.

La importancia del tratamiento con ITK-EGFR en pacien-
tes con tumores portadores de mutaciones activadoras pro-
viene de multiples estudios, si bien han sido los resultados

de los ensayos fase lll con gefitinib o erlotinib los que han
demostrado su beneficio con respecto al tratamiento estan-
dar con quimioterapia (tabla 1). Ademas de los dos ITK-EGFR
ya comentados, existen otros cuyo papel final en la clinica
dependera de los resultados de los estudios que estan en
marcha.

Estudio IPASS

En el estudio IPASS se incluyeron 1.217 pacientes con CPNM
avanzado seleccionados por criterios clinicos a los que se
aleatorizo a recibir tratamiento con gefitinib o carboplatino
y paclitaxel®. El estudio demostro la no inferioridad de gefiti-
nib, con unas medianas de supervivencia libre de progresion
(SLP) de 5,7 meses para gefitinib y de 5,8 para la rama
con quimioterapia. El analisis de eficacia realizado de forma
retrospectiva sobre 437 pacientes (36%) que tenian muestra
disponible para la determinacion de la mutacion de EGFR
y que resultd positiva en 261 casos, demostré la superiori-
dad de gefitinib en términos de SLP (HR=0,48; p<0,0001)
y de tasa de respuestas (71,2% vs. 47,3%; p=0,0001). La
interaccion entre la mutacion de EGFR y el tratamiento fue
significativa (prueba de interaccion, p<0,001). Por el con-
trario, en pacientes con carcinomas carentes de mutacion
la quimioterapia fue significativamente mas eficaz. En cam-
bio, la tolerancia y la calidad de vida fueron mejores en la
rama tratada con gefitinib.

Estudio First-SIGNAL

En este estudio se reclutaron 309 pacientes coreanos con
adenocarcinoma de pulmén avanzado y no fumadores’. El
objetivo principal, que era demostrar un incremento del 40%
en la supervivencia global (SG) al comparar gefitinib con cis-
platino y gemcitabina, no se alcanzé (HR=1,02; p=0,42). Si
se observaron diferencias estadisticamente significativas en
términos de SLP, calidad de vida y tolerancia a favor de gefi-
tinib. En el analisis por subgrupos, que se realizé en el 31%
de los pacientes incluidos, se evidenciaron mutaciones de
EGFR en el 44% de ellos. En este subgrupo, los pacientes tra-
tados con gefitinib alcanzaron una SLP superior (HR=0,61;
p=0,084).

Estudio WJTOG3405

En este estudio japonés se comparo6 gefitinib con cisplatino
y docetaxel en 177 pacientes con CPNM avanzado portado-
res de mutaciones de EGFR8. Los resultados mostraron una
diferencia significativa en la SLP, que era el objetivo pri-
mario del estudio, a favor de gefitinib (medianas de 9,2 vs.
6,3 meses; HR=0,48; p<0,0001), en la tasa de respuesta y
en el perfil de toxicidad.

Estudio NEJOO2

Este estudio japonés pretendia demostrar, en 230 pacientes
con CPNM avanzado con mutaciones de EGFR, la superioridad
de gefitinib frente a carboplatino y paclitaxel en térmi-
nos de SLP?. En el analisis intermedio previsto inicialmente
se detectd una diferencia significativa a favor de gefitinib
(medianas, 10,8 vs. 5,4 meses; HR=0,30; p<0,001) y tam-
bién en la tasa de respuesta, por lo que se cerro el estudio.
La tolerancia al tratamiento fue mejor de nuevo para gefi-
tinib.
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Estudios aleatorizados, fase lll, que comparan gefitinib o erlotinib con quimioterapia como primera linea de tratamiento en pacientes con CPNM avanzado con

mutacion de EGFR

Tabla 1

SLP

Tasa de respuesta (%)

QT

ITK-EGFR

Seleccion de pacientes

N.° de pacientes

Estudio

HR, p

QT

ITK

0,000?
0,0842
0,0001

HR=0,48%p =
HR=0,612p
HR

47,32

71,22
84,6

Carboplatino/paclitaxel

37,52

Cisplatino/gemcitabina
Cisplatino/docetaxel

b

0,48p =

32,2

62,1

0,001
0,0001
0,0001

HR=0,30 p=
HR

HR

30,7
36

73,7

83

Carboplatino/paclitaxel

0,16 p=
0,42p

Carboplatino/gemcitabina

b
b

10,5

54,5

Dobletes de platino

Clinica

1.217 (261 con EGFR?)
309 (42 con EGFR?)

177
230
165
174

IPASS®

Gefitin

Clinica

First-SIGNAL?
WJTOG34058
NEJ002°

Mutacion de EGFR
Mutacion de EGFR
Mutacion de EGFR
Mutacion de EGFR

Erlotin
Erlotin

OPTIMAL'®
EURTAC

CPNM: cancer de pulmon no microcitico; EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico; HR: hazard ratio; ITK: inhibidor de la tirosina quinasa; QT: quimioterapia; SLP: supervivencia

libre de progresion.

@ En pacientes con mutacion de EGFR.

Estudio OPTIMAL (CTONG 0802)

Este estudio, realizado en China, comparé el tratamiento en
primera linea de erlotinib con carboplatino y gemcitabina en
165 pacientes con CPNM avanzado portadores de mutaciones
de EGFR'°. En él se observd una diferencia estadisticamente
significativa en la SLP a favor de erlotinib (medianas, 13,1
vs. 4,6 meses; HR=0,16; p<0,0001), que era el objetivo pri-
mario, asi como una mejor tasa de respuesta y un perfil de
toxicidad mas favorable.

Estudio EURTAC

Este estudio, coordinado por el Grupo Espaiiol de Cancer de
Pulmén (GECP) y el Unico realizado en poblacion caucasica,
compar6 erlotinib con quimioterapia basada en platino en
174 pacientes con CPNM avanzado con mutacion de EGFR''.
El estudio fue favorable a erlotinib en su objetivo prima-
rio, SLP (medianas, 9,4 vs. 5,2 meses; HR=0,42, p <0,0001),
ademas de en la tasa de respuesta y la tolerabilidad.

Por tanto, estos estudios sustentan el uso de ITK-EGFR
como tratamiento de eleccion en pacientes con CPNM avan-
zado portadores de una mutacion activadora de EGFR, y
como tal se recoge en las guias terapéuticas nacionales e
internacionales'?'*. Es importante destacar que en ninguno
de los estudios comentados se ha demostrado un beneficio
estadisticamente significativo en SG. Este hecho puede ser
explicado por el elevado nimero de pacientes que reciben
tratamiento con ITK-EGFR tras progresion con quimiotera-
pia.

Importancia clinica de la translocacion
de EML4-ALK

ALK es una proteina transmembrana de 1.620 aminoacidos
que esta formada por un dominio extracelular con un pép-
tido senal aminoterminal, un dominio intracelular con un
segmento yuxtamembranoso que acoge el lugar de union
para el substrato-1 del receptor de insulina y un dominio
carboxiterminal. ALK es un receptor tirosina quinasa de la
insulina, y su funcion fisiologica sigue siendo poco clara.
Este receptor fue identificado por primera vez como parte
de la traslocacion t(2;5) asociada a la mayoria de los linfo-
mas anaplasicos y algunos otros linfomas no hodgkinianos'”.
Se ha puesto de manifiesto recientemente que varios tumo-
res humanos, como el CPNM, activan la sefalizacion de ALK
mediante la creacion de fusiones del gen ALK con diferentes
parejas'®, dando lugar a proteinas que activan el dominio
quinasa de ALK'718,

EML4 es una proteina citoplasmatica involucrada en la
formacion de microtibulos. EML4-ALK es una fusion de genes
que surge de la inversion del brazo corto del cromosoma
2 [Inv (2)(p21p23)] que une los exones 1-13 de EML4 a los
exones 20-29 de ALK'®.

En CPNM se han identificado multiples variantes de EML4-
ALK, asi como otros tipos menos frecuentes de fusiones
génicas de ALK con otras parejas, como por ejemplo TFG-11
y KIF5B'. De forma equivalente a las mutaciones de EGFR,
los reordenamientos de ALK originan una actividad tirosina
quinasa constante, la dependencia de las vias de la cas-
cada mitogénica activada, y una elevada sensibilidad a la
inhibicion de ALK, constituyendo otro ejemplo de «adiccion
oncogénica»'’.
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Las alteraciones moleculares de ALK se pueden iden-
tificar por hibridacion in situ fluorescente (FISH), por
inmunohistoquimica (IHQ) y por transcripcion reversa de la
reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR). Actualmente,
FISH es el procedimiento diagndstico de referencia a nivel
clinico. La presencia de la fusion EML4-ALK se identifica en
el 2 al 7% de los casos de adenocarcinoma?.

En general, los pacientes con CPNM avanzado que tienen
una translocacion de ALK tienden a ser jovenes con escasa o
nula historia de tabaquismo (<10 paquetes de cigarrillos al
ano)?%?'. La mayoria de los casos son adenocarcinomas con
produccion de mucina, fundamentalmente intracelular. La
presencia de reordenamientos de ALK no suele coexistir con
otras mutaciones como las de EGFR y KRAS.

En la actualidad, existen diferentes inhibidores de ALK
en estudio. Crizotinib, que es también un inhibidor del fac-
tor de transicion epitelio-mesenquimal (MET), es el que se
encuentra en una fase de desarrollo clinico mas avanzada?®.
Se administra de forma oral, a dosis de 250 mg, dos veces al
dia. Su perfil de toxicidad incluye nauseas y diarrea leves,
trastornos visuales transitorios sin hallazgos oftalmoldgicos,
asi como alteraciones en la bioquimica hepatica y hemato-
logica.

Los datos iniciales de eficacia de crizotinib provienen de
una serie de 82 pacientes con reordenamientos de ALK, la
mayoria previamente tratados, seleccionados a partir de una
cohorte de 1.500 pacientes con CPNM avanzado??. Con una
duracion media de tratamiento de 6,4 meses, la tasa de
respuesta global fue del 57%, mientras que el 33% de los
pacientes mostro enfermedad estable. En el momento del
analisis, 63 pacientes (77%) continuaban recibiendo crizoti-
nib, y la SLP estimada a los 6 meses era del 72%.

Estos hallazgos han dado lugar a la puesta en marcha
de ensayos clinicos fase Ill que comparan crizotinib con
quimioterapia en distintas lineas de tratamiento del CPNM
avanzado y cuya fase de reclutamiento se espera que finalice
el ano 2012.

Importancia clinica de otros biomarcadores

Ademas de los biomarcadores antes descritos, hay otros en
investigacion cuyo papel bioldgico esta aln por definir?. A
excepcion de las mutaciones de KRAS, la incidencia del resto
de alteraciones moleculares caracterizadas es inferior al 5%
y casi todas suelen ser mutuamente excluyentes.

Activacién de RAS

La activacion de la via mediada por RAS, especialmente a
través de KRAS, ocurre en el 30% de los adenocarcinomas y
en el 5% de los carcinomas de células escamosas?® (fig. 1).
Las mutaciones de KRAS en CPNM ocurren en los codones 12y
13 y estan asociadas al habito tabaquico. Aunque numerosos
estudios atribuyen un valor prondstico negativo a la presen-
cia de estas mutaciones, no existe aun evidencia cientifica
concluyente. Hasta el momento, la bisqueda de inhibido-
res especificos eficaces ha resultado infructuosa. Por ello,
aunque la deteccion de mutaciones de KRAS puede excluir
razonablemente la existencia de mutaciones de EGFR o de
ALK, su determinacion no es prioritaria desde el punto de
vista clinico.

Amplificacion de MET

MET es el gen que codifica para el receptor del factor de
crecimiento hepatocitario (HGFR) situado en el cromosoma
7921-g31 (fig. 1). Si bien las mutaciones de MET son raras,
la amplificacion se ha descrito en un porcentaje variable
de pacientes con CPNM avanzado (1,4-21%) en funcion del
método de deteccidn que se utilice?*. A diferencia de las
alteraciones descritas con anterioridad, ésta se ha identi-
ficado tanto en adenocarcinomas como en carcinomas de
células escamosas y es independiente de la presencia de
mutaciones de KRAS o EGFR. De hecho, el 20% de los pacien-
tes con tumores EGFR mutados adquieren la resistencia a los
ITK-EGFR a través de la amplificacion de MET.

En la actualidad existen diferentes inhibidores de MET
en fase avanzada de investigacion clinica, tanto anticuerpos
monoclonales como ITK, por lo que se espera disponer de
ellos en un futuro cercano®.

Mutacion de HER-2
El receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano
(HER-2), también conocido como c-erbB-2, esta sobreex-
presado en el 20% de los pacientes con CPNM avanzado,
mientras que la amplificacion o la mutacion del gen solo
ocurren en el 2% de los casos, respectivamente?. Esta
mutacion aparece sobre todo en mujeres, en pacientes no
fumadores, en adenocarcinomas y en la poblacion asiatica.
Suelen consistir en inserciones en el exén 20 y no estan
presentes en tumores con mutaciones de EGFR o de KRAS.
Con la informacion actualmente disponible, se cree que
las inserciones que ocurren en este tipo de mutaciones pro-
vocan una activacion constitutiva del receptor que confiere
mayor sensibilidad a ITK duales frente a EGFR y HER-2, como
lapatinib o BIBW 2292%-28, pero no a inhibidores exclusivos
de EGFR?.

Mutacion de BRAF

En pacientes con CPNM avanzado, la incidencia de mutacio-
nes de BRAF se sitla entre el 1y el 3%, y no se localizan
en la misma posicion que la mutacion clasica del melanoma
(fig. 1).

A diferencia de EGFR y ALK, las mutaciones de BRAF apa-
recen en pacientes fumadores o ex fumadores (p <0,001)%°.
En la actualidad se estan desarrollando inhibidores espe-
cificos, como PLX4032, que han demostrado su eficacia en
melanomas portadores de esta mutacion.

Mutacion de PI3KCA

Las mutaciones del gen PI3KCA que codifica las enzimas
fosfatidilinositol 3-quinasa catalitica alfa son muy poco
frecuentes en CPNM3' (fig. 1). Se localizan en el exdn
9, pueden detectarse tanto en los carcinomas de células
escamosas como en los adenocarcinomas, e incluso pue-
den estar presentes en tumores EGFR mutados®2. Por otra
parte, la amplificacion de PI3KCA también se ha visto en
CPNM avanzado, sobre todo en carcinomas de células esca-
mosas, en varones y en pacientes fumadores, aunque no
necesariamente se encuentra asociada a la presencia de
mutaciones33.
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Figura 1

Principales alteraciones moleculares en pacientes con cancer de pulmoén no microcitico (CPNM). EGFR: receptor del

factor de crecimiento epidérmico; HER-2: receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano; mTOR: molécula diana de la

rapamicina en mamiferos.

¢Qué pacientes requieren un estudio
de biomarcadores?

Mutacion de EGFR

En la actualidad debe considerarse la determinacion de las
mutaciones de EGFR durante el diagnostico de la enfer-
medad en un grupo de pacientes con CPNM avanzado. Los
factores mas importantes que nos ayudaran a identificar
a los pacientes con mayores probabilidades de tener una
mutacion de EGFR son el habito tabaquico y el subtipo his-
tologico.

En el estudio IPASS®, el 96% de los pacientes tenian ade-
nocarcinoma, el 3% carcinoma bronquioloalveolar segln la
clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
de 200434, y solo en el 0,2% de los pacientes no se conocia el
subtipo histolégico. Otro criterio de inclusion era el habito
tabaquico, aceptando solo pacientes no fumadores (definido
como los que han fumado menos de 100 cigarrillos en toda
su vida) o pacientes «ex fumadores ligeros» (definido como
los que habian dejado de fumar al menos 15 afos antes y/o
que fumaban igual o0 menos de 10 paquetes/ano). El 93% de
los pacientes incluidos en el estudio eran no fumadores y
el 6% eran «ex fumadores ligeros». Con estas caracteristicas
clinicas, la frecuencia de mutaciones en el estudio fue del
59,7%.

Aunque no existen guias publicadas en las que se reco-
miende de forma taxativa en qué grupo de pacientes se debe
realizar la determinacion de la mutacion de EGFR, en nues-
tro medio la informacion mas importante al respecto es la
publicada por Rosell et al.> en 2009 con los datos del GECP.
En dicho estudio se analizé la mutaciéon de EGFR en 2.105
pacientes y se encontro6 que estaba presente en 350 (16,6%).
Cuando se analizoé la frecuencia de mutaciones de EGFR en
funcion de las caracteristicas de los pacientes, se observd
que era del 30% en mujeres, del 8,2% en hombres, del 38%

en pacientes no fumadores, del 9,5% en pacientes ex fuma-
dores, del 5,8% en fumadores, del 17% en adenocarcinomas,
del 23% en adenocarcinomas de tipo bronquioloalveolar y del
11,5% en pacientes con carcinoma de células grandes. No se
observaron mutaciones en ninguno de los 37 pacientes para
los que no existian datos acerca del subtipo histologico.

Asi pues, con la informacion disponible en la actualidad,
se recomienda analizar la mutacion de EGFR en los siguien-
tes pacientes con CPNM avanzado: a) todos aquellos con
diagnostico de carcinoma no-escamoso, y b) todos aquellos
no fumadores, independientemente del subtipo histologico.

Translocacion de EML4-ALK

El oncogén de fusion EML4-ALK esta presente entre el 2 y el
7% de los CPNM3>3¢ pero su frecuencia aumenta en pacien-
tes no fumadores, o en los que tienen una historia de habito
tabaquico ligero, y en pacientes con adenocarcinoma. Asi,
con estas caracteristicas y en tumores con EGFR no mutado,
la frecuencia de esta translocacion se incrementa hasta el
33%%".

En el estudio de Kwak et al.?2 sobre 82 pacientes con
translocacion de ALK tratados con crizotinib, el 96% tenian
adenocarcinoma, el 1% carcinoma de células escamosas y el
2% tenian otros tipos de histologia. El 76% de los pacientes
eran no fumadores, el 18% fumaba menos de 10 paque-
tes/ano y el 6% mas de 10 paquetes/ano.

Actualmente se recomienda la determinacion de reorde-
namientos de ALK solo en el contexto de ensayos clinicos. Sin
embargo, los datos que se conocen son muy prometedores
y llevaran casi con toda seguridad en un futuro inmediato a
la determinacion rutinaria de ALK en algunos pacientes con
CPNM avanzado. En principio, este subgrupo deberia incluir
aquellos casos en los que se ha analizado la mutacion de
EGFR, segun los criterios que se han comentado en el punto
anterior, y el resultado ha sido negativo.
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Otras alteraciones moleculares

Dado que en la practica clinica actual el resultado de otras
alteraciones moleculares no condiciona el tratamiento de
los pacientes, no se considera necesaria su determinacion
de forma rutinaria.

Aspectos anatomopatologicos

Servicios de Anatomia Patologica y centros
de referencia

Los Servicios de Anatomia Patologica han de trabajar en
coordinacion con el resto de servicios involucrados en el
diagndstico y tratamiento de los pacientes con CPNM. Dada
la relativa complejidad de los procedimientos y la participa-
cion de distintos profesionales, es necesario establecer un
flujo de trabajo en cada centro que permita la optimizacion
de los recursos para disponer de un diagnodstico integrado
en un tiempo adecuado. En el caso de estudios en los que
existe una base morfoldgica, como en IHQ o en FISH, la par-
ticipacion del patdlogo es determinante, ya que se deben
reconocer las estructuras no patologicas y diferenciarlas de
las neoplasicas para realizar el diagnostico correctamente.
Cuando se llevan a cabo ensayos con acido desoxirribo-
nucleico (ADN), acido ribonucleico (ARN) o con proteinas
extraidas a partir de muestras tisulares o celulares, se debe
realizar un control microscopico para seleccionar, con o sin
microdiseccion, las areas mas representativas de la lesion y
planificar los procedimientos a realizar, teniendo en cuenta
que las muestras suelen ser de tamano pequeno y que puede
existir heterogeneidad tumoral y/o diferenciacion diver-
gente.

La determinacion de biomarcadores en CPNM avanzado
debe cumplir los siguientes requisitos: a) elevado nivel de
calidad cientifico-técnica; b) garantia de seguridad para el
paciente; c) aplicacion de criterios de eficiencia, y d) cum-
plimiento de los principios éticos y el marco legal vigente,
teniendo en cuenta que se refieren a actuaciones en el
ambito de la asistencia sanitaria y no a la investigacion
biomédica. Tienen especial importancia los aspectos rela-
cionados con la trazabilidad, la generacion de informes, la
preservacion, la custodia y la gestion de las muestras. Los
Servicios de Anatomia Patologica y los centros de referen-
cia deben tener la acreditacion necesaria para realizar estos
estudios y cumplir con el marco juridico (Ley 14/2007, Ley
44/2003, Real Decreto 1277/2003, Real Decreto 1691/1989,
Ley 55/2003).

Es logico que los ensayos moleculares complejos no se
realicen en todas las instituciones sanitarias. Por tanto,
deben establecerse centros de referencia que incluyan estas
determinaciones dentro de sus carteras de servicios de
forma institucional y que actien en red. Estos centros de
referencia deben constituirse en base a: a) la cualificacion
de los profesionales; b) las caracteristicas de las instala-
ciones; c¢) el volumen de casos al ano; d) el desarrollo de
actividades cientificas o de formacion; e) la participacion
en programas de garantia de calidad, como el programa de
la SEAP y la Academia Internacional de Patologia (IAP)¥, y
por Ultimo, f) la acreditacion de estos centros por una agen-
cia competente como la Entidad Nacional de Acreditacion
(ENAC) (UNE-EN-1SO 15189:2007; UNE-EN-ISO 9001: 2008).

El diagnéstico histolégico certero como primer
biomarcador

La clasificacion histologica del cancer de pulmon es la
que ya definio la OMS en 1999 y que fue actualizada en
2004. Algunas variedades de carcinoma han sido malin-
terpretadas o discutidas, si bien no ha habido ninguna
clasificacion alternativa desde el afio 2004%*. En 2011 se
ha publicado una nueva propuesta de clasificacion para los
adenocarcinomas®. Aunque todavia no se sabe si esta nueva
clasificacion se incorporara a la practica diaria, el hecho de
ser promovida y patrocinada por la Asociacion Internacional
para el Estudio del Cancer de Pulmoén (IASLC), la Sociedad
Toracica Americana (ATS) y la Sociedad Respiratoria Europea
(ERS) hace pensar que su aplicacion sera generalizada.

La intencion de este documento es indicar pautas de diag-
nostico que permitan seleccionar el tratamiento, limitando
al maximo el uso de técnicas que conllevan la pérdida de
material.

La subclasificacion de los CPNM se debe hacer separando
los carcinomas escamosos del resto, ya sean adenocarcino-
mas o carcinomas de otras variantes poco habituales. El
primer biomarcador que se va a obtener de una muestra
es el diagndstico morfoldgico. No hay que conformarse con
un diagnostico genérico de CPNM. La utilizacion de técnicas
auxiliares, como la IHQ, es fundamental para conseguir un
diagnostico correcto en los casos en que se dispone de una
cantidad de material escasa y en los tumores pobremente
diferenciados. Términos como TTF-1, la expresion de la pro-
teina p63 y la citoqueratina 5/6, o la napsina, deberian ser
familiares para los oncologos, ya que son los que marcan la
diferencia entre carcinomas de células escamosas y adeno-
carcinomas. Se ha consensuado que el marcador de mayor
utilidad para diferenciar ambos carcinomas es el TTF-1, que
es positivo en adenocarcinomas. En cambio, los carcinomas
de células escamosas son positivos para p63 y para citoque-
ratina 5/6. La pareja de anticuerpos mas aceptada en la
literatura es la formada por los dirigidos frente a TTF-1y
p63, junto a otros como la napsina®.

Los estudios moleculares se realizan sobre material tisu-
lar, si bien pueden realizarse también sobre material de
citologia en centros especializados. La situacion mas habi-
tual es realizar el diagndstico en tejido procedente de
una biopsia bronquial o de una puncion percutanea guiada
radiolégicamente. En estos casos se aconseja realizar el
diagnostico con la primera seccion histologica, para apli-
car Unicamente las técnicas imprescindibles, como son el
estudio para los dos marcadores inmunohistoquimicos men-
cionados. El resto del material se preserva para los estudios
moleculares correspondientes.

Fase pre-analitica

Consideraciones previas
La calidad de cualquier determinacion molecular comienza
antes de la toma de la muestra tumoral, y por tanto el per-
sonal encargado de la toma de la muestra, los técnicos de
anatomia patologica y el propio patélogo deben conocer las
variables que pueden influir en el estudio molecular.

Es importante tratar de obtener siempre la maxima can-
tidad de tejido posible en los distintos tipos de muestras,
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siempre y cuando esto no suponga un riesgo adicional para
el paciente. Por ello, es un requisito imprescindible la impli-
cacion de todos los especialistas que componen el comité de
tumores, y en particular del patélogo, tanto si el analisis se
realiza en su propio centro, como si la muestra se envia a
un centro de referencia.

Tipos de muestras

Existen distintos tipos de muestras en funcion de la técnica
que se ha utilizado para obtenerlas, como las biopsias endos-
copicas, las biopsias por aguja gruesa, las biopsias guiadas
por ultrasonido endobronquial (EBUS) o endoscopica (EUS),
puncién-aspiracion con aguja fina (PAAF), mediastinoscopia
y toracotomias. Con todas ellas se suele obtener una buena
celularidad tumoral, aunque cualquier tipo de muestra que
cuente con suficiente representacion tumoral puede utili-
zarse, siempre y cuando cumpla los requisitos minimos que
se describen en la tabla 2.

Se debe elegir la muestra que sea mas accesible y que
conlleve el menor riesgo para el paciente, sin que hasta el
momento se hayan encontrado en la literatura discrepancias
importantes que impidan el analisis de muestras de lesiones
metastasicas.

Todos los procesos de la fase pre-analitica tendran lugar
en zonas de laboratorio «limpias», en las que no exista mani-
pulacion de productos relacionados con la PCR y que sigan
las recomendaciones estandar de patologia molecular para
evitar contaminaciones o inhibiciones.

Procesos de la fase pre-analitica

Tiempo de hipoxia y fijacion. La fijacion se realizara lo
antes posible, y siempre en la primera hora tras la obtencion
de la muestra®®*#, Se aconseja fijar la muestra en formol
neutro tamponado al 10%. No se utilizaran fijadores basados
en alcohol (B5, Penfix) o mercuriales (Bouin, Zenker). Otros
fijadores estan en fase de analisis. El tiempo 6ptimo de fija-
cion es de 8 a 24 h para muestras quirtrgicas grandes y de 6
a 12 h para muestras pequenas.

Las muestras citologicas fijadas de forma inmediata

mediante los métodos habituales basados en alcohol pue-
den usarse y proporcionan ADN de calidad. También son
Gtiles las citologias en medio liquido o bloques citoldgicos.
Existe la posibilidad de congelar a -80°C muestras cito-
logicas en soluciones amortiguadoras de pH, como PBS o
citrato.
Seleccion y supervision histopatoldégica de muestras. El
patologo elegira el bloque o muestra mas apropiado y cuan-
tificara la proporcion de células tumorales en una seccion
inmediatamente anterior a los cortes que se van a utilizar
para el estudio molecular. En el caso de una citologia, se
examinara una extension citoldgica representativa.

La cuantificacion tumoral debe constar en el informe
del estudio molecular. El consenso europeo recomienda
un minimo del 50% de componente invasivo si en la fase
analitica se van a utilizar técnicas con baja sensibilidad
(secuenciacion directa) o un 10% si son técnicas de alta
sensibilidad (PCR a tiempo real)*2.

Macrodiseccion o microdiseccion. Para alcanzar una pro-
porcion de células tumorales adecuada se pueden realizar
diversos procedimientos de macrodisecciéon o microdisec-
cion. La macrodiseccion consiste en separar la zona del

Tabla 2 Condiciones de procesamiento segiin el tipo de
muestra para la determinacion de alteraciones moleculares
en pacientes con cancer de pulmon no microcitico (CPNM)
avanzado

Biopsias endoscopicas

e Secciones de 5 um de bloque completo, si la proporcion
tumoral es superior al 10% para técnicas de PCR a tiempo
real, o mayor del 50% para técnicas de secuenciacion
directa. Numero de cortes del bloque entre 10 y 15.

o Seleccionar fragmentos neoplasicos por microdiseccion si la
proporcion de células tumorales es menor a la referida en
el punto anterior. Cantidad minima recomendada: 20-30
cortes.

o Si en el bloque de parafina la muestra tumoral esta agotada
o es insuficiente, se puede retirar el cubre de una
preparacion ya teiida, con acetona durante 10 min e
hidratar con alcohol de 96° durante 24 a 48 h, si hay una
celularidad minima recomendada de 1.000 células?.

Citologias mediante EBUS. EUS o PAAF

o Si la proporcion tumoral es adecuada, se puede retirar el
cubre de la extension citologica y raspar todo el porta con
cuchilla.

e En centros que tengan experiencia en microdiseccion laser
o microdiseccion con aguja, se debe marcar con rotulador
los grupos tumorales y después marcar con lapiz de
diamante esos grupos en el porta, obteniendo células con
aguja 25G bajo control microscopico. Debe existir una
celularidad minima recomendada de 500 células?.

Piezas quirurgicas:

e Marcar la zona tumoral con mayor proporcion de
tumor/estroma-inflamacion, evitando zonas con necrosis
amplia. Realizar de 5 a 10 cortes de 10 um y separar las
zonas de interés.

EBUS: ultrasonografia endobronquial; EUS: ultrasonografia eso-
fagica; PAAF: puncion-aspiracion con aguja fina; PCR: reaccion
en cadena de la polimerasa.

a El nimero de células minimo depende del método de extrac-
cion de ADN (empleo de reactivos comerciales recomendado)
y/o del volumen de tampon de lisis que se va a emplear. Exis-
ten reactivos comerciales especificos para situaciones de baja
celularidad.

bloque con mejor representacion tumoral en el bloque de
parafina o en las secciones. La microdiseccion, manual o
mediante laser, solo debe realizarse en centros con amplia
experiencia.

Extraccion y control de calidad del ADN. Se recomienda
el uso de reactivos comerciales para muestras en parafina
o citologicas, aunque también pueden ser validos métodos
manuales si se dispone de la experiencia adecuada. No se
recomienda el uso de reactivos que usen columnas de puri-
ficacion en muestras escasamente celulares. Se recomienda
comprobar la calidad y la concentracion del ADN con téc-
nicas habituales (p. ej., ratio 260/280 >1,8 y concentracion
por microlitro). En varios reactivos comerciales existen con-
troles de ADN, para la determinacion de mutaciones de EGFR
mediante la amplificacion de un gen control, que cumplen
esta funcion.
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Tabla 3  Principales métodos empleados para la determinacion de mutaciones de EGFR
Técnica Sensibilidad (% Mutaciones Deteccion precisa de

ADN mutado)

identificadas deleciones e inserciones

Secuenciacion directa

Método de Sanger 25
Pirosecuenciacion 5-10
PCR cuantitativa en tiempo real
TagMan PCR 10
Scorpions ARMS 1
Técnicas de enriquecimiento del alelo mutado
PNA-LNA PCR clamp 1
Digestion con enzimas de restriccion 0,2
Smart 0,1
COLD-PCR 1-10
PCR-RFLP
dHPLC 1

Inmunohistoquimica Desconocida

Conocidas y Si
nuevas

Conocidas y Si
nuevas

Solo conocidas No
Solo conocidas No
Solo conocidas No
Solo conocidas No
Solo conocidas No
Conocidas y Si
nuevas

Solo conocidas Si
Conocidas y Si
nuevas

Solo conocidas Si

ARMS: sistema de mutacion refractaria a la amplificacion; COLD: coamplificacion a temperaturas de desnaturalizacion mas bajas; dHPLC:
desnaturalizacion cromatografia liquida de alto rendimiento; EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico; PCR: reaccion en
cadena de la polimerasa; PNA-LNA: acido nucleico peptidico-acido nucleico bloqueado; RFLP: polimorfismos de longitud de fragmentos

de restriccion.

Fase analitica

Mutaciones de EGFR

Se debe realizar el estudio mutacional de los cuatro exo-
nes (18-21) del gen EGFR. En los casos en que la cantidad o
calidad del ADN sea un factor limitante, los exones 19 y 21
deben evaluarse de forma preferente®42>!,

Aunque existe un gran nimero de métodos para determi-

nar mutaciones de EGFR, en nuestro medio los mas utilizados
son la secuenciacion directa y la PCR en tiempo real (tabla
3).
PCR y secuenciacion directa. La secuenciacion directa con
el método de Sanger tiene como principales ventajas frente
al resto de métodos: a) uso comun y disponibilidad; b) falta
de necesidad de agrupar las muestras para su analisis; c)
posibilidad de detectar todas las mutaciones posibles, asi
como d) capacidad para identificar exactamente de qué
mutacion se trata.

En contrapartida, sus inconvenientes son: a) baja sen-
sibilidad (entre el 20 y el 50%); b) riesgo elevado de
contaminacion por el manejo de productos post-PCR, y c)
menor rapidez, al ser necesarios multiples pasos, como la
extraccion del ADN, la amplificacion basada en PCR, la
secuenciacion y la interpretacion de esta Gltima.

Si se utiliza esta tecnologia, se recomienda:

e Separar las areas de trabajo destinadas a PCR y post-PCR
y utilizar materiales exclusivos en cada una de ellas. Se
aconseja preparar las mezclas de reaccion en una cam-
pana de flujo laminar para asegurar un ambiente estéril,
mientras que la adicion del ADN se debe realizar fuera

de dicha campana para minimizar el riesgo de contamina-
cion.

e Para cada reaccion de PCR se debe incluir al menos un
control positivo con ADN gendmico previamente validado
y un control sin ADN.

o Analizar la eficiencia y la especificidad de la amplificacion
mediante electroforesis en geles de agarosa, de forma que
se puedan visualizar los productos de PCR como bandas
por tincién con bromuro de etidio o productos similares
en dichos geles.

e Los productos de PCR deben secuenciarse en ambas direc-
ciones, es decir hacia delante (forward) y hacia atras
(reverse).

PCR en tiempo real. Entre estas técnicas, la mas utili-
zada se basa en la tecnologia Scorpion-ARMS, que utiliza un
reactivo comercial que permite la identificacion de 29 muta-
ciones de EGFR (TheraScreen® EGFR29 Mutation Test Kit).
Entre las ventajas de esta técnica destacan: a) una mayor
sensibilidad en comparacion con la secuenciacion directa,
en torno al 5% segln nuestra propia experiencia; b) una
mayor rapidez, y ¢) un menor requerimiento de celularidad
tumoral.

Por el contrario, las desventajas de esta técnica son: a) no
permite identificar todas las mutaciones, sino solo aquellas
para las que se ha disefiado el reactivo; b) requiere agrupar
las muestras para optimizar los productos, y ¢) es mas cara
cuando se compara con el coste de la secuenciacion directa.

Si se utiliza esta tecnologia, se recomienda:

o Utilizar las mismas precauciones de separacion de areas
pre- y post-PCR que en la secuenciacion.
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e Incluir un control positivo con ADN, que habitualmente se
suministra junto con el reactivo comercial, y un control
negativo o reaccion sin ADN en cada analisis.

Translocacion de ALK

En nuestro entorno, la Unica opcion analitica realista para
determinar la translocacion de ALK es mediante FISH. Su
protocolo no difiere en lo esencial del empleado para el estu-
dio de otros genes. Solo los laboratorios que tengan mas de
100 pruebas FISH al ano deberian acometer la implementa-
cion de esta técnica, segln los resultados obtenidos frente
a centros de referencia. Actualmente existen dos sondas en
el mercado que pueden proporcionar resultados valorables,
si bien tienen una aproximacion diferente, ya que se trata
de sondas de rotura o break-apart (Vysis) y sondas de fusion
(Kreatech).

Fase post-analitica

Mutaciones de EGFR

PCR y secuenciacion directa. Se recomienda utilizar pro-
gramas informaticos especificos que permitan comparar la
secuencia o electroferograma obtenido con la secuencia de
EGFR no mutado. Una muestra debe considerarse positiva
cuando la mutacion esta presente en, al menos, dos secuen-
cias diferentes (una forwardy otra reverse) obtenidas de dos
productos de PCR independientes. La persona que interprete
las secuencias debera tener una experiencia contrastada.
PCR en tiempo real. El analisis es, en principio, cerrado y
no se deberian interpretar casos cuyos controles no ofrezcan
el resultado esperado, por coherentes que éstos resulten.

Translocacion de ALK

Para su interpretacion, se debera tener en cuenta el disefio
de la sonda, ya que en general se producen imagenes de
separacion, asi como la informacion predictiva, ya que la
pérdida de sefales también puede ser un marcador de res-
puesta. La persona que interprete las imagenes debera tener
una experiencia contrastada.

Control de calidad externo

Independientemente de la participacion en un control de
calidad externo, todos los laboratorios que utilicen estas
tecnologias deben validar, como medida de control, tanto
su especificidad y su sensibilidad analiticas, como su valor
predictivo. La SEAP esta evaluando la incorporacion de otros
marcadores, como BRAF o PI3 K, al control de garantia de
calidad.

Mutaciones de EGFR

En el ano 2010, la SEAP ha puesto en marcha un Programa
de Control de Calidad de mutaciones de EGFR*’ cuyas carac-
teristicas principales se exponen a continuacion.

El programa se ha disefado para evaluar las distintas
etapas, incluidas las fases pre-analitica y post-analitica o
de interpretacion de resultados. El laboratorio organiza-
dor selecciona una serie de casos mutados y no mutados
para EGFR, que son remitidos a los laboratorios participan-
tes en forma de secciones sin tenir, de tejido fijado en
formol e incluido en parafina. Cada porta esta claramente

identificado con el nimero correspondiente a la muestra y
el nimero correspondiente a la seccion. Cada laboratorio
participante utilizara los protocolos que emplee de forma
rutinaria en la practica clinica. Con el fin de valorar el por-
centaje de celularidad tumoral de las muestras remitidas,
es imprescindible tenir con hematoxilina-eosina (H-E) una
de las secciones remitidas para que pueda ser revisada.

El envio de resultados debe realizarse de forma anonima.
El nimero identificador de cada laboratorio participante
aparece en la caja de preparaciones. Asi, en un plazo de
14 dias los laboratorios participantes deben remitir al orga-
nizador por via electronica lo siguiente:

e Formulario con la informacion solicitada relativa a las dis-
tintas etapas del analisis de mutaciones del gen EGFR.

o Informe con los resultados del analisis para cada muestra,
tomando como modelo el informe que, de forma habi-
tual, se remite al médico que solicita la determinacion
de mutaciones.

¢ Resultados analiticos sin interpretar, en los que se basa el
genotipo establecido para cada una de las cuatro mues-
tras remitidas. Por ejemplo, electroferogramas en el caso
de realizar el analisis mediante secuenciacion directa del
producto de PCR o un archivo con los valores Ct en el
caso de realizar el analisis mediante PCR cuantitativa en
tiempo real.

Los resultados son evaluados y discutidos por un grupo
de trabajo. En todo momento se debe mantener el ano-
nimato de los participantes. Cada laboratorio participante
recibe un informe personal y otro general con los resultados
obtenidos.

Translocacion de ALK

Hasta el momento no existe en el mundo un control de
calidad externo para esta determinacion. No obstante, en
nuestra opinion, a nivel operativo se deberia seguir un
modelo similar al que se sigue con la hibridacion de HER-
2 en los programas de control de calidad que se realizan en
Espana, en el Reino Unido y en los paises noérdicos.

Aspectos comunes
Flujo de trabajo y unificacion de criterios

Lugar para realizar las determinaciones

Las determinaciones pueden realizarse en el propio centro
asistencial o en un centro de referencia. Si la técnica se rea-
liza en el propio centro asistencial, el laboratorio debera: a)
haber efectuado antes un programa de formacion y apren-
dizaje de las técnicas que sea adecuado; b) estar dotado de
los medios técnicos necesarios; c) tener criterios suficientes
para la interpretacion correcta de los resultados obtenidos,
y d) disponer de un control periddico de calidad para asegu-
rar la correcta ejecucion.

Si la técnica se realiza en un centro de ceferencia, el Ser-
vicio de Anatomia Patoldgica del centro asistencial debera
preparar la muestra de biopsia o citologia para su envio,
siguiendo los criterios unificados de procesamiento de mues-
tras que existen. Con el fin de garantizar que el tiempo
de proceso no exceda los 7-10 dias, se deberan ajustar los



24

pocumento aescargaao de nup.//WWWw.elISevier.es el £//U1/ZU1s. LOopla para uso personal, se pronioe la transmision @ae esie aocumento por cuaiquier meaio o formato.

J.J. Gomez et al

sistemas de preparacion y envio de la muestra, asi como de
recepcion de resultados.

Pacientes susceptibles de determinaciones moleculares
Dada la dificultad de obtencion de la muestra, el coste
economico y el incremento de trabajo, es necesario hacer
una correcta seleccion de los pacientes candidatos para el
estudio de biomarcadores. A la espera de los resultados de
los estudios en marcha con crizotinib y otros farmacos, de
momento a nivel asistencial solo es preciso determinar la
presencia de mutaciones de EGFR en todos los pacientes
con histologia de carcinoma no escamoso y en los pacientes
no fumadores, independientemente del tipo histologico que
tengan.

Aunque hasta el momento la decision sobre a qué pacien-
tes debe realizarse el estudio de mutaciones de EGFR la ha
tomado mayoritariamente el oncélogo, es deseable que la
determinacion se haga sistematicamente en el estudio diag-
nostico inicial en pacientes con enfermedad avanzada. Esta
aproximacion debera ser comun para todos los biomarcado-
res que se incorporen a la practica diaria.

Optimizacién de la obtencién de la muestra

Con el fin de obtener la mayor cantidad de material tumoral
posible para la determinacion, seria recomendable facilitar
la existencia de vias de comunicacion entre los facultati-
vos que obtienen la muestra (especialmente neumoélogos,
cirujanos toracicos y radiologos) y los patélogos correspon-
dientes. Disponer de informacion clinica —como por ejemplo
el habito tabaquico— ayudara a los patologos a trabajar de
acuerdo a los algoritmos propuestos. Esto también reque-
rira revisar los protocolos existentes en los centros respecto
a la toma de muestras, conservacion y transporte hasta los
servicios de anatomia patologica.

Preparacion de la muestra

En el cancer de pulmon se pueden destacar tres peculiari-
dades: a) la mayoria de los pacientes no son susceptibles
de tratamiento quirdrgico, por lo que las muestras dispo-
nibles para realizar el diagnostico suelen ser citologias o
biopsias pequefas. Por esta razon, es fundamental optimi-
zar su procesamiento para obtener la mayor informacion
atil posible; b) los avances cientificos recientes estan modi-
ficando las estrategias diagnosticas y terapéuticas, y c) la
heterogeneidad tumoral en estos carcinomas es relevante.

Cualquiera que sea la entrada del paciente en el proceso,
ha de ser evaluado en el comité de tumores del centro para
decidir las actuaciones a seguir, entre las que se encuentra la
toma de muestras para el diagnostico cito-histopatoloégico,
fenotipico y molecular.

Es aconsejable realizar una valoracion y procesamiento
de la muestra citologica obtenida en cuanto se recibe en
el laboratorio para informar de la representatividad, de la
calidad y de la celularidad del material disponible e intentar
hacer una aproximacion diagnostica que facilite la conti-
nuidad del proceso asistencial. Para ello, es recomendable
utilizar citologia en fase liquida, pues evita artefactos y
extensiones defectuosas y permite obtener preparaciones
de gran calidad para realizar estudios morfologicos, fenoti-
picos y obtener ademas ADN y/o ARN del material celular
excedente, pudiendo ademas conservarse a temperatura

ambiente durante largos periodos de tiempo. Aunque con un
minimo de 150 células se pueden realizar estudios molecula-
res, es a partir de 300-1.000 cuando se obtienen resultados
fiables®2. Si no se dispone de citologia en fase liquida, una
buena opcidn es la fabricacion de botones celulares.

Ante biopsias de pequefo tamano es importante observar
la fijacion (formol tamponado al 10% a pH de 7,2 durante 6 a
24 h) y aprovechar todo el tejido. Para ello, se pueden reser-
var los cortes del desbastado de los bloques de parafina para
la extraccion de ADN, colocando los cortes en tubos Eppen-
dorf, y luego realizar secciones seriadas en portas tratados
con adhesivos para tinciones de rutina e IHQ o FISH.

En caso necesario, se pueden reutilizar preparaciones ya
tehidas para recuperar tejido y/o células, incluso de casos
ya archivados. Los resultados obtenidos a partir de prepara-
ciones citoldgicas son superponibles a los de las biopsias y
piezas quirdrgicas, por lo que ambos tipos de muestras son
validas para estudios moleculares™.

Si se reciben biopsias intraoperatorias o tejido en fresco,
es aconsejable seleccionar un fragmento de material tumo-
ral representativo y, mejor adn, otro de tejido no tumoral
también, que se congele en no mas de 30 min tras su extrac-
cion para su crioconservacion, siendo de utilidad el uso de
conservantes como RNA-later que preservan la calidad del
ARN.

Algoritmo diagnéstico

En la figura 2 se propone un posible algoritmo diagnostico
para pacientes con CPNM avanzado, aunque hay que tener
en cuenta que cada proceso diagndstico debe adaptarse a
las caracteristicas individuales de cada paciente y el manejo
multidisciplinar que debe tener esta patologia.

Interpretacion de resultados

Los resultados de las pruebas referentes a la presencia de
la mutacion en el gen del EGFR deben ser inequivocos. Se
han descrito numerosas mutaciones diferentes en este gen,
pero solamente las que se centran en el exon 19 (deleciones
alrededor del dominio LREA) y las mutaciones puntuales en
el exon 21 (L858R) han demostrado tener valor predictivo
en cuanto a la respuesta a los ITK-EGFR. Se han descrito
ademas otras mutaciones, mucho menos frecuentes, par-
ticularmente en los codones 718 y 719 del exdén 18, en el
exon 21 (L861Q) y en el exdn 20 (deleciones/inserciones)
cuyo significado es incierto y estan en continua revision en
la literatura.

Cabe senalar también que los estudios moleculares per-
miten detectar un rango mas o menos amplio de mutaciones
en funcién de la técnica utilizada. Estas limitaciones con-
viene reflejarlas en el informe, de manera que se conozca
el alcance real del resultado que esta valorando.

Por otra parte, se desconoce el impacto clinico que
puede tener la deteccion de mutaciones por técnicas muy
sensibles, como la coamplificacion a temperaturas de desna-
turalizacion mas bajas (COLD-PCR, COLD-pirosecuenciacion,
etc.), desaconsejandose en el momento actual su uso en el
ambito asistencial.
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CPNM
Estadio IV
[
v v
No fumador Fumador o Ex-fumador®
EGFR mutado EGFR no mutado Muestra no Carcinoma Carcinoma
evaluable no escamoso escamoso

y

Valorar determinar
EMLA4-ALK?

Valorar realizar
nueva biopsia

No determinaciones
moleculares

. .

EGFR mutado EGFR no mutado

l

Valorar determinar|
EMLA4-ALK?

Figura 2  Algoritmo diagnostico para pacientes con cancer de pulmén no microcitico (CPNM) avanzado. ALK: quinasa del linfoma
anaplasico; EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico. 2En el contexto de ensayos clinicos con inhibidores de ALK.

bConsiderar carga tabaquica del paciente.

Informe de resultados

El Informe de resultados de determinacion de cualquier bio-
marcador debe contener al menos la siguiente informacion:

¢ lIdentificacion del paciente y del médico solicitante (o
persona autorizada en su defecto).

¢ Diagnostico anatomopatoldgico.

e Muestra que se remite, a ser posible con la fecha de toma
de muestra.

e ldentificacion del codigo externo en el caso de centros de
referencia.

e Medio en el que se recibe la muestra (fresco, congelacion,
parafina, etc.).

e Origen anatomico de la muestra.

e Fecha de solicitud, recepcion de la muestra y emision de
resultados.

o Identificacion de la técnica realizada para la determina-
cion del biomarcador, especificando mutaciones y/u otras
alteraciones detectables. En el caso de reactivos comer-
ciales, indicar si poseen el sello «Productos de diagnodstico
in vitro» (IVD), nombre comercial y nimero de lote.

o Calidad de la muestra, especificando el porcentaje de
células tumorales y si se ha hecho enriquecimiento de
la muestra mediante micro o macrodiseccion, asi como
concentracion de ADN y pureza.

e Especificar en comentarios si la muestra es adecuada o
inadecuada.

¢ Resultado del analisis, definiendo el tipo de alteracion
molecular detectada o la ausencia de alteraciones mole-
culares.

o Identificacion del profesional responsable de la determi-
nacion.

o lIdentificacion del responsable del laboratorio.

e Informacion o comentarios adicionales que sean interés
para el médico peticionario.

o Acreditacion o participacion en programas de calidad.

Tiempos recomendados y aceptables

El tiempo en el que se realiza el estudio molecular es clave
para el paciente, y por ello, segln el consenso europeo, se
recomienda que sea menor de 7 dias laborables*.

Se estima que 2-3 dias son suficientes para la toma de la
muestra, la revision histologica para comprobar la cantidad
de tejido y la proporcion de células tumorales disponibles y
la realizacion de técnicas de macro o microdiseccion. Ade-
mas, se recomiendan 1-2 dias para la extraccion de ADN,
1-2 dias para la fase analitica y 1 dia para la interpretacion
y envio del resultado. Por tanto, todo el proceso podria ser
realizado en 5 dias, disponiendo asi de 2 dias adicionales por
si hay que repetir alguna determinacion, lo cual ocurre en el
5 al 20% de los casos. Si el estudio molecular se va a demo-
rar mas de 7 dias, es importante contactar con el oncélogo
e informarle.

Perspectivas de futuro

Es de esperar que en los proximos anos se intensifiquen
las oportunidades de tratamiento individualizado para los
pacientes con cancer de pulmon. Hasta el momento, Uni-
camente una minoria de las alteraciones implicadas en la
carcinogénesis pulmonar ha sido objeto de uso terapéutico.
Asimismo, algunos de los estudios que estan en curso con
diferentes inhibidores dirigidos a dianas de potencial inte-
rés (p.ej., Her2, PI3K, mTor, akt, Mek, LKB1, etc.) daran
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sus frutos y podran ser incorporados a nuestro arsenal tera-
péutico. Adicionalmente, la biusqueda de nuevas dianas es
previsible que resulte en la incorporacion de nuevas molécu-
las en el futuro. En este sentido, cabe sefalar que el propio
proceso de desarrollo de nuevos farmacos anti-tumorales
llevara asociado, en la mayoria de los casos, la incorpora-
cion y desarrollo concurrente de un biomarcador que defina
la poblacion de pacientes susceptibles de beneficio con el
medicamento de interés.

Todo ello nos llevara con toda seguridad a extremar las
medidas para obtener tejido tumoral de calidad que per-
mita establecer el diagnostico y la prediccion terapéutica.
En este sentido, sera crucial la complicidad de todos los
profesionales implicados en el cuidado de los pacientes con
cancer de pulmon, particularmente de los responsables de
obtener las muestras (endoscopistas y cirujanos) y de los
responsables de optimizar y garantizar la calidad de la infor-
macion (patoélogos y bidlogos moleculares).

La incorporacion de nuevos farmacos y biomarcadores
precisara también de la revision frecuente de los algorit-
mos de priorizacion en el uso de las muestras, que atendera
a criterios de utilidad de cada biomarcador, beneficio con
cada medicamento, parametros clinico-epidemioldgicos, y
disponibilidad y accesibilidad tecnoldgicas. Es asimismo pre-
visible el desarrollo en un futuro préximo de tecnologias que
habiliten la utilidad de marcadores basados en muestras de
facil acceso en la practica clinica, como el suero o las células
tumorales circulantes.

Otro desarrollo previsible sera la confeccion de bio-
marcadores complejos, basados en multiples predictores
simples, que nos faciliten informacion, no solo de la utili-
dad potencial de diferentes tratamientos en monoterapia,
sino también de sus combinaciones. La sofisticacion tecnolo-
gica debera también resolver la posibilidad de incorporar a
una misma prueba diagndstica diferentes tecnologias, como
FISH y analisis mutacional.

Finalmente, si se vislumbra una intensificacion del uso de
predictores en la practica clinica relacionada con el cuidado
de los pacientes con cancer de pulmén, se debera prestar
particular atencion a dos aspectos adicionales. En primer
lugar, la puesta a punto no solo de cada biomarcador en
cada centro (local o de referencia) sino de los sistemas regu-
lares y regulados de control de calidad. En segundo lugar,
la expansion del uso de biomarcadores tendra implicacio-
nes econdmicas para los sistemas sanitarios. Por ello, su uso
debe ser optimizado y basado en consensos que evallen la
tecnologia empleada y su utilidad potencial.

Conclusiones

La trascendencia de la adecuada seleccion de tratamiento
en pacientes con CPNM avanzado y la necesidad de que los
biomarcadores que permiten esta seleccion sean analizados
con los controles de calidad mas rigurosos, y en el menor
tiempo posible, han guiado la elaboracion de este consenso
liderado por las sociedades cientificas SEAP y SEOM.

Este documento tiene un marcado caracter asistencial,
por lo que las recomendaciones se cifien a los biomarcado-
res que actualmente delimitan subgrupos de pacientes con
abordajes terapéuticos diferentes, validados y basados en
farmacos ya comercializados. Es de esperar, no obstante,

que en un futuro cercano esta bateria se amplie, si bien las
propuestas de trabajo multidisciplinar en el entorno de los
Comités de Tumores, las decisiones colegiadas y la calidad
de resultados contrastada que han guiado la elaboracion de
este documento seguiran siendo validas.
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