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Prólogo

Cuando se fundó la International Association for the Study of Lung Cancer (IASLC) hace 
50 años, la visión era crear una organización que reuniera a personas dedicadas a la 
comprensión y el tratamiento del cáncer de pulmón. La IASLC ha crecido hasta convertirse 
en una sólida organización multidisciplinaria a nivel mundial que facilita la colaboración 
entre sus miembros y proporciona oportunidades para avanzar en este campo. Uno de los 
comités más fuertes y activos de la IASLC es el de patología, conocido por su increíble trabajo 
en el establecimiento de los criterios de estadificación del cáncer de pulmón y otras neoplasias 
malignas torácicas y por la publicación de estándares sobre temas patológicos clave, como 
las pautas de pruebas integrales para la positividad de la ALK en el entorno del cáncer de 
pulmón y la comparación de modalidades para estandarizar las pruebas de ligando 1 de 
muerte programada (Programmed death-ligand 1, PD-L1). Recientemente, el Atlas de 
inmunohistoquímica diagnóstica de la IASLC del 2020 resumió los avances más vanguardistas 
en inmunohistoquímica (IHQ). Este nuevo atlas se adentra en el área de diagnóstico molecular 
con una junta editorial verdaderamente internacional de expertos reconocidos mundialmente 
que han guiado el trabajo de una increíble lista de autores.

Dado que la IASLC ha crecido a lo largo de los años para incluir voces destacadas de la 
comunidad de defensores de los pacientes, es apropiado que este atlas incluya un capítulo sobre 
la relevancia clínica de las pruebas de biomarcadores con puntos de vista de los defensores de 
los pacientes, lo que nos ayuda a recordar cómo los conocimientos de este atlas proporcionan 
directamente beneficios a los pacientes que viven con cáncer de pulmón.

En el fondo, este libro es una guía práctica para los médicos que trabajan en el mundo 
del cáncer de pulmón. No se puede debatir la evaluación de las muestras patológicas sin 
revisar las mejores técnicas de adquisición de muestras, por lo que el segundo capítulo es de 
gran utilidad con puntos de vista de neumólogos, cirujanos, radiólogos intervencionistas y 
patólogos. Este atlas también proporciona un capítulo destacado sobre la biopsia líquida, cada 
vez más crítica en el manejo óptimo de los pacientes con cáncer de pulmón no microcítico, 
sobre todo cuando el tejido es escaso y difícil de obtener. Los autores examinan los puntos de 
vista globales sobre las pruebas moleculares tomando como referencia otras pautas publicadas. 
La mayor parte del atlas se desglosa por genes concretos de interés, como EGFR, ALK, ROS1, 
KRAS y otros, y por dianas emergentes como NRG1. Los autores terminan centrándose en los 
algoritmos de pruebas moleculares y en los puntos de vista futuros.
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Este Atlas de pruebas moleculares para terapias dirigidas en cáncer de pulmón de la 
IASLC es una referencia increíble, que pone al alcance de los lectores los últimos avances en 
pruebas moleculares. Una terapia óptima para el cáncer de pulmón requiere un conocimiento 
actualizado de los últimos avances en los fundamentos moleculares del cáncer de pulmón, 
así como la forma de comprender esas alteraciones y su relevancia clínica, de modo que se 
pueda utilizar la información para proporcionar la mejor atención posible a los pacientes. 
Este atlas es una guía concisa y práctica para todos los patólogos, neumólogos, cirujanos, 
radiólogos intervencionistas, oncólogos médicos, profesionales de atención de la salud 
aliados, defensores y demás personas que trabajan para proporcionar una atención óptima a 
los pacientes con cáncer de pulmón.

—Heather Wakelee, MD, FASCO, Presidenta de la IASLC
División de oncología
Departamento de Medicina
Stanford Cancer Institute
Facultad de Medicina de la Stanford University
Stanford, California, Estados Unidos
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En el texto se utilizan las siguientes abreviaturas:

ACMG: American College of Medical Genetics and Genomics
ADC: fármaco inmunoconjugado
ADNtc: ADN tumoral circulante
AHRQ: US Agency for Healthcare Research and Quality
ALK: quinasa del linfoma anaplásico
ALKi: ALK inhibidor de la tirosina quinasa
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ASCO: American Society of Clinical Oncology
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B-TMB: carga mutacional tumoral en sangre
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CDx: prueba diagnóstica con fines terapéuticos
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cfDNA: ADN libre de células
CHIP: hematopoyesis clonal de potencial indeterminado
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CNB: biopsia por punción con aguja gruesa
CPI: inhibidor de punto de control
CPK: creatinina fosfoquinasa
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CPNM: cáncer de pulmón no microcítico
DAPI: 4′,6-diamidino-2-fenilindol
DCR: tasa de control de la enfermedad
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dNTP: desoxinucleótido trifosfato
DOR: duración de la respuesta
EBM: medicina basada en la evidencia
EBUS: ecografía endobronquial
ECD: dominio extracelular
EDTA: ácido etilendiaminotetraacético
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EGF: factor de crecimiento epidérmico
EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico
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ERK: quinasa regulada por señales extracelulares
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EU: Unión Europea
FDA: Administración de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos
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FGFR-1: receptor 1 del factor de crecimiento de fibroblastos
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GAP: Proteína activadora de GTPasa
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GDNF: factor neurotrópico derivado de la glía
GDP: guanosín difosfato
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GTP: guanosín trifosfato
GTPasa: guanosín trifosfato hidrolasa o guanosín trifosfatasa
H&E: hematoxilina y eosina
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HGF: factor de crecimiento de hepatocitos
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HSP: proteína de choque térmico
IASLC: International Association for the Study of Lung Cancer
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NGS: secuenciación de nueva generación
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PKC: proteína quinasa C
PLCγ: fosfolipasa C-gamma
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RATS: cirugía toracoscópica asistida por robot
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RNAseq: secuenciación de ARN
ROS1: oncogén c-ros 1
ROSE: evaluación rápida in situ
RR: tasa de respuesta
RT-PCR: reacción en cadena de la polimerasa con transcripción inversa
RTK: receptor tirosina quinasa
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TRG: tasa de respuesta global
TRK: receptor quinasa para la tropomiosina
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TTF1: factor de transcripción tiroideo 1
TTNB: biopsia transtorácica con aguja
VATS: cirugía toracoscópica asistida por video
VBN: navegación broncoscópica virtual
VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular
VEGFR2: receptor 2 del factor de crecimiento endotelial vascular
VUS: variante(s) de significación desconocida o variante(s) de significación clínica incierta
WBC: leucocito
WES: secuenciación del exoma completo
WGS: secuenciación del genoma completo
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1Introducción
Por Lynette M. Sholl, Wendy A. Cooper, Keith M. Kerr, Daniel SW Tan,  
Ming-Sound Tsao y James Chih-Hsin Yang

En las últimas 2 décadas, las pruebas de biomarcadores en pacientes con cáncer de pulmón han 
pasado de ser inexistentes y de relevancia clínica limitada a ser generalizadas y esenciales para 
el manejo oncológico rutinario. ¿Qué ha impulsado esta evolución de la quimioterapia única 
para todos a la terapia de precisión altamente personalizada? Una serie de conocimientos 
y avances técnicos han impulsado este progreso, empezando por el reconocimiento de que 
algunos tipos de cáncer albergan alteraciones que conducen a una señalización incontrolada 
a través de proteínas quinasas. Lo que siguió fue el concepto revolucionario e inicialmente 
controvertido de atacar las tirosina quinasas con inhibidores de tirosina quinasa (tyrosine 
kinase inhibitors, TKI) de moléculas pequeñas para detener el crecimiento y la proliferación 
de las células neoplásicas.

La primera terapia con TKI de uso clínico fue el imatinib, un inhibidor de ABL, en 
pacientes con leucemia mieloide crónica (LMC), una neoplasia relativamente homogénea 
desde el punto de vista genómico debida al evento de fusión BCR::ABL1. Esta primera terapia 
dirigida tuvo un éxito espectacular, ya que muchos pacientes lograron un rápido alivio 
sintomático y una remisión a largo plazo (y posiblemente incluso la cura) con una toxicidad 
mínima del fármaco. A partir de ese momento, se inició la carrera para identificar otros 
ejemplos de tumores con dependencia de las quinasas y las terapias que podrían interferir 
específicamente en estas vías clave de señalización de la quinasa.

Un factor que determinó el asombroso éxito del imatinib en pacientes con LMC fue 
el sólido conocimiento de la estructura y función del ABL, así como del papel del evento 
de fusión oncogénica que impulsaba su actividad en las células neoplásicas. Es importante 
destacar que el imatinib no funcionó en cualquier paciente con leucemia, sino solo en aquellos 
cuyos tumores albergaban una fusión ABL o algún otro evento oncogénico impulsado por la 
quinasa con sensibilidad a este inhibidor en particular. Así nació el campo de la atención del 
cáncer racional o basada en biomarcadores. Esto exigía no solo un diagnóstico histopatológico 
preciso, sino también una caracterización genómica exacta, con lo que el diagnóstico 
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molecular pasó de centrarse inicialmente en los biomarcadores diagnósticos a centrarse cada 
vez más en las pruebas predictivas para orientar las decisiones sobre el tratamiento.

Con estos principios en mente, este atlas refleja 2 décadas de extraordinarios avances en 
el descubrimiento de biomarcadores y fármacos para el cáncer de pulmón, empezando por el 
reconocimiento de que las mutaciones del dominio quinasa del EGFR predicen la capacidad 
de respuesta a los TKI del EGFR. En la actualidad, se dispone literalmente de docenas de 
terapias racionales dirigidas principalmente contra tirosina quinasas y miembros de la vía 
mitogénica para pacientes con cáncer de pulmón cuyos tumores albergan ciertas alteraciones 
oncogénicas bien definidas (figura 1-1; tabla 1-1). Esta diversificación del tratamiento 
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a Las fechas de descubrimiento no aparecen en la cronología; las mutaciones del KRAS se 
   observaron por primera vez en el CPNM en 1984; las mutaciones del BRAF se observaron en el 2002.
b Indica la aprobación solo en el entorno de segunda línea.
Para conocer los ensayos clínicos que respaldan la aprobación reguladora de primera (o segunda línea), consulte las referencias.1-8
En las referencias se enumeran los informes de descubrimiento de los biomarcadores. 9-17

Figura 1-1. Cronología de las aprobaciones de fármacos dependientes de biomarcadores por parte de la Administración 
de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (US Food and Drug Administration, FDA) en el entorno de primera 
línea para pacientes con CPNM avanzado. Abreviaturas: CPNM = cáncer de pulmón no microcítico; TKD = dominio 
tirosina quinasa.

Tabla 1-1. Las terapias basadas en biomarcadores mejoran significativamente la supervivencia de los pacientes con 
CPNM avanzado

Diana Fármaco aprobado por la FDA Línea de terapia Mediana de SG (m)

Sin biomarcador Quimioterapia18 1L 8-10

EGFR (1G)19,20 Erlotinib, gefitinib 1L 21,6-35,5a

EGFR (2G)21,22 Afatinib, dacomitinib 1L 31,4-34,1

EGFR (3G)20 Osimertinib 1L 38,6

Fusión ALK23-26 Crizotinib, ceritinib, alectinib, brigatinib,b lorlatinibb 1L >51

Fusión ROS123,27 Crizotinib, entrectinibc ≥1L 51,4; 47,8b

BRAF V600E28 Dabrafenib + trametinib 1L 17,3

Fusión TRK29,30 Larotrectinib, entrectinib ≥2L 40,7; NE

Fusión RET31,32 Selpercatinib, pralsetinib 1L b

PD1/PD-L133 Nivolumab, pembrolizumab, atezolizumab 1L 26,3d

Abreviaturas: 1L = primera línea; 2L = segunda línea; FDA = Administración de Alimentos y Medicamentos de los 
Estados Unidos; CPNM = cáncer de pulmón no microcítico; SG = supervivencia global; TKI = inhibidor de la tirosina quinasa.
aLos pacientes pueden haber recibido TKI del EGFR de tercera generación tras la progresión.
bDatos de SG inmaduros.
cAnálisis del entrectinib realizado en una cohorte sin tratamiento previo con TKI de ROS1.
dPembrolizumab con PD-L1 ≥50 %.
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personalizado y dirigido ha ido acompañada de una mejoría demostrable de los resultados 
en los pacientes que reciben los fármacos adecuados. El desarrollo de estas terapias dirigidas 
ha sido posible en gran parte gracias a los enormes avances en la caracterización del genoma 
tumoral resultantes de las tecnologías de secuenciación masiva en paralelo. Estas tecnologías 
de escala, que toman prestados los principios de la evolución de los semiconductores, han 
reducido el costo de la secuenciación genómica en varios órdenes de magnitud desde los 
noventa y han permitido que esfuerzos institucionales, nacionales y multinacionales como The 
Cancer Genome Atlas definan sistemáticamente las alteraciones genómicas y transcriptómicas 
subyacentes a los tipos de tumores más comunes. Al mismo tiempo, la comercialización de 
tecnologías de secuenciación tanto focalizadas como integrales ha hecho que los perfiles 
genómicos tumorales sean relativamente accesibles para los pacientes con cáncer en la 
mayoría de los países desarrollados.

Sin embargo, siguen existiendo desafíos a la hora de proporcionar pruebas de 
biomarcadores oportunas, precisas y clínicamente relevantes para los pacientes con cáncer 
de pulmón. La enorme diversidad de mecanismos por los que un tumor puede apoderarse de 
las vías mitogénicas para impulsar el crecimiento y la proliferación exige que los laboratorios 
desarrollen y validen una serie de estrategias dirigidas al ADN, el ARN y/o las proteínas para 
garantizar unas pruebas de biomarcadores completas.

Esta diversidad se refleja en los genes que sufren reordenamientos (ALK, ROS1, RET, 
NTRK1-3, NRG1 y otros) o adquieren “fusiones” intragénicas impulsadas por empalmes 
aberrantes (MET). A nivel del ADN, los reordenamientos suelen ser el resultado de roturas 
en el ADN intrónico. Estos “puntos de rotura” son impredecibles y se producen en una 
amplia región del genoma, lo que dificulta su detección en el ADN. Por el contrario, los 
productos oncogénicos de estos reordenamientos dan lugar a transcritos de fusión altamente 
reproducibles, lo que facilita su detección a partir del ARN tumoral. Aunque la diversidad 
de la mutagénesis puede ser más limitada en aquellos genes propensos a variantes de un 
solo nucleótido o a pequeñas deleciones por inserción (EGFR, KRAS, BRAF, ERBB2), 
siguen descubriéndose mecanismos novedosos o poco frecuentes de activación oncogénica, 
que requieren una anotación genética molecular experta. El descubrimiento “en tiempo 
real” que conlleva la secuenciación rutinaria de las muestras de los pacientes requiere una 
estrategia integrada para informar que hoy en día suele adoptar la forma de reuniones 
multidisciplinarias, en las que el patólogo, el oncólogo, el especialista en procedimientos y 
todo el equipo de atención al paciente pueden aprovechar los datos de los biomarcadores para 
orientar el manejo (véase la figura 2-2).

A pesar de las pruebas que demuestran que el tratamiento con la mayoría de las terapias 
dirigidas conduce a los mejores resultados clínicos cuando se administra en primera línea, 
muchos pacientes aún reciben quimioterapia y/o inmunoterapia antes de la terapia dirigida, 
incluso con las aprobaciones para el uso de esta última en el entorno de primera línea. El 
fracaso en el empleo de terapias dirigidas puede atribuirse, en parte, a la falta de pruebas 
de biomarcadores y/o a los retrasos en la recepción de los resultados de los biomarcadores 
a tiempo. Las pruebas de biomarcadores en tejido se complican con frecuencia por la 
limitada calidad o cantidad de tejido; aunque este desafío se puede superar en parte mediante 
la comunicación activa entre el especialista en procedimientos y el patólogo durante la 
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recolección del tejido, esto requiere una medida de coordinación y experiencia que no está 
disponible en todos los entornos.

La creciente confiabilidad y sensibilidad de las pruebas de ADN tumoral circulante 
derivado del plasma de los pacientes ha mejorado el acceso a los resultados de los 
biomarcadores y ha reducido el tiempo necesario para obtenerlos. Sin embargo, estas pruebas 
no están disponibles en todas las regiones del mundo y puede resultar difícil acceder a ellas 
debido a limitaciones económicas, incluso cuando están técnicamente disponibles. Además, 
este enfoque no cubre, por sí solo, de forma confiable todos los biomarcadores necesarios y 
tiene una sensibilidad limitada por la extensión del ADN tumoral liberado a la circulación. 
Esto señala el papel fundamental de la defensa de los pacientes para exigir un mejor acceso a 
pruebas confiables y terapias dirigidas en todo el mundo.

Por último, pero no por ello menos importante, en este Atlas de pruebas moleculares 
para terapias dirigidas en cáncer de pulmón de la IASLC hemos utilizado los términos 
“molecular”, “biomarcador”, “biomarcador molecular” y “biomarcador predictivo” de forma 
un tanto intercambiable en el contexto de la terapia dirigida en el cáncer de pulmón. A pesar 
de que cada uno de estos términos puede tener significados más específicos y ligeramente 
diferentes, y a pesar de una reciente propuesta para armonizar las terminologías a “pruebas 
de biomarcadores”34, se utilizan con frecuencia como sinónimos. El término “prueba de 
mutación” tiene un significado más específico que el de prueba de biomarcadores/pruebas 
moleculares, ya que tiende a utilizarse para pruebas a nivel de genes, mientras que los 
biomarcadores o las moléculas pueden incluir genes y/o proteínas. Lo ideal sería que en el 
futuro se llegara a un consenso sobre términos que sean aceptados y comprendidos por todas 
las partes interesadas que puedan beneficiarse de este atlas.

Esperamos que este atlas, cuyos autores son expertos internacionales en diagnóstico y 
tratamiento del cáncer de pulmón, ayude a un público amplio a comprender los fundamentos 
de las anomalías moleculares del cáncer de pulmón que ayudan a orientar la terapia dirigida 
que se utiliza hoy en día en los pacientes con cáncer de pulmón no microcítico.
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2Relevancia clínica de las pruebas de 
biomarcadores en el cáncer de pulmón
Por Benjamin J. Solomon, Paul J. Hesketh, Lyudmila Bazhenova,  
Shani Shilo y Lecia V. Sequist

Concepto de terapia personalizada para el cáncer de pulmón
¿Por qué es tan importante realizar pruebas de biomarcadores precisas, oportunas y completas para 
la atención óptima de los pacientes con cáncer de pulmón no microcítico (CPNM) no escamoso? 
En pocas palabras, porque las recomendaciones basadas en pruebas para el tratamiento en casi 
todos los estadios y situaciones de esta enfermedad dependen en gran medida del conocimiento 
de los biomarcadores tumorales para priorizar y personalizar los innumerables tratamientos 
disponibles para mejorar los resultados de los pacientes con CPNM. En los últimos 15 años, 
el paradigma de analizar un CPNM en busca de mutaciones conductoras en el momento del 
diagnóstico inicial ha pasado de ser un requisito experimental a uno estándar para los pacientes con 
enfermedad metastásica y se está convirtiendo en el estándar de atención para todos los estadios 
de la enfermedad. Simultáneamente, el número de genes que se deben analizar para optimizar las 
recomendaciones de tratamiento se ha ampliado de las mutaciones en un único gen a una lista 
extensa y en constante expansión, y se han desarrollado múltiples plataformas y tecnologías para 
analizar tanto el tejido tumoral como el plasma en busca de ADN tumoral circulante (ADNtc).

Desde principios de la primera década del siglo XXI, la identificación de alteraciones 
genómicas oncogénicas en el CPNM y el desarrollo de terapias dirigidas diseñadas para bloquear 
el factor oncogénico han permitido individualizar el tratamiento y transformar los resultados. 
Aunque su frecuencia varía entre las poblaciones asiáticas y occidentales, en la mayoría de los 
adenocarcinomas de pulmón se pueden identificar dianas moleculares potencialmente susceptibles 
a una intervención preventiva (figura 2-1). Ahora existen terapias eficaces para tratar tumores con 
mutaciones específicas en los genes EGFR, MET, BRAF, ERBB2 (HER2) y KRAS, así como fusiones 
oncogénicas en las que intervienen los genes ALK, ROS1, RET y NTRK1-3 (figura 2-2; tabla 2-1). 
Las pruebas mutacionales integrales y la terapia dirigida por biomarcadores han permitido ofrecer 
una medicina personalizada para el CPNM y mejoras en los resultados clínicos.
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Desarrollo de la terapia dirigida para el CPNM: perspectiva histórica
El primer avance fue el descubrimiento de las mutaciones del gen EGFR en el cáncer de 
pulmón en el 2004. En ese momento, las pruebas de los nuevos inhibidores de la tirosina 
quinasa (tyrosine kinase inhibitors, TKI) bloqueadores del EGFR revelaron que, aunque la 
mayoría de los pacientes con cáncer de pulmón no se beneficiaron de esta terapia, unos pocos 
obtuvieron beneficios espectaculares con respuestas rápidas y duraderas.2-5 En un estudio 
más detallado de los tumores de los pacientes que respondieron de forma extraordinaria se 
descubrieron mutaciones en el dominio de la tirosina quinasa del EGFR que conferían una 
biología “adicta a los oncogenes” en la que la supervivencia del cáncer dependía de forma 
única de la señalización de la vía del EGFR y, por tanto, podía verse alterada de manera 
particular por la inhibición terapéutica de esta vía.6,7 El estudio IPASS demostró que los 
mejores resultados se obtuvieron al seleccionar a los pacientes en función de la detección 
de mutaciones del EGFR en sus tumores, y no en función de sus características clínicas, y al 
iniciar la terapia con los TKI del EGFR en el entorno de primera línea (tabla 2-1).8,9 Estos 
hallazgos se han confirmado posteriormente en otros múltiples estudios.10-13

Estos estudios demostraron mejorías en la tasa de respuesta y la supervivencia libre de 
progresión, así como una mejoría de la supervivencia en comparación con los controles 
históricos.14 La ventaja en la supervivencia global ha sido más difícil de demostrar en los 
ensayos de primera línea de gefitinib o erlotinib en comparación con la quimioterapia en el 
CPNM con mutación del EGFR, probablemente debido al cruzado.15 Se han desarrollado 
compuestos de segunda generación, incluidos afatinib16 y dacominitib17, que muestran una 
eficacia mejorada y una ventaja en la supervivencia frente a los TKI de primera generación 

Reordenamiento del NTRK (0,23 %)
Reordenamiento del RET (1,7 %) 

Mutación BRAF V600E (2,1 %)
Mutación de inserción en el
exón 20 del HER2 (2,3 %)

Reordenamiento del ROS1 (2,6 %)

Mutación del exón 14 
del MET (3 %)

Reordenamiento 
del ALK (3,8 %)

21,7 %

39,8 %

16,3 %1,3 %
1,6 %

46,6 %

15 %

10,3 %

8,4 %

2,8 %

2,2 %

2,9 %

Otra mutación 
del KRAS

Mutación
G12C del KRAS

Otra mutación
del EGFR

Mutación de
inserción en el 
exón 20 del EGFR

Deleción del exón 19
y mutación L858R
del EGFR

Círculo externo: poblaciones asiáticas
Círculo interno: poblaciones occidentales

Sin alteración susceptible 
a una intervención preventiva 

Figura 2-1. Frecuencia de los factores oncogénicos en el CPNM (Fuente: Tan y Tan 2022,1 copyright © 2022, por 
la Sociedad Americana de Oncología Clínica. Publicado por Wolters Kluwer. Todos los derechos reservados).
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en algunas poblaciones, aunque con toxicidad adicional. El TKI de tercera generación 
osimertinib ha demostrado una mayor eficacia, incluida una mejoría de la supervivencia con 
una toxicidad reducida en comparación con los TKI de primera generación,20,21 estableciendo 
un nuevo estándar de atención para el tratamiento de primera línea de pacientes recién 
diagnosticados con mutaciones del EGFR. Recientemente, el osimertinib se convirtió en la 
primera terapia dirigida aprobada por la Administración de Alimentos y Medicamentos de 
los Estados Unidos (US Food and Drug Administration, FDA) en el entorno adyuvante dada 
su demostrada mejoría de la supervivencia libre de enfermedad.43

Este concepto de terapia dirigida al tumor recibió una nueva validación en el desarrollo 
de fármacos para el CPNM y en la práctica clínica después de que se describiera el segundo 
factor oncogénico, la fusión del gen ALK, en el cáncer de pulmón en el 2007.44 Por 
casualidad, acababa de iniciarse un ensayo de fase 1 en humanos con crizotinib, un nuevo 
TKI multiquinasa desarrollado para inhibir el MET pero del que se sabía que también inhibía 
la quinasa del linfoma anaplásico (Anaplasic Lymphoma Kinase, ALK) y el oncogén 1 c-ros 
(ROS1).45 El diseño del ensayo cambió rápidamente el enfoque del MET a la identificación 
y reclutamiento de pacientes cuyos tumores albergaban reordenamientos de ALK mediante 
hibridación fluorescente in situ (fluorescence in situ hybridization, FISH), y este ensayo y 
los posteriores de fase 3 mostraron una eficacia significativa y mejorías en los resultados 
en comparación con la quimioterapia estándar.22,45,46 En 4 años, el crizotinib recibió la 
aprobación de la FDA como el primer fármaco estudiado y aprobado de forma específica para 
cada genotipo. El rápido y exitoso desarrollo del crizotinib marcó la pauta para el desarrollo 
de fármacos dirigidos que continúa en la actualidad.

Se han desarrollado TKI para ALK de nueva generación, como ceritinib, alectinib, 
brigatinib, ensartinib y lorlatinib, con una mayor eficacia y una mejor penetración en el 
sistema nervioso central (SNC).23,24,26,27,47 Cuatro de estos compuestos de nueva generación 
(alectinib, brigatinib, ensartinib y lorlatinib) han demostrado una mayor eficacia que el 
crizotinib en ensayos clínicos de fase 3, elevando el nivel de la terapia de primera línea para 
el CPNM con ALK reordenado. Estas terapias dirigidas han mejorado los resultados en 
comparación con los controles históricos48 y han dado lugar a tasas de supervivencia sin 
precedentes, con una mediana de supervivencia superior a los 5 años.25

Posteriormente, se produjo un rápido desarrollo de inhibidores de la quinasa dirigidos 
contra las mutaciones BRAF V600E,38 las mutaciones de omisión del exón 14 de MET, 36,37 
así como los reordenamientos genéticos del ROS1,28,29 RET,30,31 y del NTRK1-332,33. Las 
aprobaciones de estas terapias se han basado en gran medida en los resultados de ensayos 
de fase 1 o 2 de un solo grupo, que demuestran altas tasas de respuesta en tumores con la 
diana oncogénica específica, sin ensayos de fase 3 que los acompañen, debido en gran parte 
a las limitaciones de realizar grandes ensayos clínicos de forma aleatoria en poblaciones 
poco frecuentes con estas dianas poco comunes. La utilización de nuevas estrategias de 
selección de dianas, como los anticuerpos biespecíficos y los fármacos inmunoconjugados, 
ha ampliado el espectro de oncogenes susceptibles a una intervención preventiva para incluir 
las mutaciones del exón 20 del EGFR41,42 y la mutación del HER2.34 Y aunque las mutaciones 
en la guanosín trifosfato hidrolasa (GTPasa) del KRAS han sido históricamente difíciles de 
atacar,49 el inhibidor KRAS G12C, sotorasib, fue aprobado por la FDA en mayo del 2021,39 
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y posteriormente, el adagrasib fue aprobado para esta indicación en diciembre del 2022 con 
base en las tasas de respuesta en pacientes con CPNM previamente tratados.40

Resistencia a las terapias dirigidas
La resistencia adquirida acabará por desarrollarse y limitará la eficacia de las terapias dirigidas. 
Los temas comunes en la resistencia a las terapias dirigidas son las aberraciones específicas 
en la vía inhibida y la resistencia inespecífica mediante la adquisición de vías de derivación 
o la transformación histológica en carcinoma microcítico o carcinoma de células escamosas. 
Las biopsias posteriores a la progresión pueden ayudar a comprender los mecanismos de 
resistencia y guiar la terapia posterior a la progresión en algunos casos. Los mecanismos de 
resistencia en el contexto de diferentes factores oncogénicos se debaten con más detalle en los 
capítulos específicos de genes de este atlas.

Resultados de la terapia dirigida por biomarcadores en pacientes con cáncer de pulmón
La disponibilidad y el uso de terapias dirigidas ha mejorado los resultados de los pacientes con 
CPNM avanzado. La reducción de la mortalidad en la población estadounidense y la mejoría 
de la supervivencia tras el diagnóstico de CPNM entre el 2013 y el 2016 coincidieron con la 
aprobación de los TKI para EGFR y ALK.50 Los programas de pruebas moleculares regionales 
y nacionales a gran escala en Estados Unidos.51 y Europa52,53 demostraron la viabilidad 
de realizar pruebas para detectar múltiples factores moleculares en grandes poblaciones 
y el valor de dirigir a los pacientes identificados con alteraciones moleculares a la terapia 
dirigida adecuada. El Lung Cancer Mutation Consortium de EE. UU. analizó los tumores de 
733 pacientes para 10 genes y pudo identificar una mutación conductora potencialmente 
susceptible de responder al tratamiento en el 64 % de los casos. Los resultados mejoraron en 
los pacientes con un factor oncogénico que recibieron un agente dirigido (n = 260, mediana 
de supervivencia de 3,5 años) en comparación con los pacientes con un factor oncogénico 
que no recibieron terapia dirigida (n = 318, mediana de supervivencia de 2,4 años).51 Un 
programa nacional francés identificó alteraciones moleculares en aproximadamente la mitad 
de los 17 664 pacientes con CPNM analizados durante un periodo de 1 año con un panel 
de 6 genes,52 y se observaron mejorías en los resultados, incluidas las tasas de respuesta, la 
supervivencia libre de progresión y la supervivencia global en los pacientes que presentaban 
alteraciones genómicas susceptibles a una intervención preventiva. Del mismo modo, un 
estudio alemán en el que participaron 5145 pacientes demostró que la genotipificación de 
los tumores era factible y se asociaba a una mejoría de los resultados de supervivencia en 
los pacientes con mutaciones del EGFR o reordenamientos de ALK que recibieron la terapia 
dirigida apropiada.53 Un análisis en condiciones reales de 4064 pacientes estadounidenses 
con CPNM mediante la base de datos electrónica Flatiron vinculada con el perfil genómico 
estándar de atención reveló que los pacientes cuyos tumores albergaban una alteración del 
factor oncogénico y fueron tratados con una terapia dirigida adecuada (n = 575) tuvieron una 
mejor supervivencia global en comparación con los que no tenían una alteración del factor 
oncogénico (n = 560) (mediana, 18,6 meses en comparación con 11,4 meses; P < 0,001).54
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Barreras para la realización de pruebas de biomarcadores
Se identificaron varias barreras para la realización de pruebas de biomarcadores clínicamente 
apropiadas.55-59 Aunque el impacto relativo de cada barrera varía según la ubicación 
geográfica (países desarrollados frente a países en vías de desarrollo o zonas rurales frente 
a zonas metropolitanas) y el entorno asistencial (comunitario frente a académico), se ha 
observado una notable coherencia entre los distintos entornos en cuanto a los factores clave. 
Uno de los estudios más integrales para evaluar las barreras para la realización pruebas en un 
entorno global fue el realizado por la International Association for the Study of Lung Cancer.59 
Se identificaron cinco factores comunes en todas las ubicaciones. El más frecuente en todas 
las regiones geográficas fue el costo. La calidad del tejido (muestra inadecuada, manipulación 
subóptima) también fue un factor limitante importante. Otros factores fueron el acceso 
a las pruebas (un solo gen en comparación con un panel único más amplio), tiempos de 
respuesta prolongados y la concientización (familiaridad con las pautas y dificultades en la 
interpretación de los resultados). Además, en los países en vías de desarrollo y de ingresos 
medios, la falta de acceso a diversos agentes dirigidos supone un importante desincentivo 
para la realización de pruebas de biomarcadores.60

Entre las posibles soluciones para abordar estos problemas se incluyen el uso de protocolos 
de pruebas reflejas; la optimización de la interacción entre los proveedores que obtienen las 
muestras tumorales, los patólogos y los oncólogos médicos; la revisión de los casos por parte 
de juntas tumorales multidisciplinares; y la mejora de los tiempos de respuesta mediante la 
creciente utilización de pruebas de ADNct basadas en plasma. Dada la rápida evolución de 
múltiples nuevas dianas moleculares potencialmente tratables, la mejoría de los esfuerzos 
de formación de los proveedores, en particular los dirigidos a los proveedores comunitarios 
y no especializados en el ámbito torácico, podría optimizar los esfuerzos en la realización 
de pruebas moleculares.56 Una encuesta realizada por la Sociedad Americana de Oncología 
Clínica mostró que los médicos de medicina general solicitaban pruebas de biomarcadores 
con una frecuencia significativamente mayor para sus pacientes con CPNM escamoso en 
comparación con los especialistas en medicina torácica, a pesar de la relativa escasez de 
oncogenes susceptibles de responder al tratamiento en este tipo de tumor. Además, fueron 
menos propensos a aplazar el tratamiento con terapias no dirigidas mientras esperaban los 
resultados de los biomarcadores en comparación con los oncólogos especialistas, a pesar de 
los beneficios demostrados del uso de terapias dirigidas en el entorno de primera línea.56

Impacto de no realizar pruebas
El valor de realizar pruebas oportunas y precisas de biomarcadores para guiar las decisiones 
sobre el tratamiento en el CPNM avanzado está bien reconocido. Las tasas de supervivencia a 
5 años de los pacientes que reciben terapias dirigidas o inmunoterapias oscilan entre el 15 % y el 
50 % en función del biomarcador, en comparación con una tasa histórica de aproximadamente 
el 6 % con quimioterapia citotóxica.62 Recientemente, 2 estudios han reforzado el impacto 
de la adherencia a las pautas de las pruebas de biomarcadores sobre los resultados en el 
CPNM.62,63 John et al estudiaron retrospectivamente una cohorte de 28 784 pacientes con 
CPNM avanzado procedentes de 280 clínicas oncológicas estadounidenses.62 Dos tercios de 
estos pacientes se sometieron a las pruebas de biomarcadores recomendadas por la National 
Comprehensive Cancer Network (NCCN) (grupo adherente). Se observó una mejoría de los 
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resultados clínicos, incluido un menor riesgo de mortalidad y una mediana de supervivencia 
mayor en el grupo adherente en comparación con el de los pacientes que no se sometieron 
a pruebas de biomarcadores (grupo no adherente). El impacto de una junta de tumores 
moleculares (molecular tumor board, MTB) a la hora de ayudar a superar las numerosas 
barreras para obtener y aplicar las pruebas de biomarcadores adecuadas quedó demostrado 
en un estudio realizado en la Universidad de Kentucky,63 en el que los casos revisados por 
la MTB tuvieron mejores resultados de supervivencia que los controles emparejados por 
propensión sin revisión de la MTB (cociente de riesgo [HR], 8,61; P < 0,0001).

Aunque el papel de las pruebas de biomarcadores en estadios más tempranos de la 
enfermedad ha sido menos definido, la aprobación del osimertinib adyuvante en CPNM 
resecados con mutación EGFR positiva43 y la eficacia de los fármacos inmunooncológicos 
neoadyuvantes y adyuvantes en pacientes cuyos tumores son negativos para EGFR y ALK 
también han establecido el papel esencial de las pruebas de biomarcadores en este entorno.

Perspectiva del defensor de pacientes
La nueva era de la medicina personalizada ha proporcionado una esperanza y un optimismo 
renovados a los pacientes con cáncer de pulmón y a sus familiares cuidadores. Para determinar 
el tratamiento personalizado óptimo y lograr los mejores resultados posibles, es crucial 
realizar pruebas de biomarcadores. Hay varias consideraciones importantes desde el punto 
de vista del paciente o del proveedor de atención médica.

Acceso, costo y equidad
Aunque, en muchos países, las pruebas de biomarcadores son rutinarias y están cubiertas 
por los sistemas de salud tras el diagnóstico, este no es el caso en todo el mundo. Existen 
diferencias significativas entre Europa Occidental/Norte y Europa Oriental, por ejemplo, 
como se describe en el documento de posición de Lung Cancer Europe (LuCE)64 e 
importantes disparidades dentro de los países según la raza.65 Además, las pruebas repetidas 
de biomarcadores para examinar los mecanismos de resistencia adquirida a la terapia dirigida 
pueden no ser reembolsadas por los sistemas de salud, lo que obliga a los pacientes a incurrir 
en gastos por cuenta propia para acceder a opciones de terapia dirigida posteriores.

Educación y esperanza
El impacto de identificar una mutación conductora susceptible a una intervención preventiva 
puede ser de grandes proporciones; a veces representa literalmente la diferencia entre 
la vida y la muerte. Sin embargo, muchos cánceres de pulmón no son portadores de un 
factor oncogénico y, para algunos, las alteraciones genéticas halladas en las pruebas aún no 
disponen de las terapias dirigidas correspondientes. Es fundamental que los pacientes y sus 
familias reciban asesoramiento en el momento de realizar las pruebas moleculares que cubra 
la gama de posibles resultados, la importancia de los posibles hallazgos y las limitaciones de 
las pruebas. Es crucial gestionar las expectativas de los pacientes y sus familias. Además, la 
interpretación de los informes de patología molecular puede suponer un reto, razón por la cual 
debe facilitarse apoyo. El material educativo comprensible disponible en línea o en formato 
impreso de organizaciones de defensa del paciente, profesionales y educativas desempeña 
un papel importante, sobre todo para ayudar a quienes no hayan recibido una propuesta 
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del proveedor relacionada con las pruebas moleculares y para promover la realización de las 
pruebas necesarias. Además, existen comunidades sociales digitales en las que pacientes y 
familiares comparten experiencias y aprenden unos de otros, lo que les proporciona apoyo 
y esperanza. Los proveedores de servicios médicos pueden ayudar dirigiendo a los pacientes 
recién diagnosticados con cáncer de pulmón hacia estos recursos.

Conclusión
El diagnóstico y el tratamiento actuales del CPNM dependen en gran medida de la realización 
de pruebas de biomarcadores tumorales oportunas, bien integradas y exhaustivas, así como 
de la utilización adecuada de las terapias disponibles. Este atlas es una referencia integral que 
les permitirá a los lectores proporcionar los enfoques terapéuticos personalizados óptimos 
para los pacientes con cáncer de pulmón.
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3Adquisición de muestras y 
consideraciones preanalíticas

Los pacientes con cáncer de pulmón pueden manifestar la enfermedad de diversas formas y 
tenerla en estadio temprano o avanzado en diferentes localizaciones. Independientemente de 
su manifestación, el tratamiento óptimo requiere la adquisición de tejido para el diagnóstico 
y, en muchos casos, la caracterización molecular para indicar cuál es la terapia óptima. En este 
capítulo se revisan los papeles complementarios de los neumólogos, radiólogos y cirujanos en 
la adquisición de tejido y las variables preanalíticas que influyen en la evaluación patológica 
óptima y la caracterización molecular del tumor de un paciente.

Perspectiva del neumólogo
Por Emily Stone y Kwun M. Fong
La época en la que los neumólogos solo necesitaban obtener muestras diagnósticas para confirmar 
la neoplasia maligna y distinguir el cáncer de pulmón microcítico (CPM) del cáncer de pulmón 
no microcítico (CPNM) ha quedado atrás. La obtención de tejido diagnóstico adecuado para la 
caracterización molecular de la forma más segura posible es ahora una prioridad, en particular 
para el CPNM.1 Cada procedimiento de toma de muestras debe maximizar el rendimiento, ya que 
el tejido sigue siendo realmente lo esencial tanto para el diagnóstico histopatológico como para la 
caracterización molecular auxiliar, a pesar de la utilidad de la biopsia líquida en algunos contextos.2-8

La adquisición óptima de tejido es un factor preanalítico crucial para el análisis de biomarcadores, 
ya sea que se utilicen pruebas de un solo gen, un pequeño panel o un perfil genómico integral de 
secuenciación de nueva generación (next-generation sequencing, NGS).9-11 Las mejores prácticas 
tienen como objetivo obtener suficiente tejido para las pruebas histopatológicas y moleculares 
pertinentes de la forma más segura, eficaz y accesible, teniendo en cuenta las barreras globales para 
las pruebas de biomarcadores.12-14

Esto puede suponer un desafío en el cáncer de pulmón, sobre todo en el caso de lesiones más 
pequeñas o inaccesibles; con comorbilidades del paciente, como una enfermedad pulmonar grave; 
o en el contexto de una manifestación en estadio avanzado que contraindique las muestras de 
resección quirúrgica, que proporcionan más tejido que las biopsias broncoscópicas mínimamente 
invasivas, la aspiración con aguja y las biopsias por punción con aguja gruesa.15
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Broncoscopia flexible
La broncoscopia flexible convencional tiene un alto rendimiento diagnóstico para las 
lesiones centrales y un bajo rendimiento para las lesiones más pequeñas y periféricas. Las 
tecnologías más recientes, como la broncoscopia por navegación, la ecografía endobronquial 
(endobronchial ultrasound, EBUS) y la broncoscopia ultrafina y robótica, mejoran el alcance 
broncoscópico junto con herramientas de muestreo modernas, por ejemplo, agujas flexibles 
y gruesas, junto con herramientas de tunelización que están cambiando este paradigma.16-22 
El uso tradicional de la broncoscopia para las lesiones centrales y los abordajes transtorácicos 
para las lesiones periféricas se está poniendo en tela de juicio a medida que estas técnicas 
avanzadas de broncoscopia mejoran el rendimiento diagnóstico de las lesiones centrales 
y periféricas con la capacidad adicional de tomar muestras de los ganglios en el mismo 
procedimiento con menor riesgo de neumotórax (tabla 3-1).23

Para los abordajes endobronquiales y transbronquiales, se han recomendado 5 biopsias 
endobronquiales/transbronquiales con pinzas, considerándose otras 5 biopsias con pinzas o 
2 criobiopsias para maximizar la adquisición de tejido y se ha informado que estas últimas 
tienen un mayor rendimiento diagnóstico, pero con un mayor riesgo de complicaciones, 
sobre todo de sangrado.11,24

Las lesiones visibles por broncoscopia o por imagen (EBUS, fluoroscopia, tomografía 
computarizada [TC] de haz cónico) también pueden muestrearse con un cepillo de cerdas cónicas 
de la lesión; se colocan como frotis en un portaobjetos para citología y se agitan enérgicamente 
en solución salina para desprender las células que forman pellets por centrifugación en un 
bloque celular.25 Un estudio sugirió que los cepillados mostraban una adecuación similar a las 
biopsias para inmunohistoquímica (PD-L1, ALK, ROS1) y NGS (EGFR, KRAS, BRAF).26

Los lavados bronquiales proporcionan muestras citológicas y bloques celulares, aunque 
cualquier célula tumoral desprendida queda diluida por otros tipos celulares y restos. Los 
lavados se pueden utilizar para detectar mutaciones somáticas, metilación aberrante y tinción 
de PD-L1, pero son relativamente poco selectivos y están limitados por una baja proporción 

Tabla 3-1. Abordajes broncoscópicos y herramientas de muestreo de uso común para la adquisición de tejido de cáncer 
de pulmón

Características tumorales Modalidad Herramienta de muestreo

Tumor central o endobronquial Broncoscopia Biopsia endobronquial

Criobiopsia

Cepillado

Lavados/lavado broncoalveolar

Tumor periférico Broncoscopia ultrafina

EBUS radial

Biopsia transbronquial

Criobiopsia transbronquial

TBNA

Cepillado transbronquial

Lavados/lavado broncoalveolar (diri-
gido)

Tumor mediastinal o tumor extrínseco/ganglio 
linfático adyacente a las vías respiratorias

EBUS lineal TBNA

Abreviaturas: EBUS = ecografía endobronquial; TBNA = aspiración transbronquial con aguja.
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de células tumorales en muchos casos. Un lavado broncoalveolar más selectivo requiere una 
vaina guía por la que se navega a través del broncoscopio hasta la lesión.27-29

La aspiración transbronquial con aguja (transbronchial needle aspiration, TBNA) se 
puede realizar sin EBUS. La moderna TBNA guiada por EBUS mejora significativamente 
el rendimiento diagnóstico para el muestreo de lesiones centrales y ganglios linfáticos 
mediastinales e hiliares, y el EBUS radial se aplica cada vez más para el muestreo de 
lesiones periféricas.14,25,30,31 Las muestras de TBNA se pueden colocar como frotis en un 
portaobjetos y convertirse en un bloque celular adecuado para análisis histopatológicos y 
moleculares.32 Las agujas de TBNA más grandes, de calibre 19, pueden obtener “núcleos”, 
aunque a menudo consisten en sangre coagulada con fragmentos de tejido atrapados.33 La 
gestión multidisciplinaria coordinada y cuidadosa de todas las valiosas muestras es vital para 
un diagnóstico y un perfil molecular óptimos.34

Se recomienda la evaluación rápida in situ (Rapid onsite evaluation, ROSE) para garantizar 
que las TBNA y otras muestras de EBUS sean adecuadas para las pruebas moleculares. Sin 
embargo, la ROSE requiere recursos adicionales de un citopatólogo/tecnólogo en la sala de 
procedimientos para confirmar la presencia de células tumorales y la adecuación/rendimiento 
del muestreo.33,35-37 Cuando se realiza una aspiración transbronquial con aguja guiada por 
ultrasonido endobronquial (Endobronchial ultrasound-guided trans-bronchial needle 
aspiration, EBUS-TBNA) sin ROSE, se ha sugerido un mínimo de 3 y hasta 5 pases.11

Broncoscopia por navegación
Los avances tecnológicos han dado lugar a nuevas formas de guiar el broncoscopio hasta 
la diana. Los sistemas de navegación, que incluyen la navegación broncoscópica virtual 
(virtual bronchoscopic navigation, VBN) o la navegación electromagnética (electromagnetic 
navigation, EMN), utilizan imágenes tridimensionales del recorrido de la ruta bronquial 
anatómica hasta la diana y se utilizan principalmente para lesiones pulmonares 
periféricas.18,19,25,38-40

Broncoscopia ultrafina
Los broncoscopios ultrafinos pueden alcanzar vías respiratorias más distales (vías respiratorias 
de quinta generación en comparación con las de cuarta generación) que los broncoscopios 
convencionales. Proporcionan un mayor rendimiento diagnóstico para las lesiones periféricas 
debido a un canal de trabajo desproporcionadamente grande de 1,7 mm, que permite una 
sonda EBUS radial pequeña y un muestreo con multiherramienta.25,41,42

Broncoscopia robótica
Otra innovación es la broncoscopia robótica tanto para la adquisición de tejido como para 
una posible terapia. Actualmente se dispone de dos sistemas comerciales. Entre sus ventajas 
se incluyen la navegación, la capacidad de mantener la posición, la mejora de la articulación 
y la maniobrabilidad; sin embargo, su elevado costo puede ser un obstáculo para su adopción 
generalizada.21,43,44
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Preservación y transferencia de muestras
Las muestras broncoscópicas se suelen recoger en solución salina normal o formalina para 
su transferencia interdepartamental, práctica habitual en todo el mundo. No obstante, están 
surgiendo alternativas para superar el impacto negativo de la fijación con formalina sobre la 
calidad del ácido nucleico, por ejemplo, los fijadores sin formación de enlaces cruzados.45 
Dado que cada vez se utilizan más las pruebas basadas en el ARN, los reactivos que preservan 
el ARN pueden ayudar a enfrentar el desafío de la degradación del ARN.46

Conclusión
La medicina personalizada depende fundamentalmente de la adquisición de tejido tumoral 
en cantidad y calidad suficientes para las pruebas moleculares, lo que resulta especialmente 
difícil en el cáncer de pulmón, donde las muestras para el diagnóstico son en su mayoría 
pequeñas. Para las pruebas complementarias, la obtención de biopsias o bloques celulares 
siempre que sea posible aumentará las posibilidades de contar con suficientes células 
tumorales. Los neumólogos deben optimizar las técnicas actuales y aprender nuevas 
habilidades broncoscópicas para garantizar que las muestras proporcionen la calidad y la 
cantidad necesarias de células tumorales para los diagnósticos histopatológicos y las pruebas 
moleculares.30,47 La orientación informativa multisociedades y basada en pruebas necesitará 
actualizaciones periódicas para abordar las necesidades cambiantes. No obstante, se están 
produciendo avances paralelos en la práctica de la broncoscopia avanzada,48,49 de forma tal 
que el dilema de probar “más con menos” puede evolucionar a probar “más con más”.50

Perspectiva del radiólogo intervencionista
Por Ritu R. Gill y Apoorva Gogna
La biopsia percutánea transtorácica con aguja (PTNB) guiada por imágenes constituye 
el estándar de atención en la evaluación diagnóstica de nódulos y masas pulmonares, con 
una elevada precisión diagnóstica tanto para etiologías benignas como malignas, con una 
sensibilidad y especificidad acumuladas de 0,95 y 0,99, respectivamente.51,52 La TC es el 
método imagenológico preferido para las biopsias guiadas por imágenes y permite un muestreo 
seguro de lesiones superficiales y profundas al tiempo que minimiza la morbilidad al limitar 
el paso de la aguja a través del pulmón aireado y ayudar a evitar vasos, cisuras y bulas.53 La 
ecografía se puede utilizar para lesiones sin interfase pulmonar, así como para lesiones basadas 
en la pared torácica y la pleura.54,55 La fluoroscopia y el arco en C intraoperatorio también se 
pueden utilizar para biopsias guiadas por imágenes56,57 pero desempeñan un papel limitado 
en la obtención de tejido para el diagnóstico y el perfil molecular. Tanto la aspiración con 
aguja fina (fine-needle aspiration, FNA) como la biopsia por punción con aguja gruesa (core 
needle biopsy, CNB) se utilizan para obtener muestras para el diagnóstico y la caracterización 
molecular.53,58 La precisión para el diagnóstico y el perfil molecular del cáncer de pulmón 
mediante biopsias guiadas por imágenes oscila entre el 75 % y el 92 %.52,59-64 Dado que 
muchos pacientes con cáncer de pulmón no son candidatos quirúrgicos, es importante que se 
obtenga material suficiente tanto para el diagnóstico como para el perfil molecular.
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Evaluación previa al procedimiento
Los pacientes remitidos para una biopsia guiada por imágenes proceden de muchos servicios, 
como cirugía torácica, neumología, oncología y medicina general, incluidos pacientes con 
lesiones indeterminadas y aquellos con cáncer de pulmón conocido. Cualquier solicitud de 
biopsia pulmonar debe hacer que el radiólogo revise las imágenes disponibles, normalmente 
una TC con contraste; planifique el abordaje y programe al paciente para el procedimiento. 
La tomografía por emisión de positrones con flúor-18-fluorodesoxiglucosa (18 FDG-PET) 
puede ser útil en la selección de la lesión, especialmente en caso de una biopsia previa no 
diagnóstica, pero no es necesaria antes del procedimiento. Los criterios de elegibilidad para 
la biopsia incluyen una lesión preferiblemente mayor de 1 cm y una trayectoria accesible 
mediante guía por imágenes. Las lesiones hipervasculares o la presencia de estructuras 
vasculares inevitables en la trayectoria son una contraindicación para la biopsia guiada por 
imágenes (figura 3-1). Las lesiones localizadas en el centro, la coagulopatía no corregible y la 
presencia de hipertensión pulmonar grave también son criterios de exclusión.

Procedimiento de la biopsia
La biopsia transtorácica con aguja (Transthoracic needle biopsy, TTNB) suele ser un 
procedimiento ambulatorio, y a la mayoría de los pacientes se les da el alta a las pocas horas de 
la biopsia. El procedimiento se puede realizar solo con anestesia local o bajo sedación consciente 
intravenosa, y se requieren los preparativos adecuados (ayuno, cuidados posprocedimiento, etc.).

Los procedimientos operativos estándar de las TTNB incluyen la colocación del paciente 
en decúbito supino, prono o lateral en función de la evaluación previa al procedimiento; 
la colocación de una rejilla de marcaje superficial; y una TC limitada de la zona de interés 
para planificar la ruta de biopsia más corta. Se administra sedación consciente intravenosa 
(intravenous conscious sedation, IVCS), utilizando dosis incrementales tituladas de fentanilo 
y midazolam, según las preferencias del médico y del paciente. Tras preparar y cubrir de forma 
estéril el lugar de entrada elegido, se administra anestesia local. A continuación, se inserta la 
aguja de biopsia en la lesión diana mediante fluoroscopia TC intermitente controlada por el 
operador para confirmar la posición de la aguja antes de obtener muestras de tejido.

 
Figura 3-1. Los vasos grandes dentro de la lesión son una contraindicación relativa para la biopsia.
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La decisión de realizar una FNA y/o una CNB, el tamaño de la aguja de CNB utilizada 
y el uso o no de un sistema introductor coaxial los determina el radiólogo que realiza la 
biopsia con base en factores individuales del paciente y de la lesión (figura 3-2), así como en la 
indicación de la biopsia (diagnóstico patológico frente a genómica y protocolo de ensayo). Las 
muestras de FNA se obtienen generalmente con una aguja de calibre 22 a 24 de 15/9 cm, y las 
muestras de aguja gruesa se pueden obtener con una aguja de biopsia de corte automatizado 
de calibre 18 o 20 con longitudes que oscilan entre 6 y 20 cm y longitudes de núcleo de 
1 o 2 cm. El tamaño y el modelo de la CNB utilizada pueden ser elegidos por el radiólogo 
que la realiza con base en el caso individual y las preferencias del médico. La presencia de 
un citólogo in situ puede ayudar a determinar la adecuación de la muestra mediante una 
evaluación rápida in situ. Tres o más pases de aguja fina suelen producir suficiente tejido 
para el diagnóstico y el perfil molecular. Del mismo modo, generalmente se recomiendan 
al menos 3 muestras de biopsia por punción con aguja gruesa para permitir el diagnóstico 
y el perfil molecular, aunque no todas las muestras tendrán material suficiente. Las lesiones 
óseas requieren una consideración especial, como se describe en la sección “Muestras de 
tejido y citología: perspectiva del patólogo”. Aparte de los pasos necesarios en el laboratorio 
de patología, se recomienda la toma de muestras de cualquier componente de tejido blando y 
la recogida de lavados de los instrumentos de toma de muestras óseas (figura 3-3).

Figura 3-2. La biopsia por aspiración con aguja fina es más adecuada 
que la biopsia por punción con aguja gruesa si la lesión es pequeña y 
está cerca de vasos o quistes importantes, como se observa en estas 

imágenes de tomografía computarizada (TC).
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Inmediatamente después del procedimiento, se realiza una radiografía de tórax o una 
TC de tórax para evaluar si hay complicaciones, tales como neumotórax y hemorragia. 
A continuación, se monitorea a los pacientes ambulatorios durante al menos 2 horas en una 
unidad de observación y se realiza una radiografía de tórax antes del alta para evaluar si hay 
neumotórax retardado y/o hemorragia. Los pacientes hospitalizados son devueltos a la sala 
para su monitorización, con una radiografía posterior al procedimiento que se realizará a las 
2 horas. Los pacientes con complicaciones significativas, por ejemplo, un neumotórax que 
requiera la colocación de un tubo de tórax, son hospitalizados para su posterior manejo y 
observación, según lo considere clínicamente apropiado el equipo intervencionista.

Complicaciones de la biopsia
Las complicaciones que se informan con mayor frecuencia en la TTNB son el neumotórax y 
la hemorragia, con unas tasas informadas de neumotórax y colocación de tubo de tórax del 
12 % al 45 % y del 2 % al 15 %, respectivamente52,64,65 (figura 3-4). El grado de enfisema, el 
recorrido más largo de la aguja, el calibre de la aguja, los tiempos de permanencia y el cruce 
de una cisura aumentan las probabilidades de neumotórax en un factor de 3,7.66 Las tasas 
informadas de hemorragia pulmonar tras la TTNB varían del 8 % al 65 %,67 y los casos graves 
de sangrado pueden requerir embolización o intervención quirúrgica. Se han informado 
complicaciones poco frecuentes, como embolia aérea y muerte.68

Figura 3-3. La lesión de la pared torácica lateral izquierda (círculo amarillo) es más adecuada para el perfil 
genómico que las metástasis de la costilla anterior izquierda (círculo rojo). La descalcificación de las metástasis 
óseas, si es necesaria, hace que el tejido sea subóptimo para la evaluación genética.
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Las biopsias pueden no ser diagnósticas, por lo que deben revisarse todos los casos de 
muestras insuficientes y plantearse una nueva biopsia solo después de revisar de nuevo las 
imágenes (figura 3-5). La necesidad de una estrategia alternativa, imágenes adicionales o un 
abordaje alternativo (como el transbronquial) debe considerarse caso por caso.

Conclusión
Las biopsias guiadas por imágenes son un método seguro y eficaz para la adquisición de tejido 
para el diagnóstico del cáncer de pulmón y la elaboración de perfiles moleculares con una 
baja tasa de complicaciones. La guía por TC es el pilar para las biopsias guiadas por imágenes 
y para los pacientes sometidos a una nueva biopsia. Un enfoque multidisciplinario es clave 
para el manejo óptimo de los pacientes, ya que las lesiones más apropiadas para biopsias 
endobronquiales o transbronquiales se deben remitir a neumología intervencionista. También 
son necesarias una comunicación y un etiquetado eficaces de las muestras para garantizar que 
se transmite la información clínicamente relevante al patólogo informador, a fin de permitir 
un manejo adecuado del tejido para el diagnóstico y las pruebas moleculares (tabla 3-2).

(A) (B) (C)

Figura 3-4. (A) Biopsia transtorácica con aguja guiada por tomografía computarizada (TC) (B) complicación 
por neumotórax izquierdo posterior a la biopsia. (C) Colocación de catéter pigtail para tratar el neumotórax.

(A) (B) (C)

Figura 3-5. (A) Lesión del lóbulo superior izquierdo previa al procedimiento para una nueva biopsia. (B) El día 
del procedimiento, un gran derrame pleural oscurece la lesión. (C) Tras el drenaje del derrame y el envío para 
citología, también se toma una biopsia por punción con aguja gruesa de la lesión para garantizar un material 
adecuado para el diagnóstico y el perfil molecular.

Tabla 3-2. Consideraciones clave en la adquisición de muestras guiadas radiológicamente

• La biopsia transtorácica con aguja (TTNB) es un método seguro y eficaz de obtener tejido suficiente para el perfil 
genómico.

• Los protocolos estandarizados basados en la institución que detallan el flujo de trabajo desde la revisión de 
las imágenes hasta la adquisición de la muestra, el etiquetado claro y el transporte a patología, así como la 
comunicación en bucle cerrado son vitales para mejorar el rendimiento del procedimiento para el perfil molecular.

• Generalmente se prefieren las biopsias por punción con aguja gruesa para el perfil molecular; sin embargo, si solo es 
posible la aspiración con aguja fina (FNA), deben intentarse 3 o más pases.

• El líquido pleural maligno, si se aspira en el momento de la biopsia, también se debe someter a análisis.
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Perspectiva del cirujano torácico
Por Jessica S. Donington y Paul E. Van Schil
Introducción
Idealmente, las biopsias son mínimamente invasivas y, en un único procedimiento, 
establecen el diagnóstico y el estadio, al tiempo que proporcionan tejido adecuado para el 
análisis molecular. Por este motivo, el pulmón rara vez es el lugar ideal para la biopsia de 
un CPNM localmente avanzado o metastásico. Las biopsias percutáneas y endoscópicas con 
aguja son la fuente más común de tejido diagnóstico en el CPNM, pero no todas las lesiones 
son susceptibles a estos abordajes. Cuando se requiere una biopsia quirúrgica torácica, se 
prefieren los procedimientos mínimamente invasivos y la toracotomía para la adquisición de 
tejido ya no es apropiada en la mayoría de las circunstancias. Las biopsias de cirugía torácica 
para el CPNM se dividen en 3 grandes categorías: biopsias de ganglios linfáticos, pleurales 
y parenquimatosas. El tejido obtenido de las resecciones anatómicas de la enfermedad en 
estadio temprano también se puede utilizar para pruebas moleculares con el fin de indicar 
cuál es el tratamiento adyuvante o el tratamiento tras la progresión de la enfermedad.

Biopsias de ganglios linfáticos
La adquisición de tejido de los ganglios mediastinales o hiliares se suele realizar mediante 
EBUS. Esta ha sustituido en gran medida a la mediastinoscopia por sus características 
mínimamente invasivas y su capacidad para alcanzar los ganglios linfáticos dentro del hilio 
pulmonar.69 La mediastinoscopia sigue teniendo algunas indicaciones, principalmente 
para diagnosticar linfomas y tras una EBUS no diagnóstica. Las biopsias obtenidas en la 
mediastinoscopia son más grandes que las obtenidas en la EBUS y, por lo tanto, la adecuación 
del tejido para el análisis molecular rara vez es un problema, pero la comunicación con el 
patólogo es esencial para asegurar que el tejido se reserva para el análisis molecular en los 
casos en los que se solicita un corte congelado. Clásicamente, la mediastinoscopia puede 
acceder a los ganglios linfáticos de las estaciones 4R, 4L y 7, pero los ganglios hiliares y los de 
la ventana aortopulmonar (AP) por lo general no se alcanzan.

La afectación aislada de los ganglios linfáticos de las estaciones 5 o 6 por tumores del lóbulo 
superior izquierdo es competencia del cirujano torácico. La biopsia guiada por EBUS en esta 
localización requiere una aguja que atraviese la arteria pulmonar y, aunque se ha informado de ella, 
no se ha adoptado de forma generalizada. Del mismo modo, la mediastinoscopia solo puede llegar 
a estas estaciones mediante un procedimiento ampliado descrito por Ginsberg et al en 1987, pero 
nunca ampliamente adoptado.70 El acceso quirúrgico a la ventana AP se puede realizar mediante 
un procedimiento de mediastinotomía anterior (Chamberlain) o mediante cirugía mínimamente 
invasiva izquierda, utilizando cirugía toracoscópica asistida por video (video-assisted thoracoscopic 
surgery, VATS) o cirugía toracoscópica asistida por robot (robotic-assisted thoracoscopic surgery, 
RATS). Las ventajas del procedimiento de Chamberlain son que no requiere ventilación pulmonar 
única y se suele realizar sin tubo de tórax y como procedimiento ambulatorio. Pero la incisión es 
dolorosa y antiestética y la visualización dentro del tórax es limitada. Por ello, los procedimientos de 
Chamberlain han sido sustituidos en gran medida por un abordaje VATS o RATS del lado izquierdo 
para las biopsias de ventana AP. Estos suelen requerir ventilación pulmonar única, pero se pueden 
realizar como procedimientos ambulatorios y permiten una excelente visualización intrapleural y 
una evaluación completa del espacio pleural para detectar la propagación de la enfermedad.
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Biopsia pleural
La diseminación pleural es un patrón de propagación en el CPNM, que suele dar lugar a un 
derrame pleural. El análisis citológico proporciona un diagnóstico en hasta el 60 % de los 
derrames malignos, pero el diagnóstico de los cánceres de células escamosas puede ser difícil 
solo con la citología.71 La visualización directa del espacio pleural para el diagnóstico y la 
biopsia es necesaria en aproximadamente el 20 % de los derrames malignos, y la VATS ha 
sustituido en gran medida a la biopsia pleural cerrada.72 Se recomiendan los procedimientos 
de puerto único y se pueden realizar con anestesia local o general; no es obligatorio el 
aislamiento pulmonar. Se realiza una inspección superficial tras el drenaje del líquido y se 
practican biopsias dirigidas de la pleura parietal. El corte congelado puede ser apropiado para 
asegurar el material diagnóstico y no se aconseja realizar las biopsias pleurales viscerales. La 
precisión diagnóstica de la biopsia pleural por VATS es superior al 90 % y las complicaciones 
son poco frecuentes.73 Las intervenciones paliativas, ya sea pleurodesis o catéter pleural 
tunelizado, se deben realizar simultáneamente, pero la adecuación de la biopsia para el análisis 
molecular y la gestión adecuada del tejido deben seguir siendo prioritarias.

Biopsias parenquimatosas
En el CPNM suele ser necesaria la confirmación de tejido tumoral antes del tratamiento; 
una excepción representa la enfermedad en estadio clínico IA. Algunos cirujanos y pacientes 
prefieren la confirmación patológica antes de una resección anatómica; la biopsia previa al 
tratamiento puede no ser necesaria, especialmente en el contexto de un alto riesgo de neoplasia 
maligna, bajo riesgo de enfermedad mediastinal y sin indicación de terapia de inducción. Una 
biopsia quirúrgica en cuña puede ser el paso inicial de una resección anatómica planificada, y 
el corte congelado se utiliza para determinar la necesidad de proceder o no. La comunicación 
con los patólogos es fundamental para asegurarse de que son conscientes de que la muestra 
resecada representa probablemente toda la extensión de la enfermedad del paciente y para 
evitar, si es posible, tomar muestras de toda la lesión en el corte congelado. Las biopsias 
quirúrgicas en cuña también se realizan con frecuencia en el contexto de la enfermedad 
oligometastásica u oligoprogresiva para obtener beneficios terapéuticos y diagnósticos. 

Las biopsias pulmonares quirúrgicas para el CPNM, si se realizan como parte de una 
resección planificada más amplia o como procedimiento independiente, se deben realizar 
mediante VATS o RATS siempre que sea posible y deben preservar el parénquima a la vez que 
aseguran la escisión completa de la lesión sin bisecarla. La localización de nódulos pequeños, 
no sólidos o profundos puede ser un reto durante la cirugía mínimamente invasiva. Las 
tecnologías para la localización de nódulos se dividen en 4 categorías: (1) complementos 
imagenológicos intraoperatorios, como la ecografía toracoscópica; (2) marcadores físicos, 
como hilos de gancho, microbobinas y fiduciales; (3) colorantes y “tatuajes” parenquimatosos 
utilizados con o sin imágenes cercanas al infrarrojo (near-infrared, NIR);74 y (4) dianas 
moleculares.75 Lo ideal es que la localización y la resección se realicen con un único anestésico. 
Esto se ve facilitado por los quirófanos híbridos torácicos que incluyen escáneres de TC de haz 
cónico, navegación electromagnética, fluoroscopia y equipos de RATS y/o VATS incluidos en 
un único quirófano.76
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Conclusión
La obtención de tejido para el análisis molecular seguirá aumentando en importancia en el 
tratamiento multimodal del CPNM. Los cirujanos rara vez tienen problemas significativos 
con la adquisición de biopsias de tamaño adecuado para el análisis molecular, pero deben ser 
conscientes de su papel central en la manipulación y comunicación adecuadas de las muestras 
de biopsia en la era de la oncología molecular. Esto será cada vez más importante a medida que 
más terapias dirigidas neoadyuvantes y adyuvantes se conviertan en estándares de atención.

Muestras de tejido y citología: perspectiva del patólogo
Por Mary Beth Beasley, Lukas Bubendorf y Deepali Jain
Independientemente de si las muestras se obtuvieron por vía quirúrgica, percutánea o endoscópica, 
las variables preanalíticas tienen el potencial de influir en el diagnóstico patológico y en la eficacia 
de las pruebas moleculares. Tales factores incluyen el volumen de la muestra, así como factores de 
manipulación y procesamiento (tabla 3-3). Un tiempo prolongado de isquemia fría puede provocar 
la degradación del ADN y el ARN, lo que puede afectar los resultados de las pruebas. Lo óptimo es 
que el tiempo de isquemia fría sea inferior a 1 hora, pero la colocación del tejido en formalina se debe 
realizar lo antes posible. Las muestras se deben fijar rápidamente en formalina neutra amortiguada 
al 10 %, y se deben evitar los fijadores ácidos o que contengan mercurio. Lo ideal es que el tiempo de 
fijación recomendado sea de 6 a 48 horas, con un intervalo óptimo de 8 a 18 horas para las muestras 
quirúrgicas de mayor tamaño.49,77 Es importante recordar que las muestras de tejido solo se pueden 
fijar y procesar una vez. Estos pasos deben ser permisivos con todas las técnicas de diagnóstico 
que pueda requerir la muestra, incluida la morfología estándar, la inmunohistoquímica (IHQ) 
y la secuenciación. Aunque la fijación con formalina y la incrustación en parafina se utilizan en 
laboratorios de todo el mundo como método estándar para preservar el tejido para el diagnóstico, 
la formalina tiene el potencial de modificar los nucleótidos (cambios de C a T y de G a A). Además, 
tanto la infrafijación como la sobrefijación pueden comprometer la calidad del ADN y el ARN, y la 
sobrefijación provoca además una posible fragmentación del ADN y una alteración de la secuencia. 
La sobrefijación, en particular, puede dar lugar además a enlaces cruzados entre proteínas y ácidos 
nucleicos que impidan el análisis.77 Aunque las muestras de resección no son inmunes a las variables 
preanalíticas (véase el texto posterior), la influencia de la mayoría de las variables preanalíticas tiende 
a afectar en mayor medida a las muestras de citología y de biopsias pequeñas.

Dado que a muchos pacientes con CPNM se les diagnostica mediante una muestra 
citológica, como una FNA, o una biopsia tisular pequeña, como una biopsia bronquial o por 
punción con aguja gruesa, y que dicha muestra puede ser el único material disponible para 
las pruebas moleculares, el manejo adecuado de las muestras es fundamental para intentar 
maximizar la cantidad de información diagnóstica, pronóstica y predictiva obtenida.78 La 
mayoría de los sistemas actuales de pruebas NGS que abarcan la secuenciación de ADN 
y ARN suelen requerir de 100 a 200 ng de ADN o ARN para obtener resultados óptimos, 
aunque cantidades más pequeñas (hasta 10-20 ng) pueden ser suficientes para paneles NGS 
dirigidos que utilicen métodos basados en amplicones, plataformas de pruebas rápidas menos 
integrales basadas en la reacción en cadena de la polimerasa con transcripción inversa (reverse 
transcription polymerase chain reaction, RT-PCR) multiplex o análisis de un solo gen. Por ello, 
la tasa de éxito tanto de las biopsias pequeñas como de las muestras citológicas suele ser alta; sin 
embargo, un manejo cuidadoso puede ayudar a garantizar una mayor probabilidad de éxito.9
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Aunque el número de células tumorales es importante, al menos 200 como regla 
general para los paneles basados en el ADN, lo más importante es que la muestra tenga una 
proporción suficiente de células tumorales para proporcionar un monto adecuado de ADN 
y/o ARN que no se diluya por el presente en las células nucleadas del resto de la muestra. 
Idealmente, el bloque de tejido o frotis seleccionado para el análisis genómico debe tener el 
mayor porcentaje disponible de células nucleadas tumorales, óptimamente superior al 20 % 
del total de células nucleadas de una muestra. La macro o microdisección de las muestras y 
la extracción de muestras de la zona de alta densidad celular tumoral antes de la extracción 
del ácido nucleico pueden ayudar a aumentar aún más la proporción de células tumorales 
respecto a las células nucleadas de fondo de la muestra (enriquecimiento tumoral).78,79 
Aunque se ha demostrado que una superficie tumoral superior a 25 mm2 mejora las tasas 
de éxito de las pruebas moleculares,9 esta cantidad de tumor no siempre se puede obtener en 
muestras de biopsia pequeñas, incluso aumentando el número de cortes utilizados.

Tabla 3-3. Variables preanalíticas que pueden influir en las pruebas moleculares de las muestras de cáncer de pulmón

Todas las muestras

Tiempo de isquemia fría

 – Lo óptimo es menos de 1 hora.

• Tipo de fijador

 – Se prefiere formalina neutra amortiguada al 10 %.

 – Se deben evitar los fijadores ácidos o a base de mercurio y los agentes descalcificadores fuertes.

 – En caso necesario, se pueden utilizar protocolos de descalcificación basados en ácido etilendiaminotetraacético (EDTA).

• Para una fijación adecuada, se recomiendan de 6 a 48 horas.

• Selección del bloque de tejido y de los cortes

 – Seleccione la cantidad máxima de tumor en relación con las células estromales y/o inflamatorias de fondo.

 – La selección óptima suele ser de un 20 % o más de las células tumorales.

 – Se deben tomar precauciones al realizar los cortes para evitar una posible contaminación cruzada.

 – El porcentaje tumoral puede enriquecerse mediante macro o microdisección o la extracción de muestras.

Citología/pequeñas muestras de biopsia

• Calibre de la aguja

 – Calibre de 14 a 20 para biopsias por punción con aguja gruesa

 – Calibre de 20 a 25 para aspiración transtorácica con aguja fina (FNA)

 – Calibre 19, 21 o 22 para FNA transbronquiales por ecografía endobronquial (EBUS)

• Número de biopsias/pases

 – Intentar maximizar la cantidad de tejido obtenido siempre que sea posible.

 – Recomendaciones sugeridas

 - Mínimo 3 biopsias por punción con aguja gruesa

 - Con aspiración transbronquial con aguja (TBNA) guiada por EBUS, de 3 a 5 pases

 - Múltiples pases para la FNA transtorácica, centrándose en el material para la preparación del bloque celular

• Uso de la evaluación rápida in situ (ROSE) cuando sea posible

• Manejo de muestras pequeñas por el laboratorio

 – Separación de las muestras de biopsia por punción con aguja gruesa y bronquial en bloques separados cuando 
sea posible

 – Optimización de los protocolos de corte del laboratorio para minimizar el desperdicio de tejido

 – Limitación de la investigación en la fase de diagnóstico inicial solo a los pasos esenciales (uso juicioso de la 
inmunohistoquímica)
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Para superar el riesgo de fracaso causado por una muestra inadecuada, el tamaño de la 
muestra de tejido se debe maximizar cuando sea factible, lo que implica la colaboración del 
clínico que realiza el procedimiento diagnóstico. Un documento de pautas sobre la recogida y 
manipulación de pequeñas muestras de biopsia y citología torácicas del College of American 
Pathologists (véase también la sección anterior) recomienda al menos 3 biopsias por punción 
con aguja gruesa, si es posible, utilizando una aguja de calibre 14 a 20, y se deben tomar 
múltiples biopsias si es posible durante las biopsias broncoscópicas.49 De forma similar, para 
la FNA transtorácica, se recomiendan múltiples pases obtenidos utilizando una aguja de 
calibre 20 a 25. Para las TBNA guiadas por EBUS, se recomienda utilizar una aguja de calibre 
19, 21 o 22 para realizar de 3 a 5 pases cuando sea factible, sobre todo cuando no se disponga 
de evaluación in situ.

El uso de ROSE, aunque no esté disponible en todas las situaciones de la práctica, puede 
ayudar a garantizar la adecuación del material y el triaje para pruebas auxiliares. Para todas 
las muestras citológicas, se debe intentar recoger material adecuado para la preparación de un 
bloque celular.49 El material de bloque celular fijado con formalina es la preparación citológica 
más común y más utilizada para la realización de estudios moleculares; sin embargo, se 
pueden utilizar portaobjetos para frotis u otros métodos, como la citología de base líquida, 
si se validan adecuadamente.80,81 Aunque las recomendaciones anteriores se aplican a las 
muestras de aspiración con aguja, las muestras de citología de líquido pleural o, con menos 
frecuencia, otras muestras, como los lavados bronquioloalveolares/lavados o cepillados 
bronquiales, también se pueden utilizar con éxito para las pruebas genómicas siempre que 
haya una proporción suficientemente alta de células tumorales.82,83 Dado que las muestras 
citológicas, incluidas las preparaciones de bloques celulares fijadas en última instancia en 
formalina, se suelen exponer inicialmente a distintas cantidades de etanol u otros fijadores, se 
debe realizar una validación rigurosa antes de utilizarlas para estudios auxiliares; no obstante, 
la mayoría de las preparaciones citológicas proporcionan resultados excelentes siempre que 
haya suficiente material tumoral.

En el caso de las muestras de biopsias con aguja gruesa o bronquiales, se puede utilizar 
la citología de impresión táctil para evaluar la adecuación de la muestra; sin embargo, debe 
tenerse cuidado, ya que este proceso puede comprometer la muestra de tejido.84 Lo ideal 
sería distribuir las biopsias con aguja gruesa o bronquiales en bloques separados, en lugar de 
presentarlas íntegramente en un único bloque, de modo que pueda utilizarse un bloque para 
las tinciones diagnósticas y conservar los bloques restantes para las pruebas moleculares. Este 
enfoque, sin embargo, requeriría que todos los fragmentos contuvieran tumor.

Los procedimientos de corte del tejido también deben diseñarse para minimizar el posible 
desperdicio de tejido. Los laboratorios deben idear su propio protocolo óptimo basándose en 
las capacidades disponibles; sin embargo, se han sugerido diversos enfoques, desde el corte 
superficial de un solo portaobjetos hasta una serie de estrategias que implican el precorte de 
múltiples portaobjetos sin teñir, a menudo con evaluación de hematoxilina y eosina (H&E) 
de niveles anteriores y posteriores a los utilizados para la extracción de ADN y ARN. Se 
deben tomar precauciones para evitar la contaminación cruzada en todos los puntos de 
procesamiento y corte; esto puede implicar el uso de un micrótomo dedicado y una cuchilla 
nueva y sin usar cada vez que se corten secciones para la extracción de ADN/ARN.
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Además, aunque la biopsia de una lesión ósea ofrece la oportunidad de diagnosticar y 
estadificar potencialmente un tumor de forma simultánea y puede ser el lugar más accesible 
de la enfermedad, debe tenerse muy en cuenta evitar los agentes descalcificantes si es 
posible.84 Si no se puede evitar la descalcificación, se debe seguir un protocolo basado en ácido 
etilendiaminotetraacético (EDTA).9 Debe aconsejársele a los radiólogos intervencionistas 
que tomen biopsias de metástasis óseas que enjuaguen la aguja de biopsia o recojan 
muestras adicionales de FNA para evitar retrasar el proceso de diagnóstico por el tiempo de 
descalcificación y proporcionar material adicional para pruebas moleculares.

Las muestras resecadas quirúrgicamente suelen plantear menos problemas en cuanto 
a consideraciones de volumen tumoral; sin embargo, otros aspectos pueden influir en los 
resultados de las pruebas moleculares. El tiempo de isquemia fría puede verse influido por 
el tiempo de transporte al laboratorio y el tiempo necesario para cualquier análisis de corte 
congelado y/o recogida de tejido para biobancos y/o fines de investigación. Además, las 
muestras de mayor tamaño pueden experimentar una fijación inadecuada, ya que la formalina 
penetra mal en la pleura visceral. Las muestras de resección requieren inflarse o inyectarse con 
formalina o, en algunos casos, cortarse antes de sumergirlas en formalina para garantizar una 
fijación adecuada. Las muestras de resección tras la terapia neoadyuvante pueden requerir 
una manipulación especial para facilitar la evaluación del tumor residual.85 La heterogeneidad 
tumoral no suele ser un problema con el perfil genómico de las mutaciones conductoras, 
pero, como se describió con las muestras de biopsia pequeñas, el bloque seleccionado para las 
pruebas genéticas debe contener la mayor proporción de células tumorales en relación con las 
células estromales o inflamatorias de fondo.79

Conclusión
La forma en que se manipulan las muestras en el laboratorio de patología es crucial para 
determinar el éxito, o el fracaso, en cualquier prueba de biomarcadores moleculares que se 
requiera. Las variables preanalíticas relacionadas con la fijación y el procesamiento de los 
tejidos, aunque son esenciales para permitir la microscopía, pueden dañar el ADN, el ARN y 
la integridad del antígeno/epítopo. Se deben desarrollar procedimientos estandarizados para 
facilitar todos los pasos del proceso de diagnóstico. Es esencial hacerlo bien a la primera, ya 
que las muestras solo se pueden fijar y procesar una vez, y estas muestras suelen ser muy 
pequeñas y contener poco tumor. Los bloques de parafina se deben cortar el menor número 
de veces posible; se recomienda el corte reflejo de las secciones en blanco y un uso mínimo 
de la IHQ para el diagnóstico. El rendimiento de ADN y ARN se puede mejorar mediante 
microdisección. Las muestras de tipo citológico son perfectamente adecuadas para las pruebas 
de biomarcadores moleculares siempre que se procesen correctamente y contengan suficiente 
tumor. Aunque las muestras de resección quirúrgica suelen tener abundante tumor, se deben 
prever y evitar los problemas de isquemia fría y mala fijación.
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4Biopsia líquida: adquisición de la 
muestra, estrategias de prueba y 
funciones clínicas

Manipulación, procesamiento y estrategias de prueba de la muestra
Por Fernando Lopez-Rios, Maria E. Arcila y Christian Rolfo
Definidas en sentido amplio, las biopsias líquidas abarcan una gran variedad de componentes 
(células tumorales circulantes, vesículas extracelulares, ácidos nucleicos libres de células y 
diversos metabolitos, entre otros). Sin embargo, el ADN tumoral circulante (ADNtc) es el que 
ha atraído más atención en el ámbito clínico y constituye el tema principal de este capítulo. 
A diferencia de otras fuentes de ADN tumoral, la biología y los aspectos técnicos del ADNtc 
son únicos y más complejos, con varios factores de confusión que siguen siendo responsables 
de las limitaciones para su implantación generalizada en el diagnóstico clínico rutinario.

El ADN libre de células (cfADN) representa la suma de fragmentos cortos de ADN 
liberados de células tanto in vivo como in vitro, incluyendo tanto los derivados de células 
tumorales como de células normales. Las pruebas demuestran que las variables preanalíticas 
en la recogida, el procesamiento y el almacenamiento de las muestras pueden tener efectos 
profundos y adversos en el rendimiento total del cfADN, el grado de contaminación del 
ADN genómico, la integridad general de la muestra y la longitud de los fragmentos de 
ácidos nucleicos. El tipo de tubo de recogida, los anticoagulantes utilizados, los medios de 
estabilización, las condiciones de transporte, el momento de la separación del plasma de la 
sangre, la agitación del tubo, las velocidades y protocolos de centrifugación, las condiciones 
de almacenamiento/duración del plasma, el número de ciclos de congelación-descongelación, 
la extracción de cfADN y los métodos de cuantificación de los ácidos nucleicos pueden influir 
directamente en el análisis posterior.1-7 En la figura 4-1 se incluyen los principales pasos 
preanalíticos que influyen en el rendimiento.

En las muestras de sangre, las consideraciones preanalíticas inmediatas se centran en la 
estabilización del ADNtc y la prevención de la contaminación con ADN genómico de células 
hematopoyéticas, que puede hacer que el ADNtc sea indetectable. In vivo, la vida media del 
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ADNtc se estima generalmente en unas 2 horas. En ausencia de sistemas fisiológicos activos de 
eliminación, la vida media in vitro es mayor, pero su aislamiento puede verse comprometido 
por la contaminación con ADN genómico liberado de los leucocitos (white blood cells, 
WBC) durante el proceso de coagulación o por la lisis celular durante el almacenamiento. 
Existen varias opciones de tubos de recogida estabilizadores disponibles en el mercado (por 
ejemplo, Streck, PAXgene [BD Biosciences], Norgen Biotek, Roche Diagnostics) y presentan 
capacidades variables de preservación y estabilización de los WBC. En contraste con los tubos 
de recogida de ácido etilendiaminotetraacético (ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA), 
estos permiten una ventana de procesamiento más amplia entre la extracción de sangre y 
la separación del plasma y permiten la agrupación de muestras recogidas en diferentes 
momentos.1-7 Generalmente sigue un protocolo de centrifugación en 2 pasos, que consiste en 
un paso inicial de centrifugación a baja velocidad para separar el plasma y un ciclo posterior 
a alta velocidad para eliminar cualquier material celular restante.8

Existe una gran variabilidad en los métodos de extracción y en la cantidad de plasma 
utilizada para el aislamiento del ADNtc.9 Los métodos de aislamiento comunes y los kits 
disponibles comercialmente se dividen en 2 categorías principales: columnas de centrifugado 
basadas en membranas de sílice y métodos de aislamiento basados en perlas magnéticas.10 
El método utilizado afecta al rendimiento, la integridad y el tamaño de los fragmentos. Se 
ha informado que los sistemas de perlas magnéticas aíslan preferentemente fragmentos de 
cfADN más cortos11 en comparación con los métodos basados en membranas. Los métodos 
basados en precipitación se asocian a una mayor integridad del ADN en varios estudios.12-14 
El cfADN se puede almacenar durante varios meses a temperaturas bajo cero de -20°C o -80°C 
para su uso posterior. Se ha informado de una disminución significativa de la integridad del 
cfADN después de 3 ciclos de congelación-descongelación.1,15

Recogida de sangre

Tubo de recogida
• Sin preservante: EDTA
• Preservante: Streck, 
   PAXgene, Norgen, 
  Roche
 
Temperatura de transporte
• Temperatura ambiente   

Preparación del plasma
EDTA: centrifugar en 2 horas
Streck: estable hasta 7 días a 
 temperatura ambiente 
Centrifugación en 2 pasos
1. Centrifugado lento:  separar el
    plasma de la capa leucocitaria
2. Centrifugado rápido:  eliminar el
    material celular restante
  
El plasma se puede almacenar
congelado: los ciclos de 
congelación-descongelación 
disminuyen notablemente la calidad
(3 ciclos como máximo)

Aislamiento del cfADN

2 categorías principales
1. Columnas de centrifugado 
    basadas en membrana de 
    sílice: aislamiento de 
    fragmentos más largos
2. Métodos de aislamiento 
    basados en perlas 
    magnéticas: aislamiento 
    preferencial de fragmentos
    más cortos  

Almacenamiento

−20°C o −80°C
 
Los ciclos de congelación-
descongelación disminuyen
notablemente la calidad 
del cfADN

Figura 4-1. Factores preanalíticos que influyen en el cfADN. Abreviaturas: cfADN = ADN libre de células; EDTA = ácido  
etilendiaminotetraacético.
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Se han implementado varias metodologías para el análisis del cfADN en la práctica 
clínica y con fines de investigación, incluidos los ensayos basados en la reacción en cadena 
de la polimerasa (PCR) y las tecnologías basadas en la secuenciación de nueva generación 
(NGS).16 Los enfoques basados en la PCR permiten intrínsecamente análisis de genes más 
restringidos (una única diana o unas pocas) pero pueden ofrecer una mayor sensibilidad 
para el gen o genes diana. Los enfoques de NGS pueden proporcionar una genotipificación 
tumoral más completa, identificando no solo mutaciones somáticas, sino también alteraciones 
en el número de copias, así como reordenamientos genéticos.17 La creciente demanda de 
biomarcadores para guiar el manejo adecuado de los pacientes y el desafío que supone la 
disponibilidad limitada de tejido han dado lugar a un cambio drástico en los usos potenciales 
de la biopsia líquida en el cáncer de pulmón no microcítico (CPNM) avanzado, como se 
describe en la siguiente sección de “Aplicación clínica”. Este cambio drástico ha sido posible 
gracias a los importantes avances tecnológicos de los últimos años, con varias plataformas 
de NGS plasmática ya disponibles en la práctica clínica cuya utilidad está apoyada por datos 
clínicos sólidos.18-20 En la actualidad, 2 pruebas de cfADN disponibles comercialmente han 
obtenido la aprobación de la Administración de Alimentos y Medicamentos de los Estados 
Unidos (US Food and Drug Administration, FDA) para la genotipificación tumoral en el 
CPNM avanzado, y varias terapias dirigidas recientemente aprobadas cuentan con pruebas 
diagnósticas con fines terapéuticos basadas en la biopsia líquida.

La hematopoyesis clonal de potencial indeterminado (clonal hematopoiesis of 
indeterminate potential, CHIP) se debe tener en cuenta al interpretar los resultados de 
cfADN en la práctica clínica, sobre todo en pacientes de más de 70 años. La CHIP se puede 
definir como las variaciones somáticas que adquieren las células madre hematopoyéticas 
con la edad. Por ejemplo, entre los genes frecuentemente implicados se encuentran ASXL1, 
ATM, CBL, CHEK2, DNMT3A, JAK2, KMT2D (MLL2), KRAS, BRAF, NRAS, MPL, MYD88, 
SF3B1, TET2, TP53, y U2AF1. Esta fuente de ruido se puede filtrar secuenciando células 
mononucleares de sangre periférica emparejadas con las del paciente o mitigarse utilizando 
algoritmos bioinformáticos especializados.21

Las estrategias de pruebas de biopsia líquida en pacientes con CPNM avanzado sin 
tratamiento previo se revisan en detalle en la siguiente sección de “Aplicación clínica”. Aunque 
las pruebas basadas en tejidos siguen siendo el modelo estándar para la genotipificación 
tumoral en muchos pacientes con cáncer, debido a las limitaciones técnicas y biológicas del 
análisis de ADNtc, el análisis de cfADN se puede utilizar de forma secuencial, cuando el 
tejido tumoral es insuficiente o inadecuado para las pruebas, o de forma concurrente, cuando 
el tejido es escaso o de adecuación incierta para la genotipificación.16,22,23

Además, recientemente se propuso un enfoque basado en el plasma para el CPNM 
avanzado, a partir de los prometedores resultados de estudios prospectivos24-27 y 
retrospectivos28-30 que demuestran que la NGS en plasma podría proporcionar una 
genotipificación tumoral más completa con un menor tiempo de respuesta en comparación 
con la genotipificación tisular estándar de atención, con una sensibilidad y especificidad 
comparables para los oncogenes conductores clínicamente relevantes. La principal limitación 
prevista de este enfoque es el hipotético aumento de los costos en comparación con la 
genotipificación tisular por sí sola, aunque un reciente análisis de rentabilidad en una población 
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canadiense31 demostró que un enfoque concurrente de análisis NGS tisular más plasmático 
en pacientes clínicamente seleccionados con CPNM avanzado no aumenta los costos del 
sistema y eleva la proporción de pacientes que reciben una terapia dirigida adecuada.

Dado que la NGS plasmática aumenta las tasas de detección de biomarcadores 
clínicamente relevantes en pacientes con resultados tisulares limitados pero no aumenta la 
detección en pacientes con resultados de NGS tisular disponibles,27 una estrategia de pruebas 
concurrentes de plasma y tejido puede ser sensible en el contexto de biopsias tisulares 
pequeñas con adecuación incierta para los análisis de NGS, aumentando las posibilidades 
de obtener un genotipo tumoral integral para todos los factores oncogénicos recomendados. 
Además, estudios recientes demostraron que la incorporación del análisis del cfADN en la 
metodología diagnóstica inicial de pacientes con sospecha de CPNM avanzado puede dar 
lugar a resultados moleculares más rápidos y a un menor tiempo hasta el tratamiento.32,33 Se 
necesitan más estudios prospectivos con poblaciones de pacientes más grandes para aclarar 
mejor la utilidad clínica y la relación costo-eficacia de este enfoque.

Aplicación clínica
Por Natasha B. Leighl, Myung-Ju Ahn y David R. Gandara
La aplicación clínica de la biopsia líquida en el diagnóstico y la toma de decisiones 
terapéuticas para el CPNM sigue evolucionando rápidamente. En la figura 4-2 se muestra 
el proceso continuo de atención del CPNM, desde el cribado y el diagnóstico precoz hasta 
la determinación de la enfermedad residual mínima (minimal residual disease, MRD) en el 
entorno posquirúrgico de la enfermedad en estadio temprano, pasando por el diagnóstico 

Biopsia líquida (± biopsia tisular)Biopsia líquida

Posibles ventajas del ADNtc plasmático frente a la biopsia tumoral o la toma de una nueva biopsia
• Refleja el ADN tumoral u otros componentes relacionados con el tumor liberados al plasma, lo que
   proporciona una perspectiva global – Alto índice de aceptación por parte de los pacientes
• Relativamente no invasivo y se puede repetir en serie para el monitoreo de la respuesta y la progresión
  del tumor – Alto índice de aceptación por parte de los pacientes
• Puede determinar los mecanismos de resistencia adquirida en el plasma antes de la detección radiográfica
• Puede definir la MRD tras la resección quirúrgica del CPNM en estadio temprano
• Detección de enfermedad en estadio temprano en entornos de prediagnóstico y/o cribado

Cribado
(detección temprana)

N
iv

el
es

 d
e 

A
D

N
tc

Cirugía

Neoadyuvante Terapia 
adyuvante

Estadio temprano

MRD

Definir
la biología
del tumor

Medir el éxito de la intervención
 y escalar o reducir 

el escalado de la terapia

Recurrencia y selección 
de la terapia

Monitorización
de la respuesta

Determinación de
los mecanismos
de resistencia 

Segunda línea
Primera línea

Recurrencia

Detectar la PE antes 
de los síntomas o 

las imágenes radiográficas

Toma de decisiones terapéuticas
y detección de mecanismos 

de resistencia

Mecanismos de 
resistencia (segunda

mutación o 
derivación)

Estadio IV (enfermedad metastásica)

Figura 4-2. Biopsia líquida en el proceso continuo de atención del cáncer en pacientes individuales. Abreviaturas: 
ADNtc = ADN tumoral circulante; MRD = enfermedad residual mínima; CPNM = cáncer de pulmón no microcítico; 
PE = progresión de la enfermedad. (Adaptado de Wan et al.34)
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genómico e inmunodiagnóstico de la enfermedad en estadio avanzado.16,34 Cabe destacar 
que, si bien el perfilado del tejido tumoral es aplicable en pacientes con CPNM en estadio IV, 
la biopsia líquida está especialmente indicada por su potencial para abordar el cribado de 
personas en situación de riesgo, la determinación de la MRD y la monitorización de la 
respuesta al tratamiento.22

Cribado y detección temprana del cáncer de pulmón
La detección temprana del cáncer de pulmón es esencial para reducir la morbilidad y la 
mortalidad, especialmente en personas con alto riesgo. El National Lung Screening Trial 
(NLST) demostró una disminución del 20 % en la tasa de mortalidad específica por cáncer 
de pulmón con la tomografía computarizada de baja dosis (low-dose computed tomography, 
LDCT) entre las personas con alto riesgo.35 El ensayo europeo NELSON demostró una 
disminución de la mortalidad por cáncer de pulmón del 25 % a los 10 años.36 Sin embargo, 
la tasa de falsos positivos, el sobrediagnóstico y los procedimientos invasivos innecesarios 
siguen siendo un desafío.37

La biopsia líquida tiene un papel emergente en el cribado y la detección temprana del 
cáncer de pulmón mediante células tumorales circulantes, cfADN circulante (genómica o 
epigenómica), micro-ARN circulantes, exosomas derivados del tumor y plaquetas educadas 
por el tumor (figura 4-3).38 La tabla 4-1 resume las ventajas y limitaciones de estos analitos.38 
Aunque estos biomarcadores son prometedores en la detección temprana del cáncer de 
pulmón, su importancia clínica sigue siendo limitada debido a la importante proporción de 
resultados falsos negativos y a la falta de estandarización. Recientemente, varias pruebas de 
genotipificación de cfADN en plasma recibieron la designación de dispositivo innovador 
por parte de la FDA (tabla 4-2).39 Antes de su implementación en la práctica clínica para el 

cfDNA
CTC
miARN
Exosomas
TEP

Figura 4-3. Componentes de la biopsia líquida. Abreviaturas: cfADN = ADN libre de células; CTC = células 
tumorales circulantes; miARN = micro-ARN; TEP = plaquetas educadas por el tumor. (Fuente: Freitas et al.38)
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cribado o el diagnóstico temprano del cáncer de pulmón, será necesario desarrollar pruebas 
más sensibles y específicas, así como nuevos estudios más grandes y sólidos que combinen 
biopsias líquidas con imagenología.

Enfermedad residual mínima en el CPNM
Una de las cuestiones más importantes en oncología en general, y en el CPNM en particular, 
es la mejora de la identificación de los pacientes con alto riesgo de recurrencia tras una terapia 
local definitiva como la resección quirúrgica.40 En la actualidad, la terapia adyuvante se 
administra basándose principalmente en el estadio, una variable clínica que no identifica de 

Tabla 4-1. Resumen de las ventajas y desventajas en el diagnóstico del cáncer de pulmón según los biomarcadores  
basados en biopsia líquida

Biomarcadores Ventajas Desventajas

cfADN • Aumentan en pacientes con cáncer

• Las alteraciones genéticas y epigenéticas 
reflejan las del tumor original

• Representación de la heterogeneidad y la 
dinámica del tumor

• Disponibilidad de pruebas de alta 
sensibilidad (PCR, NGS)

• Marcadamente diluido en comparación con el 
ADN de circulación de línea germinal

• Se correlaciona positivamente con el tamaño 
y la estadificación del tumor

• Aumentan en algunas afecciones benignas 
o premalignas

• Costos elevados

CTC • Permite el análisis morfológico y la 
caracterización molecular del tumor

• Se correlaciona con el pronóstico

• Técnicas emergentes de enriquecimiento 
y caracterización

• Sin prueba validada

• Poco frecuente en el torrente sanguíneo en el 
cáncer de pulmón no microcítico

• Transición epitelial a mesenquimal con pérdida 
de marcadores específicos epiteliales

• Falta aclarar el papel en la propagación del cáncer

miARN • Diferentes perfiles entre los pacientes con 
cáncer en estadio temprano

• Estable en la mayoría de los tipos de 
fluidos corporales

• Liberado por varias estructuras 
(por ejemplo, exosoma, TEP)

• Kits comerciales disponibles 

• Alta variabilidad, según los pacientes y las 
tecnologías, lo que requiere métodos de 
normalización

• Se deben validar los métodos de cuantificación  
y detección

• Inespecífico para un tipo de cáncer

Exosomas • Contienen varios tipos de biomarcadores, 
como proteínas y ácidos nucleicos

• Aumentan en pacientes con cáncer 
de pulmón

• Estables y accesibles en la mayoría de 
los tipos de fluidos corporales

• Kits comerciales disponibles 

• El método de extracción, la detección y los 
métodos de caracterización son difíciles y 
requieren estandarización

• Costos elevados

TEP • Los perfiles de ARNm plaquetario son 
distintos en los pacientes con cáncer

• Abundante

• Fácilmente aislable

• Adquiere ARN específico de células tumorales 
que refleja sus alteraciones genéticas

• Repertorio de ARNm dinámico debido 
a su corta vida útil

• Sin prueba validada ni abordaje estandarizado

• Capacidad de reproducirse

• Las técnicas de detección no están ampliamente 
disponibles

• Requiere mucho tiempo y amplios recursos 
informáticos

Abreviaturas: cfADN = ADN libre de células; CTC = célula tumoral circulante; ARNm = ARN mensajero; miARN = micro-ARN;  
NGS = secuenciación de nueva generación; PCR = reacción en cadena de la polimerasa; TEP = plaquetas educadas por el tumor.
Fuente: Freitas et al.38
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forma consistente a los pacientes que han alcanzado la cura quirúrgica en comparación con los 
que requieren tratamiento adicional. La determinación de la MRD mediante biopsia líquida 
en plasma, si es suficientemente sensible y específica, ofrece la posibilidad de seleccionar 
mejor a los pacientes que necesitan una intensificación de la terapia o, por el contrario, en los 
que podría omitirse la terapia adyuvante.

En la actualidad, se están evaluando múltiples pruebas de MRD en el CPNM, algunas 
basadas únicamente en el ADNtc, otras en combinación con componentes epigenéticos y 
otras “informadas por el tejido” o “agnósticas al tejido”. 41,42 Cada uno de estos enfoques 
ofrece ventajas y desventajas potenciales (tabla 4-3). Los estudios completados recientemente 
sugieren que, sin importar la metodología, será necesario perfeccionar las pruebas de MRD 

Tabla 4-2. Pruebas de genotipificación del cfADN en el plasma del CPNM que han recibido la designación de dispositivo 
innovador como pruebas de detección temprana de múltiples tipos de cáncer

Kit o prueba Empresa Tecnología y aplicación Estado según la FDA 

Prueba de 
detección 
temprana de 
múltiples tipos 
de cáncer

GRAIL Prueba de sangre NGS que analiza los 
patrones de metilación del ADNtc para 
detectar múltiples tipos de cáncer

Designación de dispositivo 
innovador por la FDA (mayo 
del 2019)

CancerSEEK Thrive Earlier 
Detection

Prueba multianalítica que combina la 
detección multiplexada por PCR de 
mutaciones en el ADNtc en 1933 loci con 
mediciones de biomarcadores proteicos 
validados para diagnosticar 8 tipos comunes 
de cáncer, incluidos el de mama, ovario e 
hígado

Designación de dispositivo 
innovador por la FDA 
(agosto del 2018)

Prueba Ivy-Gene 
CORE; prueba 
Ivy-Gene Dx 
para el hígado

Laboratory for 
Advanced Medicine

Analiza la presencia de ADNtc hipermetilado 
de múltiples dianas genéticas para confirmar 
la presencia de cáncer de mama, colon, 
hígado y pulmón ya en estadio I

Designación de dispositivo 
innovador por la FDA 
(septiembre del 2019)

Prueba de 
detección 
del cáncer 
CASCADE-LUNG

Delfi Diagnostics Método basado en el aprendizaje 
automático que analiza los patrones de 
fragmentación del cfADN para detectar la 
presencia de cáncer

Designación de dispositivo 
innovador por la FDA 
(marzo del 2021)

Abreviaturas: cfADN = ADN libre de células; ADNtc = ADN tumoral circulante; FDA = Administración de Alimentos y 
Medicamentos de los Estados Unidos; NGS = secuenciación de nueva generación; PCR = reacción en cadena de la polimerasa.
Fuente: Gray et al.39

Tabla 4-3. Enfoques de biopsia líquida para la enfermedad residual mínima

Parámetro Sin tejido previo
Informado por 
el tejido

Adecuación de la muestra de 
tejido tumoral

No se requiere Limitación práctica

Sensibilidad Mejora las pruebas específicas para MRD Disminuye el LOD

Especificidad La CHIP requiere algoritmo de filtración; mejora según el 
ADNtc de referencia

Específico 
del tumor

Variantes emergentes Detecta No puede evaluar

Variantes de resistencia Detecta No puede evaluar

Tiempo de respuesta Mucho menor Mayor

Abreviaturas: CHIP = hematopoyesis clonal de potencial indeterminado; ADNtc = ADN tumoral circulante; LOD = límite de 
detección; MRD = enfermedad residual mínima.
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antes de generalizar su aplicación clínica. Por ejemplo, en un análisis retrospectivo preliminar 
de la MRD en el ensayo IMpower-010 de atezolizumab adyuvante, una prueba informada por 
el tejido basada en una única muestra de plasma a las 8 semanas, aproximadamente, de la 
intervención quirúrgica resultó insuficiente para alterar un enfoque de terapia adyuvante para 
todos los pacientes. Aunque los resultados fueron claramente diferentes en las poblaciones 
MRD positivas y MRD negativas, ambos grupos mostraron patrones de recidiva continuos.43,44 
Se esperan con gran expectación los resultados de los ensayos prospectivos en curso.

Selección del tratamiento de primera línea en el CPNM avanzado
La selección de la terapia óptima para los pacientes con CPNM avanzado y, cada vez más, 
en estadio temprano, requiere una evaluación tanto histopatológica como genómica. 
Las pautas recomiendan las pruebas rutinarias de muestras de CPNM no escamoso para 
detectar alteraciones genómicas y PD-L1 susceptibles a una intervención preventiva.45 Las 
pruebas también pueden beneficiar a pacientes con otros subtipos patológicos en escenarios 
seleccionados (por ejemplo, pacientes más jóvenes, no fumadores o fumadores moderados). 
Los pacientes con alteraciones tumorales susceptibles de responder al tratamiento (por 
ejemplo, en EGFR, ALK, ROS1, BRAF, MET, RET, NTRK1-3) obtienen mejores resultados 
con la terapia dirigida de primera línea para la enfermedad avanzada. Otros pueden ser 
candidatos para agentes dirigidos de segunda línea o terapias emergentes (por ejemplo, 
alteraciones en KRAS G12C, EGFR exón 20, ERBB2, NRG1). Sin embargo, la obtención de 
tejido suficiente para la evaluación genómica puede ser un desafío en pacientes con cáncer de 
pulmón avanzado.

A menudo, los pacientes son diagnosticados mediante pequeñas muestras de biopsia 
o citología que pueden resultar inadecuadas para el análisis de biomarcadores. En algunas 
situaciones, el paciente no puede esperar a que se repitan las biopsias o a que se retrasen 
los resultados genómicos.46 Se recomienda el uso de pruebas de cfADN en plasma para 
garantizar la genotipificación completa de los pacientes con tejido insuficiente o no disponible 
para la genotipificación. Estas pruebas desempeñan un papel cada vez más importante como 
estrategia de pruebas complementarias incluso cuando se dispone de pruebas de tejido 

Mutaciones secundarias del  EGFR:b

C797X: 7 %; L718Q+C797S: 1 %; 
L718Q + inserción del exón 20 (ex20ins): 1 %; S768I: 1 %

Amplificación del HER2: 2 %
Mutación del HER2: 1 %

Amplificación de MET: 15 %

mTOR AKT p53

BIM BCL2

PIK3CA

MEK

RAF

RAS

ERK

M
ET

M
ET

M
ET

M
ET

Mutaciones del BRAF (V600E): 3 %

Mutaciones del KRAS (G12D/C, A146T): 3 %

a Dos pacientes presentaron mutaciones T790M de novo de referencia, de los cuales uno adquirió la mutación C797S en la progresión.

SPTBN1 ALK

SPTBN1 -ALK : 1 %

EG
FR

EG
FR

HE
R2

HE
R2

HE
R2

HE
R2

SupervivenciaApoptosis Proliferación

Mutaciones del PIK3CA: 7 %

Alteraciones genéticas
del ciclo celular

Amplificaciones de CCND: 3 %
Amplificaciones de CCNE1: 2 %
Amplificaciones de CDK4/6: 5 %

• Sin evidencia de mutación T790M del EGFR adquirida
• Los mecanismos de resistencia más frecuentes fueron la amplificación del MET y la mutación C797S del EGFR 
   – Otros mecanismos incluyeron la amplificación del ERBB2 (HER2), además de las mutaciones del PIK3CA y RAS

Figura 4-5. Mecanismos de resistencia adquiridos por candidatos con osimertinib en el estudio FLAURA (n = 91). 
El mecanismo de resistencia informado se puede solapar con otro. (Fuente: Ramalingam et al.52 Copyright © 2018, Elsevier).



48 ATLAS DE PRUEBAS MOLECULARES PARA TERAPIAS DIRIGIDAS EN CÁNCER DE PULMÓN DE LA IASLC

(figura 4-4),16 lo que permite que más pacientes accedan a la terapia dirigida. Los resultados 
de la biopsia líquida son altamente concordantes con los del tejido, arrojan resultados de 
tratamiento similares, ofrecen un tiempo de respuesta más rápido e incluso pueden suponer 
un ahorro de costos.24,25,28,30,31 Se demostró que una implementación más temprana de la 
biopsia líquida en la vía diagnóstica acelera el inicio del tratamiento de primera línea en la 
enfermedad avanzada, lo que puede mejorar aún más los resultados en los pacientes.29,47,48

Genómica de la resistencia adquirida en el CPNM en estadio avanzado
Los agentes moleculares dirigidos se asocian a mejoras significativas en los resultados 
clínicos de los pacientes con CPNM con factores oncogénicos; sin embargo, la resistencia 
adquirida a estos agentes sigue siendo un desafío fundamental sin resolver. Para determinar 
el mecanismo de resistencia, es esencial realizar pruebas moleculares integrales, que pueden 
ayudar a guiar la terapia posterior. Aunque la genotipificación tisular se considera el modelo 
estándar para la elaboración de perfiles moleculares,45 la repetición de biopsias en el contexto 
de la enfermedad recidivante no siempre es factible.28 La biopsia líquida presenta notables 
ventajas sobre la genotipificación tisular en cuanto a su carácter no invasivo, su breve tiempo 
de respuesta y su capacidad para captar variantes heterogéneas que surgen en diferentes 
localizaciones de la enfermedad. Sin embargo, la biopsia líquida tiene limitaciones, como 
el riesgo de resultados falsos negativos cuando el ADNtc no es detectable en la sangre y su 
incapacidad para captar información histológica como la transformación a cáncer de pulmón 
microcítico. Existen varias pruebas aprobadas por la FDA para la genotipificación del cfADN 

Realizar análisis molecularesa 
en biopsia líquida (ADNtc); 
se prefiere NGSc

Tratamiento con
terapia SOC basada
en la presencia de 
factor oncogénicor

Se dispone de muestra quirúrgica

Realizar análisis molecularesa en 
la muestra quirúrgica;b se prefiere
NGS;c tratar con terapia SOC 
basada en la presencia o ausencia 
de factor oncogénico; realizar IHQ 
de PD-L1 según sea necesario

Análisis del perfil molecular en todos los casos con componente no escamoso, no 
escamoso o si las características clínicas pueden sugerir un conductor molecular

Toma de nueva biopsia tisular 

Realizar análisis molecularesa en 
muestras de biopsia tisular;b se prefiere
NGSc; tratamiento con terapia SOC
basada en la presencia o ausencia de
factor oncogénico; realizar IHQ de 
PD-L1 según sea necesario

Sí
No

Realizar análisis molecularesa en
muestras de biopsia tisular;b se
prefiere NGS;c tratamiento con
terapia SOC basada en la 
presencia o ausencia de factor 
oncogénico; realizar IHQ de 
PD-L1 según sea necesario

Sí

No

a EGFR, ALK, ROS1 y BRAF como mínimo, pero un panel 
   si está disponible
b Sugerir con firmeza la preservación de tejidos para 
   facilitar la participación en ensayos clínicos
c Aunque se prefiere la NGS, en función de la 
   disponibilidad, se aceptan otras pruebas validadas

Diana terapéutica
 negativa

Diana terapéutica
 negativa

Muestra de biopsia tisular suficiente para pruebas moleculares

Figura 4-6. Paciente con enfermedad progresiva o recurrente por CPNM durante el tratamiento con TKI. 
Abreviaturas: ADNtc = ADN tumoral circulante; IHQ = inmunohistoquímica; NGS = secuenciación de nueva 
generación; CPNM = cáncer de pulmón no microcítico; SOC = estándar de atención; TKI = inhibidor de la tirosina 
quinasa. (Fuente: Rolfo et al.53)
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plasmático en el CPNM, que incluyen la prueba de mutación del EGFR Cobas basada en 
PCR (Roche Diagnostics) y en NGS, y las pruebas diagnósticas con fines terapéuticos (CDx) 
Guardant 360 y FoundationOne liquid CDx (Foundation Medicine).

La mutación T790M del EGFR es el mecanismo de resistencia más común a los 
inhibidores de la tirosina quinasa (tyrosine kinase inhibitors, TKI) del EGFR de primera o 
segunda generación, y la evaluación de la T790M es crucial para iniciar el osimertinib como 
terapia posterior. En las consultas en las que se utilizan TKI del EGFR de primera o segunda 
generación en el entorno del tratamiento de primera línea, se puede utilizar la biopsia 
líquida en la progresión en lugar de la biopsia tisular para detectar la resistencia impulsada 
por la mutación T790M; sin embargo, si las pruebas realizadas en plasma son negativas, se 
recomienda la biopsia tisular.49 El osimertinib se recomienda como tratamiento preferente de 
primera línea con base en los resultados del ensayo FLAURA;50 los mecanismos heterogéneos 
de resistencia al osimertinib detectados en la progresión tras el tratamiento de primera línea 
se han caracterizado mediante biopsia líquida (figura 4-5).51,52 Aunque la detección de 
mecanismos de resistencia tras el tratamiento con agentes dirigidos contra otros factores 
oncogénicos no es obligatoria, las pruebas integrales mediante cfADN pueden utilizarse 
para guiar el tratamiento posterior y probablemente desempeñarán un papel de manejo más 
importante en el futuro. La figura 4-6 muestra un diagrama de flujo recomendado por la 
International Association for the Study of Lung Cancer para el uso de la biopsia líquida en 
pacientes que progresan durante el tratamiento con TKI.53

Monitorización del tratamiento en el cáncer de pulmón
Los niveles de ADNtc en plasma se han revelado como un posible sustituto del pronóstico 
y de la respuesta al tratamiento. Varios estudios han confirmado que la ausencia de ADNtc 
plasmático en pacientes con cáncer de pulmón avanzado antes de iniciar la terapia es un factor 
de buen pronóstico asociado a mejores resultados independientemente del tratamiento.54 
La eliminación o disminución del ADNtc plasmático se ha asociado con la respuesta a los 
TKI, la inmunoterapia y la quimioterapia.54-59 En la enfermedad localmente avanzada, la 
persistencia de ADNtc tras la quimiorradiación puede identificar a una población con mayor 
riesgo de recaída, identificando a posibles candidatos para una terapia de consolidación más 
intensificada.60 En los pacientes que reciben una terapia a largo plazo con inhibidores de 
puntos de control (checkpoint inhibitor, CPI), el ADNtc detectable en plasma puede identificar 
a los pacientes con riesgo de recidiva, mientras que la ausencia puede identificar a aquellos 
que podrían suspender los CPI de mantenimiento y permanecer libres de progresión.61 Sin 
embargo, aún está por demostrar la utilidad clínica de la monitorización mediante biopsia 
líquida para fundamentar las decisiones sobre el tratamiento, como la intensificación o la 

Terapia óptima de 
primera línea

Paciente
con CPNM
avanzado

¿Eliminación 
del ADNtc 
en plasma?

SÍ
Continuar 

con el actual 

NO 
Añadir

 o cambiar 

Terapia de 
segunda línea

Terapia 
posterior

Figura 4-7. Futura integración de la monitorización de biopsia líquida en la toma de decisiones sobre el tratamiento. 
Abreviaturas: ADNtc = ADN tumoral circulante; CPNM = cáncer de pulmón no microcítico.
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reducción escalonada segura de la terapia. El riesgo de resultados falsos positivos o negativos 
en las pruebas seriadas sigue siendo una limitación técnica importante. Múltiples estudios 
están examinando la monitorización de los niveles de ADNtc y el tratamiento con inhibidores 
de la quinasa del EGFR (NCT02856893, NCT04410796), así como la inmunoterapia y 
la quimioterapia (NCT04093167, NCT04966676; figura 4-7). Aunque el uso actual de la 
monitorización con biopsia líquida para fundamentar las decisiones sobre el tratamiento no 
está listo para la práctica rutinaria, es un importante criterio de valoración indirecto potencial 
que se está investigando activamente.

Biomarcadores predictivos para la inmunoterapia de puntos de control
Se está desarrollando un gran número de biomarcadores para la CPI, lo que refleja la 
complejidad de las interacciones entre el microentorno tumoral y el estroma, así como la 
naturaleza continua de los resultados de la mayoría de estas pruebas (por ejemplo, PD-L1 
y cargas mutacionales tumorales [tumor mutational burdens, TMB]), en contraste con los 
biomarcadores discretos (por ejemplo, estado del gen mutante frente al de tipo salvaje).16 
De ellos, actualmente, el más pertinente para la biopsia líquida es la TMB. Aunque la TMB 
evaluada en tejido es un biomarcador pan-tumoral aprobado por la FDA en Estados Unidos, 
los diferentes resultados y las variaciones en la metodología de la prueba, la definición del 
punto de corte y otros parámetros han complicado su aplicación clínica. Las pruebas basadas 
en la carga mutacional tumoral en sangre (blood TMB, B-TMB) se han validado y evaluado 
analítica y clínicamente en estudios retrospectivos y prospectivos.62,63 Más recientemente, 
se ha informado de la cohorte de fase 3 del BFAST, en la que los pacientes con CPNM 
avanzado sin tratamiento previo y B-TMB elevada (≥16 mt/Mb) se asignaron aleatoriamente 
a atezolizumab o a quimioterapia basada en platino.64 Aunque el criterio de valoración 
principal de la supervivencia libre de progresión mostró una tendencia hacia el grupo de 
atezolizumab (cociente de riesgo [HR] 0,77; 0,59-1,00; p = 0,054), las diferencias no fueron 
estadísticamente significativas. Cabe destacar que los resultados favorecieron a los pacientes 
con histología escamosa, mientras que no hubo beneficios en los de la cohorte no escamosa. 
Por lo tanto, en la práctica habitual, el uso de B-TMB no está indicado actualmente para 
la selección del tratamiento en pacientes con cáncer de pulmón avanzado. Aunque se está 
desarrollando una amplia variedad de pruebas basadas en plasma, incluida la medición del 
PD-L1 mediante ARN mensajero o vesículas extracelulares, por el momento siguen en fase 
de investigación.65,66
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5Tecnologías para la detección 
de biomarcadores
Por Yasushi Yatabe, Lynette M. Sholl, Sanja Dacic, 
Keith M. Kerr, Erik Thunnissen y Anders Skanderup

Existen múltiples tecnologías para la detección de biomarcadores y tienen distintas 
capacidades para detectar variantes genéticas y cambios en las proteínas. En la actualidad 
existen 5 anomalías genéticas y proteicas principales relevantes para la práctica clínica del 
cáncer (tabla 5-1):

1. Variante de nucleótido único (SNV): un nucleótido se sustituye por otro cuando 
se compara con la secuencia de referencia. Las variantes de nucleótido único (single 
nucleotide variants, SNV) patogénicas son no sinónimas y dan lugar a un cambio de 
aminoácido que puede originar una ganancia de función oncogénica (por ejemplo, 
EGFR L858R, KRAS G12C, y BRAF V600E) o una pérdida de función en el caso de 
genes supresores tumorales (por ejemplo, TP53 y RB1). En el caso de las mutaciones 
que provocan codones de terminación (TAA, TAG y TGA), la proteína no se genera 
a partir de la mutación (mutación terminadora). Las SNV no siempre dan lugar a 
cambios de aminoácidos (cambios de nucleótidos sinónimos) y estos son típicamente 
no patogénicos, aunque algunas SNV sinónimas pueden inducir cambios funcionales 
debido a la alteración del empalme de los transcritos.1

2. Inserción y/o deleción (indel): la indel se define como una inserción o deleción 
de 1 o más nucleótidos que puede alterar la secuencia de aminoácidos y conducir 
potencialmente a un cambio en el marco de lectura. Las indel pueden conferir una 
actividad oncogénica o una alteración funcional. Las deleciones del exón 19 del EGFR 
dentro del marco de lectura y las inserciones del exón 20 del HER2 son ejemplos de 
mutaciones oncogénicas, mientras que la mayoría de las indel en genes supresores 
tumorales, como el TP53, el APC y el RB1, suelen estar más fuera del marco de lectura 
y provocan un deterioro funcional del alelo mutado.
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3. Amplificación genética, variación del número de copias: la amplificación genética 
describe los aumentos en el número de copias de un segmento específico de ADN que 
pueden llevar a la sobreexpresión proteica. La variación del número de copias es un 
término más general que se utiliza para incluir el aumento o la disminución de copias 
de genes, por ejemplo, 4 copias de MET, que pueden no ser oncogénicas.

4. Reordenamiento genético: los reordenamientos cromosómicos (también conocidos 
como translocaciones) se producen cuando un segmento cromosómico se desprende y 
se une a otro cromosoma o a un lugar diferente del mismo cromosoma. Las inversiones 
se producen cuando el segmento se vuelve a unir al mismo cromosoma en sentido 
inverso. Los reordenamientos pueden dar lugar a fusiones de genes oncogénicos (por 
ejemplo, EML4::ALK, CD74::ROS1 y KIF5B::RET).

5. Expresión/sobreexpresión proteica: la amplificación y el reordenamiento de genes 
se pueden traducir en una sobreexpresión proteica aberrante. La sobreexpresión de 
HER2 se puede deber a una amplificación genética. Los reordenamientos genéticos 
pueden dar lugar a alteraciones de la expresión proteica (por ejemplo, la fusión del 
gen quinasa del linfoma anaplásico (Anaplasic Lymphoma Kinase, ALK) da lugar a 
una expresión anormal del dominio quinasa de la ALK). La expresión anormal de 
una proteína puede ser patogénica pero no estar directamente relacionada con una 
alteración genética (por ejemplo, los cánceres de pulmón que sobreexpresan PD-L1 
no demuestran alteraciones en el gen CD274/PD-L1 salvo en escasas ocasiones).

Para detectar anomalías, se han desarrollado varios métodos para diferentes pruebas, 
que van desde la detección in situ de alteraciones proteicas o genéticas en cortes fijados 
en formalina e incrustados en parafina (formalin-fixed paraffin-embedded, FFPE) hasta la 
detección simultánea de múltiples alteraciones genéticas en ADN o ARN extraídos. Cada 
prueba tiene ventajas y desventajas en relación con los tipos de muestras que pueden analizarse, 
las alteraciones detectadas, el costo y el tiempo necesario para informar (tiempo de respuesta 
[turnaround time, TAT]). Comprender las propiedades de la prueba es importante para una 
selección óptima de la misma y es fundamental para evitar dificultades.

Tabla 5-1. Alteraciones genéticas clínicamente relevantes en el cáncer de pulmón

Alteraciones genéticas

Principales genes 
implicados en el 
cáncer de pulmón Métodos de detección

SNV, indel EGFR, KRAS, BRAF, HER2 Secuenciación directa por PCR, PCR específica de 
mutación, NGS-amplicón, NGS-captura híbrida, ddPCR

Amplificación genética FGFR, MET FISH, NGS-captura híbrida, ddPCR

Reordenamiento genético ALK, ROS1, RET, NTRK, 
NRG

Secuenciación directa por RT-PCR, NGS (basado en 
ADN o ARN), FISH, IHQ (ALK)

Expresión/sobreexpresión proteica ALK, PD-L1, HER2 IHQ, ELISA,a espectrometría de masasa

Abreviaturas: ddPCR = reacción en cadena de la polimerasa digital en gotas; ELISA = ensayo inmunoabsorbente 
ligado a enzimas; FISH = hibridación fluorescente in situ; IHQ = inmunohistoquímica; indel = inserción y/o deleción; 
NGS = secuenciación de nueva generación; RT = transcripción inversa; SNV = variante de nucleótido único.
a No se utiliza en la práctica clínica habitual.
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Tiempo de respuesta
El TAT se define como el tiempo que transcurre desde que se solicita una prueba hasta que 
se recibe el informe. En la práctica clínica, el TAT es un factor crucial y se relaciona con 
la prueba específica, así como con otros factores, como la transferencia de muestras entre 
laboratorios, la dotación de personal del laboratorio y la agrupación de casos. Los días 
laborables óptimos de laboratorio para diversas pruebas (que se comentan a continuación) son 
los siguientes: menos de 2 días laborables para la inmunohistoquímica (IHQ), de 2 a 3 días para 
la hibridación fluorescente in situ (fluorescence in situ hybridization, FISH), de 3 a 4 días para 
la secuenciación directa por reacción en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction, 
PCR)/PCR con transcripción inversa (RT-PCR), de 4 a 5 días para la secuenciación basada 
en amplicones y de 5 a 14 días para la secuenciación de nueva generación (next-generation 
sequencing, NGS) basada en captura híbrida.

En el caso del análisis híbrido de ADN/ARN, es posible que no se obtenga un resultado 
de ADN o de ARN, ya sea por insuficiencia cuantitativa o cualitativa de la muestra. (Véase 
el capítulo 3, “Adquisición de muestras y consideraciones preanalíticas”). Se debe tener en 
cuenta el tiempo global hasta la decisión de tratamiento del paciente, no solo el tiempo de 
trabajo nominal de la prueba de laboratorio. Es importante tener en cuenta que, si todos los 
resultados se devuelven como fallos del análisis, el estado clínico volverá al principio.

Inmunohistoquímica
La IHQ es una herramienta diagnóstica poderosa, y los protocolos se han vuelto sólidos 
para la detección de proteínas relevantes para la clasificación patológica de tumores y la 
identificación de algunas alteraciones moleculares susceptibles de responder al tratamiento. En 
la figura 5-1 se muestra una representación gráfica simplificada de la IHQ directa e indirecta. 
La técnica básica se describió en el Atlas de inmunohistoquímica diagnóstica de la Asociación 
Internacional para el Estudio del Cáncer de Pulmón (International Association for the Study 
of Lung Cancer, IASLC). El método en sí es más cualitativo que cuantitativo.2 Sin embargo, 
se puede lograr una evaluación semicuantitativa mediante una cuidadosa construcción y 
validación del protocolo a lo largo de un rango corto (factor de 2) de concentración proteica.3

Principios básicos
El procedimiento básico que da como resultado un color visible microscópico in situ contiene 
los siguientes pasos: recuperación del epítopo, incubación con anticuerpo primario, lavado 
para eliminar los anticuerpos no unidos, incubación con anticuerpo secundario marcado que 
se une a la cadena pesada del anticuerpo primario, lavado para eliminar los anticuerpos no 
unidos y posterior visualización con un paso de realce de señal.

Validación de IHQ para pruebas predictivas
Los métodos de validación difieren ligeramente en los marcadores diagnósticos en comparación 
con los predictivos. Para fines diagnósticos, en Estados Unidos se suele exigir un conjunto de 
validación mínimo de 20 muestras, que contenga controles positivos y negativos claros.5 Para 
las pruebas predictivas de marcadores, el umbral de una prueba desempeña un papel crucial. 
Como no todas las pruebas de PD-L1 son iguales,6,7 la validación clínica analítica e indirecta 
parece ser la mejor aproximación posible.7
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Figura 5-1. Representación gráfica simplificada de diferentes tecnologías de análisis espacial de proteínas tisulares.
a Se requiere una alta concentración de epítopos para la absorción visual de la señal de color o de la etiqueta 
fluorescente. Para esta última, se requiere una concentración de epítopos ligeramente inferior a la de un cromógeno.
b Realce de señal mediante (1) unión con varios anticuerpos secundarios (por ejemplo, anti-conejo de ratón; 
anti-humano de cabra, etc.) marcados con (2) enzima para la generación de cromógeno insoluble (por ejemplo, 
diaminobencidina marrón); (3) amplificación inicial con complejo estreptavidina-biotina (streptavidin-biotin, 
SAB) y posteriormente con polímeros (factor 5-20× superior al complejo SAB).
c Tras la primera ronda de captura de imagen, etiquetado fluorescente indirecto y captura de imagen digital, 
se requiere la inactivación/eliminación del colorante con una captura posterior de imagen digital de fondo/
autofluorescencia. El procedimiento se puede repetir en el mismo corte con diferentes anticuerpos primarios. 
La imagen anterior a la incubación del anticuerpo primario (con autofluorescencia) se sustrae de la imagen 
posterior al etiquetado. Se pueden proyectar (superponer) marcadores únicos o múltiples en el mismo corte.
d Cada anticuerpo primario se conjuga con un código de barras único (ADN). Se incuban varios anticuerpos 
primarios a la vez. Las etiquetas con fluoróforo y cadena complementaria a un código de barras se unen al 
anticuerpo primario con un máximo de 3 fluoróforos a la vez (en la representación esquemática se muestran 
2 fluoróforos diferentes). Tras la imagenología y la eliminación de las etiquetas de fluoróforo y la captura de 
imágenes, se puede incubar un siguiente conjunto (normalmente hasta 3) de etiquetas complementarias únicas 
(cada una con un fluoróforo diferente). Este procedimiento se puede repetir. Todos los marcadores se pueden 
examinar individualmente o cualquier combinación superpuesta en el corte.
e Con etiquetas de oligonucleótidos únicas y anticuerpos marcados con enlaces fotoescindibles con unión de 
alta afinidad sobre un epítopo en el corte histológico, una región de interés puede recibir selectivamente la luz, 
provocando la liberación de oligonucleótidos fotoescindibles, que luego se extraen y se utilizan para la lectura 
con, por ejemplo, secuenciación de nueva generación, citometría de flujo o espectrometría de masas. La lectura 
se puede superponer digitalmente a la imagen digital del corte histológico.4

f Los filtros implican 1 filtro antes de que la luz pase por el tejido/células y 1 entre el tejido y el ojo/cámara. El 
primero bloquea la luz de mayor longitud de onda, y el segundo la de menor longitud de onda. Solo la luz con 
una longitud de onda emitida pasará el segundo filtro.
g Para la representación gráfica, los epítopos se muestran en forma de triángulo. In vivo, la característica esencial 
es una estructura tridimensional (3-D), donde el dominio variable del anticuerpo se une estereológicamente con 
alta afinidad. Los distintos epítopos tienen estructuras 3-D diferentes.

En todos los enfoques digitales, es necesario determinar la región de interés (que también puede ser una 
célula). Para ello será necesario segmentar la región/objeto. Para ello, es necesario que el número de píxeles 
de la cámara con dispositivo de carga acoplado (charge-coupled device, CCD) coincida con la resolución de la 
lente del objetivo del microscopio. Para mantener baja la tasa de error de la segmentación es necesario utilizar 
cámaras CCD de alta calidad.
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Microscopía de fluorescencia
Con el etiquetado por fluorescencia (inmunofluorescencia) se consigue una mayor sensibilidad 
que con un sustrato de absorción. Esto implica que la microscopía de fluorescencia puede ser 
necesaria para detectar señales con una menor concentración de epítopos.3 Para visualizar 
imágenes fluorescentes se utilizan 2 filtros. El primero se coloca antes de que la luz llegue al 
corte tisular y permite el paso de la luz a una longitud de onda relativamente baja pero, bloquea 
la luz a una longitud de onda mayor. En el corte, la luz alcanzará el colorante fluorescente y 
provocará la excitación del mismo a una longitud de onda mayor. El segundo filtro bloquea la 
luz de longitud de onda menor y deja pasar la luz de longitud de onda mayor. Para capturar 
una imagen digital se puede utilizar un sistema de cámara en lugar de los ojos. Cuando se 
utilizan múltiples fluoróforos, la longitud de onda que pasará a través de estos filtros se puede 
reducir (con filtros de paso de banda), donde 1 de los fluoróforos se excita a una longitud 
de onda menor y el otro emite una longitud de onda esencialmente mayor después de la 
excitación. Aunque la inmunofluorescencia es una técnica muy sensible para la detección de 
proteínas, actualmente no se utiliza en la práctica clínica habitual para el cáncer de pulmón.

IHQ específica de mutación
Dado que una mutación patogénica adquirida del EGFR dará lugar a un cambio en la 
estructura tridimensional de la proteína, puede estar presente un epítopo que sea único para 
esta mutación y que difiera de la proteína de tipo salvaje. Además, algunas mutaciones del 
EGFR se producen con gran frecuencia, especialmente la L858R en el exón 21 y las deleciones 
en el exón 19. Esto ha conducido al desarrollo de anticuerpos específicos contra las mutaciones 
del EGFR.9-13 Estos pueden aplicarse en casos de muestras de tamaño limitado inadecuadas 
para las pruebas basadas en el ADN. Una reacción IHQ positiva está probablemente asociada 
a la mutación. Sin embargo, los anticuerpos pueden tener reacciones cruzadas con las 
mutaciones de inserción en el exón 20 del EGFR que son insensibles para los inhibidores de 
la tirosina quinasa (tyrosine kinase inhibitors, TKI) del EGFR de primera generación, y la tasa 
de detección de las deleciones del exón 19 puede variar. Las inserciones del exón 20, A769 
inserción ASV y D770 inserción SVD, fueron positivas para los anticuerpos en 1 estudio,10 y 
es posible que no se detecte la deleción del exón 19, distinta de la deleción de 5 aminoácidos 
(ELREA).11 Es importante destacar que una tinción negativa no excluye la presencia de una 
mutación del EGFR clínicamente susceptible a una intervención preventiva.

También se han desarrollado anticuerpos específicos contra la mutación BRAF V600E14,15 
y son muy sensibles. A diferencia de los anticuerpos específicos de la mutación EGFR, la IHQ 
específica de la mutación BRAF V600E no presenta reacciones cruzadas con las mutaciones 
que no sean V600E.16

La alta sensibilidad con anticuerpos específicos de mutaciones sugiere que este enfoque 
de IHQ se puede utilizar como herramienta de cribado para sus respectivas mutaciones 
específicas. No obstante, en los casos IHQ negativos, sigue siendo posible la presencia de 
otras mutaciones en el mismo gen con posibles mutaciones susceptibles a una intervención 
preventiva. Además, puede estar justificada la confirmación mediante una prueba molecular.
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IHQ para detección o cribado de reordenamientos genéticos
Las pruebas predictivas de IHQ con anticuerpos de tipo salvaje, como para la proteína ALK, 
son muy sensibles y específicas para las alteraciones del ALK, ya que la proteína ALK no se 
expresa en el tejido pulmonar normal.17-19 En cambio, la IHQ para ROS1 y NTRK tiene una 
especificidad menor, por lo que se requiere una técnica ortogonal (por ejemplo, FISH o NGS) 
para demostrar la presencia de un reordenamiento.20,21 Mientras que la sensibilidad de la 
IHQ para ROS1 es alta, lo que la hace adecuada para el cribado, la sensibilidad de la IHQ para 
NTRK es de aproximadamente el 80 %,22,23 lo que implica que se pueden detectar la mayoría 
de las fusiones del NTRK, pero no todas.

Hibridación fluorescente in situ
Se han desarrollado pruebas FISH para detectar una serie de alteraciones genómicas 
que incluyen amplificaciones, reordenamientos/traslocaciones, ganancias y pérdidas de 
cromosomas enteros o de regiones cromosómicas específicas. Para la FISH se utilizan varias 
sondas básicas, entre ellas las sondas de enumeración cromosómica (chromosome enumeration 
probes, CEP) y las sondas de identificación específica de gen/locus (gene/locus-specific 
identification probes, LSI). Las CEP se utilizan a menudo para distinguir la polisomía de la 
verdadera amplificación genética, ya que las CEP reflejan el número de cromosomas.

Sonda de fusión Sonda de rotura
Gen A Gen B

Sonda Sonda
Sonda Sonda

Sin fusión
Sin fusión

Fusión positiva Fusión positiva

Figura 5-2. Hibridación fluorescente in situ utilizando sondas de fusión y sondas de rotura para la detección 
de translocación.
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Detección de reordenamientos
Se han diseñado dos tipos de sondas FISH para detectar reordenamientos cromosómicos: 
de fusión y de rotura (figura 5-2). Los conjuntos de sondas de fusión consisten en sondas 
marcadas diferencialmente para 2 loci distintos, en los que los 2 genes fusionados no están 
normalmente situados cerca el uno del otro. Se pueden producir señales falsas positivas 
en células en las que las 2 sondas se encuentren cerca la una de la otra. Por lo tanto, cada 
laboratorio debe probar los casos de control negativo y desarrollar criterios de corte para el 
porcentaje de núcleos que contienen un patrón de fusión. Las sondas de rotura consisten en 
2 sondas marcadas diferencialmente que hibridan con el mismo gen, pero son específicas 
para regiones que se encuentran en lados opuestos del punto de rotura de la translocación. 
Esta estrategia de rotura es especialmente valiosa para detectar las translocaciones que 
afectan a los denominados genes promiscuos (es decir, el ALK), en los que se pueden producir 
fusiones con múltiples genes compañeros. Se suele definir una distancia entre las 2 señales y 
un porcentaje mínimo (15 % para el ALK) de núcleos que muestran las señales separadas para 
diagnosticar la presencia de una translocación genética.24

Detección de la amplificación genética
Las pruebas para la amplificación genética emplean una sonda específica para el gen diana de 
interés y a menudo se combinan con una sonda marcada diferencialmente para el centrómero 
correspondiente. Se observan múltiples señales del gen diana en el entorno de la amplificación 
y, al calcular la relación entre las señales del gen diana y las del centrómero, se pueden 
distinguir incluso niveles bajos de amplificación de la polisomía para todo el cromosoma.

Muestras para el análisis FISH
Un análisis satisfactorio de muestras de tejido o citología utilizando cualquier protocolo 
FISH requiere una fijación adecuada y, en el caso de los bloques de parafina de archivo, 
condiciones de almacenamiento.25,26 Los tejidos procesados en soluciones ácidas fuertes 
no son adecuados para la prueba FISH, mientras que una descalcificación leve con ácido 
etilendiaminotetraacético (EDTA) o ácido fórmico no suele afectar al rendimiento de la 
prueba. Se deben seguir las recomendaciones sobre los pasos preanalíticos descritas en las 
pautas de práctica de patología del College of American Pathologists (CAP), la Association 
for Molecular Pathology (AMP), la International Association for the Study of Lung Cancer 
(IASLC) y otras.27,28 El TAT se determina mediante diferentes protocolos de FISH. En 
general, los protocolos sencillos y automatizados son mejores que los manuales. Casi siempre, 
los pasos básicos son similares a los de la IHQ, es decir, una prueba de 2 días que requiere 
aproximadamente de 3 a 4 horas el primer día y 30 minutos el segundo. Dependiendo del 
flujo de trabajo del laboratorio, puede ser necesario un día adicional para la interpretación.

Selección de pruebas FISH
Aunque actualmente se comercializan pruebas FISH aprobadas por la Administración de 
Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (US Food and Drug Administration, FDA), 
algunos laboratorios pueden optar por desarrollar sus propias sondas “caseras”, que suelen ser 
más rentables. Los vectores de clonación, como los cromosomas artificiales bacterianos, son 
excelentes fuentes de sondas FISH caseras. Es esencial verificar que se obtuvo el clon correcto, 
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ya sea cribando la secuencia de ADN de interés mediante PCR o realizando FISH en metafase. 
Tanto si se utiliza la prueba comercial aprobada por la FDA como si no, se debe caracterizar 
en detalle el conjunto de sondas utilizado para las pruebas clínicas, y los valores de corte 
deben mostrar un rendimiento reproducible con controles normales y muestras de pacientes 
y/o líneas celulares anormales conocidas para obtener resultados exactos y precisos.27 La 
especificidad y la sensibilidad deben ser equivalentes a las de su contraparte comercial. En el 
caso de los laboratorios que opten por utilizar sondas desarrolladas en el laboratorio, también 

PCR/Extensión del cebador

1.   Amplificar por PCR 
     la región SNV individual
     utilizando cebadores
     de PCR, dNTP y 
     Taq polimerasa.
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5' 3'

5'
¿A o G ?
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ddC
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      de 1 ddNTP, 
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       permiten el multiplexado.
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Figura 5-3. Esquema generalizado de la prueba de extensión de nucleótido único.31 Abreviaturas: dNTP = 
desoxinucleótido trifosfato; ddNTP = didesoxinucleótido trifosfato MALDI-TOF = desorción/ionización por 
láser asistida por matriz con tiempo de vuelo [espectrometría de masas]; PCR = reacción en cadena de la 
polimerasa; SNV = variante de nucleótido único.
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se debe prestar atención a la variabilidad de los lotes de los clones, las enzimas de etiquetado 
del ADN y otros reactivos.27

PCR, RT-PCR y ddPCR
Reacción en cadena de la polimerasa
La PCR es un método de amplificación del ADN utilizado habitualmente para detectar 
mutaciones de tipo SNV/indel. Debido a la cantidad extremadamente pequeña de ADN que 
queda en los tejidos biopsiados para los análisis directos, el ADN tisular se debe amplificar 
mediante PCR. Además, las mutaciones oncogénicas, como las del EGFR, se producen en 1 
de los 2 alelos, y las muestras clínicas contienen sistemáticamente una mezcla de tejidos no 
neoplásicos; por lo tanto, se han desarrollado diversos enfoques para detectar alelos mutantes 
y se han establecido como pruebas clínicamente viables. Las siguientes pruebas se utilizan 
habitualmente y están aprobadas para la detección de mutaciones del EGFR.

Pruebas de PCR en tiempo real específicas de alelo
La prueba clave de PCR en tiempo real específica de alelo es una sonda que complementa la 
secuencia mutada e identifica el alelo mutante con una técnica particular. Therascreen (Qiagen) 
utiliza una sonda Scorpion,29 mientras que las mutaciones se detectan por desplazamiento y 
escisión del colorante reportador y las sondas marcadas con extintor en función de la actividad 
exonucleasa 5′-3′ cuando se hibridan con la secuencia complementaria en el sistema Cobas 
(Roche Diagnostics). Amoy Diagnostics (AmoyDx) utiliza una sonda TaqMan, cuyo sistema 
de detección es similar al Cobas utilizando la Taq polimerasa. En estos sistemas, las señales 
mutantes se pueden detectar como niveles fluorescentes aumentados.

Pruebas de extensión de cebador monobásico
En las pruebas de extensión de cebador monobásico, las regiones diana, incluidos los sitios 
de mutación, se amplifican mediante PCR. Se anilla la sonda adyacente al sitio de mutación 
y se realiza una extensión monobásica utilizando un didesoxinucleósido distinguible. La 
diferencia de alelos mutados y de tipo salvaje en bases incorporadas se detecta mediante 
colorante fluorescente (SNaPshot [ThermoFisher Scientific]) o espectrometría de masas 
(MassArray [Agena Bioscience]) (figura 5-3).

Reacción en cadena de la polimerasa con transcripción inversa
La RT-PCR se utiliza habitualmente para detectar genes de fusión, que son difíciles de detectar 
mediante PCR de ADN debido a las largas secuencias de intrones. Para cubrir varios patrones 
de fusión, se suele realizar una PCR multiplex con múltiples conjuntos de cebadores. Por 
ejemplo, se han desarrollado 6 conjuntos de cebadores para la PCR multiplex para cubrir 
diferentes fusiones EML4-ALK .30

Reacción en cadena de la polimerasa digital en gotas
Con la PCR digital en gotas (droplet digital PCR, ddPCR), el ADN de la muestra experimenta 
una dilución limitante en compartimentos de pequeño volumen. Lo óptimo es que cada 
compartimento contenga una única molécula diana. La amplificación positiva con PCR en 
el compartimento indica la presencia de moléculas diana. Basándose en la distribución de 
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(A) Secuenciación con Ion Torrent
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(B) Secuenciación con Illumina
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Figura 5-5. Plataformas de secuenciación de (A) ThermoFisher Scientific Ion Torrent y (B) el sistema Illumina.38 Abreviaturas: 
dNTP = desoxinucleótido trifosfato; NGS = secuenciación de nueva generación; PCR = reacción en cadena de la polimerasa.
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la presencia o ausencia en unidades de microrreacción, el número de copias/densidad de la 
molécula diana se estima con la distribución de Poisson (PCR digital).31 Para crear unidades 
de microrreacción, la tecnología de gotas de emulsión de agua-aceite proporciona una prueba 
de alto rendimiento y rentable para la ddPCR. Dado que la ddPCR es ventajosa por su alta 
sensibilidad y su cuantificación precisa, es una técnica preferida para el análisis del ADN 
tumoral circulante a partir de biopsia líquida (figura 5-4).

Secuenciación de nueva generación
Principios básicos
La NGS ofrece un enfoque de secuenciación paralela de alto rendimiento para caracterizar el 
panorama molecular de un tumor.

Secuenciación dirigida del genoma completo/secuenciación del exoma completo
Mientras que la secuenciación del genoma completo (whole genome sequencing, WGS)/
secuenciación del exoma completo (whole exome sequencing, WES) se aplica con 
frecuencia en grandes cohortes tumorales para descubrir y caracterizar nuevos conductores 
y biomarcadores de la enfermedad,34 la secuenciación NGS dirigida se utiliza más 
comúnmente en la práctica clínica. El principio de secuenciación por síntesis es el núcleo de 
la tecnología.35 En pocas palabras, los fragmentos de ADN aislados de una muestra tumoral 
se fijan a una matriz y se secuencian en paralelo sintetizando secuencialmente los fragmentos 
complementarios inversos (lecturas). Los instrumentos de NGS pueden realizar este proceso 
de forma masivamente paralela permitiendo la secuenciación de hasta 10 000 millones de 
lecturas en 1 día.

Prueba basada en captura de hibridación

Amplificación 
basada en 
cebadores de 
plantillas de ADN

PCR + código de 
barras y ligadura 
de adaptadores

Prueba basada en amplicones
(Enfoque de amplicón en mosaico)

Secuenciación

Ligadura de 
adaptadores

Hibridación con 
sondas de captura
personalizadas y 
aislamiento de las 
regiones dianaAmplicón 1

Lecturas
inversas

Lecturas
directas

Amplicón 2

Hotspot de mutación del gen X

Lavado, elución,
amplificación y 
secuenciación

Exón 1 Exón 2 Exón 3
Regiones grandes de interés

Figura 5-6. Comparación entre las pruebas basadas en amplicones y las basadas en captura híbrida.  
Abreviatura: PCR = reacción en cadena de la polimerasa. (Fuente: Jennings et al 2017.39)



67TECNOLOGÍAS PARA LA DETECCIÓN DE BIOMARCADORES

Tecnología de secuenciación
Existen 2 grandes plataformas que se basan en principios diferentes para la secuenciación 
en paralelo (figura 5-5). En el sistema Ion Torrent PGM (ThermoFisher Scientific), los 
fragmentos de ADN con secuencias adaptadoras específicas se diluyen hasta una sola molécula 
del fragmento y se realiza una PCR en emulsión, lo que da lugar a productos amplificados 
que se unen en la superficie de las perlas (figura 5-5A). A continuación, las perlas se cargan 
en pozos sensores de protones y, a medida que se procede a la secuenciación, se incorpora 
secuencialmente un desoxinucleótido trifosfato (deoxynucleotide triphosphate, dNTP) de 
los sitios adaptadores, con protones liberadores. Las diferencias en el número de protones 
liberadores según los nucleótidos incorporados se convierten en secuencias de nucleótidos. 
Con este secuenciador semiconductor se generan algo menos de datos por corrida, pero los 
tiempos de operación son más cortos con lecturas más largas (~400 pares de bases).

En cambio, el sistema Illumina HiSeq utiliza un método diferente, con 2 pasos: PCR puente 
y posterior secuenciación por síntesis (figura 5-5B). Tras la ligación final de 2 secuencias 
adaptadoras diferentes, el ADN diana desnaturalizado se hibrida con las secuencias 
adaptadoras de los extremos 5′ y 3′ prefijadas en la celda de flujo (formación del puente). En 
este estado, la ADN polimerasa realiza una reacción de elongación del ADN y desnaturaliza 
el ADN dando lugar a 2 fragmentos de ADN monocatenario. Posteriormente, repitiendo las 
reacciones de unión en puente, elongación y desnaturalización, se puede amplificar localmente 
un gran número de fragmentos de ADN monocatenario y fijarlos como racimos en la celda 
de flujo (PCR en puente). Para la secuenciación, la ADN polimerasa realiza una elongación 
monobásica del extremo 3′ bloqueando los dNTP fluorescentes. A continuación, el colorante 
fluorescente unido a la base se excita mediante un rayo láser y la emisión se registra en forma 
de fotografía. Se toman cuatro fotografías (A, C, G, T) para determinar las 4 bases diferentes 
en racimos individuales. Este proceso se repite hasta secuenciar toda la longitud.

Una decisión clave a la hora de aplicar la NGS a una muestra tumoral es la selección de las 
regiones diana para la secuenciación. Las pruebas NGS dirigidas típicas se centran en 100 a 
500 genes con relevancia para el cáncer. Por el contrario, las pruebas que secuencian todos los 
genes humanos o el genoma completo suelen denominarse WES y WGS, respectivamente.36 
Existe un claro equilibrio entre las pruebas dirigidas y las amplias (WES/WGS). Una prueba 
dirigida suele proporcionar una mayor profundidad de secuenciación y sensibilidad para 
detectar mutaciones en genes seleccionados. Por el contrario, las WES/WGS tienen una menor 
profundidad de secuenciación, pero un mayor potencial para descubrir nuevas mutaciones 
de biomarcadores y variantes estructurales. Estas pruebas amplias también suelen requerir 
más datos de secuenciación, tienen mayores requisitos computacionales y TAT más largos, 
lo que a menudo conlleva costos más elevados en comparación con las pruebas dirigidas.37

Captura basada en amplicones y captura híbrida
Al realizar la secuenciación dirigida, otro punto de decisión clave es la tecnología utilizada 
para seleccionar y enriquecer los fragmentos de ADN en los genes de interés. Dos técnicas 
comúnmente utilizadas son la secuenciación por amplicones y la captura híbrida (figura 5-6),36 
ambas soportadas por la mayoría de las plataformas (por ejemplo, AmpliSeq Focus Panel y 
TruSight Oncology 500 como tecnologías de enriquecimiento de amplicones y captura en la 
plataforma Illumina, respectivamente).
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La captura híbrida utiliza sondas de ADN complementario para unir y capturar fragmentos 
de ADN de los genes seleccionados. La secuenciación por amplicones selecciona y enriquece 
los fragmentos de ADN de los genes de interés utilizando cebadores y amplificación por PCR 
multiplexada. La secuenciación por amplicones es potencialmente ventajosa porque puede 
trabajar a partir de menores cantidades de ADN de entrada; sin embargo, sigue asociada al 
riesgo de introducir sesgos específicos de alelos en los datos procedentes de la amplificación 
por PCR. Además, la secuenciación por amplicones impone un límite al número de genes/
regiones que se pueden secuenciar, lo que suele restringirla a pequeños paneles de genes o 
regiones hotspot. Por el contrario, la captura híbrida no tiene ese límite y puede ampliarse 
a todo el exoma.37 Además, la selección de fragmentos de ADN basada en sondas con la 
captura híbrida también es más adecuada para la detección de proteínas de fusión.36

Contenido de células tumorales
El contenido de células tumorales (también conocido como celularidad tumoral o pureza 
tumoral) de la muestra es una consideración clave para realizar la NGS. Algunas muestras 
tumorales pueden tener un bajo número y una baja proporción de células tumorales debido 
a la mezcla de tejido no neoplásico, como células estromales e inmunocitos. El ADN de las 
células no tumorales diluirá las señales de mutación e influirá negativamente en el proceso 
de detección de mutaciones somáticas con la NGS, lo que se traducirá en una sensibilidad 
reducida de la detección de mutaciones y variaciones del número de copias en muestras 
con bajo contenido de células tumorales.36 Este problema se puede paliar parcialmente 
realizando una secuenciación más profunda; sin embargo, cuando sea factible, dar prioridad 
a las muestras con alto contenido de células tumorales para el análisis con NGS puede ser 
una estrategia más rentable.37 Como valor estándar, la mayoría de los paneles de NGS están 
diseñados para un contenido de células tumorales del 20 % o más.

Estimación de la carga mutacional tumoral
La carga mutacional tumoral (tumor mutational burden, TMB) ha surgido como un 
biomarcador de respuesta a la inhibición de puntos de control inmunitarios40 y se puede 
evaluar utilizando la misma prueba empleada para identificar alteraciones genéticas 
susceptibles de responder al tratamiento. La TMB se define como el número de mutaciones 
somáticas por megabase de secuencia genómica interrogada, y la NGS permite la detección 
paralela y sin sesgos de mutaciones somáticas en un gran número de genes, lo que posibilita 
la estimación cuantitativa de la TMB en una muestra. Sin embargo, si el panel genético de 
la NGS es demasiado pequeño, puede que la TMB no se estime de forma fiable.40 Además, 
dado que el contenido de células tumorales puede afectar a la sensibilidad de detección de 
mutaciones de la prueba NGS, la celularidad tumoral también se debe considerar como una 
posible variable de confusión para la estimación de la TMB.41

Pruebas de panel disponibles comercialmente
En la tabla 5-2 se muestran las pruebas de panel disponibles comercialmente actuales y de uso 
común. Los paneles individuales se caracterizan por los siguientes factores.
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Nucleótido diana (basado en ADN, en ARN o en ambos)
Debido a que el ADN es más estable que el ARN, los paneles basados en ADN se han establecido 
por delante de los paneles basados en ARN. Sin embargo, existen algunas limitaciones con 
los paneles de ADN.42 El reordenamiento de genes particulares con intrones grandes y/o 
repetitivos o deleciones, como NTRK, puede no detectarse con el análisis basado en ADN. 
Por lo tanto, se pueden utilizar otros enfoques como los paneles híbridos de ADN/ARN o 
las pruebas de panel secuenciales (secuenciación de panel de ARN si se obtienen resultados 
negativos en el panel de ADN).

Método de enriquecimiento (captura híbrida en comparación con amplicones)
Los tejidos de biopsia pequeños o la necesidad de un TAT rápido se pueden beneficiar de 
la secuenciación por amplicones, mientras que el análisis genómico integral mediante 
secuenciación por captura híbrida permite evaluar otras alteraciones para posibles 
ensayos clínicos.

Cobertura genética
Según la naturaleza de un panel dirigido, la cobertura genética de los paneles no es idéntica, 
incluso después de incorporar alteraciones importantes. Además, el rendimiento de la 
detección de indel más grandes, incluso con 12 pares de bases o más, es diferente entre paneles 
debido a la elección de las herramientas bioinformáticas.

Entrada de ADN/ARN necesaria
Las pruebas individuales requieren diferentes entradas de ADN/ARN. Incluso utilizando 
tejido del tamaño recomendado, los rendimientos del ADN/ARN extraído pueden diferir, 
posiblemente relacionados con factores como la fijación del tejido y el almacenamiento de 
bloques y cortes sin teñir. En particular, las muestras descalcificadas, los tejidos fijados de 
forma inadecuada y los bloques envejecidos (≥5 años) pueden tener rendimientos inferiores 
en comparación con las muestras FFPE estándar.

Conclusión
Este capítulo ha proporcionado una amplia descripción general de las diversas tecnologías 
disponibles actualmente para la detección clínica de biomarcadores moleculares en el cáncer 
de pulmón, incluidas sus ventajas y desventajas y su capacidad para identificar diversas 
variantes genéticas y cambios proteicos. Puesto que no existe una única tecnología adecuada 
para todos los biomarcadores y dados los rápidos avances en este campo, la comprensión de 
las tecnologías actuales y emergentes es esencial para ofrecer una atención clínica óptima y 
eficaz a los pacientes con cáncer de pulmón.
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6Una perspectiva global de las 
guías sobre pruebas moleculares 
y sus prácticas
Por Deepali Jain, Wendy A. Cooper, Lizza E. Hendriks, Fred R. Hirsch, Mehdi Karkouri,  
Keith M. Kerr, Dongmei Lin, Ming-Sound Tsao y Yasushi Yatabe

En la última década y media, el manejo del cáncer de pulmón, especialmente del cáncer de 
pulmón no microcítico (CPNM), se ha orientado cada vez más hacia la incorporación de 
terapias dirigidas.1,2 Las pruebas moleculares durante o después de los estudios diagnósticos 
del cáncer de pulmón se han convertido en una herramienta esencial para identificar 
biomarcadores predictivos para la selección de pacientes para terapias personalizadas.3,4 La 
mayoría de estos biomarcadores se detectan mediante técnicas moleculares modernas como 
la reacción en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction, PCR) o métodos basados 
en secuenciación, que proporcionan resultados rápidos y precisos. Además, se recomienda 
encarecidamente que las pruebas genéticas necesarias para apoyar el manejo de los pacientes 
se realicen en laboratorios que cumplan los estándares nacionales y locales específicos (por 
ejemplo, las normativas de las Enmiendas para la Mejora de los Laboratorios Clínicos en 
Estados Unidos). Además, múltiples pautas publicadas por diferentes grupos internacionales 
(College of American Pathologists [CAP], Asociación Internacional para el Estudio del Cáncer 
de Pulmón [Internacional Association for the Study of Lung Cancer, IASLC], Association 
for Molecular Pathology [AMP], American Society of Clinical Oncology [ASCO], Sociedad 
Europea de Oncología Médica [European Society for Medical Oncology, ESMO], National 
Comprehensive Cancer Network [NCCN]) proporcionan recomendaciones detalladas para 
la selección de pacientes con cáncer de pulmón para pruebas y tratamiento, requisitos de 
muestras y métodos y plataformas de pruebas moleculares.3,5-7 El objetivo de este capítulo 
es proporcionar una descripción general de la implementación de estas y otras guías sobre 
pruebas moleculares para pacientes con cáncer de pulmón a nivel mundial.
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Desarrollo de guías y guías
En el pasado, la toma de decisiones clínicas dependía en gran medida de la experiencia y la 
habilidad del médico responsable. Sin embargo, una vez que la medicina basada en la evidencia 
(evidence-based medicine, EBM) fue propuesta por Guyatt en Canadá en 1991,8 el concepto 
se extendió a diversos campos clínicos junto con una creciente concientización social sobre 
la necesidad de una atención médica de calidad. Las guías de práctica actuales se basan en 
un informe del Instituto de Medicina (Institute of Medicine, IOM) del 2011, Clinical Practice 
Guidelines We Can Trust,9 que se deriva del concepto de EBM. Este informe proporciona la 
definición de una guía de práctica, así como de algunos métodos para el desarrollo de guías. 
La valoración, desarrollo y evaluación de la clasificación de las recomendaciones (Grading 
of Recommendations Assessment, Development and Evaluation, GRADE) es el sistema más 
utilizado en el mundo.10 Las pautas para la toma de decisiones (GuideLines Into Decision 
Support, GLIDES) es un sistema resultante de un proyecto contratado por la US Agency for 
Healthcare Research and Quality (AHRQ) entre 2008 y 2013.11 Ambos sistemas determinan 
el nivel de pruebas mediante revisiones sistemáticas. Las recientes guías sobre pruebas 
moleculares del CAP/IASLC/AMP se han elaborado utilizando este sistema.12

CAP/IASLC/AMP, ASCO y NCCN
Ciertas guías, como las del panel de pruebas moleculares del CAP/IASLC/AMP, se han 
centrado en la comunidad de laboratorios y facultan al patólogo y/o al especialista en 
diagnóstico molecular para dirigir el uso de pruebas moleculares que consumen muchos 
recursos y garantizar una selección de pruebas adecuada a las terapias dirigidas disponibles. 
La guía original del CAP/IASLC/AMP se publicó en el 2013 y ha servido de modelo para los 
esfuerzos nacionales e internacionales posteriores.13 La guía original y su actualización en el 
2018 suscitaron el respaldo de la ASCO y sirven como referencias clave para las guías de la 
NCCN.5,6,14 Estos documentos divergen en sus recomendaciones de pruebas y tratamiento 
como resultado de su cronología en relación con el rápido ritmo de aprobaciones de terapias 
dirigidas en la última década. Las guías del CAP/IASLC/AMP se encuentran actualmente en 
fase de revisión y se espera una publicación actualizada en el 2024.

Sociedad Europea de Oncología Médica
La ESMO publica periódicamente guías para el manejo de pacientes con cáncer de pulmón,7 
que incluyen recomendaciones sobre el análisis de una amplia gama de dianas para las que la 
Agencia Europea de Medicamentos (European Medicines Agency, EMA) ha aprobado terapias.7

La aprobación de la EMA es permisiva pero no garantiza el acceso a los fármacos en cada 
país. Al menos en el contexto de los sistemas nacionales de salud pública, cada país puede 
aprobar los fármacos y, en un grado variable, facilitar las pruebas. Así pues, el principal factor 
determinante que impulsa las pruebas es la disponibilidad de terapias dirigidas pertinentes; 
esto da lugar a innumerables guías nacionales o incluso regionales que reflejan la variación 
en la práctica local. Las dianas recomendadas para las pruebas no son coherentes en todos 
los países; sin embargo, EGFR, ALK, ROS1 y PD-L1 se recomiendan en todas las guías y 
BRAF y NTRK en la mayoría, pero las pruebas de KRAS, MET, RET y ERBB2 (HER2) no 
se abordan en muchas.15 La realización de las pruebas depende entonces del acceso a las 
instalaciones de laboratorio y de los acuerdos para el reintegro de las pruebas.15 Aunque la 
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secuenciación de nueva generación (next-generation sequencing, NGS) está incluida como 
recomendación en las guías de la ESMO y en muchas guías nacionales, el acceso a la NGS está 
lejos de ser universal.16 Las iniciativas dentro de la Unión Europea están dirigidas a abordar 
esta disparidad. Según las guías del 2023 de la ESMO sobre el CPNM metastásico adicto a 

Tabla 6-1. Resumen de las guías de Estados Unidos y Europa

Guía Población Diana Método de pruebaa

CAP/IASLC/
AMP del 2018

Pacientes recién 
diagnosticados

EGFR PCR/NGS

ALK IHQ ± FISH

ROS1 IHQ (cribado) y FISH/PCR/NGS

RET, MET, ERBB2 (HER2), 
KRAS, BRAF

Parte del panel multiplex de NGS; ya sea inicialmente 
o cuando las pruebas para EGFR, ALK o ROS1 
sean negativas

Pacientes 
con recidiva 
que reciben 
terapias 
dirigidas

T790M del EGFR 
(cfADN/ADN tisular)

Sensibilidad analítica del 5 % (basada en PCR/NGS)

ESMO del 
2023b

Pacientes recién 
diagnosticados

EGFR Cualquier método validado para cubrir mutaciones 
en el exón 18-21 (preferiblemente NGS de ADN)

ALK NGS de ARN; IHQ ± confirmación molecular 
(NGS, FISH)

ROS1 NGS de ARN; cribado con IHQ, esencial la 
confirmación molecular (NGS, FISH)

RET, MET, NTRK, ERBB2 
(HER2), KRAS, BRAF

Prueba con panel de NGS de ADN/ARN

PD-L1 IHQ

T790M del EGFR, MET 
(según sea adecuado) 
(cfADN/ADN tisular)

PCR/NGS/ISH

Pacientes 
con recidiva 
que reciben 
terapias 
dirigidas

EGFR (categoría 1) Perfil molecular amplio (NGS)c

NCCN del 
2022

Pacientes recién 
diagnosticados

ALK (categoría 1) Perfil molecular amplio (NGS)

KRAS, ROS1, BRAF, 
NTRK1/2/3, omisión del 
exón 14 de MET, RET

PD-L1 IHQ

Pacientes 
con recidiva 
que reciben 
terapias 
dirigidas

T790M del EGFR y otras 
mutaciones de resistencia 
genómica (cfADN/
ADN tisular)

Perfil molecular amplio (NGS)

Abreviaturas: AMP = Association for Molecular Pathology; ASCO = American Society of Clinical Oncology; CAP = College of 
American Pathologists; cfADN = ADN libre de células; ESMO = Sociedad Europea de Oncología Médica; FISH = hibridación 
fluorescente in situ; IASLC = International Association for the Study of Lung Cancer; IHQ = inmunohistoquímica; 
ISH = hibridación in situ; NCCN = National Comprehensive Cancer Network; NGS = secuenciación de nueva generación; 
PCR = reacción en cadena de la polimerasa.
aSe prefieren los paneles de secuenciación multiplexados a las pruebas de un solo gen. La ASCO respaldó estas guías 
además de incluir la de la mutación de BRAF.5
bGuías de la ESMO del 2023.7
cTambién se busca detectar biomarcadores emergentes como la amplificación de alto nivel de MET y la mutación ERBB2 (HER2).
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oncogenes, los biomarcadores recomendados para las pruebas son EGFR, ALK, ROS1, BRAF, 
RET, MET (omisión del exón 14 así como amplificación), NTRK, mutación ERBB2 (HER2), 
mutación de inserción en el exón 20 del EGFR, y mutación G12C del KRAS.7 En la tabla 6-1 
se ofrece un resumen de las guías estadounidenses y europeas.

Prácticas de pruebas de biomarcadores específicas para cada región
La selección de biomarcadores varía según el país en función de sus necesidades específicas 
y la disponibilidad de recursos. Para muchos países, la implementación de estas prácticas de 
pruebas de biomarcadores para el cribado molecular con el fin de identificar biomarcadores 
predictivos supone un desafío debido a las limitaciones operativas y logísticas.15,17,18 Por 
lo tanto, la mayoría de los países siguen sus propias prácticas de pruebas de biomarcadores 
para el cribado molecular del cáncer de pulmón en su región, que no solo incluye países 
de ingresos bajos o medios, sino también algunas naciones desarrolladas. Cada país tiene 
sus propias limitaciones, que incluyen el costo de las pruebas moleculares, la disponibilidad 
de infraestructura para las pruebas, el acceso a los conocimientos técnicos e interpretativos, 
las políticas gubernamentales relativas al seguro médico y el reembolso, y los requisitos 
para la aprobación de las pruebas por parte de las autoridades locales. En algunos países, 
los tratamientos dirigidos no están disponibles o son inaccesibles desde el punto de vista 
financiero para los pacientes a pesar de la disponibilidad de la prueba molecular.15,19,20 La 
figura 6-1 muestra las prácticas de pruebas de biomarcadores en diferentes países. Aunque en 
la mayoría de los países se realizan las pruebas de EGFR, ALK, ROS1 y PD-L1, hay algunos 
en los que se ofrece EGFR o solo EGFR y ALK. A continuación, se ofrecen algunos ejemplos 
específicos de cada país.

Norteamérica

Estados Unidos
En Estados Unidos, las guías de la NCCN son de amplio uso para orientar las decisiones sobre 
el tratamiento y como punto de referencia para los pagadores (principalmente aseguradoras 
privadas).6 Estas guías representan opiniones de expertos basadas en datos clínicos actuales 
y están muy influidas por las aprobaciones de fármacos por parte de autoridades reguladoras 
(Administración de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos [US Food and Drug 
Administration, FDA]). Dado que las guías de la NCCN se pueden actualizar varias veces al 
año para reflejar las nuevas aprobaciones, tienden a reflejar el entorno de pruebas y tratamiento 
más actualizado. En cambio, las guías sistemáticas, como las del CAP/IASLC/AMP, dependen 
de una revisión rigurosa y prolongada de las pruebas publicadas y revisadas por expertos12 y, 
por razones prácticas, solo se actualizan cada ciertos años.

A pesar del papel y el valor reconocidos de las guías disponibles, el cumplimiento de 
sus recomendaciones sigue siendo subóptimo. Una encuesta basada en datos del mundo real 
recopilados en consultas oncológicas comunitarias entre el 2018 y el 2020 mostró que, aunque 
al 91 % de los pacientes con CPNM metastásico no escamoso se les realizó al menos 1 análisis 
de un solo gen, solo al 49 % se le evaluaron 5 o más genes terapéuticamente relevantes, y en 
el 39 % solo se realizó NGS.22 El examen de bases de datos de atención de salud amplias y de 
gran alcance también reveló disparidades raciales significativas en relación con las pruebas 
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de NGS entre los pacientes con CPNM en Estados Unidos, con aproximadamente un 55 % de 
pacientes blancos que recibieron NGS en algún momento de su atención en comparación con 
alrededor del 44 % de pacientes negros.23 En vista de los desafíos reconocidos de la insuficiencia 
de muestras y los prolongados tiempos de respuesta de las pruebas basadas en tejidos, el 
análisis de ADN libre de células (cfADN) (biopsia líquida) ha ganado un importante arraigo 
en la práctica estadounidense. Aunque en Estados Unidos no existen guías sobre pruebas 
específicas del cfADN, las guías actualizadas del CAP/IASLC/AMP reconocen su utilidad en 
pacientes que carecen de tejido tumoral suficiente para realizar pruebas de biomarcadores, 
o en aquellos que necesitan una caracterización molecular tras una recidiva en la terapia 
dirigida.12 La IASLC publicó recomendaciones en el 2021,24 aunque basadas en la opinión de 
expertos, no en una revisión sistemática de la literatura. (Véase el capítulo 4).

Canadá
En Canadá, el sistema de atención de salud está financiado casi en su totalidad por el 
gobierno, por lo que el alcance de las pruebas moleculares disponibles de forma rutinaria 
para los pacientes con cáncer viene determinado por las autoridades de atención de salud. 
Dado que los gobiernos provinciales tienen jurisdicción sobre la atención de salud, el tipo y 
el sistema de pruebas disponibles para los pacientes pueden variar de una provincia a otra. 
Las pruebas se realizan principalmente en laboratorios de diagnóstico molecular, la mayoría 
de los cuales están establecidos dentro de los departamentos de medicina de laboratorio o 
patología de los principales hospitales. En general, la mayoría de las autoridades provinciales 
encargadas de la atención del cáncer inician una deliberación sobre la financiación de las 
pruebas de biomarcadores cuando se considera la financiación pública de un nuevo fármaco 
que ha sido aprobado por Health Canada. Entre las principales cuestiones que se tienen 
en cuenta en dichas deliberaciones se incluyen la rentabilidad de la prueba y los métodos/
ensayos de prueba que se proponen, así como su impacto en la prestación de atención al 
paciente para los tipos de cáncer pertinentes.25-28 Aunque la financiación suele seguir las 
guías aceptadas internacionalmente (por ejemplo, CAP/IASLC/AMP, ASCO, ESMO), 
las publicaciones periódicas de consenso o revisión de grupos de líderes canadienses de 
opinión clave en oncología médica, patología y patología molecular pueden proporcionar 
recomendaciones en el contexto canadiense.29-35 En la actualidad, para el cáncer de pulmón, 
se recomiendan pruebas moleculares para todas las alteraciones susceptibles de responder al 
tratamiento, incluidas las mutaciones T790M del EGFR, ALK, ROS1, BRAF V600E, NTRK, 
KRAS G12C y EGFR en pacientes con CPNM mutante para EGFR que hayan presentado 
progresión con inhibidores de la quinasa de EGFR de primera y/o segunda generación.35 Se 
incluirán nuevos marcadores a medida que se aprueben en Canadá los fármacos dirigidos 
correspondientes. También se recomienda realizar pruebas para detectar la mutación T790M 
del EGFR circulante en muestras de plasma (biopsia líquida) como método alternativo 
(preferido) o complementario. Aunque la elección del método de prueba la determina el 
laboratorio, con base en aportaciones multidisciplinarias, se exige a los laboratorios que sigan 
las guías aceptables para validar las pruebas individuales antes de su implementación clínica. 
Esto es crucial, ya que, a diferencia de lo que ocurre en Estados Unidos, Health Canada suele 
asociar las aprobaciones de fármacos específicos a una “prueba validada”, en lugar de a una 
prueba diagnóstica específica con fines terapéuticos. Este enfoque ha impulsado la realización 
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de varios estudios multicéntricos canadienses para optimizar y estandarizar las pruebas de 
biomarcadores pulmonares, como las de EGFR, ALK, ROS1 y PD-L1.36-39

Europa
Según una encuesta realizada en el 2019,40 los médicos europeos conocen las guías (inter)
nacionales sobre las pruebas de biomarcadores del CPNM. Los criterios de selección para 
las pruebas son similares en todos los países: PD-L1 para todos los pacientes con CPNM 
metastásico y pruebas moleculares para factores oncogénicos en aquellos con CPNM no 
escamoso o histología de células escamosas, pero sin antecedentes de tabaquismo. La situación 
de las pruebas moleculares en Europa es muy heterogénea. En aproximadamente dos tercios 
de los países europeos, las “pruebas reflejas” (dirigidas por los patólogos) son habituales; en 
los demás, las pruebas se realizan por encargo. Las pruebas se suelen realizar de forma interna 
o en un laboratorio regional. En alrededor de tres cuartas partes de los países, la NGS es una 
práctica habitual; en los demás, se utiliza la PCR en tiempo real.15,40

Los países europeos tienen una gran diversidad de sistemas de atención y economías 
en materia de salud, que repercuten en la realización de perfiles moleculares tumorales.41,42 
En todos los países se dispone de pruebas de EGFR, ALK y PD-L1, pero la práctica del 
reembolso varía entre la cobertura total por parte del seguro médico nacional o privado o 
la financiación por parte de las compañías farmacéuticas, hasta la ausencia de financiación o 
incluso la ausencia de pruebas para determinados biomarcadores.40 En países como Francia, 
existen programas estructurados apoyados por el gobierno para lograr pruebas moleculares 
sistemáticas centralizadas en un número limitado de centros.43

Aunque existe concientización sobre los criterios de las pruebas, no todos los pacientes 
tienen acceso a ellas, e incluso en los países con acceso, no todos los tumores que cumplen los 
criterios de las pruebas se someten a ellas, aunque las tasas de realización de pruebas están 
aumentando con el tiempo.15,44-47 Es importante destacar que el conocimiento por parte de 
los pacientes de los resultados de sus pruebas de biomarcadores parece escaso, ya que en una 
encuesta europea, el 23 % de los pacientes que sabían que sus tumores se habían sometido a 
pruebas desconocían los resultados.48

Región Asia-Pacífico
La región de Asia-Pacífico es muy diversa e incluye países como Japón, donde se reembolsan 
las pruebas de NGS, así como otros países como Indonesia, donde el acceso a la atención 
oncológica es subóptimo. En Asia se hace menos hincapié en las pruebas diagnósticas con 
fines terapéuticos, y el costo y el reembolso de la NGS dependen en gran medida de cada país. 
Muchos adoptan un enfoque pragmático en el que las pruebas de biomarcadores se basan en 
el acceso a terapias novedosas, teniendo en cuenta que las aprobaciones locales de fármacos a 
menudo pueden retrasarse hasta 2 años con respecto a las aprobaciones de la FDA/EMA. Este 
es el caso incluso en Hong Kong, Taiwán y Singapur.

Australia
En Australia, las pruebas para las alteraciones del EGFR, ALK, ROS1 y MET, así como la 
inmunohistoquímica (IHQ) del PD-L1, se realizan de forma rutinaria y están financiadas 
por el gobierno. Aunque en los centros más grandes se realizan pruebas de panel NGS, no 
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están disponibles en todo el mundo. En el caso del ALK y ROS1, se realiza un cribado IHQ 
y actualmente se requiere la confirmación de un reordenamiento mediante una prueba de 
hibridación fluorescente in situ (fluorescence in situ hybridization, FISH) para acceder a los 
agentes dirigidos. Las pruebas para fusiones menos comunes, como RET y NTRK1-3, están 
menos disponibles. En la actualidad, las pruebas moleculares mediante biopsias líquidas se 
realizan con poca frecuencia en Australia y no están financiadas por el gobierno.49

China
Las dianas terapéuticas aprobadas en China continental incluyen mutaciones de EGFR y 
BRAF, fusiones de ALK, ROS1, RET y NTRK, y mutaciones de omisión del exón 14 de MET. 
Por lo tanto, las guías chinas recomiendan que se analicen los genes anteriores. Los fármacos 
dirigidos contra la mutación de los genes KRAS y ERBB2 (HER2), la amplificación genética 
de MET y otros genes se encuentran aún en fase de ensayo clínico, por lo que se recomiendan 
estas dianas como componentes de las pruebas ampliadas.50,51

Los métodos basados en PCR y la NGS son los métodos de prueba recomendados para las 
mutaciones, mientras que las fusiones genéticas se detectan mediante FISH, reacción en cadena 
de la polimerasa (polymerase chain reaction, PCR) del sistema de mutación alelo-refractario 
(allele-refractory mutation system, ARMS), NGS (basada en ARN) e IHQ. La IHQ de ALK 
(D5F3) se recomienda como prueba diagnóstica con fines terapéuticos, mientras que la IHQ 
de ROS1 y del receptor de tirosina quinasa neurotrópico (NTRK/pan-TRK) se recomiendan 
como pruebas de cribado.50,52,53 Las pruebas moleculares se realizan de forma rutinaria en 
muestras quirúrgicas de CPNM con histología no escamosa en estadio IB o superior. Para el 
CPNM avanzado, se prefieren las biopsias tisulares. También se puede considerar la biopsia 
líquida si no se dispone de muestras tisulares. Además, la detección del PD-L1 es igualmente 
importante y se debería realizar al mismo tiempo.54,55

India
Las guías indias recomiendan pruebas secuenciales o simultáneas según el criterio del 
oncólogo.56 En la actualidad, la mayoría de las terapias para nuevas dianas genéticas (BRAF, 
MET, RET, HER2, KRAS) no están disponibles en la India. Por lo tanto, estos genes no se 
incluyen en las pruebas moleculares de rutina en todos los pacientes con CPNM avanzado, 
pero se pueden analizar en pacientes que presentan progresión o desarrollan resistencia a 
la terapia de primera línea. Los paneles de expertos recomiendan los genes EGFR, ALK, y 
ROS1, así como la proteína PD-L1, como biomarcadores de primera línea para las pruebas 
moleculares.56

Dependiendo del criterio del oncólogo y de los medios económicos del paciente, se 
aconsejan tanto las pruebas de un solo gen como la NGS. La ARMS-PCR, la PCR digital y 
la NGS son los métodos preferidos para las pruebas de la mutación del EGFR en el CPNM. 
Se recomienda la IHQ para el reordenamiento de ALK y la expresión del PD-L1, mientras 
que el cribado del reordenamiento de ROS1 se realiza mediante IHQ seguida de FISH para 
su confirmación.

Debido a la disponibilidad limitada del osimertinib en los entornos de primera línea, los 
pacientes suelen someterse a la prueba de la mutación T790M del EGFR en la biopsia líquida 
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en el momento de la recidiva. Sin embargo, se les aconseja someterse a una biopsia tumoral si 
los resultados de la biopsia líquida son negativos.

Japón
Las pruebas de biomarcadores en Japón están reguladas por la política de atención de salud 
del gobierno, y la mayoría de las pruebas predictivas de biomarcadores están cubiertas por 
el seguro médico. Los pacientes con cáncer de pulmón avanzado suelen ser examinados con 
pruebas multiplex focalizadas tras el diagnóstico, y la prueba de perfil genómico integral se 
aplica en algunos pacientes que presentan progresión tras la terapia estándar.57,58 En cuanto 
a las guías de tratamiento, la Japanese Lung Cancer Society (JLCS) publica guías para el 
tratamiento del cáncer de pulmón que se elaboran mediante el sistema GRADE y se actualizan 
cada año; en la literatura internacional se ha informado de un resumen parcial.59 En cuanto 
a los biomarcadores predictivos individuales, el comité de biomarcadores de la JLCS facilita 
la implementación adecuada de las pruebas moleculares con orientación para EGFR, ALK, 
ROS1, BRAF, MET, KRAS y las pruebas multiplex. Las orientaciones para ALK,60 MET,61 y 
las pruebas multiplex58 están disponibles en inglés.

África y oriente medio
Las pruebas de biomarcadores para pacientes con CPNM en África y Oriente Medio 
son heterogéneas, ya que la región incluye países de ingresos altos y de ingresos bajos a 
medios. A diferencia de lo que ocurre en los países de ingresos altos de Oriente Medio, la 
disponibilidad de pruebas de biomarcadores de cáncer de pulmón es muy limitada en los 
países subsaharianos.62,63 La experiencia local en pruebas también es escasa. Puede que ni 
siquiera existan centros de pruebas en el país o que estén situados en un lugar céntrico, lo 
que da lugar a tiempos de respuesta prolongados. Varios países recurren a la subcontratación 
de laboratorios europeos para las pruebas moleculares. En la mayoría de los casos, el 
paciente corre con el costo de la prueba. En países como Sudáfrica, el acceso a las pruebas de 
biomarcadores y a las terapias dirigidas viene dictado en parte por el acceso del paciente a los 
servicios de atención de salud del sector privado en comparación con los del sector público.64 
Esto se aplica también a las herramientas de diagnóstico, ya que las pruebas de laboratorio de 
histopatología pueden no estar disponibles en todo el país, y las técnicas rutinarias en otros 
entornos, como la inmunohistoquímica, pueden ser difíciles de encontrar.65 Esto significa 
que, en determinados países, ni siquiera se dispone de una tipificación histológica básica 
del CPNM mediante inmunohistoquímica, por no hablar de las pruebas moleculares.19 
Además, el acceso a las terapias dirigidas es muy limitado y el costo de la terapia no suele estar 
cubierto por la mayoría de los sistemas de salud pública. Esta importante brecha se traduce 
en un retraso en la atención del CPNM y obstaculiza los esfuerzos por proporcionar la mejor 
atención posible a estos pacientes.

Conclusión
La implementación global de las guías estándar para las pruebas de biomarcadores en el cáncer 
de pulmón depende de factores locales y regionales específicos de cada país que incluyen 
la disponibilidad de recursos e infraestructuras, la asequibilidad, las políticas de reembolso 
por parte del gobierno o de entidades privadas, el acceso a las pruebas y los mecanismos de 
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aprobación de fármacos. Aunque las recomendaciones sobre las pruebas específicas no son 
coherentes en todos los países, las pruebas para EGFR, ALK, ROS1, y PD-L1 están ampliamente 
implementadas. Con el aumento de la disponibilidad de nuevas terapias dirigidas, prevemos 
que esta lista se amplíe, lo que requerirá un cambio hacia las pruebas multiplexadas.
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Estructura y función de los genes
El receptor del factor de crecimiento epidérmico (epidermal growth factor receptor, EGFR/ErbB1), 
con ErbB2 (HER2), ErbB3 (HER3) y ErbB4 (HER4), es un miembro de la familia de receptores 
ERBB. Estos miembros de la familia de receptores señalizan como homo y heterodímeros tras 
la unión del ligando, con la excepción de HER2, que participa en la dimerización en ausencia 
de un ligando conocido.1 La proteína EGFR es un receptor transmembrana tirosina quinasa que 
comprende un dominio extracelular (extracellular domain, ECD), un dominio transmembrana 
(transmembrane domain, TMD), un dominio yuxtamembrana (juxtamembrane domain, 
JMD), un dominio tirosina quinasa (tyrosine kinase domain, TKD) y un extremo C-terminal.2

Tras la unión a los distintos ligandos, incluidos el factor de crecimiento epidérmico 
(epidermal growth factor, EGF), el factor de crecimiento transformante α (transforming growth 
factor α, TGFα), la anfiregulina (amphiregulin, AREG), etc.,2 los cambios conformacionales en el 
ECD permiten la dimerización del receptor.3 Esta dimerización induce la interacción asimétrica 
entre los lóbulos C y N de los TKD, lo que da lugar a la autofosforilación del sitio receptor 
tirosina quinasa y de los sitios de fosforilación en el extremo C-terminal. Se ha demostrado 
que el JMD estabiliza esta interacción a través de un mecanismo de enganche yuxtamembrana 
(figura 7-1).4,5 Dentro del TKD, esta fosforilación induce cambios conformacionales en 
el posicionamiento de la hélice αC y, en consecuencia, en el posicionamiento del bucle de 
activación, que adopta una conformación abierta permisiva para la unión de sustratos.6 Dentro 
del extremo C-terminal, los sitios de acoplamiento fosforilados unen mediadores adicionales de 
la señalización descendente. La activación del EGFR conduce en última instancia a la activación 
de múltiples vías de señalización descendentes, incluidas las vías de la proteína quinasa 
activada por mitógeno (mitogen-activated protein kinase, MAPK), la fosfoinositol 3-quinasa 
(phosphoinositide 3-kinase, PI3K)/AKT y la quinasa Janus (Janus kinase, JAK)/transductores 
de señales y activadores de la transcripción (signal transducers and activators of transcription, 
STAT), que promueven el crecimiento y la supervivencia celular.7
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Características epidemiológicas, clínicas e histológicas
La incidencia global de las mutaciones del EGFR varía, oscilando aproximadamente entre el 
12 % de los adenocarcinomas de pulmón en poblaciones europeas, el 15 % en Norteamérica 
y el 49 % en poblaciones asiáticas.8 La prevalencia es mayor en las mujeres, en las personas 
sin antecedentes de consumo de tabaco y en los pacientes más jóvenes.9 Las pruebas siguen 
siendo importantes en todos los pacientes con adenocarcinoma, ya que las mutaciones 
activadoras del EGFR son detectables en todas las poblaciones de pacientes con cáncer de 
pulmón. Por ejemplo, en una serie de casos, mientras que en el 52 % de los pacientes sin 
antecedentes de consumo de tabaco se detectaron mutaciones activadoras del EGFR, las 
mutaciones del EGFR estuvieron presentes además en el 21 % de los que habían consumido 
tabaco anteriormente y en el 6 % de los que seguían consumiendo tabaco.10 Del mismo modo, 
aunque las mutaciones del EGFR son poco frecuentes en el cáncer de pulmón no microcítico 
(CPNM) con histología escamosa, siguen detectándose con baja prevalencia, sobre todo en 
aquellos con otras características demográficas clásicas (por ejemplo, personas que nunca han 
fumado) o con histología adenoescamosa mixta.11

Por el momento, la epidemiología molecular de las mutaciones del EGFR se debe 
interpretar con mucha cautela, ya que las frecuencias dependen de las diferentes estrategias de 
prueba, que deben tener en cuenta la heterogeneidad geográfica de las mutaciones del EGFR. 
Por ejemplo, el uso de la reacción en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction, 
PCR) en tiempo real podría ser un enfoque sensato en zonas de alta incidencia, aunque se 
pasen por alto algunas mutaciones poco comunes y compuestas.12 Por el contrario, el uso de 
la secuenciación de nueva generación (next-generation sequencing, NGS) podría cambiar 
nuestra comprensión de la frecuencia de las mutaciones poco comunes.13

Dominio
extracelular

TMD

JMD

Dominio
tirosina
quinasa

Extremo
C-terminal

Activa

EGF

N

C

N
CN

C

Inactiva

Figura 7-1. Estructura de la proteína EGFR en las conformaciones inactiva y activa. La unión del ligando EGF 
induce cambios conformacionales que permiten la dimerización proteica. La interacción entre los dominios 
tirosina quinasa permite la activación catalítica de la quinasa así como el acoplamiento de mediadores de la 
señalización descendente en el extremo C-terminal. Abreviaturas: EGF = factor de crecimiento epidérmico; 
C = lóbulo C; JMD = dominio yuxtamembrana; N = lóbulo N; TMD = dominio transmembrana. (Adaptado de 
Jura et al.4)



91EGFR

Estrategias de prueba
Todas las personas implicadas en las pruebas de biomarcadores del cáncer de pulmón deben 
conocer las métricas de rendimiento de las diferentes técnicas que se utilizan habitualmente 
para identificar las mutaciones del EGFR (tabla 7-1).14,15 En la siguiente sección se analiza 
cada uno de los tipos de pruebas disponibles para detectar las mutaciones del EGFR. La 
secuenciación directa (o de Sanger) y los métodos de PCR rápida se utilizaron principalmente 
cuando se descubrieron las mutaciones del EGFR.16,17 En las últimas 2 décadas, al principio 
se desarrollaron pruebas comerciales de PCR en tiempo real, seguidas de la aplicación clínica 
de paneles de NGS.18-20 En consecuencia, esas son las 2 técnicas más utilizadas para detectar 
mutaciones del EGFR, y existen varias pruebas de PCR en tiempo real y paneles de NGS 
aprobados por la Administración de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (US 
Food and Drug Administration, FDA). La mayoría de las guías nacionales e internacionales 
recomiendan la realización de pruebas de biomarcadores integrales, por lo que cada vez se 
adoptan más las pruebas del EGFR basadas en NGS.21,22

La sensibilidad analítica (a menudo denominada simplemente sensibilidad) es el límite 
de detección, el porcentaje más pequeño de células tumorales que se puede detectar en una 
muestra determinada. La sensibilidad diagnóstica está relacionada con la exhaustividad de 
la prueba o con el porcentaje de todas las mutaciones descritas para el gen detectables por la 
prueba dada.15 En esta línea, algunas de estas pruebas no pueden discriminar entre variantes 
(es decir, los resultados se presentan como “mutación detectada” vs. “mutación no detectada” 
o “deleción del exón 19, no especificada”), y solo los paneles de NGS ofrecen una estimación 
fiable de la fracción de alelos. Las tasas de éxito suelen estar relacionadas con la cantidad de 

Tabla 7-1. Métodos para la detección de mutaciones del EGFR

Técnica
Sensibilidad 
analítica

Sensibilidad 
diagnóstica

Anotación 
precisa 
de las 
variantes 

Frecuencia 
de alelos 
informada

ADN de 
entrada Costo

Tiempo de 
respuesta

PCR y 
secuenciación 
directa

Más baja Excelente Sí No Alto Más bajo 3-4 días

PCR y 
pirosecuenciación

Variable Intermedia A veces No Alto Bajo 3-4 días

PCR en 
tiempo real

Alta Intermedia A veces No Bajo Bajo De horas a 
1-2 días

PCR digital Más alta Baja Sí No Más 
bajo

Bajo De horas a 
1-2 días

Dirigida por 
NGS y basada 
en amplicón

Variable (alta) Variable 
(alta)

Sí Sí Bajo Intermedio Entre 1-2 y 
10 días

Captura de 
hibridación 
dirigida por NGS

Variable (alta) Variable 
(alta)

Sí Sí Alto Intermedio 15-20 días

NGS-exoma 
completo

Variable Excelente Sí Sí Alto Alto Semanas

NGS-genoma 
completo

Variable Excelente Sí Sí Alto Más alto Semanas

Abreviaturas: NGS = secuenciación de nueva generación; PCR = reacción en cadena de la polimerasa.
Adaptado de Pao et al14; Pennell et al.15
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ADN presente en la muestra, ya que los paneles de NGS de captura de hibridación requieren 
mucho más ADN de entrada que las pruebas NGS basadas en amplicones o la PCR en tiempo 
real. Por último, cabe destacar que los kits de PCR en tiempo real ultrarrápidos o incluso los 
flujos de trabajo de NGS totalmente automatizados, con un tiempo manual mínimo, pueden 
proporcionar resultados en 1 o 2 días.23-25

Tipo de alteraciones del EGFR e implicaciones clínicas
Para comprender mejor las estrategias de análisis y las implicaciones clínicas de las mutaciones 
del EGFR en pacientes con CPNM, resulta útil dividirlas en las 5 categorías siguientes.

1. Mutaciones comunes
Las mutaciones activadoras del EGFR más comunes son las deleciones dentro del marco de 
lectura del exón 19 (residuos de aminoácidos 747-750) y las mutaciones puntuales L858R 
del exón 21, que representan entre el 80 % y el 85 % de todas las mutaciones del EGFR.21 
Los pacientes con CPNM que presentan estas mutaciones responden bien a los inhibidores 
de la tirosina quinasa (tyrosine kinase inhibitors, TKI) del EGFR, y los TKI del EGFR son el 
estándar de atención actual en el tratamiento de primera línea de la enfermedad avanzada/
metastásica. Los TKI del EGFR de primera generación, incluidos el gefitinib y el erlotinib, así 
como los TKI del EGFR de segunda generación, como el afatinib o el dacomitinib, mostraron 
una supervivencia libre de progresión (SLP) estadísticamente más larga y significativa en 
comparación con la quimioterapia basada en platino en el entorno de primera línea.26-30 En 
un ensayo de fase 2, se informó una SLP más larga con el afatinib en comparación con el 
gefitinib, pero sin diferencias en la tasa de supervivencia global (SG).31,32 Del mismo modo, 
en un ensayo de fase 3, con el dacomitinib, otro TKI del EGFR de segunda generación, se 
informó una mejora significativa de la SLP pero no de la SG (valor de p requerido 0,025, 
valor de p alcanzado 0,04) en comparación con el gefitinib. Sin embargo, a diferencia del 
ensayo con afatinib, en el ensayo con dacomitinib no se permitieron pacientes con metástasis 
cerebrales.33-35 Aunque con los TKI del EGFR de segunda generación se informaron mejores 
resultados, estos TKI del EGFR se asocian a una mayor incidencia de toxicidades, como 
erupciones cutáneas y diarrea, en comparación con el gefitinib.31,33

El osimertinib, un TKI del EGFR de tercera generación, se desarrolló inicialmente para 
pacientes con mutación T790M resistente adquirida tras un fracaso con un TKI del EGFR 
previo de primera o segunda generación en el estudio de fase 1 AURA y en el estudio de fase 3 
AURA3.36-38 Con la alentadora eficacia en la cohorte de pacientes sin tratamiento previo en el 
estudio AURA,39 se evaluó el uso del osimertinib en el entorno de primera línea en el estudio 
FLAURA. En este estudio, los pacientes sin tratamiento previo con deleción del exón 19 del 
EGFR avanzada/metastásica y mutación L858R del exón 21 fueron asignados aleatoriamente a 
recibir tratamiento con osimertinib en comparación con erlotinib o gefitinib. El estudio mostró 
que el osimertinib mejoró significativamente la SLP, el criterio de valoración principal, y el 
análisis de seguimiento de la SG también mostró los beneficios del osimertinib.40,41 Además, el 
osimertinib mostró una mejor actividad en el sistema nervioso central (SNC) en comparación 
con los TKI del EGFR de primera generación.42 En la actualidad, el osimertinib es la opción de 
tratamiento de primera línea preferida de la enfermedad avanzada/metastásica. Sin embargo, 
los TKI del EGFR de tercera generación aumolertinib,43 furmonertinib,44 y lazertinib,45 ya 
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han informado de tasas de SLP más prolongadas que las obtenidas con el gefitinib en entornos 
de primera línea en pacientes con CPNM avanzado con mutación del EGFR. Además, en el 
entorno de primera línea, el ensayo MARIPOSA (NCT04487080) evalúa la combinación de 
lazertinib más amivantamab (un anticuerpo monoclonal biespecífico EGFR-MET); el ensayo 
FLAURA2 (NCT04035486) evalúa el beneficio de añadir quimioterapia basada en platino al 
osimertinib; y el estudio ECOG-ACRIN 5182 de fase 3 (NCT04181060) evalúa el osimertinib 
con o sin bevacizumab. Recientemente, un ensayo clínico adyuvante con osimertinib mostró 
una marcada mejora de la supervivencia libre de enfermedad en comparación con el placebo 
en pacientes con CPNM resecado quirúrgicamente en estadios IB a IIIA con enfermedad 
positiva a la mutación del EGFR.46

2. Mutaciones poco frecuentes (o atípicas)
Las mutaciones poco frecuentes o atípicas incluyen todas las mutaciones, excepto las 
deleciones del exón 19, las mutaciones L858R y T790M. Las identificadas con más frecuencia 
son la G719X en el exón 18 (0,9 %-4,8 % de todas las mutaciones del EGFR), la L861X 
en el exón 21 (0,5 %-3,5 % de todas las mutaciones del EGFR) y la S768I en el exón 20 
(0,5 %-2,5 % de todas las mutaciones del EGFR).47 Son poco frecuentes y no se incluyen en 
algunos paneles más limitados, por lo que puede ser necesaria la NGS para identificarlas; es 
importante buscar estas mutaciones poco frecuentes porque pueden ser sensibles a los TKI 
del EGFR. Estas mutaciones atípicas del EGFR muestran una respuesta clínica al gefitinib o al 
erlotinib; sin embargo, la tasa de respuesta global (TRG) y la tasa de SLP son inferiores a las 
de las mutaciones comunes del EGFR.48,49 El afatinib mostró actividad para las mutaciones 
G719X, L861Q y S7681 y recibió la aprobación de la FDA.50,51  El osimertinib también mostró 
actividad clínicamente significativa para mutaciones poco frecuentes en un estudio de fase 2 
de un solo grupo,52  así como en un estudio retrospectivo de la vida real.53

Entre las alteraciones menos comunes del EGFR que pueden tener implicaciones clínicas 
se encuentran las duplicaciones del dominio quinasa (kinase domain duplications, KDD) y 
las fusiones oncogénicas del EGFR. Los pacientes con KDD del EGFR mostraron respuesta 
clínica a los TKI del EGFR con distintas duraciones de respuesta.54-56 Las KDD son una 
alteración genómica activadora poco frecuente que se encuentra en todos los miembros de 
la familia ERBB. Las KDD del EGFR son el resultado de la duplicación en tándem dentro del 
marco de lectura del TKD del EGFR (exones 18-25). Ocurren hasta en el 1,4 % de los casos 
de CPNM y se encuentran además en otros tumores sólidos, más comúnmente en el glioma 
y las neoplasias malignas gastrointestinales (GI). Las KDD del EGFR producen una proteína 
que forma dímeros intramoleculares de TKD constitutivamente activos sin necesidad de 
la unión del ligando del EGF.57 Las fusiones oncogénicas del EGFR son otra alteración del 
factor oncogénico poco frecuente de la que se informa en entre el 0,5 % y el 0,13 % de los 
casos de CPNM con diversas fusiones asociadas del EGFR, siendo la más común la fusión 
EGFR-RAD51.58 Estas fusiones son capaces de impulsar la dimerización y la señalización 
oncogénica y pueden influir en la degradación de la proteína EGFR.59 Varias series de casos 
han demostrado la actividad de la terapia con TKI del EGFR contra las fusiones EGFR 
activadoras.59,60

Históricamente, la amplificación y la sobreexpresión del EGFR se han evaluado como 
biomarcadores de respuesta a las terapias dirigidas al EGFR. Aunque la sobreexpresión del 
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EGFR no ha ofrecido un biomarcador fiable para la actividad de las terapias con TKI del 
EGFR,61 la adquisición de amplificación o sobreexpresión del EGFR en la resistencia adquirida 
(RA) a la terapia con TKI del EGFR para el manejo de las mutaciones conductoras del EGFR 
clásicamente susceptibles a una intervención preventiva sigue siendo un área de investigación 
clínica activa.62,63

3. Inserción en el exón 20 del EGFR
Las inserciones en el exón 20 del EGFR son el mayor subconjunto de mutaciones atípicas 
(0,8 %-4,2 % de todas las mutaciones del EGFR)12,13,47 que actualmente son susceptibles a 
una intervención preventiva pero muy heterogéneas, desde un punto de vista biológico y 
clínico, por lo que se requiere NGS para detectar toda la gama de inserciones en el exón 20 
y proporcionar una anotación precisa de la variante.21 Los pacientes con inserción en el 
exón 20 del EGFR no responden bien a los TKI convencionales del EGFR, excepto quizá el 
subtipo FQEA.50,64 El poziotinib es un TKI del EGFR irreversible y mostró actividad clínica 
en pacientes con inserción en el exón 20 del EGFR, pero la elevada tasa de toxicidades, como 
erupciones cutáneas y diarrea, dio lugar a frecuentes interrupciones y disminuciones de la 
dosis que provocaron una SLP de duración relativamente corta.65,66 Recientemente, en el 
CPNM refractario al platino, un nuevo TKI del EGFR, el mobocertinib67 y el amivantamab68, 
mostraron una mejor TRO y SLP en comparación con el control histórico. Por lo tanto, la 
FDA ha concedido la aprobación condicional al mobocertinib y amivantamab para pacientes 
con CPNM metastásico y mutaciones de inserción en el exón 20 del EGFR, cuya enfermedad 
presentó progresión con o después de la quimioterapia basada en platino. Otros fármacos, 
como el sunvozertinib, el CLN081 y el furmonertinib, se están probando en esta población 
con resultados iniciales prometedores.69-71

4. Mutaciones compuestas
Las mutaciones compuestas también se han denominado dobles, complejas o múltiples, ya 
que por definición se trata de múltiples mutaciones independientes del EGFR en la misma 
muestra, y representan entre el 4 % y el 26 % de todas las mutaciones del EGFR. Se puede 
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Figura 7-2. Mecanismo de resistencia adquirida al osimertinib
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encontrar cualquier tipo de combinación: 2 frecuentes (10 %-20 %), frecuente y poco 
frecuente (30 %-50 %), 2 poco frecuentes (25 %-40 %), y también la presencia de una 
mutación frecuente o poco frecuente con una mutación T790M de novo (10 %-50 %).72

5. Mutaciones de resistencia
En los pacientes con cáncer de pulmón con mutación del EGFR tratados inicialmente con 
TKI del EGFR de primera y segunda generación, entre el 50 % y el 60 % de los casos pueden 
desarrollar la mutación T790M de RA del EGFR en el exón 20 que confiere sensibilidad a la 
eficacia del osimertinib en este entorno.37

Para los pacientes tratados inicialmente con osimertinib en el entorno de primera línea, 
los mecanismos de RA al osimertinib son heterogéneos y complejos 73 y se pueden dividir 
en 3 categorías principales (figura 7-2): resistencia en la diana (10 %-20 %), resistencia 
fuera de la diana a través de la activación de vías oncogénicas de derivación (30 %-60 %), y 
transformación histológica (5 %-15 %). La caracterización de estos mecanismos puede revelar 
conocimientos susceptibles a una intervención preventiva para seleccionar tratamientos 
posteriores o reclutar a pacientes en ensayos clínicos. Por lo tanto, se recomienda volver a 
realizar una biopsia (líquida, tisular o ambas) cuando haya progresión de la enfermedad.21 
Cabe destacar que la biopsia líquida no captará la transformación histológica como mecanismo 
de RA. Sin embargo, en hasta la mitad de los pacientes, los mecanismos de RA al osimertinib 
siguen siendo desconocidos, y podrían estar relacionados con concentraciones plasmáticas 
subóptimas de TKI.74 En una reciente cohorte prospectiva de fase 2 (estudio ELIOS), solo el 
39 % de los pacientes tuvieron biopsias tisulares pareadas en el momento de la progresión con 
el osimertinib. En este estudio, se informó de resistencias en la diana en el 15 % de los casos, y 
se produjo un mecanismo de derivación en el 17 % de los casos. Estos datos ponen de relieve 
los desafíos que plantea la obtención de biopsias tisulares tras la progresión y la necesidad de 
métodos de prueba no invasivos más integrales.75

Resistencia en la diana luego del osimertinib
El osimertinib bloquea selectivamente el EGFR mutado uniéndose de forma irreversible a 
su residuo C797 en el exón 20. Las mutaciones en este punto son los mecanismos de RA 
dependientes del EGFR más comunes, normalmente una sustitución a serina, que da lugar a 
la mutación C797S. La incidencia de C797X en el entorno clínico difiere en función de la línea 
de tratamiento de osimertinib (7 % en primera línea y 15 %-22 % en segunda línea).76-78 En 
los entornos de segunda línea, para superar el CPNM resistente al osimertinib con mutación 
T790M positiva y C797X adquirida en los casos cis  (el mismo alelo, en el 66 % de los casos), se 
han desarrollado TKI del EGFR de cuarta generación, como EAI045, JBJ-04-1252, BBT-176 
y BLU-945, con los que se ha informado actividad preclínica.79-81 En el estudio de fase 1 
SYMPHONY (NCT04862780), con el BLU-945 más osimertinib se ha informado de una 
actividad clínica dependiente de la dosis en 11 pacientes con CPNM positivo para EGFR/
T790M/C797S y resistente al osimertinib. Del mismo modo, en el entorno de segunda línea 
para aquellos pacientes con mutación C797X adquirida y mutación T790M en casos trans 
(alelo diferente, 34 % de los casos), los datos preclínicos y algunos informes de casos apoyan 
la combinación de TKI del EGFR de primera o segunda generación más osimertinib.73,82 
Por último, el uso de TKI del EGFR de primera o segunda generación tras el fracaso del 
osimertinib en el entorno de primera línea en tumores con mutación C797X en ausencia de 
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mutación T790M coexistente podría ser una opción.73 En este entorno, los modelos preclínicos 
sugieren que el OBX02-011 y el BLU-701 pueden ser un nuevo TKI del EGFR prometedor 
para superar la resistencia mediada por C797S en el CPNM.83 De hecho, se ha informado de 
que el BLU-701 es un fármaco que penetra al cerebro (Kpuu >0,9).83 Sin embargo, las pruebas 
clínicas de todas las estrategias anteriores siguen siendo limitadas, y la quimioterapia basada 
en platino con o sin inhibidores de puntos de control inmunitarios y bevacizumab son una 
opción de tratamiento estándar de segunda línea.83,84 No obstante, el papel de la quimioterapia 
más inmunoterapia en este entorno sigue siendo controvertido tras los resultados del ensayo 
CheckMate 722, que no informaron de la SLP y la SG con esta estrategia en comparación 
con la quimioterapia por sí sola.86 Recientemente, los agentes fármaco inmunoconjugados 
(antibody-drug conjugated, ADC), como el patritumab deruxtecxan anti-HER387 y el 
antiantígeno 2 de la superficie celular del trofoblasto (TROP2), datopotamab deruxtecan,88 
demostraron actividad clínica abarcando mecanismos de resistencia a los TKI del EGFR 
conocidos y desconocidos, lo que sugiere que estos fármacos son posibles estrategias de 
tratamiento agnóstico cuando los enfoques basados en biomarcadores no son factibles o en 
ausencia de un mecanismo específico de RA.

Resistencia fuera de la diana
La amplificación del MET es el mecanismo fuera de la diana más común de RA al osimertinib 
(15 % y 20 % en osimertinib de primera y segunda línea, respectivamente, ambos detectados 
en biopsias líquidas, lo que podría subestimar la incidencia real).76,77 Cabe destacar que las 
diferentes herramientas de diagnóstico y las definiciones inconsistentes de amplificación 
del MET utilizadas en diversos ensayos clínicos han confundido el uso de inhibidores de 
MET en la práctica clínica. En la actualidad, la definición más ampliamente adoptada de la 
amplificación del MET es la presencia de un número de copias del gen MET igual o superior a 
5 o una proporción MET/CEP7 igual o superior a 2.89 La resistencia a la amplificación del MET 
desencadena la fosforilación independiente del EGFR de ERBB3 y la activación descendente 
de la vía PI3K/AKT, lo que proporciona una vía de derivación incluso en presencia de un 
inhibidor del EGFR.90

Tradicionalmente, este mecanismo de RA se ha abordado clínicamente mediante la 
adición de un TKI del MET al TKI del EGFR, y la eficacia de esta combinación se estableció 
con solidez en varios ensayos clínicos de fase 1 y 291-94 y se confirmó recientemente en 
los ensayos INSIGHT2 y SAVANNAH.95,96 De hecho, los datos iniciales sugieren que 
esta estrategia personalizada mejora el resultado en comparación con la quimioterapia 
estándar;89 sin embargo, se debe confirmar en los ensayos clínicos aleatorizados de fase 3 
en curso: GEOMETRY-E (NCT04816214), SAFFRON (NCT05261399) y MARIPOSA-2 
(NCT04988295). Del mismo modo, se informó de actividad clínica con la combinación de 
amivantamab más lazertinib en el CPNM recidivante tratado con osimertinib. El beneficio 
fue similar independientemente del tratamiento previo con quimioterapia, y se produjeron 
respuestas en pacientes con y sin resistencia identificada al EGFR/MET, pero el resultado 
fue de especial interés en pacientes con un puntaje positivo en inmunohistoquímica (IHQ) 
(puntaje EGFR + MET ≥400).63,97 Por último, en el caso del CPNM recidivante tratado con 
osimertinib, se informó de actividad con la combinación de osimertinib y telisotuzuamb (un 
ADC anti-MET) en tumores con sobreexpresión de MET (≥25 % de células tumorales con 
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intensidad 3+).98 Aunque la expresión de MET es un biomarcador sencillo, la clasificación 
de los pacientes por IHQ podría variar hasta en un 40 % entre las distintas áreas tumorales.99

También se examinó la eficacia del osimertinib con TKI específicos según el patrón 
de resistencia identificado con otros mecanismos de resistencia por derivación, como la 
fusión RET100,101 y la mutación BRAF V600E,102,103 aunque las pruebas son aún limitadas. 
El ensayo ORCHARD (NCT03944772) evalúa prospectivamente el papel de la estrategia 
basada en biomarcadores en la progresión con diferentes enfoques combinatorios junto con 
osimertinib. Cabe destacar que se informó de la eficacia del patritumab deruxtecxan87 en 
varios mecanismos de RA al TKI del EGFR, incluidos los mecanismos de derivación. Por 
último, otras posibles opciones de tratamiento agnóstico en tumores T790M negativos son 
la combinación de osimertinib con necitumumab (un anticuerpo monoclonal anti-EGFR)104 
o selumetinib (un inhibidor de la quinasa MAPK/quinasa regulada por señal extracelular 
[MEK/ERK]).105

Transformación histológica
El mecanismo de transformación histológica de la RA se asocia a malos resultados clínicos. 
Los tumores con mutación TP53 o Rb de referencia y firmas APOBEC hipermutadas 
tienen un mayor riesgo de transformación en cáncer de pulmón microcítico (CPM),106,107 
así como aquellos con amplificación TERT adquirida.108 Los tumores con transformación 
en CPM conservan la mutación del EGFR,109 lo que indica que no se trata de cánceres de 
novo independientes. Aunque la quimioterapia con platino-etopósido es el tratamiento 
estándar, su eficacia es limitada.110 También se informó de la transformación en carcinoma 
de células escamosas en el 15 % de los tumores recidivantes tratados con osimertinib, 
independientemente de la línea de tratamiento.62 Los tumores con transformación escamosa 
presentaron una complejidad genómica considerable, y sigue sin saberse si el mejor método de 
tratamiento debe ser la quimioterapia con o sin inhibidores de puntos de control inmunitario.

Papel de la biopsia líquida
En la práctica diaria, debido a la localización o el tamaño de la progresión de la enfermedad, 
no todos los pacientes que inician tratamiento con los TKI del EGFR de primera, segunda o 
tercera generación son candidatos adecuados para nuevas biopsias tisulares en el momento 
de la progresión, lo que puede retrasar el inicio del tratamiento. Además, la heterogeneidad 
tumoral es un problema bien reconocido que hace que una sola biopsia tisular en un foco de 
metástasis no sea representativa de todo el panorama genómico del tumor en el momento 
de la progresión.111-113 Por lo tanto, las biopsias líquidas se han establecido como buenas 
herramientas para la elaboración de perfiles genómicos tanto de referencia como en el 
momento de aparición de la RA. En la actualidad, la mayoría de los mecanismos de RA al 
osimertinib de primera línea se han informado basándose en la evaluación de la biopsia 
líquida.76 (Véase también el capítulo 4.)
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8ALK
Por Wendy A. Cooper, Malinda Itchins y Yasushi Yatabe

Estructura y función del gen ALK
El gen de la quinasa del linfoma anaplásico (anaplastic lymphoma kinase, ALK) está situado en 
el brazo corto del cromosoma 2 (2p23) y codifica un receptor tirosina quinasa que pertenece a 
la superfamilia del receptor de la insulina.1,2 Codifica una proteína de 1620 aminoácidos que 
forma un receptor transmembrana de cadena única que comprende un dominio extracelular 
de unión al ligando, una región transmembrana y un dominio catalítico intracelular de 
quinasa (figura 8-1).1,2 La proteína tiene una gran homología con los dominios intracelulares 
de la tirosina quinasa leucocitaria, así como con el c-ROS y la quinasa del receptor 1 del 
factor de crecimiento similar a la insulina.1,2 Al unirse al ligando, el receptor de la ALK 
experimenta una homodimerización, una fosforilación de la tirosina en el dominio quinasa y 
la posterior activación de múltiples vías de señalización descendentes, como la fosfoinositol 
3-quinasa (phosphoinositide 3-kinase, PI3K)/Akt, la PI3K/fosfolipasa C-gamma, la quinasa 
Janus/transductor de señal y activador de la transcripción (Janus kinase/signal transducer 
and activator of transcription, JAK/STAT) y la RAS/proteína quinasa activada por mitógeno 
(mitogen-activated protein kinase, MAPK), con papeles en el crecimiento, la diferenciación 
y la supervivencia celular.3-5 Tanto la pleiotropina como la midquina se han propuesto como 
ligandos fisiológicos de la ALK, aunque existe cierta incertidumbre y otros no han podido 
corroborar los hallazgos.4-8 La señalización en mamíferos a través de la ALK está implicada 
en el desarrollo del sistema nervioso y la supervivencia celular.1,2,9 La expresión proteica se 
produce en el sistema nervioso durante el desarrollo y se reduce postnatalmente, observándose 
expresión en algunos nervios en adultos.1,2,9

Tipos de alteraciones y papel en la oncogénesis
Al igual que otros receptores tirosina quinasas, el potencial oncogénico de la ALK es el resultado 
de variantes genéticas activadoras, como reordenamientos, mutaciones o amplificaciones. Se 
describió originalmente en linfomas anaplásicos de células grandes, donde se descubrió que 
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formaba un gen de fusión oncogénico con la nucleofosmina (NPM1::ALK) causado por una 
translocación entre los cromosomas 2 y 5 (2;5)(p23;q35).1,2 Posteriormente se han descrito 
translocaciones activadoras oncogénicas en diversas neoplasias malignas, como el cáncer 
de pulmón no microcítico (CPNM), los tumores miofibroblásticos inflamatorios y, con 
menor frecuencia, en melanomas, mesoteliomas y diversos carcinomas, como el carcinoma 
colorrectal y el carcinoma de mama.4,10,11

En un subgrupo de adenocarcinomas de pulmón, se pueden producir translocaciones 
oncogénicas que afectan al ALK, la mayoría de las veces debido a una pequeña inversión en el 
cromosoma 2 que fusiona el extremo 3′ del gen de la ALK, que contiene el dominio citoplasmático 
de la quinasa (exones 20-29) con el extremo N-terminal del gen de la proteína 4 similar a 
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Figura 8-1. Señalización ALK fisiológica tras la unión del ligando al dominio extracelular (izquierda) y 
señalización EML4-ALK constitutiva sin unión del ligando (derecha). Abreviaturas: JAK = Janus quinasa;  
MAPK = proteína quinasa activada por mitógeno; PI3K = fosfoinositol 3-quinasa; PLCγ = fosfolipasa 
C-gamma; STAT = transductor de señal y activador de la transcripción; TKD = dominio tirosina quinasa.

Tabla 8-1. Variantes de fusión más comunes de EML4::ALK

Variantes Tipos de fusión EML4::ALK Frecuencia (%)

1 E13;A20 55

2 E20;A20 10

3a/b E6a/b;A20 30

4 E14;ins11del49A20 3

5a/b E2:A20 (5a), E2ins117A20 (5b) 1

6 E3;ins69A20 1

7 E14;del12A20 <1

8a/b E17;ins30A20 (8a), E17ins30;ins65A20 (8b) <1

Adaptado de Choi et al y Li et al.18,19
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la proteína asociada a microtúbulos equinodermos (echinoderm microtubule-associated 
protein-like 4, EML4), que codifica una proteína de 120 kDa crucial para la formación de 
microtúbulos (Inv[2] [p21;p23]).12-14 Hasta la fecha se han descrito al menos 13 variantes de 
fusión EML4::ALK, y todas ellas incorporan la misma porción del ALK que codifica el dominio 
tirosina quinasa (tyrosine kinase domain, TKD) intracelular y longitudes variables del EML4 
que incluyen el dominio de hélice superenrollada (tabla 8-1).13,15-19

Además del EML4, que representa aproximadamente el 95 % de las fusiones asociadas al 
ALK en el CPNM, hasta la fecha se han identificado al menos 90 asociaciones nuevas diferentes, 
y el uso creciente de la secuenciación de nueva generación (next-generation sequencing, 
NGS) acelera la identificación de asociaciones nuevas.12 Las fusiones asociadas se localizan 
con mayor frecuencia en el brazo corto del cromosoma 2, pero también pueden estar en otros 
cromosomas e incluyen KIF5B, TFG, KLC1, PTPN3, HIP1, STRN, TPR, DCTN1, SQSTM1, 
NPM1, BCL11A, y BIRC6.10-12,15,20 Los genes de fusión oncogénicos codifican oncoproteínas 
aberrantes, en su mayoría con actividad quinasa constitutiva, lo que conduce a propiedades 
oncogénicas que incluyen la proliferación y la supervivencia incontroladas.3,15 Los genes 
de fusión aberrantes llevan característicamente a la sobreexpresión de la proteína ALK. 
También se ha descrito un aumento del número de copias del gen ALK en varios tumores, 
incluido el CPNM.10 Las translocaciones del ALK son mutuamente excluyentes con otras 
alteraciones oncogénicas, aparte de los informes poco frecuentes de casos en la literatura. Se 
pueden producir mutaciones puntuales secundarias adquiridas en el CPNM tras la terapia 
con el inhibidor de la tirosina quinasa de la ALK (ALK tyrosine kinase inhibitor, ALKi) como 
mecanismo de resistencia adquirida.10

Características epidemiológicas, clínicas 
e histológicas
El adenocarcinoma de pulmón con reordenamiento 
del ALK constituye entre el 4 % y el 5 % de los 
adenocarcinomas de pulmón, con una incidencia 
similar informada en poblaciones asiáticas y no 
asiáticas.13,21 Las fusiones del ALK se producen 
con mayor frecuencia en personas que nunca han 
fumado o en fumadores moderados, donde la 
incidencia es del 12 %, pero se asocian con menos 
solidez al sexo femenino que las mutaciones del 
EGFR.22 La mediana de la edad de los pacientes con 
cáncer de pulmón con reordenamiento del ALK 
es unos 10 años menor que la de otros pacientes 
con CPNM, y una mayor proporción de personas 
presenta la enfermedad en estadio avanzado.21 
El reordenamiento del ALK en el cáncer de 
pulmón se asocia con solidez con la histología del 
adenocarcinoma, en particular con el patrón de 
crecimiento acinar y/o sólido, o con características 
celulares de carcinoma de células en anillo de sello.21
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Figura 8-2. Esquema del diseño de la sonda de 
hibridación fluorescente in situ (FISH) de rotura del 
ALK con sonda marcada en naranja que se une al 
extremo 3′ del ALK y sonda marcada en verde que 
se une al extremo 5′ del ALK, con cada sonda a cada 
lado del punto de rotura.
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Estrategias de prueba
La inmunohistoquímica (IHQ), la hibridación fluorescente in situ (fluorescence in situ 
hybridization, FISH), la reacción en cadena de la polimerasa con transcripción inversa 
(reverse transcription polymerase chain reaction, RT-PCR) o las pruebas de NGS se pueden 
utilizar para identificar los CPNM con reordenamiento del ALK.

Hibridación fluorescente in situ
La FISH fue la primera prueba diagnóstica con fines terapéuticos utilizada para detectar 
fusiones del ALK en el CPNM. Se adoptaron sondas de rotura, en lugar de sondas de señal 
de fusión dual, para detectar un reordenamiento independientemente de la fusión asociada 
(figura 8-2). En la fusión EML4::ALK más frecuente, a menudo se observan señales de FISH 
divididas muy próximas debido a la pequeña inversión en el cromosoma 2. Una célula 
positiva por FISH se define por señales divididas con una separación de al menos el doble del 
diámetro de la señal más grande o la pérdida de la señal 5′ en al menos el 15 % de las células 
con un mínimo de 50 células contadas (figura 8-3).

(C)(B)(A)

Figura 8-3. Hibridación fluorescente in situ (FISH) del ALK utilizando una sonda de rotura. (A) Dos señales 
fusionadas que indican una célula sin reordenamiento del ALK. (B) Un par normal de señales fusionadas y 
una división de las señales roja 3′ y verde 5′ que indican una célula con un reordenamiento del ALK, indepen-
dientemente de la fusión asociada. (C) Un par normal de señales fusionadas y una única señal roja 3′ con el 
dominio quinasa del ALK también indica una célula positiva para el reordenamiento del ALK.

(A) (B)

Figura 8-4. (A) Adenocarcinoma ALK-positivo con arquitectura cribiforme y unas pocas células en anillo de 
sello. (B) La inmunohistoquímica para ALK (clon D5F3) muestra una tinción citoplasmática positiva, que muy 
probablemente indica un reordenamiento del ALK.
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Inmunohistoquímica
La IHQ de la ALK que utiliza clones de alta sensibilidad, como D5F3 o 5A4, se puede utilizar de 
forma fiable como sustituto del reordenamiento funcional del ALK en el CPNM (figura 8-4).23 
Los primeros estudios descubrieron que la expresión de la proteína ALK fusionada era menor 
en el CPNM que en el linfoma, y se requieren clones de alta afinidad que utilicen métodos de 
detección más sensibles para la IHQ de la ALK en el CPNM. Las pruebas IHQ de la ALK son 
ahora una herramienta clínicamente estándar, y las pruebas IHQ comerciales, como Ventana 
ALK D5F3, han sido aprobadas como diagnósticas con fines terapéuticos para la selección 
del inhibidor anti-ALK alectinib en algunos países. Entre las posibles dificultades a la hora de 
interpretar la IHQ de la ALK se incluyen la interpretación de falsos negativos debido a la mucina 
intracelular citoplasmática y la tinción positiva en algunos carcinomas neuroendocrinos 
a pesar de la ausencia de fusiones del ALK.24 Aunque la IHQ de la ALK que utiliza clones 
apropiados es muy sensible a los reordenamientos del ALK, se han informado numerosos 
casos de resultados discrepantes entre FISH e IHQ, y hay algunos datos que sugieren que 
los casos IHQ-positivos/FISH-negativos para ALK responden menos al tratamiento, incluso 
en el contexto de un evento de fusión probado por NGS.25,26 No está clara la base de esta 
discrepancia ni el impacto aparentemente adverso en los resultados clínicos.

Reacción en cadena de la polimerasa con transcripción inversa
Inicialmente no se recomendaba la RT-PCR para la identificación clínica rutinaria de fusiones 
del ALK debido a la dificultad de obtener ARN de alta calidad a partir de tejido fijado en 
formalina e incrustado en parafina (formalin-fixed paraffin-embedded, FFPE) y a la presencia 
de múltiples patrones de fusión/genes asociados y el consiguiente riesgo de resultados falsos 
negativos.27 Sin embargo, el ARN se puede conservar relativamente bien en muestras FFPE 
rutinarias manipuladas con métodos preanalíticos estandarizados y técnicas de extracción 
mejoradas, y en la actualidad se comercializan varias pruebas de RT-PCR que utilizan una 
curva de fusión. La principal limitación de la RT-PCR es la incapacidad de identificar nuevas 
fusiones no incluidas en el diseño de la prueba. Además, las pruebas NGS basadas en ARN, 
con una sensibilidad clínica mejorada, también confirmaron la detección fiable de fusiones 
del ALK utilizando ARN derivado de FFPE.

Pruebas de secuenciación de nueva generación
Las fusiones del ALK se pueden detectar mediante NGS utilizando pruebas basadas en ADN 
o ARN a partir de FFPE y permiten la detección de variantes conocidas (pruebas basadas en 
amplicones) o de variantes de fusión tanto conocidas como desconocidas. Las pruebas de NGS 
tienen la ventaja de identificar la variante de fusión o la fusión asociada, así como la capacidad 
de probar simultáneamente alteraciones en otros genes además del ALK. Las limitaciones de 
las pruebas NGS en la identificación del CPNM con reordenamiento del ALK incluyen:

• Necesidad de cantidades relativamente grandes de tejido: las muestras de biopsia 
pequeñas o de citología escasas pueden no ser adecuadas para las pruebas NGS basadas 
en captura híbrida, dados los requisitos relativamente altos de ácidos nucleicos. Los 
paneles de hot spot basados en amplicones y la PCR multiplex anclada (anchored 
multiplex PCR, AMP)/NGS tienen la ventaja de que los requisitos de ADN/ARN son 
menores. La AMP/NGS es una forma de NGS dirigida que permite la detección de 
fusiones oncogénicas sin conocimiento previo de las fusiones asociadas.
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• Falsos negativos en las pruebas NGS basadas en ADN: los puntos de rotura genómica 
en el ADN son más diversos en comparación con los patrones de fusión en el ARN. 
Por lo tanto, algunas fusiones ALK pueden pasar desapercibidas por la NGS de ADN y 
requerir la secuenciación del ARN para su identificación.28

• Sensibilidad subóptima para muestras con bajo contenido de células tumorales: dado 
que la NGS se basa en las frecuencias de alelos de interés, la detección de fusiones en 
muestras con bajas proporciones de células tumorales puede resultar difícil, aunque 
esto no es exclusivo de la evaluación del ALK. El código de barras molecular y la 
secuenciación profunda son útiles para intentar superar este desafío.

Implicaciones clínicas
Los CPNM con reordenamiento del ALK son sumamente sensibles a las terapias con ALKi. 
Las pruebas históricas de los ensayos clínicos de fase 3 apoyaron por primera vez al ALKi 
crizotinib como tratamiento estándar de atención superior a la quimioterapia con dobletes de 
platino en el 2014, con una marcada ventaja en la supervivencia libre de progresión (SLP) y la 
tolerabilidad, antes de que se confirmara la superioridad de la supervivencia global (SG) con 
un 57 % de pacientes vivos a los 4 años con crizotinib de primera línea.29,30

A medida que evolucionaba la experiencia, se informó de que el 70 % de los pacientes 
tratados con crizotinib sufrieron una progresión en el sistema nervioso central (SNC)31; 
intrínsecamente, el CPNM con reordenamiento del ALK conlleva una propensión a hacer 
metástasis en el cerebro, y alrededor del 25 % presentaba enfermedad del SNC en el momento 
del diagnóstico.29

En consecuencia, las terapias con ALKi de nueva generación se desarrollaron en primer 
lugar para ser activas en caso de fracaso del crizotinib y superar los mecanismos de resistencia 
al fármaco, para penetrar en gran proporción el cerebro y para proporcionar una mayor 
afinidad “en la diana” a la ALK.32-37

Una vez demostrada la seguridad y eficacia tras el tratamiento con crizotinib, los ALKi 
de segunda generación (ceritinib, alectinib, brigatinib y ensartinib) pasaron rápidamente a 
la fase 3 de investigación de primera línea. Todos demostraron superioridad respecto a su 
grupo de comparación, que fue la quimioterapia con ceritinib y crizotinib para el resto como 
estándar de atención en el diseño del ensayo.38-41 En vista de la mediana de supervivencia 
numérica menor con ceritinib en comparación con las terapias con ALKi de segunda 
generación alternativas, y la menor tolerabilidad, ha disminuido el lugar del ceritinib en el 
paradigma de tratamiento empírico para la ALK. Sin embargo, la comparación cruzada entre 
ensayos de alectinib, brigatinib y ensartinib, concluye una SLP comparable, con una señal 
de mayor eficacia en el SNC con alectinib y brigatinib en comparación con el ensartinib. La 
mediana de la SLP más larga hasta la fecha se observó con alectinib a los 35 meses (evaluada 
por el investigador), así como datos maduros de fase 3 sobre la tasa de SG, con un 63 % vivo 
a los 5 años, y se espera que la mediana de la tasa de SG de todos los participantes supere los 
8 años.42

Los perfiles de toxicidad entre las terapias con ALKi conllevan algunos efectos de clase 
consistentes y efectos adversos potenciales únicos entre las terapias con ALKi, que pueden 
llegar a ser clínicamente relevantes a la hora de seleccionar un ALKi alternativo en caso de 
una toxicidad inaceptable.
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Los datos de fase 1 y 2 de un solo grupo de tercera generación con el ALKi de alta actividad 
y penetración cerebral lorlatinib establecieron ahora la eficacia en personas pretratadas 
después de 1 a múltiples líneas previas de ALKi.36,43 El lorlatinib es eficaz en el contexto 
de mutaciones comunes que confieren resistencia a las terapias con ALKi de generación 
anterior.44 La investigación de fase 3 de primera línea con lorlatinib (en comparación con 
crizotinib) arrojó ya datos provisionales positivos, sin que se haya alcanzado aún la mediana 
de SLP; sin embargo, los datos de referencia demuestran que el 64 % están libres de progresión 
a los 3 años, y el 50 % lo están en aquellos con metástasis en el SNC de referencia. Son los 
datos de supervivencia en primera línea inmaduros más convincentes hasta la fecha.45,46

En el 2022, las terapias con ALKi de cuarta generación han entrado en fase temprana de 
investigación, demostrando actividad preclínica en mutaciones compuestas de resistencia del 
ALK, incluidas las panresistentes a terapias previas con ALKi.47,48 Se están llevando a cabo 
ensayos clínicos prospectivos de terapias combinadas novedosas, que incluyen terapias con 
ALKi con una terapia adicional, a menudo dirigida, para investigar si esta estrategia puede 
prevenir o superar la aparición de resistencia al fármaco, mejorar la supervivencia y preservar 
la tolerabilidad.

En la actualidad, no existen biomarcadores moleculares adicionales que guíen de forma 
rutinaria la selección de un ALKi específico en la práctica clínica habitual. La presencia de 
metástasis cerebrales de referencia o la intención de proteger el cerebro pueden ayudar a seleccionar 
la terapia óptima con ALKi. La mayoría de las personas recibirán cada línea de terapia de forma 
empírica con base en la disponibilidad del fármaco y los limitados datos de secuenciación.

Mecanismos de resistencia
A pesar de la eficacia y tolerabilidad superiores de los ALKi en la enfermedad avanzada, la 
resistencia a los fármacos sigue siendo inevitable. El mecanismo subyacente se explica en 
parte porque estas terapias albergan mayores propiedades citostáticas que citotóxicas, dando 
lugar al fenómeno de la selección clonal.

Los mecanismos de resistencia a los fármacos se describieron por primera vez con el 
crizotinib y se clasificaron a grandes rasgos en resistencia primaria y adquirida (secundaria) y 
en mecanismos “adquiridos” a “dependientes de la ALK” o “independientes de la ALK”.49,50 La 
resistencia primaria es poco frecuente y se puede deber a una genotipificación falsa positiva o 
a un fenotipo molecular o histológicamente diverso. En la resistencia secundaria, pocas veces 
se puede producir una transformación histológica, que incluye células pequeñas, escamosas 
o neuroendocrinas, y es probablemente más frecuente con las terapias con ALKi de última 
generación, que son más potentes contra la ALK.51,52

Los mecanismos dependientes de la ALK suelen implicar la aparición de una mutación 
de resistencia al ALK, que con frecuencia se produce en el bolsillo intracelular de unión al 
fármaco del TKD. Se han descrito en un 25 % a más del 50 % de los casos tratados con terapias 
con ALKi de primera y segunda generación y pueden implicar 1 o múltiples mutaciones que 
evolucionan en las mismas células tumorales o en clones de células tumorales diferentes.53 Para 
determinar el mecanismo de resistencia, se requiere una biopsia tisular y/o líquida que utilice 
un amplio panel de secuenciación genética molecular, que capture tanto los genes no ALK  
clínicamente relevantes como el dominio quinasa de la ALK de la forma más integral posible.
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Para el crizotinib, el TKD más común es la mutación “gatekeeper” L1196M, que bloquea 
directamente la unión al fármaco, mientras que con las terapias con ALKi de segunda 
generación, la más común es la mutación de frente solvente G1202R, que repele la unión 
al fármaco mediante impedimento estérico.44 Se han descrito más de 50 mutaciones de 
resistencia al ALK, y los datos preclínicos y clínicos establecen la sensibilidad de las terapias 
con ALKi en presencia de una serie de mutaciones de resistencia emergentes que a menudo 
difieren entre las exposiciones al ALKi, dadas sus estructuras y propiedades moleculares 
únicas. Cuando se producen múltiples mutaciones del TKD, es más probable que estas sean 
resistentes a las terapias con ALKi de primera generación y, si ocurren de forma concurrente 
con la mutación G1202R, es más probable que también sean resistentes a lorlatinib.54

La variante individual de fusión del ALK puede predisponer aún más la eficacia duradera 
de los ALKi y dar lugar a un perfil de resistencia único debido a las diferentes estabilidades de 
la oncoproteína y vulnerabilidades genéticas. Ha habido informes preclínicos y clínicos que 
sugieren que la variante de fusión concreta puede predecir el rendimiento de los ALKi, y la 
variante 1 de la fusión EML4::ALK, la más común, sugiere una SLP superior con inhibidores 
de primera y segunda generación; sin embargo, la variante 3 de la fusión EML4::ALK, 
en comparación con la variante 1, muestra resultados superiores con lorlatinib.55-59 
Curiosamente, la variante albergada también puede predisponer a diferentes manifestaciones 
de resistencia, con mayor dependencia de la ALK en la variante 3 e independencia de la ALK 
en la variante 1.57 Al margen de las mutaciones de resistencia al ALK, otro mecanismo de 
resistencia dependiente del ALK puede ser la ganancia de número de copias del gen ALK y el 
aumento de la expresión de la oncoproteína ALK; estas características no se prueban de forma 
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rutinaria, ni se han establecido las técnicas y los umbrales óptimos para definir la ganancia del 
número de copias del gen o del nivel de proteína clínicamente relevantes.

Los mecanismos de resistencia independientes de la ALK (activación de mecanismos 
mediados por vías de derivación) se pueden producir de forma aislada o, lo que es más 
habitual, en concierto con variantes de resistencia dependientes de la ALK y se pueden 
demostrar en más del 50 % de los pacientes tratados con ALKi de nueva generación 
(figura 8-5). La resistencia independiente de la ALK aumenta en frecuencia con las líneas de 
terapia recibidas y la exposición a ALKi de última generación. Los mecanismos de resistencia 
independientes de la ALK incluyen la activación de vías aberrantes secundaria a alteraciones 
en los genes KRAS, ERBB2, BRAF, EGFR, MET, MEK, KIT, y más.49,50,60-63 Ciertas mutaciones 
concomitantes no ALK en el contexto del reordenamiento del ALK predicen una respuesta 
atenuada a la monoterapia con ALKi, siendo la más establecida la mutación TP53.58 En el 
caso de la resistencia independiente de la ALK, faltan determinar las mejores estrategias 
terapéuticas. Los datos preclínicos y unos pocos informes de casos describen combinaciones 
terapéuticas dirigidas eficaces; sin embargo, el acceso a estas estrategias de combinación 
en la práctica puede ser limitado.63,65-67 Los ensayos clínicos están examinando estrategias 
terapéuticas de combinación para todos los pacientes, no de forma personalizada informada 
por biomarcadores. Entre los ensayos que aparecen en ClinicalTrials.gov se incluyen la 
administración de terapias con ALKi con un inhibidor del factor de crecimiento endotelial 
vascular (vascular endothelial growth factor, VEGF), SHP2 o MAPK; un segundo ALKi; o 
con quimioterapia o radioterapia.
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Estructura y función de los genes
El protooncogén ROS 1 (ROS1) es un receptor tirosina quinasa (receptor tyrosine kinase, 
RTK) que pertenece a la familia de los receptores de insulina y es evolutivamente próximo a la 
familia ALK. El gen ROS1 se ubica en el cromosoma 6 (región 6q22.1) y codifica una proteína 
receptora transmembrana con características únicas. El dominio extracelular N-terminal 
abarca los exones 1 a 32, lo que lo convierte en uno de los dominios extracelulares más 
grandes de toda la familia RTK humana. La parte C-terminal de ROS1 codifica un dominio 
quinasa (kinase domain, KD) y un único dominio transmembrana (transmembrane, TM) 
(figura 9-1). Se conoce muy poco acerca del papel fisiológico de la proteína ROS1 de tipo 
salvaje, y no se han identificado sus ligandos en humanos.1,2

Tipos de alteraciones y papel en la oncogénesis
Los reordenamientos oncogénicos del gen ROS1 se producen en el extremo 5ʹ de los exones 32, 
34, 35 o 36, o en los intrones 31 o 33.3,4 El dominio extracelular coil-coil no se incluye en las 
fusiones de ROS1, en contraste con el KD intracitoplasmático, que se fusiona con el extremo 
N-terminal de los genes compañeros. Los principales genes compañeros identificados son CD74 
(38 %-54 %), EZR (13 %-24 %), SDC4 (9 %-13 %), SLC34A2 (5 %-10 %), TPM3 (3 %-15 %) y 

43

Exones que codifican el dominio extracelular

Cromosoma 6 ROS1

TM KD

1

C-terminal 

Figura 9-1. Esquema del gen ROS1 en el cromosoma 6. Abreviaturas: KD = dominio quinasa; 
TM = transmembrana.
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FIG o GOPC (2 %-3 %), con hasta 28 compañeros más reportados hasta la fecha, pero que 
representan menos del 1 % cada uno.5 La proteína de fusión ROS1 es una quinasa activada 
con propiedades oncogénicas, que puede activar diferentes vías de señalización a través de 
la fosforilación, como la vía de la fosfoinositol 3-quinasa (PI3K)-AKT-diana mecánica de la 
rapamicina quinasa (mTOR), implicada en la diferenciación, proliferación, crecimiento y 
supervivencia celular. Las fusiones oncogénicas del ROS1 pueden ocurrir en una gran variedad 
de cánceres diferentes al cáncer de pulmón no microcítico (CPNM), incluyendo el glioblastoma, 
el colangiocarcinoma, y el tumor miofibroblástico inflamatorio. No se han reportado 
mutaciones o amplificaciones activadoras del gen ROS1 en el CPNM, y los reordenamientos 
de ROS1 que ocurren con mutaciones concomitantes son muy poco frecuentes, representados 
principalmente por mutaciones del EGFR o KRAS.6

Características epidemiológicas, clínicas e histológicas
Las fusiones del ROS1 son poco frecuentes en el cáncer de pulmón con un rango de frecuencia 
del 0,9 % al 2,9 %. Estas fusiones son más prevalentes en pacientes jóvenes, mujeres, y personas 
que nunca han fumado.7,8 Suelen diagnosticarse en pacientes con adenocarcinomas positivos 
para el factor de transcripción tiroideo 1 (thyroid transcription factor-1, TTF1) en estadio 
avanzado1,9 y solo muy rara vez se encuentran en carcinomas de células escamosas o de 
células grandes.10 Los tumores con reordenamiento del ROS1 suelen tener una arquitectura 
sólida, a menudo con características cribiformes, un estroma rico en cuerpos de psamoma 
y células tumorales en anillo de sello.10 Los pacientes pueden tener un mayor riesgo de 
tromboembolias y coagulación intravascular diseminada.11,12

Estrategias de prueba
La hibridación fluorescente in situ (FISH) es el modelo estándar para la detección de la fusión 
del ROS1, y la mayoría de los laboratorios utilizan sondas de rotura de doble color (por ejemplo, 
sonda de rotura de doble color para ROS1 [CytoCell], sonda de rotura de doble color para 
ROS1 ZytoLight SPEC [ZytoVision/Zytomed], o sonda de rotura por FISH para ROS1 Vysis 
[Abbott]). El principio consiste en etiquetar la parte 3ʹ (centromérica) del punto de rotura de 
la fusión con 1 fluorocromo y la parte 5ʹ (telomérica) con otro fluorocromo. Se consideran 
diagnósticos dos patrones de reordenamiento de ROS1. Uno es el patrón clásico de rotura, 
con 1 señal de fusión (ROS1 nativa) y 2 señales 3ʹ y 5ʹ separadas. El otro, denominado atípico, 
tiene en cuenta una señal 3ʹ (verde) aislada, con 1 señal de fusión (ROS1 nativa) y ninguna 
señal 5ʹ.2,13,14 Se deben analizar al menos 50 células tumorales, idealmente 100, y el umbral 
de positividad es del 15 % o más de células positivas. Un recuento de 5 a 25 células positivas 
se considera no concluyente y necesita un segundo análisis por otro observador.

Dado que los reordenamientos del ROS1 son poco frecuentes, y que la prueba FISH 
requiere mucho tiempo y no está implementada en todos los laboratorios de patología, puede 
utilizarse la inmunohistoquímica (IHQ) como técnica de cribado.15 Existen tres anticuerpos 
anti-ROS1 comercializados: el clon D4D6 (Cell Signaling Technology), utilizado en estudios 
clínicos; el clon SP384 (Roche Tissue Diagnostics, anteriormente conocido como Ventana); y 
el clon 1A1 (Origene). Todos ellos tienen una alta sensibilidad (90 %-100 %) en comparación 
con la prueba FISH y la secuenciación de nueva generación (next-generation sequencing, 
NGS), pero con una especificidad menor, que oscila entre el 70 % y el 90 %, y se requiere 
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la prueba FISH u otras técnicas moleculares para confirmar el reordenamiento del ROS1 
en tumores IHQ-positivos.2 Se recomienda encarecidamente el uso de un control externo 
positivo, como una muestra tumoral o línea celular con reordenamiento del ROS1, así como 
la participación en programas externos de control de calidad. Aunque no existe un sistema 
de puntuación universalmente aceptado, es más probable que una tinción citoplasmática 
fuerte y difusa indique un tumor con reordenamiento del ROS1-que una tinción en parches.16 
Aunque la tinción suele ser citoplasmática y granular, en algunas variantes (CD74 y EZR) 
se han descrito tinciones en el aparato de Golgi o en la membrana.14 Cabe destacar que a 
menudo se tiñen los neumocitos normales de tipo II y macrófagos, así como un tercio de 
los CPNM determinados por EGFR, ALK o MET13,17 (figura 9-2). Para confirmar la fusión 
del ROS1 en tumores IHQ-positivos se requiere y se puede realizar por medio de la prueba 
FISH o técnicas moleculares. Estas últimas incluyen la reacción en cadena de la polimerasa 
con transcripción inversa (RT-PCR) multiplex y la NGS.15 Se prefiere la NGS híbrida basada 
en ADN-ARN o en ARN diseñada para detectar reordenamientos en regiones intrónicas.18 
Curiosamente, las tecnologías de perfil genómico integral son ahora capaces de detectar 
cualquier fusión en hasta el 92 % de las muestras de ADN tumoral circulante (ADNtc) y 10 
de 13 fusiones del ROS1.19

Implicaciones clínicas: tratamiento de tumores ROS1 en pacientes con CPNM
El crizotinib y el entrectinib son los dos agentes aprobados por la Administración de Alimentos 
y Medicamentos de los Estados Unidos (US Food and Drug Administration, FDA) y la Agencia 

(A)

(C)

(B)

(D)

Figura 9-2. (A) Inmunohistoquímica (IHQ) para ROS1 (clon D4D6) adenocarcinoma de pulmón con fusión 
CD74::ROS1; tinción citoplasmática fuerte y difusa. (B) IHQ para ROS1 (clon D4D6) en un adenocarcinoma 
de pulmón con mutación del exón 21 p.L858R del genEGFR; sin tinción. (C) IHQ para ROS1 (clon D4D6) en 
un adenocarcinoma de pulmón con mutación del exón 21 p.L858R del gen EGFR; tinción citoplasmática 
débil y focal. (D) IHQ para ROS1 (clon D4D6) en un adenocarcinoma de pulmón con fusión KIF5B::RET; tinción 
citoplasmática débil y focal.
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Europea de Medicamentos (EMA) para el tratamiento del CPNM con reordenamiento del 
ROS1-20-23, aunque también se han desarrollado otros agentes (tabla 9-1).

El crizotinib tiene actividad contra los tumores con reordenamientos de ALK y ROS1, 
y fue aprobado con base en el ensayo PROFILE 1001 para el CPNM metastásico con 
reordenamiento del ROS1, con una tasa de respuesta global (TRG) del 72 %, una tasa de 
control de la enfermedad (DCR) del 90 %, una mediana de duración de la respuesta (DOR) de 
24,7 meses, y una mediana de supervivencia libre de progresión (SLP) y supervivencia global 
(SG) de 19,3 y 51,4 meses, respectivamente.24. En el ensayo de fase 3 AcSé se observó una 
TRG del 47,2 %, con una mediana de la SLP y la SG de 5,5 y 17,2 meses, respectivamente.25 
Los estudios EUCROSS y METROS mostraron una TRG del 70 % y el 65 %, respectivamente, 
con una mediana de la SLP de 20 y 22,8 meses.26,27 Los efectos secundarios más frecuentes, 
todos de grado 1 y 2, fueron alteraciones de la visión (82 %), diarrea (44 %) y náuseas (40 %). 
Dado que el crizotinib tiene una baja penetración en el sistema nervioso central (SNC), se 
desarrollaron metástasis cerebrales en hasta el 47% de los pacientes, además del 36% de los 
pacientes con CPNM con reordenamiento del ROS1- que tenían metástasis cerebrales en el 
momento del diagnóstico.9,28

El ceritinib tiene actividad contra los tumores con reordenamientos de ALK y ROS129,y 
en un estudio de fase 2, 32 CPNM con reordenamiento del ROS1, la mayoría en entornos 
de primera línea (1L), alcanzaron una TRG del 62 % y una mediana de SLP de 9,3 meses30; 
8 pacientes con metástasis cerebrales tuvieron una TRG del 63 %. El perfil de toxicidad fue 
aceptable con un 37 % de eventos adversos grado 3

Tabla 9-1. Inhibidores de ROS1 (aprobados y en desarrollo)

TKI Fase (estudio clínico) N TRG (%)
mSLP 

(meses)
mSG 

(meses)

Crizotinib 1 y 2 (Profile 1001)

1 y 2 (AcSé)

2 (EUCROSS)

2 (METROS)

53

36

34

26

72

47

70

65

19

6

20

23

51

17

NR

NR

Ceritinib 2 32 62 19 24

Entrectinib 2 (STARTRK 1/2, ALKA 372) 172 69 18 NR

Lorlatinib 1 y 2 69 62a

35b

21

9

NA

NA

Cabozantinib 2 6 33 NA NA

Taletrectinib 2 40

21

90c

47d

NA

NA

NA

NA

Repotrectinib 2 55 86 30,9 NA

Ensartinib 2 59 27 NA NA

TQ-B3101 2 111 78 15 NA

Abreviaturas: mOS = mediana de supervivencia global; mSLP = mediana de supervivencia libre de progresión; 
NA = no aplicable; NR = no informado; TRG = tasa de respuesta global; TKI = inhibidor de la tirosina quinasa
a Entorno de primera línea.
b Entorno de segunda línea y más allá.
c Sin tratamiento previo con crizotinib.
d Resistencia al crizotinib.
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El entrectinib actúa contra las fusiones de ROS1, ALK y NTRK en el CPNM.23 El estudio 
de fase 2 STARTRK-2 confirmó la eficacia del entrectinib en 172 pacientes con CPNM con 
reordenamiento del ROS1,31,32 con una TRG del 69 %, una mediana de SLP de 17,7 meses 
y una mediana de SG a 1 año del 81 %. Debido a su penetración del SNC, la TRG fue del 
79,2 % en pacientes con metástasis cerebrales. Los eventos adversos más frecuentes fueron 
disgeusia(41,4 %), fatiga (27,9 %), vértigo (25,4 %), y estreñimiento (23,7 %).

El lorlatinib tiene actividad contra ALK y ROS1, con una TRG en pacientes de 1L del 
62 %, una mediana de SLP de 21 meses y una TRG cerebral del 64 %.33-35 En pacientes ya 
tratados con crizotinib, la TRG, la mediana de SLP y la TRG intracerebral fueron del 35 %, 
8,5 meses y 50 %, respectivamente. Los eventos adversos más frecuentes de grados 3 o 4 se 
produjeron en el 43 % y el 6 % de los pacientes, respectivamente, siendo los más frecuentes 
la hipercolesterolemia (65 %), la hipertrigliceridemia (42 %), el edema periférico (39 %) y las 
neuropatías periféricas (35 %).

El repotrectinib puede dirigirse contra ROS1, NTRK o ALK y tiene actividad en el SNC. 
Los modelos preclínicos mostraron actividad antitumoral frente a metástasis cerebrales, 
tumores sin tratamiento previo, tumores resistentes al ceritinib y tumores con mutación 
resistente a 1G2032R.36 Está en marcha un ensayo clínico de fase 1 y 2.

El ensartinib (X-396) es un inhibidor de la tirosina quinasa (TKI) con eficacia demostrada 
contra ALK,37 y un ensayo de fase 2 de CPNM positivo para ROS1 mostró una eficacia baja 
con una TRG del 27 % pero actividad en el SNC en tres cuartas partes de los pacientes.38

Mecanismos de resistencia
Los mecanismos de resistencia en la diana incluyen mutaciones adquiridas del ROS1,39-45 
siendo G2032R la más común seguida de D2033N, y ambas son mutaciones de frente 
solvente. Cabe destacar que L2086F se está convirtiendo en una mutación de resistencia 
importante, ya que confiere resistencia a todos los TKI ROS1 de tipo I (crizotinib, lorlatinib, 
taletrectinib).43-45 Otras mutaciones de resistencia adquirida poco comunes incluyen las 
mutaciones “gatekeeper” L2026M, G2032K, S1986F/Y, L2000V y F2004V.39-45

El lorlatinib es eficaz contra las mutaciones de resistencia K1991E o S1986F, pero es más 
limitado contra la mutación G2032R33,33,46 y tras el fracaso con entrectinib.47 El uso secuencial 
de crizotinib y lorlatinib ha dado lugar a mutaciones compuestas de G2032R/L2086F, pero 
afortunadamente se espera que el cabozantinib supere estas mutaciones compuestas.44,48 Se 
dirige selectivamente a MET, VEGFR2, RET, ROS1 y AXL, con buena penetración cerebral. 
Puede utilizarse para superar la resistencia contra crizotinib, ceritinib y entrectinib a pesar 
de la presencia de mutaciones de resistencia, como D2033N o G2032R.30,49,50 El brigatinib, 
otro inhibidor de ROS1, ha demostrado actividad antitumoral contra varios mecanismos 
de resistencia a crizotinib,51 incluida la mutación L2026M, pero no contra la mutación 
G2032R.51-53 El taletrectinib es un inhibidor de ROS1 y NTRK dirigido a CPNM resistentes 
con reordenamiento de ROS1,48 con actividad in vitro frente a las mutaciones G2032R, 
L1951R, S1986F y L2026M, pero menor frente a la mutación D2033N.

Los mecanismos de resistencia fuera de la diana incluyen la amplificación de MET, 
las mutaciones de KRAS y la transformación de pequeñas células del pulmón.46,54,55 Por 
último, como en todos los CPNM con fusión RTK positiva, la progresión en el SNC es 
siempre un mecanismo de resistencia,56 y los TKI ROS1 que confieren actividad en el SNC 
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y superan muchas de las mutaciones de ROS1 adquiridas pronosticadas en los CPNM con 
reordenamiento de ROS1 deberían ser el tratamiento de elección en este entorno.

Recientemente, durante el Congreso Europeo sobre Cáncer de Pulmón (ELCC) del 2022, 
se dieron a conocer los datos de TQ-B3101, un nuevo inhibidor de RTK de molécula 
pequeña dirigido a ALK, ROS1 y MET, que demostró que en 111 pacientes con CPNM 
con reordenamiento de ROS1 puede alcanzar una TRG del 78,4 % y una TCE del 87,4 %. 
La mediana de SLP fue de 15,6 meses y la mediana de DOR fue de 20,3. La mediana de SG 
no se ha alcanzado y la tasa de SG a 12 y 24 meses fue del 98,1 % y 88,1 %, respectivamente. 
Aún no se han publicado datos sobre la resistencia.57
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Por Paul Hofman, Anja C. Roden, Jin-Haeng Chung y David Planchard

Estructura, señalización y función de los genes
El gen V-raf homólogo B del oncogén viral del sarcoma murino (BRAF) codifica la quinasa 
BRAF, un miembro de la familia RAF de serina/treonina quinasas que son componentes de la 
vía de señalización del factor de crecimiento RTK-RAS-RAF-MEK-ERK (señalización RAS/
MAPK)1. La quinasa BRAF es un paso importante en la señalización intracelular despues de 
la activación del EGFR. BRAF es una proteína serina/treonina quinasa de 95 kDa codificada 
en el brazo largo del cromosoma 7 (7q). A nivel global, BRAF desempeña un papel central 
en la regulación de la proliferación, división y muerte celular. En los tejidos normales, la 
quinasa BRAF suele silenciarse por medio de retroalimentación negativa una vez que la señal 
ha pasado al siguiente punto en el flujo descendente. Las mutaciones de BRAF provocan la 
activación de la vía RAS-RAF-MEK-ERK, lo que da lugar a un crecimiento y una proliferación 
celular descontrolados.

Tipos de alteraciones y papel en la oncogénesis
Mutaciones
Se han identificado cerca de 300 mutaciones distintas de BRAF en diversos tumores y líneas 
de células cancerosas, incluyendo el melanoma, cáncer colorrectal, cáncer papilar de tiroides 
y cáncer de pulmón no microcítico (CPNM). La mayoría de estas mutaciones se producen 
en el bucle de activación, cerca del codón V600, o en el bucle de unión a fosfato, en los 
residuos 464 a 469, y se han clasificado en 3 clases.2 Las clases de mutaciones del BRAF se 
notifican de acuerdo con aspectos clave: (1) actividad quinasa, (2) estado de dimerización, y 
(3) dependencia de RAS.

Las mutaciones del BRAF de clase I se consideran independientes del RAS debido a 
su elevada actividad quinasa incluso en su estado monomérico. A esta clase pertenecen las 
mutaciones puntuales en el codón 600 del exón 15 (BRAF V600), que dan lugar a la sustitución 
de valina por otros aminoácidos como glutamato (V600E), lisina (V600K), aspartato (V600D), 
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metionina (V600M), leucina (V600L) y arginina (V600R). Los mutantes de clase I promueven 
la activación constitutiva de la vía de la proteína quinasa activada por mitógeno (MAPK), 
provocando una fuerte activación de la quinasa BRAF. Este tipo de mutaciones suelen ser 
altamente sensibles a los inhibidores de quinasa BRAF y MAPK (MEK).

Las mutaciones del BRAF de clase II se caracterizan por una actividad quinasa intermedia 
que permite la independencia de RAS pero requiere la formación de homodímeros para 
estar completamente activa. Los mutantes de clase II, incluidas las mutaciones K601, L597, 
G464 y G469, se localizan en el segmento de activación o bucle P y señalizan como dímeros 
independientes de RAS.

Las mutaciones del BRAF de clase III tienen una actividad quinasa comprometida, por 
lo que requieren la activación de RAS y la formación del heterodímero CRAF de tipo salvaje 
para ser plenamente funcionales. Los mutantes de clase III se producen en el bucle P, el bucle 
catalítico o el motivo DFG, y tienen una actividad quinasa de BRAF deficiente. Las mutaciones 
de clase II y III son mutaciones no V600. Aproximadamente el 50 % de las mutaciones del 
BRAF en el CPNM son mutaciones no V600.

Mutaciones concurrentes en CPNM con mutación del BRAF
Se pueden identificar alteraciones genéticas simultáneas en hasta el 90 % de los pacientes 
con CPNM con BRAF mutante. El TP53, STK11, KRAS, NF1 y algunos receptores de tirosina 
quinasa son los genes que presentan con mayor frecuencia alteraciones simultáneas tanto en 
muestras de tejido como en el ADN libre de células (cfADN). Las alteraciones en SMAD4 y 
PIK3CA se asocian con BRAF V600E, mientras que las alteraciones en KEAP1, NF1, MET, 
RICTOR, KRAS, MYC, STK11 y TP53 se producen con mayor frecuencia con mutaciones del 
BRAF no V600E.

Deleciones
Las mutaciones de deleción del BRAF se pueden producir en tumores sólidos y pueden servir 
como un tipo de mecanismo de resistencia a los inhibidores de BRAF y a los inhibidores de 
MEK. Las mutaciones de deleción ocurren adyacentes a la hélice αC en el dominio quinasa 
de BRAF, dando lugar a una mayor actividad de quinasa al suprimir la hélice αC en su 
conformación activa.

Fusiones
Se han encontrado al menos 18 fusiones asociadas 5ʹ diferentes en distintos tipos de cáncer, 
incluido el CPNM. La fusión asociada más común es del AGK en el CPNM. La tasa de 
aparición de fusiones de BRAF es inferior al 1 % en el CPNM, y todos los CPNM con fusiones 
de BRAF son adenocarcinomas.3 La mayoría de los patrones de fusión de BRAF están dentro 
del marco de lectura con puntos de rotura en el dominio quinasa de BRAF. Las fusiones del 
BRAF activadoras se producen por el truncado del dominio autoinhibitorio N-terminal CR1, 
lo que conduce a la activación constitutiva de la vía BRAF que se asemeja a los mutantes 
BRAF de clase II.
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Amplificaciones
La resistencia adquirida a los inhibidores de MEK1/2 (MEKi) surge a través de la amplificación 
de BRAF V600E o KRAS para restablecer la señalización ERK1/2. La amplificación de 
BRAF V600E y la resistencia a MEKi son reversibles tras la retirada del fármaco. Las células 
con una amplificación de BRAF V600E son adictas a MEKi para mantener un nivel preciso 
de señalización ERK1/2 que es óptimo para la proliferación y supervivencia celular y el 
crecimiento tumoral in vivo. La amplificación de BRAF V600E confiere una desventaja 
selectiva tras la retirada del fármaco, lo que valida la dosificación intermitente para prevenir 
la resistencia.

Características epidemiológicas, clínicas e histológicas
Las mutaciones del BRAF se presentan en el 8 % de los cánceres humanos, de forma 
predominante en la leucemia de células pilosas (100 %), el melanoma (40 % a 50 %), el 
carcinoma de tiroides (10 % a 70 %, dependiendo del subtipo histológico), el cáncer colorrectal 
(10 %), y el CPNM (3 % a 8 %).

En el CPNM, las mutaciones del BRAF se detectan en el 3,7 % de los pacientes varones 
y en el 4 % de las mujeres.4,5 Las mutaciones del BRAF se han asociado a antecedentes de 
tabaquismo y se detectan en aproximadamente el 4,7 % de los exfumadores o fumadores 
actuales y en el 3 % de las personas que nunca han fumado. El adenocarcinoma representa el 
patrón histológico más frecuente, ya que las mutaciones del BRAF se detectan en alrededor 
del 4 % de los adenocarcinomas y en el 0,6 % de los no adenocarcinomas.4,5 Las mutaciones 
del BRAF se detectan en aproximadamente 4 % de los pacientes con enfermedad en 
estadio I o II y en el 7,6 % de los pacientes con cánceres en estadio III o IV. Las mutaciones 
BRAF V600E representan el 54 % de todas las mutaciones del BRAF en el CPNM, con una 
mayor prevalencia en pacientes de sexo femenino (71 % frente al 38 % en los casos masculinos 
con mutaciones del BRAF) y en la enfermedad en estadio III o IV (57% frente al 48 % en los 
casos con mutaciones del BRAF en estadio I-II). A nivel global, las mutaciones del BRAF 
están mayormente asociadas a pacientes de sexo femenino, pero las mutaciones no V600E 
parecen ocurrir con mayor frecuencia en pacientes masculinos.5 La mayoría de los pacientes 
con mutaciones del BRAF en el CPNM son fumadores o exfumadores pero con diferencias 
en la prevalencia: entre el 20 % y 30 % de los pacientes portadores de mutaciones V600E son 
personas que nunca han fumado, y casi todos los pacientes con alteraciones no V600E son 
fumadores crónicos.5

El CPNM con mutación del BRAF es propenso a afectar al sistema nervioso central. 
Cabe notar, que la incidencia de metástasis cerebrales en el momento del diagnóstico es 
significativamente más baja en pacientes con alteraciones clase I en comparación con las 
clases II y III. La significación pronóstica de mutaciones del BRAF en el CPNM no es clara. 
En estadios tempranos, los pacientes resecados por CPNM con mutación BRAF V600E 
muestran tasas de supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global (SG) más cortas 
en comparación con los pacientes con mutaciones de tipo salvaje, pero tal diferencia no surgió 
al comparar a todos los pacientes con mutaciones de BRAF (tanto V600E como no V600E) 
con la población de tipo salvaje. En el contexto metastásico, no se han identificado diferencias 
en la supervivencia libre de progresión ni en la SG entre los pacientes con enfermedad con 
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mutaciones en BRAF y los de tipo salvaje, pero se ha informado de un peor resultado clínico 
tras la quimioterapia basada en platino en los pacientes con tumores con mutaciones en 
BRAF V600E en comparación con los no V600E.

Estrategias de prueba
Inmunohistoquímica
El anticuerpo utilizado para la inmunohistoquímica (IHQ) de la proteína BRAF mutante es el 
clon VE1 (figura 10-1).6 El objetivo de la IHQ es identificar un cambio cualitativo (es decir, la 
presencia o ausencia de la proteína). La limitación de esta prueba es que solo puede detectar 
la mutación BRAF V600E y no las mutaciones no V600E.7-9 Los datos son limitados, pero 
el clon VE1 tiene el potencial de teñir entre el 90 % y el 100 % de los adenocarcinomas con 
mutación p.V600E.10 En la actualidad, no se ha establecido ninguna recomendación estándar 
o consenso para el uso de la prueba IHQ de BRAF p.V600E en el CPNM.

Pruebas moleculares
Las mutaciones del BRAF se identifican mediante técnicas de secuenciación del ADN como la 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR) específica de alelo o la secuenciación de nueva generación 
(NGS). Estos 2 métodos poseen una sensibilidad, especificidad y tasa de concordancia comparables 
en muestras de tejido; sin embargo, debido a su capacidad para identificar simultáneamente 
múltiples alteraciones oncogénicas, la NGS se considera ampliamente la prueba preferida.

(A) (B)

(C) (D)

Figura 10-1. (A y B) Adenocarcinoma sólido (resección de tumor pulmonar, 40×). (A) Hematoxilina y eosina 
(H&E). (B) Inmunoperoxidasa (anti-BRAF V600E; clon VE1). (C y D) Adenocarcinoma mucinoso invasivo 
(biopsia bronquial). (C) H&E. (D) Inmunoperoxidasa (anti-BRAF V600E; clon VE1).
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Reacción en cadena de la polimerasa
La prueba utilizada más comúnmente es la PCR con transcripción inversa (RT-PCR). En 
la actualidad, la prueba Cobas 4800 de mutación BRAF V600 (Roche Diagnostics) y el kit 
THxID-BRAF (Biomérieux) son pruebas diagnósticas con fines terapéuticos aprobadas por la 
Administración de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA). También se han 
utilizado otras pruebas desarrolladas en laboratorios para comprobar el estado de la mutación 
del BRAF y, dependiendo de las aprobaciones locales, otros métodos pueden o no ser necesarios 
a efectos de reembolso. Las principales ventajas de la RT-PCR son su rapidez en el tiempo de 
respuesta, su reproducibilidad, especificidad, sensibilidad y menor costo en comparación con 
los métodos de secuenciación de genes. Sin embargo, algunos de estos métodos se limitan a la 
mutación BRAF V600E localizada en el exón 15. Por lo tanto, pueden carecer de la capacidad 
de detectar mutaciones del exón 11 que también se observan en el CPNM.

Secuenciación de nueva generación
La NGS con un panel de genes múltiples se debe utilizar para evaluar la mutación BRAF V600E 
y las mutaciones no V600E que pueden producirse en el exón 11 y el exón 15.11 Además, con 
el descubrimiento de nuevos genes conductores poco frecuentes, hay una mayor necesidad 
de pruebas multigénicas en comparación con los enfoques de un solo gen. Entre las ventajas 
de la NGS están:

• Requiere relativamente poco tejido tumoral
• Facilita la prueba de múltiples biomarcadores
• Incluye biomarcadores emergentes para el reclutamiento en ensayos clínicos
• Puede detectar mutaciones concomitantes que se producen con las mutaciones BRAF

Generalmente, también es más económica que las pruebas secuenciales. Sin embargo, 
debido a la cantidad de datos, la interpretación de los informes de la NGS puede ser compleja, 
y la NGS no está disponible de forma universal. El tiempo de respuesta de la NGS es más largo 
que el de las pruebas de RT-PCR e IHQ.

Pruebas del BRAF con biopsias líquidas
Las mutaciones BRAF V600E se pueden detectar en el cfADN mediante PCR digital en gotas 
o RT-PCR.12 Las mutaciones BRAF V600E y no V600E también se pueden detectar mediante 
NGS en el ADN libre circulante. Faltan datos sobre si el cfADN podría ser un analito 
alternativo para identificar mutaciones del BRAF si no se dispone de muestras de tejido. El 
emparejamiento de plasma con muestras tumorales fijadas en formalina e incrustadas en 
parafina dio como resultado una alta tasa de concordancia para las mutaciones del BRAF 
cuando se utilizaron técnicas de PCR o NGS.13

Implicaciones clínicas
El tratamiento de pacientes con CPNM con mutación del BRAF se divide principalmente 
en 2 tipos, uno para la mutación BRAF V600, el otro para los casos de mutación BRAF no 
V600. Los actuales fármacos dirigidos aprobados se diseñaron específicamente en torno a la 
estructura de BRAF V600E, mientras que se siguen explorando nuevas estrategias terapéuticas 
para BRAF no V600E de clase II/III en ensayos clínicos.
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Terapia dirigida
La identificación de las mutaciones del BRAF y la implicación de la vía MAPK en el CPNM 
han conducido al desarrollo de varios inhibidores de MAPK altamente potentes y selectivos 
que compiten con el trifosfato de adenosina (ATP), diseñados específicamente para unirse al 
bolsillo de unión al ATP de la conformación activa del BRAF, especialmente BRAF V600E, 
como vemurafenib o dabrafenib.14 Sin embargo, a pesar de su eficaz actividad antitumoral, 
con el tiempo se desarrollan resistencias a los inhibidores de BRAF, principalmente debido a la 
reactivación de la vía descendente MEK/REK. La adición de inhibidores de MEK1/2, como el 
trametinib, mejoró significativamente los resultados del tratamiento (tasa de respuesta global 
[TRG] y mediana de supervivencia sin progresión [SLPm] del 33 % y 5,4 meses frente al 68 % 
y 10,2 meses para dabrafenib o dabrafenib más trametinib, respectivamente, en pacientes con 
CPNM metastásico con mutación BRAF V600 previamente tratados).15,16 Hasta la fecha, la 
FDA y la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) han aprobado el tratamiento dirigido 
dual (dabrafenib y trametinib) para el CPNM con mutación BRAF V600E, que también 
recomiendan las guías de la National Comprehensive Cancer Network (NCCN) y la Sociedad 
Europea de Oncología Médica (ESMO).17-21

Inmunoterapia
Muy pocos datos acerca del beneficio de inhibidores de puntos de control inmunitario (ICI) 
están disponibles en la población con mutaciones del BRAF. Los resultados de los estudios 
retrospectivos generalmente son decepcionantes. El estudio internacional IMMUNOTARGET 
mostró resultados deficientes en pacientes con enfermedades con mutación BRAF, con una 
TRG del 24 % y una SLPm de 3,1 meses.22 En otro estudio retrospectivo, la TRG a ICI fue 
del 9 % en los tumores con alteraciones de clase I y del 26 % en los de clase II/III, con una 
mediana de tiempo en tratamiento de 1,9 meses en ambos grupos.23 Se necesitan ensayos 
clínicos prospectivos para identificar el uso óptimo de ICI con o sin terapia dirigida a BRAF 
para estos pacientes.23 Los resultados refuerzan el fuerte lugar de las terapias dirigidas en 
pacientes con CPNM con mutación BRAF V600E.

Quimioterapia
Los resultados de la quimioterapia son poco conocidos en esta población. No hay pruebas 
claras de que el estado de BRAF influya en la SLP o la SG de los pacientes tratados con 
quimioterapia.24

Mecanismos de resistencia
Al igual que ocurre con otras terapias dirigidas para el CPNM, inevitablemente se 
produce resistencia a los inhibidores de la vía BRAF, lo que conduce a la progresión de la 
enfermedad.2,25,26 Los mecanismos subyacentes de resistencia a los inhibidores de BRAF 
siguen siendo poco conocidos en el contexto del CPNM. La reactivación de la señalización 
de la quinasa regulada por señal extracelular (ERK) a través de la vía MAPK representa el 
principal mecanismo que implica la resistencia secundaria a los inhibidores BRAF y puede 
producirse tanto ascendente como descendentemente de las quinasas BRAF. Los mecanismos 
implicados incluyen mutaciones secundarias en otros genes implicados en la vía de señalización 
MAPK que conducen a la reactivación independiente de BRAF de la señalización ERK, como 
mutaciones NRAS/KRAS o MEK1/2 o variantes de empalme de BRAF y amplificaciones de 
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genes que aumentan el nivel de homodímeros BRAF V600E. La mutación adquirida en el gen 
BRAF rara vez se describe como un mecanismo de resistencia. La activación por derivación es 
la principal causa de resistencia secundaria de la terapia dirigida. Las alteraciones de falta de 
función del homólogo de la fosfatasa y la tensina (PTEN) pueden contribuir a la resistencia a 
las combinaciones de dabrafenib y trametinib en tumores BRAF V600E.
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11NTRK
Por Lukas Bubendorf, Alexander Drilon y Mari Mino-Kenudson

Estructura y función de los genes
Los genes del receptor neurotrópico de la quinasa para la tropomiosina (neurotrophic 
tropomyosin receptor kinase, NTRK), NTRK1 en 1q21-22, NTRK2 en 9q22.1, y NTRK3 
en  15q25, codifican TRKA, TRKB y TRKC, respectivamente. Estas proteínas pertenecen 
a la familia de los receptores tirosina quinasa (receptor tyrosine kinase, RTK). Al igual 
que otros RTK, el TRK (en lo sucesivo TRKA, TRKB y TRKC) tiene dominios quinasa de 
unión al ligando a nivel extracelular, transmembrana e intracelular. La unión del ligando de 
neurotropina y la activación de TRK conducen a la homodimerización del receptor y a la 
señalización descendente, incluidas las vías de la proteína quinasa activada por mitógeno 
(mitogen-activated protein kinase, MAPK), la fosfoinositol 3-quinasa (phosphoinositide 
3-kinase, PI3K) y/o la proteína quinasa C (protein kinase C, PKC).1,2 Los receptores TRK 
están implicados en el desarrollo del sistema nervioso central, incluidas la proliferación, la 
migración, la diferenciación y la apoptosis celular. En los tejidos del adulto, la expresión de 
TRK está restringida al tejido neuronal y a los testículos.3

Tipos de alteraciones y papel en la oncogénesis
Las fusiones activadoras del NTRK conducen a una sobreexpresión constitutiva de las proteínas 
TRK y son altamente predictivas de la respuesta a los inhibidores de TRK. En dichas fusiones 
de genes oncogénicos, el dominio tirosina quinasa C-terminal del NTRK se fusiona con la 
región 5ʹ de un gen compañero, y la proteína quimérica conduce a la activación constitutiva 
de las vías descendentes de forma independiente del ligando. Las fusiones oncogénicas del 
NTRK pueden dar lugar a una fuerte sobreexpresión de la proteína TRK detectable mediante 
inmunohistoquímica (IHQ).4,5 Hasta la fecha se han descrito más de 80 fusiones asociadas del 
NTRK diferentes en varios tipos de tumores. Las asociaciones específicas pueden variar según 
el tipo de tumor. En particular, el ETV6-NTRK3 es prevalente en el 90 % de los carcinomas 
secretores de mama y los carcinomas secretores de las glándulas salivales (anteriormente 
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conocidos como carcinoma análogo secretor de mama) para los que la fusión sirve tanto de 
marcador diagnóstico como predictivo. En el cáncer de pulmón se han identificado al menos 
16 fusiones asociadas de NTRK1, NTRK2, o NTRK3.2,4,6-9

Características epidemiológicas, clínicas e histológicas
Las fusiones del NTRK son muy poco frecuentes y solo se han encontrado en el 0,1 % al 0,3 % 
de los casos de cáncer de pulmón no microcítico (CPNM).10 Aunque los datos sobre la 
distribución de las fusiones en los 3 genes NTRK son aún escasos, la fusión puede implicar a 
cualquiera de los 3 genes. Las fusiones del NTRK1 y NTRK3 parecen ser más frecuentes que 
las del NTRK2.4 Las fusiones del NTRK se enriquecen en cánceres con ausencia de mutaciones 
conductoras canónicas.7,11 Aunque las fusiones del NTRK se han encontrado sobre todo en 
adenocarcinomas de pulmón, también pueden darse en otras histologías como los carcinomas 
de células escamosas y los carcinomas neuroendocrinos.12 Aunque las fusiones del NTRK se 
consideran mutuamente excluyentes con otros conductores de novo en el CPNM, pueden 
surgir como mecanismos de resistencia a la terapia con inhibidores de la tirosina quinasa 
(tyrosine kinase inhibitor, TKI), como los TKI del EGFR de tercera generación.13 Las fusiones 
del NTRK se han informado sobre todo en no fumadores de mediana edad o en personas que 
nunca han fumado, pero también pueden darse en cualquier paciente con CPNM.12

Estrategias de prueba
Existen varios métodos para detectar las fusiones del gen NTRK. Cada técnica tiene sus 
méritos y limitaciones, y la elección de las pruebas depende de los recursos y del contexto 
clínico.14 Por lo general, el perfil molecular integral (secuenciación basada en ácidos nucleicos 
mediante paneles de secuenciación de nueva generación [next-generation sequencing, NGS] 
adecuados) es el método recomendado para las pruebas del NTRK en tumores en los que 
las fusiones del NTRK son poco frecuentes, como el CPNM.14 La NGS basada en ARN es 
preferible a la NGS basada en ADN, ya que esta última no puede cubrir grandes regiones 
intrónicas del NTRK3, lo que conduce a una sensibilidad reducida. Además, en la NGS 
basada en ARN se tolera un menor nivel de pureza debido a la sobreexpresión de la fusión 
genética. Por el contrario, la calidad inestable del ARN puede ser motivo de preocupación, 
especialmente en material envejecido y archivado. También existen otros métodos basados en 
el ARN, como la tecnología de código de barras digital multiplexado con código de colores 
(nCounter [NanoString]) en un corte tisular.15,16 La reacción en cadena de la polimerasa 
con transcripción inversa (reverse transcription polymerase chain reaction, RT-PCR) se 
ha utilizado principalmente para detectar fusiones canónicas del ETV6-NTRK3 en tipos 
tumorales enriquecidos para detectar dichas alteraciones.17

La hibridación fluorescente in situ (fluorescence in situ hybridization, FISH) es un método 
bien establecido para detectar fusiones genéticas. En el caso del NTRK, es necesario realizar 
pruebas separadas para NTRK1, NTRK2 y NTRK3. La prueba FISH se utiliza principalmente 
para el análisis de confirmación en el entorno de alta prevalencia (es decir, para tumores con 
una alta probabilidad de contener una fusión del gen NTRK), pero no es la primera opción 
para el CPNM.

La expresión de la proteína pan-TRK detectada mediante IHQ es un sustituto de la 
presencia de una fusión del NTRK, ya que la TRK de tipo salvaje no se expresa altamente 



135NTRK

en muchos tejidos no neoplásicos. Los clones comercialmente disponibles de pan-TRK son 
EPR17341 (Abcam) y A7H6R (Cell Signaling Technology). También está disponible una 
prueba pan-TRK de diagnóstico in vitro (in vitro diagnostic, IVD) Ventana (Roche Tissue 
Diagnostics). La IHQ es rentable, tiene un tiempo de respuesta rápido y puede integrarse 
fácilmente en los flujos de trabajo de los laboratorios de diagnóstico. Además, la IHQ solo 
requiere un número relativamente pequeño de células tumorales en cortes tisulares o muestras 
citológicas.18 La expresión de TRK por IHQ puede mostrar una intensidad y una localización 
subcelular variables (citoplasmática, nuclear o membranosa), que podrían depender del gen 
de fusión 5ʹ asociado.14 La IHQ puede servir como herramienta de cribado útil para tipos 
tumorales con una prevalencia baja, especialmente cuando la NGS no está disponible o no se 
realiza de forma rutinaria (figura 11-1).

Se han publicado pocos estudios sobre el protocolo de tinción, la sensibilidad y la 
especificidad de la IHQ de TRK. La sensibilidad actualmente informada de la IHQ para 
TRK para las fusiones del NTRK1 o NTRK2 es del 96 % y el 100 %, respectivamente, pero 
solo del 55 % al 79 % para el NTRK3.4,8 Mientras que la especificidad de la IHQ para TRK 
en el CPNM fue del 100 % (24:24) en 1 estudio, otros informaron de la tinción de TRK en 

(A) (B)

(C)

Figura 11-1. Ejemplos de inmunohistoquímica (IHQ) utilizando el anticuerpo pan-TRK 17341 (Ventana [Roche 
Tissue Diagnostics]). (A) Metástasis ósea de adenocarcinoma de pulmón con fuerte presencia citoplasmática 
de TRK. Fusión CLIP1-NTRK1 confirmada (secuenciación de nueva generación [NGS] basada en ARN mediante 
kit Archer FusionPlex Custom [Diagnóstica Longwood]). (B) Adenocarcinoma de pulmón con tinción TRK 
membranosa característica. La fusión del NTRK no se confirmó a pesar de utilizar varios métodos (NGS basada 
en ARN por Archer y Oncomine [ThermoFisher Scientific] integral, e hibridación fluorescente in situ [FISH] 
utilizando 3 sondas FISH contra NTRK1, NTRK2 y NTRK3). (C) Metástasis cerebral pan-TRK IHQ-negativa de ade-
nocarcinoma de pulmón; el tejido cerebral neuronal adyacente sirve como control interno positivo de tinción.
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ausencia de una fusión del NTRK en aproximadamente el 1,8 % (11/617) de los casos, lo que 
corresponde a un valor predictivo positivo estimado del 10 %.15 La prevalencia y significación 
de la expresión de TRK en ausencia de una fusión del NTRK requiere más estudios. 
Curiosamente, entre el 3 % y el 4 % de los CPNM albergan una amplificación genética del 
NTRK1 según cBioPortal.19 Queda por estudiar si tales amplificaciones pueden explicar la 
expresión de TRK en el CPNM. Cabe destacar que se informó de una respuesta parcial al 
inhibidor de TRK larotrectinib en un carcinoma esofágico amplificado con NTRK.20

La mayoría de los estudios han utilizado un valor de corte de al menos un 1 % de tinción 
de la célula tumoral por encima del fondo.5 Sin embargo, actualmente no hay consenso sobre 
la mejor manera de definir la positividad de TRK por IHQ. Así pues, cualquier expresión 
por IHQ requiere confirmación mediante una prueba ortogonal, preferiblemente basada en 
ácidos nucleicos.4

La figura 11-2 muestra una propuesta de algoritmo de pruebas diagnósticas para el 
CPNM no escamoso. Este algoritmo se ajusta a las recomendaciones de la Sociedad Europea 
de Oncología Médica (European Society for Medical Oncology, ESMO)14 y con las guías 
sobre pruebas moleculares amplias recomendadas para detectar alteraciones predictivas, 
incluidas mutaciones o reordenamientos oncogénicos. En la mayoría de los carcinomas 
de células escamosas de pulmón avanzados, las pruebas moleculares amplias aún no son 
un estándar; sin embargo, debería considerarse la realización de pruebas moleculares que 
incluyan al NTRK en función del perfil clínico (paciente joven y que nunca ha fumado o que 
es fumador moderado).

Adenocarcinoma de pulmón
avanzado o CPNM, NOS

Panel de ADN dirigido

Mutación
conductora positiva

Mutación
conductora negativa

IHQ Pan-TRK

Positiva/
confusa

Negativa

Panel de fusión
de ARN dirigida

Figura 11-2. Algoritmo de pruebas diagnósticas propuesto para las fusiones del gen NTRK en el adenocarci-
noma de pulmón o el CPNM, NOS. Como alternativa a las pruebas secuenciales, las pruebas NGS simultáneas 
basadas en ADN y ARN son una opción que depende del entorno de la práctica local y de la cobertura de 
los costos adicionales. Abreviaturas: IHQ = inmunohistoquímica; NGS = secuenciación de nueva generación; 
CPNM, NOS = cáncer de pulmón no microcítico, no especificado. (Adaptado de Koehne de González et al.21)
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Implicaciones clínicas
Los inhibidores de TRK son muy activos en pacientes con cánceres positivos para la fusión 
del NTRK. En muchos pacientes se alcanza rápidamente la respuesta y se observa un control 
duradero de la enfermedad. La tasa de respuesta global (TRG) al larotrectinib en todos los 
cánceres positivos para fusión del NTRK es del 75 %, independientemente de la edad del 
paciente o del tipo de tumor.22 En los cánceres de pulmón positivos para la fusión del NTRK, la 
TRG es del 83 %, con una mediana de duración de la respuesta (median duration of response, 
DOR) y una mediana de supervivencia libre de progresión (SLP) que no se han alcanzado. La 
mediana de supervivencia global es de aproximadamente 41 meses. En pacientes con tumores 
sólidos positivos para la fusión del NTRK, la TRG del entrectinib, un inhibidor de TRK y 
TROS1, es del 57 %.23 En los cánceres de pulmón positivos para la fusión del NTRK, la TRG 
es del 69 %, la mediana de DOR no se ha alcanzado, la mediana de la SLP es de 15 meses y la 
mediana de supervivencia global (SG) es de 15 meses.

Estos estudios condujeron a las aprobaciones históricas por parte de la Administración de 
Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (US Food and Drug Administration, FDA) y 
la Agencia Europea de Medicamentos (European Medicines Agency, EMA) de los inhibidores 
de TRK de primera generación, larotrectinib y entrectinib, en pacientes de diversas edades 
con tumores sólidos avanzados positivos a la fusión del NTRK, independientemente de la 
histología del tumor. De hecho, el uso de un inhibidor de TRK en cánceres positivos a la fusión 
del NTRK está actualmente aprobado o autorizado en hasta 40 países de todo el mundo.

Mecanismos de resistencia
A pesar de estas respuestas rápidas y duraderas a los inhibidores de TRK, lamentablemente se 
desarrolla resistencia en la mayoría de los pacientes. Los mecanismos de resistencia conocidos 
son, en la diana o fuera de ella. La resistencia en la diana implica mutaciones del NTRK1/2/3 
que dan lugar a sustituciones de aminoácidos en diferentes regiones: el frente solvente, el 
“gatekeeper” o el motivo DFG caracterizado por 3 aminoácidos secuenciales, ácido aspártico 
(D), fenilalanina (F) y glicina (G), del dominio quinasa de TRK.24 Estas mutaciones dentro 
de la diana pueden ser el objetivo de los inhibidores de TRK de nueva generación, como 
selitrectinib, repotrectinib y taletrectinib, entre otros.2 Los mecanismos fuera de la diana 
implican mutaciones o amplificaciones adquiridas de la vía MAPK, como las mutaciones 
KRAS G12D, BRAF V600E o MEK, o la amplificación del MET.2,25,26 Aún no se han descrito 
los datos relativos al espectro de mecanismos fuera de la diana en el CPNM, pero las terapias 
dirigidas combinadas (por ejemplo, un inhibidor de TRK con una segunda molécula pequeña 
dirigida contra la resistencia a la derivación) han demostrado una actividad de prueba de 
concepto en pacientes seleccionados con resistencia fuera de la diana.26
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Estructura y función de los genes
El gen de REordenamiento durante la Transfección (RET) del cromosoma 10q11.21 se identificó 
originalmente mediante una prueba de transfección de una línea celular de fibroblastos NIH3T3 
con ADN de linfoma humano. Su producto es un receptor de membrana que contiene dominios 
extracelulares (con 4 repeticiones similares a las cadherinas, 1 sitio de unión al calcio y un sitio 
rico en cisteína), transmembrana e intracelulares (figura 12-1). Este último contiene una porción 
yuxtamembrana, la tirosina quinasa, y 2 colas RET (RET-9 y RET-51) generadas por empalme 
alternativo, que determinan 2 isoformas de la proteína RET. Los ligandos de RET incluyen la familia 
del factor neurotrópico derivado de la glía (glial-derived neurotrophic factor, GDNF) que se une 
al correceptor GFRα y al GDF15, que se une al correceptor del receptor tipo a de la familia GDNF 
(GFRAL), formando un complejo ternario con el dominio extracelular de RET y desencadenando 
la dimerización de RET y la fosforilación y activación de la tirosina. La transducción descendente 
de señales implica a las vías RAS/MAPK, PI3K/AKT/mTOR y JAK/STAT. Fisiológicamente, el 
RET desempeña un papel en el desarrollo de los riñones y el sistema nervioso entérico.1,2

Tipos de alteraciones y papel en la oncogénesis
Se encontraron mutaciones, fusiones y amplificaciones del RET en el 39 %, 31 % y 25 % de los 
tumores, respectivamente, según un amplio estudio de más de 4800 cánceres diversos.3 Las 
mutaciones de la línea germinal del RET causan enfermedades y tumores hereditarios, incluida 
la neoplasia endocrina múltiple (multiple endocrine neoplasia, MEN) tipos 2A y 2B. En todas 
las neoplasias malignas se producen alteraciones somáticas, incluidas mutaciones y fusiones.4

Las mutaciones de ganancia de función del RET que dan lugar a una activación aberrante 
de RET se producen en el carcinoma medular de tiroides (medullary thyroid carcinoma, MTC) 
esporádico o hereditario y rara vez se describen en otros cánceres. Estas mutaciones afectan a 
la porción rica en cisteína del dominio extracelular en el caso del MTC familiar y la MEN2A 
o al dominio tirosina quinasa en el caso de la MEN2B y casos esporádicos.
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Figura 12-1. (A) Estructura del oncogén RET e interacciones entre ligando y receptor. (B) Las alteraciones 
genéticas incluyen mutaciones y reordenamientos genéticos con diferentes compañeros. Abreviaturas: 
CLD = dominio similar a la cadherina; CRD = dominio rico en cisteína; EC = porción extracelular; GDNF = factor 
neurotrópico derivado de la glía; GFRα = coreceptor alfa 1 del factor GDNF; IC = porción intracelular; 
JM = segmento yuxtamembrana; P = sitio de fosforilación; TKD = dominio tirosina quinasa; TM = porción 
transmembrana. (Adaptado de Ferrara et al y Radonic et al.1,5)
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Las fusiones del RET suelen implicar reordenamientos intracromosómicos, pero rara 
vez pueden implicar reordenamientos intercromosómicos, lo que da lugar a la fusión de la 
región que codifica el dominio quinasa del RET en el extremo 3ʹ con la región 5ʹ-terminal de 
varios genes compañeros.4 Estas fusiones dan lugar a una oncoproteína de fusión quimérica 
constitutivamente activa. Se han descrito fusiones del RET en el carcinoma papilar de tiroides 
y en el cáncer de pulmón no microcítico (CPNM), además de en otros tipos de tumores como 
los adenocarcinomas colorrectales, de glándulas salivales y de ovario. En el cáncer de pulmón, 
las fusiones asociadas al RET más comunes son KIF5B (72 %), CCDC6 (23 %), NCOA4 (2 %), 
EPHA5 (1 %) y PICALM (1 %).6 En cambio, en el cáncer papilar de tiroides, CCDC6 y NCOA4 
son los genes compañeros ascendentes más comunes.7-10

Raramente se ha informado de amplificaciones del RET en carcinomas pancreáticos y de 
mama (entre otros), con una expresión elevada pero heterogénea de la proteína RET incluso 
en ausencia de una fusión del RET.11

Características epidemiológicas, clínicas e histológicas
Se han identificado fusiones del RET en el 1 % y el 2 % de los adenocarcinomas de pulmón.6 
Los pacientes con cánceres de pulmón positivos para fusión del RET tienden a ser más 
jóvenes (≤60 años) con una distribución por sexos relativamente igual. La mayoría de los 
pacientes nunca han fumado, aunque se ha informado de la incidencia en fumadores actuales 
y exfumadores.12 No se ha observado ninguna asociación con la exposición a la radiación 
terapéutica en los adenocarcinomas de pulmón con fusiones del RET.13

Estrategias de prueba
Aún no se han estandarizado los métodos de cribado para detectar fusiones del RET. Para 
identificar las fusiones del RET se ha utilizado inmunohistoquímica (IHQ), reacción en 
cadena de la polimerasa con transcripción inversa (reverse transcription polymerase chain 
reaction, RT-PCR), hibridación fluorescente in situ (fluorescence in situ hybridization, 
FISH) y secuenciación de nueva generación (next-generation sequencing, NGS) basada en 
ADN/ARN. Cabe destacar que, a diferencia de la IHQ para ALK, la IHQ para RET tiene una 
sensibilidad baja (55 %-65 %) y una especificidad variable (40 %-85 %).11,13,14 La sensibilidad 
de la IHQ también puede variar según la fusión asociada.11 Por lo tanto, actualmente no 
se recomienda la IHQ para RET para cribado de fusiones o mutaciones del RET en el 
adenocarcinoma de pulmón.15

La prueba FISH para RET suele ser muy sensible (100 %), aunque con una sensibilidad 
menor para la fusión poco frecuente NCOA4-RET (66,7 %).11 Se ha informado de que la 
especificidad de la prueba FISH para el RET oscila entre el 55 % y el 100 %.13,14 Dado que 
las fusiones del RET en los cánceres de pulmón pueden implicar una variedad de genes 
compañeros, se prefieren las sondas de rotura a las sondas de fusión. Las guías para la prueba 
FISH del RET y su puntaje son similares a las de la detección de otros genes de fusión. La prueba 
es positiva si más del 15 % de las células tumorales muestran señal dividida o señal 3ʹ única.

Aunque la RT-PCR es específica, está limitada a la detección de fusiones conocidas. Las 
pruebas basadas en NGS ofrecen la ventaja de identificar fusiones del RET, incluso con fusiones 
asociadas novedosas, y además permiten realizar pruebas multiplex para otras dianas susceptibles 
a una intervención preventiva.16 La NGS basada en ADN tiene limitaciones a la hora de identificar 
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fusiones complejas, y aquí, la NGS basada en ARN puede añadir valor. Las pruebas basadas en 
NGS del ADN libre de células (cfADN) también pueden detectar fusiones del RET, y se debe 
considerar un resultado positivo como indicativo de la presencia de una fusión del RET.17,18

Orientación terapéutica de las fusiones del RET en el CPNM
Los esfuerzos iniciales para actuar sobre RET en el CPNM positivo para fusión del RET se 
centraron en la reconversión de los inhibidores de multiquinasa con actividad anti-RET 
(por ejemplo, vandetanib, cabozantinib, lenvatinib).19-24 Aunque se informaron grados 
variables de eficacia, las respuestas fueron típicamente modestas. Además, la tolerabilidad se 
vio limitada por toxicidades relacionadas con la inhibición de la multiquinasa, como la del 
receptor 2 del factor de crecimiento endotelial vascular (vascular endothelial growth factor 
receptor 2, VEGFR2).

El selpercatinib (antes LOXO-292) y el pralsetinib (antes BLU-667) son inhibidores 
orales de la tirosina quinasa (TKI) desarrollados para actuar de forma potente y selectiva 
contra las fusiones y mutaciones oncogénicas del RET. En consonancia con su selectividad, el 
selpercatinib y el pralsetinib demostraron unos perfiles de seguridad favorables en ensayos de 
fase 1 y 2.25,26 En el ensayo LIBRETTO-001 de fase 1 y 2 de registro, el selpercatinib demostró 
una eficacia sólida en el CPNM avanzado positivo para fusión del RET, con unas tasas de 
respuesta global (TRG) del 85 % entre los pacientes sin tratamiento previo y del 64 % entre 
los pacientes pretratados con quimioterapia basada en platino.25 En el ensayo ARROW de 
fase 1 y 2 de registro, el pralsetinib tuvo una eficacia similar, con TRG del 70 % y el 61 %, 
respectivamente, en estas poblaciones.26 Cabe destacar que tanto el selpercatinib como el 
pralsetinib mostraron actividad contra las metástasis cerebrales. Con base en estos resultados, 
el selpercatinib y el pralsetinib han recibido aprobaciones condicionales de línea agnóstica 
por parte de la Administración de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos para 
el tratamiento del CPNM avanzado positivo para fusión del RET. Estos agentes han recibido 
además autorizaciones condicionales por parte de la Agencia Europea de Medicamentos para 
la indicación de pretratamiento con inmunoterapia o quimioterapia basada en platino para el 
selpercatinib y para la indicación de línea agnóstica para el pralsetinib.

Mecanismos de resistencia a los inhibidores selectivos de RET
A pesar de su eficacia, la aparición de resistencia a los TKI de RET sigue siendo un desafío 
importante. Se han identificado mecanismos de resistencia tanto dentro la diana como 
fuera de ella. El primer mecanismo de resistencia del que se informó fue la mutación G810 
del frente solvente del RET, que causa una interferencia estérica con la unión de los TKI 
y se ha identificado entre el 7 % y el 11 % de las biopsias posteriores a la progresión.27-30 
Las mutaciones Y806C/N en la región bisagra del RET también causan resistencia al 
selpercatinib y al pralsetinib.30,31 Se han identificado mutaciones L730V/I en la región 
del techo en muestras resistentes al pralsetinib, pero se prevé que sigan siendo sensibles al 
selpercatinib.28,32 Hay novedosos inhibidores de RET en fase de desarrollo clínico que pueden 
ayudar a abordar la resistencia dentro de la diana (por ejemplo, LOXO-260 [NCT05241834], 
TAS0953/HM06 [NCT04683250], TPX-0046 [NCT04161391]).

También se están delineando los mecanismos de resistencia a selpercatinib y pralsetinib 
fuera de la diana y hasta ahora parecen predominar en comparación con los mecanismos dentro 
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de la diana (83 %-90 % en comparación con 10 %-17 %, respectivamente).28-30 La amplificación 
del MET se ha identificado de forma recurrente en pacientes que presentan progresión con 
selpercatinib y pralsetinib.28-30,33 Los informes de casos sugieren que la inhibición dual de 
RET y MET puede representar un enfoque terapéutico viable en estos casos.33 También se han 
identificado amplificación o mutaciones del KRAS, mutación BRAF V600E, amplificación del 
FGFR1 y fusión del NTRK3.28-30,34 Sin embargo, los mecanismos de resistencia a los TKI 
selectivos de RET siguen sin determinarse en una proporción sustancial (40 %-80 %) de los 
casos, lo que subraya la necesidad de realizar más estudios para dilucidar la biología y las 
estrategias de tratamiento óptimas para los cánceres resistentes a los TKI de RET.
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13MET
Por Lynette M. Sholl, Ibiayi Dagogo-Jack, Soo-Ryum Yang y Yi-Long Wu

Estructura y función de los genes
El protooncogén MET receptor tirosina quinasa (receptor tyrosine kinase, MET), también conocido 
como receptor del factor de crecimiento de hepatocitos, es el responsable de la codificación de la 
proteína MET, un receptor del factor de crecimiento que se expresa predominantemente en células 
endoteliales y epiteliales con papeles esenciales en el desarrollo, la regeneración y la homeostasis. 
La desregulación de MET es un conductor bien establecido de la oncogénesis en muchos tipos 
de cáncer, incluido el de pulmón.1,2 Clonado inicialmente a partir de una fusión oncogénica 
inducida en una línea celular de osteosarcoma, MET y su ligando, el factor de crecimiento de 
hepatocitos (hepatocyte growth factor, HGF), se dieron a conocer posteriormente por sus papeles 
en la morfogénesis (ramificación tubular, incluso en el hígado, el riñón y el pulmón), la motilidad 
y la invasión (carcinoma) y la mitogénesis (incluida la regeneración de hepatocitos).3-7

MET es una proteína receptora transmembrana de paso único definida por un dominio 
de unión al ligando extracelular (Sema); un dominio de plexina-semaforina-integrina (PSI); 
un dominio de factor de transcripción de plexina similar a inmunoglobulina; y dominios 
transmembrana, yuxtamembrana intracelular y tirosina quinasa.7 Tras la unión de su ligando, 
el HGF, MET se homodimeriza, lo que conduce a la fosforilación de las tirosinas 1234/1235 
(dominio quinasa) y 1349/1356 (dominio de acoplamiento), con la subsiguiente activación 
descendente de las vías de la proteína quinasa activada por mitógeno (mitogen-activated protein 
kinase, MAPK) y PI3K-mTOR-AKT.8 Fundamentalmente, la regulación de la expresión de la 
proteína MET en la superficie celular está mediada por la ligasa de ubiquitina E3, Cbl, que se une 
al Y1003 fosforilado en el dominio yuxtamembrana del receptor.9 La ubiquitinación mediada 
por Cbl desencadena la endocitosis del receptor10 (figura 13-1); curiosamente, el tránsito de 
MET al compartimento endosomal parece necesario para la activación de todo el rango de 
señales descendentes, incluso a través de la quinasa regulada por señales extracelulares-1, -2 
(extracellular signal-regulated kinase, ERK1/2) y el transductor de señales y activador de la 
transcripción-3 (signal transducer and activator of transcription-3, STAT3).11
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Tipos de alteraciones y papel en la oncogénesis
La desregulación de la vía MET en el cáncer de pulmón se produce a través de varios mecanismos 
moleculares que incluyen mutaciones genéticas, amplificaciones, sobreexpresión de proteínas y 
fusiones.13 Se han descrito varios mecanismos mutacionales de oncogénesis en el MET, incluso en 
los hotspots del dominio quinasa (F1200I, Y1230X y M1250T) en el carcinoma papilar de células 
renales y potencialmente dentro del dominio extracelular Sema en varios tipos de tumores.14,15 
Sin embargo, el mecanismo dominante en el cáncer de pulmón no microcítico (CPNM) es la 
introducción de una diversidad de mutaciones con cambio de sentido y de deleción-inserción en 
y alrededor de los sitios de empalme que flanquean el exón 14, que conducen a la “omisión del 
exón 14” y a la pérdida del dominio regulador yuxtamembrana que contiene el sitio de unión de 
Cbl16 en Y1003 (figura 13-2). La señalización oncogénica persistente a través del receptor MET 
unido a la superficie se asocia con un aumento de la invasión celular y la metástasis.16,17

Las amplificaciones del MET se pueden clasificar principalmente en 2 subtipos: de novo y 
adquiridas. La amplificación del MET de novo se produce entre el 1 % y el 5 % de los CPNM 
y se asocia a un mal pronóstico.18,19 Cabe destacar que la prevalencia de las amplificaciones 
del MET varía entre los distintos estudios, dependiendo del valor de corte y de las pruebas 
diagnósticas utilizadas. En un subconjunto de casos, las mutaciones de omisión del exón 14 

MET

Y1003
c-Cbl

c-Cbl

Internalización y 
degradación del receptor

5' 5'3' 3'
Exón 14 del MET

Polisomía

CEP7 MET

Amplificación
Alteración del exón 14 del MET

(A)

(B)

(C)

(D)

(E)

Figura 13-1. Representación esquemática de los modos más comunes de activación del gen MET. (A) Tras 
la unión del ligando, la expresión superficial de Met se regula normalmente a la baja por la unión de Cbl a la 
tirosina fosforilada en el codón 1003 en el dominio yuxtamembrana de Met, lo que conduce a su internalización 
y degradación. (B) Las mutaciones de omisión del exón 14 de MET afectan de forma preferencial a las regiones de 
empalme que flanquean el exón 14, lo que conduce a la deleción de la región yuxtamembrana que contiene Y1003 
e impide la interacción con Cbl. De forma alternativa o concomitante, (C) MET puede sufrir un aumento relativo del 
número de copias, causado por el cromosoma 7 (D) que sufre una o más rondas de reduplicación que conducen 
a la polisomía o (E) causado por la amplificación focal de MET. Esta última está más fuertemente asociada con la 
activación de Met y la dependencia oncogénica. (Adaptado de Drilon et al.12)



147MET

c.
28

88
-4

6_
28

88
-

29
de

lC
A

TG
A

TA
G

C
C

G
…

c.
28

88
-4

3_
28

88
-

3d
el

in
sA

A
TC

TT
T

c.
28

88
-3

6_
28

88
-1

8d
el

c.
28

88
-2

8_
28

88
-

13
de

lC
A

A
G

C
TC

TT
TC

TT
TC

T

c.
28

88
-2

3_
28

88
-

6d
el

TC
TT

TC
TT

TC
TC

TC
TG

TT

c.
28

88
-2

2C
>G

c.
28

88
-2

2_
28

96
de

lC
TT

TC
TT

TC
TC

TC
TG

TT
TT

A
A

G
A

TC
TG

G
G

C
A

c.
28

88
-2

1_
28

88
-7

de
lT

TT
C

TT
TC

TC
TC

TG
T

c.
28

88
-2

1_
28

88
-6

de
lT

TT
C

TT
TC

TC
TC

TG
TT

c.
28

88
-2

1_
28

88
-1

de
lT

TT
C

TT
TC

TC
TC

TG
TT

TT
A

A
G

in
sT

TT
A

G
A

c.
28

88
-2

0_
28

88
-9

de
l

c.
28

88
-2

0_
28

88
-1

2d
el

TT
C

TT
TC

TC

c.
28

88
-1

8_
28

88
-3

de
lC

TT
TC

TC
TC

TG
TT

TT
A

c.
28

88
-1

7_
28

88
-6

de
lT

TT
C

TC
TC

TG
TT

c.
28

88
-1

6_
28

88
-3

de
lT

TC
TC

TC
TG

TT
TT

A
c.

28
88

-1
3_

28
88

-2
de

lT
C

TC
TG

TT
TT

A
A

c.
28

88
-1

2_
29

11
de

l

c.
28

88
-3

de
lA

c.
28

88
-4

_2
91

4d
el

TA
A

G
A

TC
TG

G
G

C
A

G
TG

A
A

TT
A

G
TT

C
G

C
TA

C
G

c.
28

88
-1

G
>X

c.
28

95
_2

89
6i

ns
A

G
TG

A
A

TT

c.
29

06
_2

91
9

de
lT

TC
G

C
TA

C
G

A
TG

C
A

in
…

c.
29

42
_2

94
9d

el
A

TA
G

G
C

TT
c.

30
02

_3
02

8+
5d

el
TA

G
A

C
TA

C
C

G
A

…

c.
30

17
_3

02
8d

el
C

TT
TT

C
C

A
G

A
A

G
(p

.T
10

06
_D

10
10

de
lin

sN
)

c.
 3

01
 8

_3
02

8+
3d

el
TT

TT
CC

AG
AA

G
…

c.
30

19
_3

02
8+

11
de

lT
TT

C
C

A
G

A
A

G
G

TA
TA

TT
TC

…

c.
30

19
_3

02
8+

5d
el

TT
T…

c.
30

20
_3

02
8d

el
TT

C
C

A
G

A
A

G
(p

.F
10

07
_D

10
10

de
lin

sY
)

c.
30

28
G

>X
(p

.D
10

10
X)c.
30

28
+

1G
>X

c.
30

28
+

2T
>C

c.
30

28
+

3A
>G

024681018 16 14 12

Ex
ón

 14
In

tr
ón

 13
In

tr
ón

 14

Fi
gu

ra
 1

3-
2.

 G
rá

fic
o 

de
 p

iru
le

ta
s 

qu
e 

re
pr

es
en

ta
 la

 d
iv

er
si

da
d 

de
 m

ut
ac

io
ne

s 
de

te
ct

ad
as

 e
n 

el
 in

tr
ón

 1
3,

 e
l e

xó
n 

14
 y

 e
l i

nt
ró

n 
14

 d
el

 g
en

 M
ET

 q
ue

 d
an

 lu
ga

r a
 la

 o
m

is
ió

n 
de

l 
ex

ón
 1

4 
de

 M
ET

 y
 a

 la
 p

ér
di

da
 d

el
 d

om
in

io
 re

gu
la

do
r y

ux
ta

m
em

br
an

a,
 in

cl
ui

do
 e

l s
iti

o 
de

 u
ni

ón
 a

 C
bl

 e
n 

Y1
00

3.
 L

os
 h

ot
sp

ot
s 

se
 d

es
ig

na
n 

co
n 

pi
ru

le
ta

s 
na

ra
nj

a.
 L

os
 d

at
os

 d
e 

71
 p

ac
ie

nt
es

 p
ro

ce
de

n 
de

 la
 p

ru
eb

a 
de

 s
ec

ue
nc

ia
ci

ón
 d

e 
nu

ev
a 

ge
ne

ra
ci

ón
 O

nc
oP

an
el

 d
el

 D
an

a 
Fa

rb
er

 C
an

ce
r I

ns
tit

ut
e 

de
sd

e 
el

 2
01

7 
ha

st
a 

el
 2

02
1.

 (L
os

 d
at

os
 e

st
án

 d
is

po
ni

-
bl

es
 p

úb
lic

am
en

te
 e

n 
A

AC
R 

Pr
oj

ec
t G

en
ie

23
).



148 ATLAS DE PRUEBAS MOLECULARES PARA TERAPIAS DIRIGIDAS EN CÁNCER DE PULMÓN DE LA IASLC

van acompañadas de una amplificación selectiva del alelo mutado, un acontecimiento que 
probablemente facilita el estado de adicción del oncogén.20-22

En raras ocasiones, la amplificación del MET de novo de tipo salvaje está implicada como 
el único factor oncogénico; lo más típico es que la amplificación del MET se observe con una 
alteración del factor mitogénico concurrente, incluso en el EGFR y el KRAS.24 La amplificación 
adquirida del MET se puede identificar en entre el 5 % y el 20 % de los pacientes con CPNM con 
mutación en el receptor del factor de crecimiento epidérmico (epidermal growth factor receptor, 
EGFR) tras la progresión con inhibidores de la tirosina quinasa (tyrosine kinase inhibitors, TKI) 
del EGFR de primera, segunda y tercera generación,25-27 y ahora se reconoce como un mecanismo 
recurrente de resistencia adquirida a las terapias dirigidas contra ALK, RET y ROS1.28

Las fusiones intergénicas que afectan al MET son poco frecuentes, pero se han identificado diversas 
fusiones asociadas. Tales fusiones se han descrito en gran medida en tumores distintos al CPNM, 
incluidos el glioma, el carcinoma papilar de células renales y el tiroideo.29 La frecuencia exacta de la 
fusión del MET en el CPNM está mal definida; las mejores estimaciones sugieren que se producen en 
el 0,5 % de los adenocarcinomas de pulmón que, por lo demás, son negativos para oncogenes.30 Los 
puntos de rotura dentro del gen MET parecen estar enriquecidos en el intrón 14, y los productos de 
fusión yuxtaponen un compañero 5′ que contiene un dominio de hélice superenrollada para facilitar 
la homodimerización con un dominio de Met quinasa intacto.29,30 Las pruebas relativas al papel 
predictivo de las fusiones del MET para las terapias dirigidas a Met se derivan en gran medida de 
informes de casos y series pequeñas, pero sugieren que estas estrategias son prometedoras.31

La sobreexpresión de MET es frecuente en el CPNM y se puede detectar aproximadamente 
entre el 20 % y el 48 % de los pacientes mediante inmunohistoquímica (IHQ).32-35 Sin embargo, la 
correlación entre la sobreexpresión de MET y las alteraciones o amplificación del MET es débil, y solo 
un subconjunto de tumores positivos a la mutación de omisión del exón 14 del MET demuestran una 
expresión significativa de la proteína MET (figura 13-3A-D). Además, se puede observar una expresión 
de alto nivel en el contexto de otras alteraciones del factor oncogénico21,36,37 (figura 13-4A,B).

Características epidemiológicas, clínicas e histológicas
Las mutaciones de omisión del exón 14 del MET se producen entre el 3 % y el 4 % de los pacientes 
con CPNM en poblaciones blancas, mientras que, en China, la frecuencia es solo del 0,9 %.38-40 
La limitada secuenciación sistemática en otras poblaciones impide realizar estimaciones fiables de 
la frecuencia de mutaciones del exón 14 del MET. Los esfuerzos de secuenciación a gran escala 
han descubierto un posible enriquecimiento de las mutaciones y amplificaciones del MET en 
pacientes de ascendencia judía asquenazí.41 Las mutaciones de omisión del exón 14 del MET se 
informan con mayor frecuencia en adenocarcinomas de pulmón, pero también se informan en 
carcinomas de células escamosas de pulmón, donde posiblemente estén enriquecidas en pacientes 
con antecedentes como fumadores moderados o que nunca han fumado.42,43 Varios estudios han 
identificado un aparente enriquecimiento en el carcinoma sarcomatoide pulmonar entre el 5 % y 
el 32 % de los casos.21,44,45 La mediana de la edad de los pacientes con mutaciones de omisión del 
exón 14 del MET (>70) es elevada en relación con la de aquellos con otros tumores impulsados 
por oncogenes.21,23 La mayoría de los estudios indican que las mutaciones del MET se producen 
independientemente del hábito de fumar.23,41 Las mutaciones de omisión del exón 14 del MET 
suelen ser mutuamente excluyentes con otras mutaciones conductoras de oncogenes; sin embargo, 
se ha informado de comutaciones de KRAS G12X en aproximadamente el 4 % de los casos.21,23,38,46
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Estrategias de prueba
Dada la diversidad de alteraciones activadoras del MET, la evaluación integral de los 
biomarcadores del MET (susceptibles a una intervención preventiva) requiere un enfoque 
diagnóstico integrado. Es importante tener en cuenta la idoneidad y las limitaciones de cada 
prueba e implementar una estrategia de pruebas que garantice una amplia cobertura de las 

(A) (B)

(C) (D)

Figura 13-3. Dos ejemplos de adenocarcinomas de pulmón con alteraciones de omisión del exón 14 de MET 
y niveles muy variables de expresión de la proteína MET (clon inmunohistoquímico SP44 [Spring Bioscience]). 
(A) Resección pulmonar que muestra un adenocarcinoma de pulmón de predominio acinar con (B) niveles 
apenas perceptibles de expresión total de la proteína MET. (C) Biopsia pulmonar con aguja gruesa que muestra 
racimos desprendidos de adenocarcinoma de pulmón poco diferenciado con características micropapilares y 
(D) expresión fuerte y difusa de la proteína MET.

(A) (B)

Figura 13-4. Adenocarcinoma de pulmón con mutación de KRAS que muestra una expresión fuerte y difusa 
de la proteína MET y amplificación de MET en forma de racimos de señales (regiones de tinción homogénea) 
mediante hibridación cromogénica in situ (señales negras = MET; señales rojas = CEN 7).
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diferentes clases de alteraciones del MET, incluidas la amplificación, las mutaciones, los 
transcritos alternativos y las fusiones (tabla 13-1).

En la figura 13-5 se muestran conceptos diagnósticos importantes para detectar 
alteraciones patogénicas del MET en la clínica y una estrategia de pruebas. Dada la creciente 
adopción de la secuenciación de nueva generación (next-generation sequencing, NGS) basada 
en ADN como prueba diagnóstica estándar para el CPNM y su capacidad para detectar 
múltiples tipos de alteraciones del MET, proponemos un posible flujo de trabajo diagnóstico 
utilizando la NGS basada en ADN como prueba de cribado inicial para el perfil del MET.

Tabla 13-1. Pruebas clínicas para la detección de biomarcadores del MET

Prueba Amplificación Omisión del exón 14 Fusión genética Sobreexpresión

Pruebas basadas en tejidos ADN-NGS

FISH

ADN-NGS

ARN-NGS

RT-PCR

ADN-NGS

ARN-NGS

FISH

RT-PCR

IHQ

Pruebas basadas en líquido/
plasmaa

ADNtc-NGS ADNtc-NGS ADNtc-NGS N/A

Abreviaturas: ADNtc = ADN tumoral circulante; FISH = hibridación fluorescente in situ; IHQ = inmunohistoquímica; 
N/A = no aplicable; NGS = secuenciación de nueva generación; RT-PCR = reacción en cadena de la polimerasa con 
transcriptasa inversa.
a Aunque los métodos de biopsia líquida con ADNtc se pueden utilizar para detectar la amplificación del MET, la omisión 
del exón 14 y las fusiones, la sensibilidad limitada para el análisis del número de copias y la detección de fusiones requiere 
que los resultados negativos se confirmen en tejido.

NGS basada
en ADN

NGS basada en ARN

Amplificación del MET Omisión del exón 14 del MET
Fusión del gen MET

Negativa NegativaDetectada

NegativaDetectada
Limítrofe o 

negativa con 
pureza baja

FISH para 
amplificación del MET

Detectada Negativa

Detección de
 variantes 
canónicas

Negativa
Variantes de
 significación 
desconocida

Figura 13-5. Posible estrategia de prueba para detectar biomarcadores del MET. Abreviaturas: 
FISH = hibridación fluorescente in situ; NGS = secuenciación de nueva generación.
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Al evaluar la amplificación del MET, la amplificación de alto nivel y la ausencia de 
amplificación en el contexto de una pureza tumoral suficiente representan resultados 
fiables que no requieren pruebas adicionales. Sin embargo, en los casos con amplificación 
limítrofe o ausencia de amplificación en un caso con baja pureza tumoral, la realización 
de pruebas adicionales mediante hibridación fluorescente in situ (fluorescence in situ 
hybridization, FISH) puede proporcionar un análisis más granular y ayudar a confirmar 
los resultados de la NGS. Para la omisión del exón 14 del MET y las fusiones del MET, la 
detección de variantes canónicas proporciona información suficiente para el manejo clínico. 
Sin embargo, los resultados negativos y las variantes de significación desconocida deben 
evaluarse más a fondo mediante pruebas basadas en ARN. Por otra parte, los enfoques de 
pruebas que ofrecen análisis paralelos basados en ADN y ARN pueden eludir la necesidad de 
seguir una estrategia de pruebas secuenciales. Las pruebas basadas en ARN optimizadas para 
la detección de fusiones pueden descubrir fusiones ocultas pasadas por alto por la NGS basada 
en ADN y proporcionar confirmación funcional para variantes de patogenicidad incierta.

La omisión del exón 14 del MET está mediada por mutaciones patogénicas en los sitios de 
empalme donantes/aceptores y grandes deleciones genómicas que dan lugar a un transcrito del 
MET alternativo que carece del exón 14. En la mayoría de los casos, estas alteraciones se pueden 
detectar mediante NGS basada en ADN si existe una cobertura suficiente de los sitios de empalme 
y de las regiones intrónicas que flanquean al exón 14.47 Dado que existen mutaciones crípticas 
que alteran el empalme en regiones intrónicas profundas, puede ser necesaria una cobertura 
completa de los intrones 13 y 14 (además del exón 14) para obtener una sensibilidad óptima.38,48 
Sin embargo, esto puede suponer un desafío debido al gran tamaño de los intrones y a la presencia 
de secuencias repetitivas, dos factores que pueden afectar la precisión de la secuenciación basada 
en ADN. Por esta y otras razones, se prefiere la NGS basada en captura híbrida a la NGS basada 
en amplicones, debido a problemas técnicos como el sesgo de secuenciación y el abandono de 
alelos.49,50 Sin embargo, incluso con la NGS basada en captura híbrida, se sabe que la secuenciación 

Mutación del sitio 
de empalme del MET

c.3028+1G>A
p.X1010_empalme

 
NGS basada

en ADN

Transcrito del ARNm 
del MET carente del exón 14

NGS basada
en ARN Exón 13 Exón 15 Exón 16Exón 12

Exón 14 Intrón 14

Figura 13-6. La secuenciación de nueva generación (NGS) basada en ADN y en ARN detecta la mutación 
del sitio de empalme y el evento de omisión de exón a nivel de los transcritos de ARN, respectivamente. La 
estrategia de secuenciación basada en ARN ofrece pruebas directas de una anomalía de empalme, mientras 
que los efectos de una mutación a nivel del ADN solo se pueden inferir basándose en la localización dentro 
de la región de empalme.
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de ADN pasa por alto las alteraciones de omisión del exón 14 y puede detectar variantes nuevas y 
no canónicas cuyo efecto sobre el empalme no está claro.51

Por el contrario, la secuenciación basada en ARN y la reacción en cadena de la polimerasa 
con transcripción inversa (reverse transcription polymerase chain reaction, RT-PCR) 
pueden sortear estos desafíos asociados al análisis a nivel del ADN y evaluar directamente 
el producto oncogénico del empalme alterado, lo cual permite un enfoque más sensible y 
funcional52 (figura 13-6). De ahí que las pruebas basadas en ARN puedan ser importantes 
para confirmar los resultados negativos de la NGS basada en ADN y para evaluar más a fondo 
las mutaciones intrónicas no canónicas. Sin embargo, se han observado falsos positivos de 
bajo nivel en la omisión del exón 14;53,54 por lo tanto, para los casos de mutación negativa, 
puede ser importante incorporar un umbral inferior validado para la detección de la omisión 
del exón 14 a nivel del ARN para garantizar la especificidad y correlacionar estos hallazgos 
con los datos de secuenciación del ADN.

La amplificación genética del MET se ha evaluado tradicionalmente mediante FISH. 
Se han propuesto diferentes sistemas de puntaje que incluyen el número de copias del gen 
(gene copy number, GCN) MET y la relación MET/CEP7, siendo este último método capaz de 
distinguir la amplificación de la polisomía del cromosoma 7.55,56 Aunque no existen umbrales 
estandarizados para la amplificación del MET que se utilicen para guiar la terapia, los estudios 
han mostrado que la amplificación del MET de alto nivel definida por una relación MET/CEP7 
de 4 a 6 o más y/o un GCN de 10 o más puede predecir la respuesta a la inhibición de MET 
en entornos de resistencia de novo y adquirida.57-59

Más recientemente, la NGS basada en ADN se ha utilizado cada vez más para el cribado de 
la amplificación del MET.60,61 Al igual que ocurre con la prueba FISH, no existe consenso sobre 
la metodología y los valores de corte para determinar la amplificación del MET. Las ventajas de 
la NGS sobre la FISH incluyen la capacidad de proporcionar (1) una evaluación más integral 
del número de copias en todo el corte tumoral, superando así la heterogeneidad potencial y 
(2) el análisis multiplexado de alteraciones adicionales en el MET y otros genes susceptibles 
a una intervención preventiva. Sin embargo, el análisis del número de copias basado en NGS 
está limitado por los requisitos de pureza del tumor para la determinación fiable del número 

(B)(A)

Figura 13-7. (A) Señales aumentadas en MET (verde) y CEP7 (rojo) que sugieren polisomía del cromosoma 7. 
(B) Heterogeneidad de la amplificación del MET. La célula tumoral del extremo derecho muestra niveles 
elevados de copias del MET en comparación con otras células tumorales con niveles variables de ganancia y 
amplificación del MET.
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de copias (~20 % de pureza del tumor).62 Los casos negativos con bajo contenido tumoral 
o resultados limítrofes de la NGS se pueden beneficiar de pruebas FISH adicionales, ya que 
proporcionan un análisis de mayor resolución a nivel unicelular (figura 13-7A,B).

Las fusiones del gen MET se pueden detectar mediante diversos métodos basados en ADN 
y ARN. La técnica FISH de rotura representa un método rápido y económico para identificar 
reordenamientos genéticos en los que interviene el MET. Sin embargo, esta técnica no revela 
la fusión asociada, el punto de rotura o la localización del dominio quinasa, que pueden ser 
importantes para confirmar la patogenicidad. Por otra parte, la NGS basada en ADN se puede 
utilizar para detectar variantes estructurales (structural variants, SV) que se prevé que formen 
fusiones patogénicas. Al igual que ocurre con otras fusiones genéticas, los puntos de rotura 
genómica subyacentes a las fusiones del MET se producen en su mayoría en intrones, lo que 
limita la sensibilidad de la secuenciación basada en ADN.30,63 Además, la especificidad puede 
ser un problema en el caso de fusiones novedosas o complejas de significación incierta. En 
general, estas limitaciones se pueden resolver mediante métodos basados en ARN que evalúan 
directamente los transcritos de la fusión oncogénica. Mientras que la RT-PCR suele requerir el 
conocimiento de la fusión asociada y del punto de rotura, la NGS basada en ARN carece de estos 
requisitos y puede detectar fusiones con compañeros y puntos de rotura novedosos.

Muchos estudios han mostrado que la sobreexpresión proteica de MET por IHQ es 
un mal sustituto de la amplificación del MET y de la omisión del exón 14 del MET.34,37,64 
Sin embargo, hay datos emergentes que sugieren que la sobreexpresión de MET puede 
predecir la sensibilidad a las terapias dirigidas a MET en pacientes con alteraciones de 
omisión del exón 14 del MET.65 Aunque actualmente la IHQ de MET no tiene ningún papel 
como biomarcador sustituto, la importancia terapéutica de la expresión de MET en pacientes 
con alteraciones activadoras del MET puede evolucionar con datos futuros.

Implicaciones clínicas
Los TKI de MET se dividen en 2 grupos que se distinguen por el mecanismo de unión.50 
Los inhibidores de Met de tipo I (por ejemplo, crizotinib, capmatinib, tepotinib, savolitinib) 
tienen como diana a MET en su configuración activa. Entre los TKI de tipo I, el crizotinib 
es único en su dependencia de las interacciones con el residuo G1163, lo que ha llevado a su 
designación como inhibidor de tipo Ia para distinguirlo del resto de inhibidores de tipo I, 
que se consideran agentes de tipo Ib. A diferencia de los inhibidores de MET de tipo I, los 
inhibidores de tipo II (por ejemplo, cabozantinib, merestinib, glesatinib) se unen a MET en 
su conformación inactiva.

Hasta la fecha, los estudios clínicos prospectivos que evalúan los inhibidores de MET en el 
CPNM con alteración del MET han examinado en gran medida la eficacia de los inhibidores de 
tipo I. Estos estudios han evaluado de forma independiente la eficacia en pacientes con CPNM 
que presentaban amplificación del MET o alteraciones de omisión del exón 14 del MET. Cabe 
destacar que, en ausencia de una definición estandarizada de la amplificación del MET, los criterios 
utilizados para definir este evento genético han variado en los distintos estudios clínicos. La eficacia 
de los inhibidores de MET de tipo I, incluida la actividad intracraneal, ha sido especialmente 
alentadora en el subconjunto de tumores que albergan alteraciones de omisión del exón 14.

Por ejemplo, se informó de respuestas objetivas inducidas por capmatinib en el 41 % de 
los pacientes tratados previamente en el estudio GEOMETRY mono-1 de fase 1 y 2, con una 
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mediana de supervivencia libre de progresión (SLP) de 5,4 meses.57 Entre los pacientes con 
CPNM no tratados que recibieron capmatinib, la tasa de respuesta global (TRG) y la mediana 
de SLP fueron de 68 % y 12,4 meses.57 En el estudio de fase 2 VISION, se observó una TRG 
del 46 % y una mediana de SLP de 8,5 meses con el tepotinib, con una eficacia comparable en 
todas las líneas de terapia previa.66 Con base en estos 2 estudios, el capmatinib y el tepotinib 
obtuvieron las aprobaciones reguladoras mundiales de línea agnóstica para el tratamiento 
de los CPNM que albergan la omisión del exón 14 del MET. El TKI de MET multiquinasa 
tipo Ia crizotinib también ha demostrado una actividad prometedora en cohortes de 
pacientes con CPNM con exón 14 del MET positivo (TRG del 32 %) o con MET amplificado 
(TRG del 28,9 %) en el estudio PROFILE 1001.59,67 Tanto en el estudio PROFILE 1001 como 
en el GEOMETRY mono-1, la actividad de los TKI de MET fue mayor en los tumores con 
mayor nivel de amplificación del MET.57 Por ejemplo, la TRG del capmatinib mejoró del 
12 % al 40 % y la mediana de la SLP aumentó de 2,7 a 4,1 meses cuando el valor de corte del 
GCN MET se amplió de 6 a 9 copias hasta 10 o más copias.57

Además de los TKI de MET, los anticuerpos contra el MET y los fármacos inmunoconjugados 
también se han sometido a ensayos clínicos en el CPNM con MET alterado, incluido el CPNM 
con sobreexpresión de MET. Históricamente, los anticuerpos anti-MET han demostrado 
una eficacia limitada.68,69 Sin embargo, los fármacos inmunoconjugados del MET en fase 
de investigación y los anticuerpos biespecíficos con actividad MET han mostrado resultados 
iniciales prometedores en pacientes con CPNM con sobreexpresión de MET o mutaciones del 
exón 14 de MET en estudios en curso.70

Mecanismos de resistencia
Como se describió anteriormente, los TKI del MET se clasifican en varios grupos en función de 
la mecánica de unión. Los 2 TKI del MET aprobados (capmatinib y tepotinib) se unen al receptor 
en su conformación activa en una configuración que se basa en interacciones con la región bisagra 
del receptor y el residuo Y1230 del bucle de activación de la quinasa. La unión se ve facilitada 
por un puente salino, en el que intervienen los residuos D1228 y K1110, que estabiliza el bucle 
de activación. Se han identificado mutaciones recurrentes que implican a D1228 e Y1230, que se 
prevé que desestabilicen el puente salino o alteren la posición de Y1230, en muestras clínicas de 
pacientes que han desarrollado resistencia a los inhibidores de tipo I, incluidos el capmatinib y el 
crizotinib.71-73 Dado que estas mutaciones confieren resistencia cruzada a los inhibidores de tipo I, 
los beneficios de la terapia secuencial con los TKI del MET de tipo I existentes son limitados.65,74

Por el contrario, los estudios preclínicos y los informes de casos sugieren que los TKI de MET de 
tipo II (por ejemplo, cabozantinib, merestinib, glesatinib y foretinib) no dependen de las interacciones 
con el bucle de activación y, por tanto, conservan la eficacia contra las mutaciones D1228 e Y1230 del 
MET .72,75,76 Además de estas mutaciones más frecuentes, se ha identificado la mutación G1163R del 
MET  en una muestra resistente al crizotinib.77 El residuo G1163 del frente solvente es crítico para la 
unión del crizotinib pero no es tan esencial para la unión de otros TKI de MET.

Además de las alteraciones adquiridas dentro de la diana, los mecanismos de resistencia 
independientes de MET contribuyen a la resistencia tanto adquirida como intrínseca a los 
inhibidores selectivos de MET.66 Los mecanismos de derivación descritos hasta la fecha 
incluyen la reactivación de la vía MAPK y la amplificación de EGFR/ERBB2/ERBB3.46,65,77,78 
La identificación de mutaciones de G12X del KRAS en un pequeño subconjunto de CPNM con 
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omisión del exón 14 de MET en el entorno de pretratamiento destaca la activación de KRAS como 
una forma de resistencia primaria a la terapia dirigida a MET.46 Las mutaciones y amplificaciones 
del KRAS representan aproximadamente un tercio de los mecanismos de resistencia secundaria 
a las terapias dirigidas a MET.72 Se han observado tanto amplificaciones del KRAS como del 
EGFR en pacientes con omisión del exón 14 del MET con progresión en la terapia con crizotinib; 
curiosamente, los estudios de FISH en este contexto demuestran que los eventos de amplificación 
se producen en poblaciones celulares independientes, lo que sugiere un papel para la señalización 
paracrina entre diferentes poblaciones de células resistentes a los fármacos.79 La inhibición de 
MET en el contexto de la activación de la vía KRAS parece impulsar la señalización preferente 
a través de la fosfoinositol 3-quinasa (PI3K); las mutaciones de la vía PI3K (incluidas las de 
PIK3CA y fosfatasa y tensina homóloga [PTEN]) también representan mecanismos frecuentes 
de resistencia adquirida a las terapias dirigidas a MET.80 Se está investigando el papel de la terapia 
combinada que utiliza MET con inhibidores de EGFR o PI3K.80,81
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Estructura y función de los genes
El RAS (homólogo del oncogén viral del sarcoma de rata) codifica una proteína unida a 
membrana, descrita inicialmente por Harvey1 y Kristen2 como un oncogén retroviral implicado 
en la proliferación, diferenciación y supervivencia celular.3 El RAS pertenece a una clase de 
proteína denominada guanosín trifosfatasa (GTPasa) pequeña, que se expresa en todas las 
células de mamíferos.4,5 La familia de genes RAS consta de 3 miembros (HRAS, NRAS y KRAS) 
que codifican las isoformas correspondientes.5 Sin embargo, en particular, la isoforma KRAS 
(oncogén viral del sarcoma de rata Kirsten) representa aproximadamente entre el 75 % y el 
80 % de todas las mutaciones del RAS en el cáncer, seguida de la NRAS (12 %) e, irregularmente, 
de la HRAS (3 %).6,7 La proteína RAS está compuesta por 3 elementos principales:

1. El dominio G está muy conservado entre las isoformas del RAS y contiene los 
bucles de conmutación 1 y 2. Es responsable del intercambio guanosín trifosfato 
(guanosine triphosphate, GTP)-guanosín difosfato (guanosine diphosphate, GDP).

2. El dominio C-terminal, denominado región hipervariable, muestra variaciones 
significativas entre las isoformas del RAS.

3. La caja CaaX C-terminal impulsa las modificaciones postraduccionales.8-11

La proteína RAS actúa como un conmutador molecular, cambiando entre un estado 
activo unido a GTP y un estado inactivo unido a GDP.8,12 La conversión de la proteína 
RAS a su forma activa es facilitada por factores de intercambio de nucleótidos de guanina 
(guanine nucleotide exchange factors, GEF) mientras que las proteínas activadoras de 
GTPasa (GTPase-activating proteins, GAP) tienen un papel en el mantenimiento del RAS 
en su estado inactivo a través de la activación de RAS-GTPasa y la hidrólisis de GTP.8,12 
Cuando KRAS está mutado, la proteína RAS se bloquea en la forma activa unida a GTP, que 
a su vez activa de forma constitutiva las vías de señalización descendentes, como las vías 
RAF-MEK-ERK y PI3K-AKT-mTOR, confiriendo un fenotipo maligno8,12 (figura 14-1).
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Tipo de alteraciones y papel en la oncogénesis (mutaciones, fusiones,  
amplificación, expresión proteica)
El KRAS es el oncogén mutado con mayor frecuencia en el cáncer.14 Asimismo, las 
mutaciones activadoras en el KRAS son los factores oncogénicos más prevalentes tanto 
en el adenocarcinoma de pulmón temprano como en el avanzado, produciéndose entre 
aproximadamente el 25 % y el 32 % de los tumores.15,16 La mayoría de las mutaciones puntuales 
del KRAS se producen en los exones 2 y 3, afectando principalmente a los codones G12, G13 
y Q61.6 En el cáncer de pulmón, la G12C (es decir, la mutación del aminoácido glicina a 
cisteína) es la más común (41 %), mientras que G12V y G12D representan el 21 % y el 17 % 
de las mutaciones del KRAS, respectivamente17 (figura 14-2). La significación biológica y 
clínica de las mutaciones del KRAS varía en función del subtipo de mutación en el cáncer 
de pulmón. Por ejemplo, G12C y G12D tienen afinidades significativas para unirse a las vías 
RATGDS-Ral-FLIP y PI3K-AKT-mTOR, respectivamente.18 Además, las mutaciones del 
KRAS G12C mostraron una mayor fosforilación de la quinasa regulada por señal extracelular 1 
y 2 (extracellular signal-regulated kinase-1 and -2, ERK1/2) que aquellas con KRAS G12D.19

Como se ha visto con otras mutaciones conductoras susceptibles a una intervención 
preventiva en el adenocarcinoma de pulmón, las mutaciones del KRAS no suelen coexistir 
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Figura 14-1. Una representación diagramática de la proteína KRAS unida a la membrana celular y algunas de 
sus relaciones con otras proteínas y vías de señalización. (Nota: la representación genérica del receptor tirosina 
quinasa [RTK] de membrana es solo ilustrativa). Existen muchos ligandos y RTK, incluida la familia EGFR/HER, 
que pueden formar homo y heterodímeros (véanse los capítulos pertinentes). El KRAS de tipo salvaje puede 
activarse a su estado unido a guanosín trifosfato (GTP), facilitando la señalización descendente a través de 
RAF/MEK/ERK y a través de PI3K/AKT/TSC1-2. Esta activación está mediada por factores de intercambio de 
nucleótidos de guanina (GEF), de los que SOS1 es uno de los principales, y proteínas relacionadas como GRB2 y 
SHP2. Las mutaciones en KRAS provocan una disminución tanto de la hidrólisis del GTP como de la interacción 
con las proteínas activadoras de la guanosín trifosfatasa (GTPasa) (GAP) (no se muestran en el diagrama). Estos 
cambios mantienen a la proteína KRAS en un estado activado, impulsando la oncogénesis. Se están explotando 
terapéuticamente varios puntos de esta compleja vía (véase el texto). Los más avanzados clínicamente en este 
entorno son fármacos como el sotorasib y el adagrasib, que funcionan para mantener a KRAS en un estado 
inactivo unido a GDP.3,13 Abreviatura: PTEN = homólogo de fosfatasa y tensina. (Adaptado de Punekar et al13).



161KRAS

en el contexto de otros oncogenes conductores, como los tumores determinados por EGFR, 
ALK y ROS. Aunque las mutaciones del KRAS y del EGFR suelen producirse de forma 
mutuamente excluyente en el cáncer de pulmón,17,20 informes empíricos muestran pruebas de 
la coocurrencia de mutaciones del KRAS y del EGFR en pacientes con cáncer de pulmón.21-23 
Se han descrito mutaciones del KRAS en el cáncer de pulmón con translocación del ALK, 
en su mayoría asociadas a mecanismos de resistencia a los inhibidores de la tirosina quinasa 
(tyrosine kinase inhibitors, TKI) de la ALK.24 La mutación del KRAS G12C y otras mutaciones 
de este ocurren con mayor frecuencia junto con la amplificación del MET tanto en el cáncer de 
pulmón no microcítico (CPNM) localizado25 como en el metastásico26 sin tratamiento previo. 
La amplificación de ERBB2 (P = 0,002) y las mutaciones de ERBB4 (P = 0,025) se encontraron 
con mayor frecuencia en los tumores con mutación del KRAS G12C en comparación con los 
tumores sin dicha mutación.3,26

También se ha informado en el CPNM de alteraciones en el número de copias del KRAS, 
incluido el desequilibrio alélico y el aumento del número de copias.27,28 La amplificación del 
KRAS también demostró ser un mecanismo de resistencia a los TKI del receptor del factor 
de crecimiento epidérmico (epidermal growth factor receptor, EGFR).28 Las mutaciones 
concomitantes en el gen KRAS son frecuentes, ya que se observaron en aproximadamente el 
3,4 % de los tumores con una mutación del KRAS y en el 8 % de los tumores con mutación del 
KRAS G12C. Las mutaciones concurrentes más frecuentes asociadas al KRAS G12C fueron el 
KRAS G12F y G12V.29 En este estudio, la presencia de una mutación concurrente provocó un 
aumento de la resistencia a un inhibidor específico de G12C. En aproximadamente la mitad de 
los tumores con mutaciones del KRAS, y especialmente en los que se producen en fumadores, 
pueden encontrarse también otras mutaciones, las llamadas mutaciones concomitantes, que 
pueden tener significación biológica.3,26

Los datos actuales muestran que las alteraciones genéticas concurrentes tienen un 
impacto significativo en la evolución biológica, los resultados clínicos y la respuesta a los 
tratamientos.15,30-34 Los estudios de secuenciación a gran escala han establecido un censo 
de las principales mutaciones concomitantes del KRAS en el adenocarcinoma de pulmón.15 
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Figura 14-2. Prevalencia de las mutaciones del KRAS más comunes en el adenocarcinoma pulmonar.
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Las mutaciones concomitantes en el TP53 (~40 %), STK11 (es decir, la serina/treonina 
quinasa 11; 20 %) y KEAP1 (es decir, la proteína 1 asociada a ECH similar a Kelch; 13 %-24 %) 
son las más frecuentes.26,30 Estos 3 subconjuntos se asocian a diferentes propiedades 
biológicas y sensibilidades terapéuticas15 y podrían actuar a través de vías de señalización 
RAS intrínsecas, así como sobre el microentorno tumoral. En particular, el CPNM con 
mutación del KRAS/TP53 demostró mayores niveles de marcadores inflamatorios y 
moléculas efectoras de puntos de control inmunitario, mientras que el KRAS/KEAP1 mostró 
menores niveles de marcadores inmunitarios, incluido el ligando 1 de muerte programada 
(programmed death–ligand 1, PD-L1).15

Además de promover la tumorigénesis a través de efectores descendentes, se ha descubierto 
que las células con mutaciones del KRAS interactúan con el microentorno tumoral. En los 
cánceres colorrectales, las mutaciones del KRAS pueden mediar en la regulación a la baja de 
la expresión de la molécula principal de histocompatibilidad de clase 1, un efecto que consiste 
en interferir en el cebado y la presentación del antígeno tumoral de las células T.3,35

Del mismo modo, las mutaciones del KRAS se asocian a una mayor expresión del PD-L1 
en el CPNM, contribuyendo así al agotamiento de las células T.36,37 Cabe destacar que se ha 
informado de una puntuación de proporción tumoral (tumor proportion score, TPS) del PD-L1 
del 50 % o más en un rango del 34 % al 41 % para los pacientes con mutación del KRAS G12C 
en comparación con entre el 20 % y el 26 % de los pacientes con tumores de tipo salvaje del 
KRAS.38,39 En líneas celulares de CPNM con mutaciones del KRAS, se descubrió que la expresión 
ectópica del PD-L1 estaba modulada por las vías MAPK y STAT3 descendentes del KRAS.3,40

Características epidemiológicas, clínicas e histológicas
La distribución de las mutaciones del KRAS suele ser específica del tipo de cáncer, y las 
frecuencias son relativamente estables en todo el mundo en varios tipos de cáncer, con la 
excepción del CPNM, en particular en la histología del adenocarcinoma.7 Se han observado 
diferencias geográficas en la prevalencia del KRAS en el CPNM en todo el mundo, con la 
incidencia más alta en Europa, seguida de Norteamérica, y la más baja en las regiones de Asia 
Oriental y la India.6,7 Esto contrasta con la prevalencia del EGFR, lo que sugiere el impacto 
de la genética o el entorno, con una creciente investigación actualmente en curso.7 Asimismo, 
se informó que las mutaciones del KRAS G12C fueron más frecuentes en pacientes negros y 
blancos que en pacientes asiáticos (P < 0,001), mientras que en el CPNM, las mutaciones del 
KRAS son más frecuentes en la histología del adenocarcinoma (32 %)6,25,41 y muy pocas veces 
(≤1 %) informadas en el carcinoma de células escamosas cuando se realiza una evaluación 
patológica rigurosa.39,42,43

En el adenocarcinoma, se han descrito frecuencias más altas de mutaciones del KRAS en 
carcinomas mucinosos invasivos (61 %-71 %).44,45 Las mutaciones del KRAS en el CPNM 
se asocian a menudo con los antecedentes de tabaquismo (es decir, 7 % en personas que 
nunca han fumado en comparación con 32 % y 37 % en exfumadores y fumadores actuales, 
respectivamente46), y la distribución del tipo de variante en el CPNM varía entre fumadores y 
personas que nunca han fumado.39 En el caso de la mutación del KRAS G12C, comúnmente 
vista en la población fumadora (41 % de las mutaciones del KRAS), se ha relacionado con la 
firma 4 (una firma relacionada con el tabaquismo), que se asocia con transiciones C>A.47 
Además, la mutación del KRAS G12C parece ser más frecuente en mujeres (es decir, 43 %; 
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P = 0,007) y pacientes más jóvenes (es decir, mediana de edad de 63 años; P = 0,0092) en 
comparación con otras mutaciones del KRAS25,42 y KRAS de tipo salvaje. Las mutaciones 
G12D se dan sobre todo en personas que nunca han fumado, con un 56 % de las mutaciones 
del KRAS.41 A pesar de algunos resultados contradictorios,38,45,46 las mutaciones del KRAS 
en el CPNM parecen estar asociadas a un peor pronóstico.47-49 Se ha informado que los 
pacientes con CPNM con mutación G12C tienen un peor pronóstico en comparación 
con los casos con otras mutaciones del KRAS o con KRAS de tipo salvaje.25 Además, los 
pacientes con mutación del KRAS G12C positiva presentan una mayor tasa de metástasis 
en el momento del diagnóstico en comparación con los pacientes con KRAS de tipo salvaje 
(es decir, 94 % frente a 88 %).38

Estrategias de prueba
La detección de la mutación del KRAS, incluida la variante G12C, en el cáncer de pulmón, 
a partir de ADN extraído de tejido tumoral, muestras celulares (citología) y ADN libre 
de células (cfADN) obtenido de sangre y otros fluidos (es decir, derrame pleural, líquido 
cefalorraquídeo) es sencilla. Las mutaciones puntuales del KRAS se albergan en hotspots 
en codones (12, 13 y 61), que se cubren fácilmente utilizando paneles de genes sondeados 
tanto por la reacción en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction, PCR) como 
por la secuenciación de nueva generación (next-generation sequencing, NGS).48-51 Cuando 
se utilizan con una entrada adecuada de ácido nucleico (10-100 ng de ADN y un contenido 
tumoral del 5 %-15 %), la mayoría de las diferentes plataformas comerciales, ya sean basadas 
en PCR o NGS, mostraron una precisión general excelente y un alto nivel o concordancia, 
aunque la NGS parece mostrar un rendimiento ligeramente superior en comparación con 
las pruebas no NGS.52-57 Tal y como recomiendan varias guías, para el diagnóstico de tejido 
tumoral, los paneles de NGS son un enfoque preferente. El cfADN se podría utilizar como 
enfoque complementario alternativo cuando la muestra de tejido se haya agotado, el tumor 
no sea accesible para una biopsia o el rendimiento del tumor o del ADN no sea suficiente 
para realizar pruebas moleculares adecuadas.51 El análisis molecular se podría utilizar para 
identificar mecanismos de resistencia relacionados con el genoma que surjan de los enfoques 
terapéuticos dirigidos a KRAS, como los inhibidores del KRAS G12C.

Implicaciones clínicas
A pesar de las exhaustivas investigaciones preclínicas y clínicas, las mutaciones del KRAS 
se han considerado durante mucho tiempo un objetivo no susceptible de tratamiento con 
fármacos. Sin embargo, recientemente se han desarrollado varios inhibidores covalentes de 
KRAS G12C, como el AMG510 (sotorasib) y el MRTX849 (adagrasib), para tumores con 
mutación del KRAS G12C.58-60 La acción de estos agentes dirigidos a G12C se basa en la 
unión covalente a la cistina 12 y a la región del bolsillo de unión del conmutador 2 cuando 
KRAS G12C se encuentra en su estado inactivo del GDP.61 Varios estudios han demostrado 
que los inhibidores de KRAS G12C atrapan al KRAS en su estado inactivo unido a GDP 
reduciendo su susceptibilidad a los factores de intercambio de nucleótidos62,63 y que la 
eficacia de la inhibición de KRAS G12C requiere una actividad GTPasa intacta.62,63 Cabe 
destacar que el ensayo clínico CodeBreaK100 demostró un efecto beneficioso del sotorasib en 
pacientes con CPNM avanzado portadores de mutaciones KRAS G12C,64 y en mayo del 2021, 



164 ATLAS DE PRUEBAS MOLECULARES PARA TERAPIAS DIRIGIDAS EN CÁNCER DE PULMÓN DE LA IASLC

la Administración de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (US Food and Drug 
Administration, FDA) aprobó el sotorasib para pacientes con CPNM con mutación del KRAS 
G12C que hubieran recibido al menos 1 terapia sistémica previa.

Por el contrario, los inhibidores del KRAS G12C no proporcionan respuestas duraderas, 
y la mediana de la supervivencia libre de progresión (SLP) de los pacientes con CPNM 
tratados con sotorasib fue de 6,8 meses.64 En el ensayo de fase 3 CodeBreaK 200, el sotorasib 
demostró una mejora de la SLP en comparación con el docetaxel en pacientes con CPNM con 
mutación del KRAS G12C que habían presentado progresión tras una quimioterapia previa 
basada en platino y un inhibidor de puntos de control (cociente de riesgo [hazard ratio, HR], 
0,66; IC del 95 %, 0,51-0,86; P = 0,002), también con una tasa de respuesta global (TRG; 28,1 % 
frente a 13,2 %) mayor y un perfil de seguridad más favorable.65 Sin embargo, no se observaron 
diferencias en la supervivencia global (SG) entre ambos grupos, aunque el estudio no tuvo 
potencia para determinar la SG y se permitió el cruce (que afectó al 34 % de los pacientes).

El Adagrasib es el segundo inhibidor irreversible y selectivo del KRAS G12C que ha 
pasado a ensayos clínicos, mostrando eficacia clínica (TRG, 42,9 %; SLP, 6,5 meses), sin nuevas 
señales de seguridad en ensayos clínicos de un solo grupo,66 lo que condujo a la aprobación 
de la FDA en diciembre del 2022 para el CPNM localmente avanzado o metastásico con 
mutación de KRAS G12C, según lo determinado por una prueba aprobada por la FDA, para 
pacientes que hayan recibido al menos una terapia sistémica previa; este fármaco se optimizó 
para mostrar una vida media larga y una amplia distribución tisular.67,68 Actualmente se están 
llevando a cabo varios estudios que evalúan la eficacia de estos inhibidores de KRAS G12C 
en comparación con la terapia convencional en estudios de fase 3 y también otros ensayos 
clínicos tempranos que buscan sinergias con combinaciones con otras terapias (por ejemplo, 
inmunoterapia, quimioterapia, etc.). Curiosamente, se ha demostrado que las mutaciones del 
STK11 y KEAP1 confieren peores resultados clínicos a la inhibición de puntos de control 
inmunitarios69 y a la quimioterapia70 entre los pacientes con mutaciones del KRAS, incluida 
la variante G12C.70

Mecanismos de resistencia
Las TRG obtenidas para sotorasib o adagrasib son notablemente inferiores en comparación 
con las obtenidas con la inhibición de EGFR y ALK en el CPNM,71,72 lo que sugiere la 
presencia de mecanismos intrínsecos de resistencia a los inhibidores de KRAS G12C. Aunque 
todavía se están investigando, se han informado varios mecanismos intrínsecos de resistencia 
a ambos inhibidores, incluida la reactivación adaptativa por retroalimentación de las vías 
de señalización de RAS, como RAS-MAPK.73 En cuanto a los mecanismos adquiridos de 
resistencia, tanto el uso de modelos de laboratorio como el análisis de muestras tumorales de 
pacientes tratados sugieren 3 mecanismos principales:

1. Mecanismos en la diana, representados por la detección de otras mutaciones 
activadoras del KRAS (es decir, sotorasib, G13D, R68M y A59S; adagrasib, Q99L, 
Y96D y R68S0).24,74-76

2. Mecanismos de derivación, incluida la activación de receptores tirosina quinasas y 
vías de señalización descendentes del RAS, a través de mecanismos relacionados con 
MET (incluida la amplificación genética) y el factor de crecimiento de hepatocitos 
(hepatocyte growth factor, HGF),77 el receptor 1 del factor de crecimiento similar a la 
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insulina (insulin-like growth factor receptor-1, IGFR-1) y el receptor 1 del factor de 
crecimiento de fibroblastos (fibroblast growth factor receptor-1, FGFR-1).68

3. Plasticidad de linaje y adquisición de características de transición epitelial 
a mesenquimal, incluidos los informes iniciales de cambio de histología de 
adenocarcinoma a carcinoma de células escamosas76 y la regulación a la baja de la 
cadherina E y al alza de la vimentina,68 respectivamente.
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Estructura y función de los genes
El receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2/ERBB2) es un 
receptor tirosina quinasa de la familia ERBB, que interviene en el control del crecimiento, 
la supervivencia, la diferenciación y la migración celular.1,2 Codificada por el gen ERBB2 
(v-erb-b2 oncogén viral homólogo 2 de la leucemia eritroblástica aviar) en el brazo largo del 
cromosoma 17 (17q11.2-q12), esta proteína comparte una amplia homología estructural con 
los demás miembros de su familia, tanto a lo largo del dominio intracelular catalítico como de 
las regiones extracelulares putativas de unión al ligando (figuras 15-1 y 15-2). Sin embargo, a 
diferencia de otros miembros, HER2 no tiene un ligando directo identificado y, en su lugar, 
funciona como el compañero de dimerización preferido para todos los demás receptores de 
la familia ERBB.3-5 La unión del ligando al dominio extracelular de EGFR (HER1), HER3 
y HER4 da lugar a la formación de homo y heterodímeros catalíticamente activos, que a su 
vez activan varias vías descendentes que facilitan la señalización de la proliferación celular. 
Además de la capacidad superior de heterodimerización observada, el HER2 también es 
menos propenso a la internalización y la degradación, lo que le confiere una actividad quinasa 
activada y una transducción de señales más prolongadas.

Tipos de alteraciones y papel en la oncogénesis
La desregulación del gen HER2, a través de la sobreexpresión proteica, la amplificación genética 
y las mutaciones, ha sido bien descrita en el cáncer de pulmón no microcítico (CPNM).6-8 En 
contraste con otros tumores sólidos, la biología del HER2 en el CPNM parece más compleja, 
y los papeles explícitos de algunas alteraciones siguen sin estar claros. La consecuencia común 
de las alteraciones oncogénicas del HER2 es la hiperactivación del receptor, que conduce a 
una proliferación celular descontrolada. Las mutaciones se producen principalmente en el 
dominio intracelular dentro del exón 20, siendo la variante A775_G776insYVMA la más 
frecuente. Se han identificado otras mutaciones en los dominios intracelular, transmembrana 
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y extracelular (figura 15-1; tabla 15-1),9,10 aunque con frecuencias mucho menores, y muchas 
se clasifican como variantes de significación desconocida.

Características epidemiológicas, clínicas e histológicas
Las tasas de incidencia tanto de la amplificación como de la sobreexpresión de HER2 varían 
ampliamente según los estudios. La amplificación se ha demostrado en entre el 2 % y el 22 % 
de los casos de CPNM, mientras que la sobreexpresión se informa entre el 2,4 % y el 38 %.12-15 
Esta variación puede estar influida por el método de evaluación, el país o la región, así como 
por el entorno clínico y patológico, y se justifica una mayor investigación. A diferencia 
de otras neoplasias malignas, sobre todo los carcinomas de mama y de la unión gástrica/
gastroesofágica (gastroesophageal junction, GEJ), en los que la amplificación genética y la 
sobreexpresión de proteínas en la membrana celular están muy correlacionadas, esta asociación 
es escasa en el cáncer de pulmón. Mientras que algunos estudios documentan asociaciones 
significativas,16-18 otros las informan como eventos no relacionados.15,19,20 De forma similar, 
varios estudios demuestran una asociación negativa entre las mutaciones del HER2 y la 
amplificación,15,21 con solo una proporción menor de informes que muestran mutaciones 
concurrentes con la amplificación.22-24 En general, esta escasa concordancia sugiere que cada 
una de las alteraciones puede representar subconjuntos clinicopatológicos distintos.

KIIII IVII

1   2       3       4  5  6    7     8    9      11           13       15      17              20    21       23         25 27

0 200 400 600 800 1000 1255aa

Extracelular Citoplasmático

G776delinsVC/VV/AVGC (8,5 %)S310F (5,1 %) L755P/A/S (4,3 %)

Y772_A775dup (35,9 %)

Dominio L del receptor (I y III))
Dominio tipo furina (II)
Dominio del receptor del factor de crecimiento (IV)
Dominio transmembrana
Dominio quinasa

Dentro del marco de lectura 
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Mutación con cambio de sentido – VUS
Empalme – VUS
Truncado VUS

Figura 15-1. El esquema representa la estructura del HER2 (ERBB2), la distribución de los dominios y la prevalencia de 
las alteraciones somáticas más comunes en el cáncer de pulmón no microcítico (CPNM). Se muestran los dominios 
estructurales que codifican los componentes extracelular, transmembrana y citoplasmático de la proteína. La proteína HER2 
tiene 185 kDa y está compuesta por 1255 aminoácidos (aa), codificados por 27 exones. El dominio extracelular de unión 
al ligando (aa 1-652), el dominio transmembrana (aa 653-675) y el dominio intracelular (aa 676-1255) comparten una 
homología estructural significativa con miembros de la misma familia. La prevalencia de las mutaciones más comunes 
del HER2 en el CPNM no escamoso y su ubicación se muestran basándose en los datos disponibles públicamente de 
cBioPortal.11 Las mutaciones más frecuentes son inserciones en el exón 20; la duplicación Y772_A775, también denominada 
A775_G776insYVMA es la más frecuente, seguida de las inserciones en el codón G776. Las mutaciones de aminoácido en 
los exones 8, 17 y 19 se observan con frecuencias de entre el 2 % y el 5 %. Las mutaciones poco frecuentes fuera de estas 
regiones se clasifican principalmente como variantes de significación desconocida (variants of unknown significance, VUS).
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Figura 15-2. Estructura, señalización y dianas de tratamiento del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano 
(HER2). El HER2 se activa mediante la formación de homodímeros o heterodímeros con otros receptores de la misma familia. 
La dimerización da lugar a la fosforilación de residuos específicos de tirosina en los dominios intracelulares, lo que, a su 
vez, conduce a la activación de la proteína quinasa activada por Ras/Raf/mitógeno, la fosfoinositol 3-quinasa/Akt y otras 
vías. Han surgido varias estrategias dirigidas para inhibir el HER2: (1) anticuerpos monoclonales de un solo epítopo que se 
unen a un único dominio extracelular, como el trastuzumab (unión al dominio IV); (2) fármacos inmunoconjugados, como 
el trastuzumab deruxtecan; y (3) inhibidores de moléculas pequeñas, como afatinib, dacomitinib, neratinib, poziotinib, 
diseñados para unirse al dominio tirosina quinasa intracelular del HER2.

Tabla 15-1. Lista de mutaciones comunes en HER2 (ERBB2)

Ubicación Tipo Mutación 

Exón 8 SNV p.S310F

Exón 19 SNV

Indel

p.D769H, p.D769N, p.D769Y, p.I767M/F, p.L755A/M/P/S/W

p.L755_E757delinsS, p.L755_T759delLRENT

Exón 20 SNV

Indel

p.I767M, p.G776C, p.G776S, p.G776V, p.V777L, p.V777M

p.T798I

p.A775_G776insV, p.A775_G776insYVMA (p.Y772_A775dup), p.A775_G776insTVMA 
(p.Y772_V773VMAT), p.G776_V777insL, p.G776_V777insVC, p.G776_V777insVGC 
(p.G778_S779CVG), p.G776>LC, p.G776delinsVC (p.G776>VC), p.G778dup (p.V777_
G778insG), p.G778_P780dup (p.P780_Y781GSP, V777_G778insGSP), p.G778_S779insCPG 
(p.V777_G778insGCP), p.G778_S779insLPS, p.S779_P780insVGS, p.V777_G778insCG

Abreviaturas: indel = inserción y/o deleción; SNV = variante de nucleótido único. 
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La amplificación del HER2 se puede identificar como una alteración de novo en 
aproximadamente el 2 % al 3 % de los casos de CPNM sin tratamiento previo15 o como un 
mecanismo de resistencia a los inhibidores de la tirosina quinasa (tyrosine kinase inhibitors, 
TKI) del EGFR de primera generación, donde puede encontrarse hasta en el 13 % de los 
pacientes.25 En general, no se observan características clinicopatológicas distintas en los 
pacientes con amplificación de HER2 o expresión de HER2 en el entorno de novo16,19,22,26 
mientras que, en el entorno de la resistencia, las características están determinadas por el 
conductor sensibilizante original.

Las mutaciones del HER2 se detectan en menos del 2 % de todos los CPNM y se han 
asociado principalmente con la histología del adenocarcinoma, la condición de no fumador 
o que nunca ha fumado y el sexo femenino. Los pacientes con tumores con mutaciones del 
HER2 suelen desarrollar metástasis cerebrales, notificadas hasta en el 47 % de los casos.27 
Las mutaciones son mutuamente excluyentes con otras alteraciones moleculares conductoras 
y no se suelen asociar a la amplificación o sobreexpresión del HER2.21,28,29 El porcentaje 
de pacientes con mutaciones concurrentes del HER2 y expresión de PD-L1 (puntuación de 
proporción tumoral [tumor proportion score, TPS] ≥1 %) es menor en comparación con 
otros tumores adictos a oncogenes, y no más del 20 % de los casos muestran niveles altos 
de expresión (TPS ≥50 %).30 En contraste con la amplificación del HER2, las mutaciones 
del HER2 o la sobreexpresión de HER2 no se han asociado con resistencia adquirida a 
terapias dirigidas.

Estrategias de prueba
Los métodos utilizados para evaluar las alteraciones del HER2 varían en función del tipo 
de alteración y abarcan diversas técnicas basadas en la reacción en cadena de la polimerasa 
(polymerase chain reaction, PCR) y en la secuenciación (secuenciación de nueva generación 
[next-generation sequencing, NGS] y no NGS), la inmunohistoquímica (IHQ) y la hibridación 
fluorescente in situ (fluorescence in situ hybridization, FISH).25,31-35 En la tabla 15-2 se presenta 
un resumen de la metodología, junto con los criterios actuales sugeridos para la interpretación 
de la IHQ y la FISH.36 El tejido tumoral es el patrón preferido para las pruebas de HER2. Sin 
embargo, cuando no se dispone de tejido o este es demasiado limitado, se puede utilizar ADN 
libre de células35-37 y permite la detección de mutaciones y amplificaciones, si hay suficiente 
ADN tumoral circulante (ADNtc), pero impide la evaluación de la expresión de HER2. 

Implicaciones clínicas
Las implicaciones pronósticas de las mutaciones del HER2, en su conjunto, siguen siendo 
controvertidas, ya que los datos disponibles son aún escasos y contradictorios. En algunos 
estudios se ha observado una tendencia a un efecto pronóstico negativo,29,38 mientras que 
otros informan de un posible resultado indolente para los casos mutados cuando se comparan 
con una población de CPNM no seleccionada.28 Cuando se estratifica en subconjuntos, la 
mutación específica puede influir en el pronóstico, como se informó en un estudio reciente 
que identificó una peor supervivencia asociada con A775_G776insYVMA en comparación 
con alteraciones menos frecuentes del HER2.39 En general, los tumores con mutación del 
HER2 parecen menos sensibles al pemetrexed,40 un agente generalmente eficaz en otros 
CPNM adictos a oncogenes. Los datos disponibles sobre la sensibilidad a la inmunoterapia, 
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en gran medida retrospectivos, también sugieren que los tumores con mutación del HER2 
son menos sensibles a los inhibidores de puntos de control, de forma similar a los hallazgos 
en el CPNM con mutación del EGFR o reordenamiento de la ALK.41,42

Varias terapias dirigidas han mostrado actividad en pacientes con tumores con mutaciones 
del HER2. Han surgido tres estrategias de tratamiento dominantes: los TKI, los anticuerpos 
monoclonales y los fármacos inmunoconjugados (antibody-drug conjugates, ADC; figura 15-2). 
Los TKI de HER2, incluidos afatinib, dacomitinib, neratinib y poziotinib, han mostrado 
una actividad modesta con una toxicidad consistente.13,43,44 Se han observado resultados 
más prometedores con anticuerpos monoclonales, como trastuzumab, en combinación con 
quimioterapia, demostrando una actividad notable solo en investigaciones retrospectivas.31,45 

Tabla 15-2. Resumen de los métodos para la detección de alteraciones del HER2 (ERBB2) e implicaciones clínicas

Alteración 
genética Mutaciones Amplificación Sobreexpresión

Descripción Mutaciones puntuales

Inserciones 

Número anormalmente elevado de copias 
del gen HER2 (ERBB2)

Expresión anormalmente 
alta del receptor de la 
proteína en la superficie 
de las células tumorales

Método 
de prueba

Secuenciación:

• de Sanger

• NGS (preferida)

Otros:

• Análisis de fragmentos

• ARMS-PCR

• dPCR

FISH: método preferido y recomendado para 
las pruebas en estudios clínicos relacionados 
con el CPNM

Criterios de amplificación del HER2 por FISHa

• Proporción del HER2 con respecto a CEP17 
>2,0 o señales del HER2 conectadas en 
racimos: amplificación del HER2 positiva

• Proporción del HER2 con respecto a CEP17 
<2,0: número de copias del HER2 >6,0: 
amplificación del HER2 positiva

• Número de copias de HER2 <4,0: 
amplificación del HER2 negativa

• Número de copias del HER2 >4,0 pero <6,0: 
no se puede determinar el estado de la 
amplificación

Otros métodos: qPCR, NGS

• En la práctica clínica actual, la NGS es un 
método de uso frecuente para detectar la 
amplificación del HER2 en el CPNM

• Criterios de interpretación aún no 
desarrollados 

La IHQ es el método 
estándar y puede 
puntuarse de la misma 
forma que para el 
carcinoma de mama; 
sin embargo, la IHQ de 
HER2 no está indicada 
actualmente en la 
práctica clínica para 
el CPNM

Implicación 
clínica 

Factores oncogénicos, 
mutuamente excluyentes 
con otros conductores

Trastuzumab deruxtecan 
aprobado por la FDA para el 
tratamiento de segunda línea 
en el CPNM avanzado con 
mutación del HER2 (ERBB2)

Factor oncogénico de novo o secundario 
como mecanismo de resistencia

Implicaciones del tratamiento en fase de 
investigación

La amplificación 
y la expresión son 
independientes, a 
diferencia del carcinoma 
de mama, y actualmente 
no hay implicaciones 
clínicas para evaluar la 
expresión de HER2 en 
el CPNM

Abreviaturas: ARMS-PCR = sistema de mutaciones refractarias a la amplificación-reacción en cadena de la polimerasa; 
CEP17 = centrómero del cromosoma 17; dPCR = PCR digital; FDA = Administración de Alimentos   y Medicamentos de los 
Estados Unidos; FISH = hibridación fluorescente in situ; HER2 = receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano; 
IHQ = inmunohistoquímica; NGS = secuenciación de nueva generación; CPNM = cáncer de pulmón no microcítico; 
qPCR = PCR cuantitativa.
a Los valores de corte para la FISH del HER2 no están estrictamente establecidos para el CPNM. Se han adaptado los 
criterios del cáncer de mama.
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Más recientemente, se demostró que el trastuzumab deruxtecan, un ADC HER2, proporcionaba 
una actividad anticancerosa duradera en pacientes con CPNM con mutación del HER2 
previamente tratados,32 lo que le convirtió en el primer fármaco aprobado por la Administración 
de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (US Food and Drug Administration, FDA) 
para el tratamiento del CPNM con mutación del HER2. Se observó eficacia en la mayoría de los 
pacientes independientemente de la expresión IHQ de HER2 o del estado de amplificación.46,47

Cabe destacar que la eficacia diferencial de los regímenes de tratamiento dirigido en tipos 
de mutación específicos es un área de investigación activa, pero sigue sin estar totalmente 
definida. En estudios anteriores se ha observado que los tumores que albergan la mutación 
A775_G776insYVMA del HER2 son los que menos responden al tratamiento con TKI dirigidos 
al HER2.48,49 En cambio, recientemente se ha informado de una mayor supervivencia global 
y una mejor respuesta para esta mutación, en comparación con alteraciones menos comunes 
cuando se utilizan terapias basadas en trastuzumab en una cohorte retrospectiva del mundo 
real de un solo centro.39

Mecanismos de resistencia
Históricamente, la amplificación del HER2 se ha considerado uno de los mecanismos de 
resistencia de derivación de los TKI del EGFR, detectada en el 13 % de los pacientes que 
presentaron progresión tras el tratamiento.25 En la actualidad, el grado en que la amplificación 
puede conferir resistencia sigue estando mal definido, ya que los resultados de los estudios 
son controvertidos y algunos de ellos informan incluso de una mejor respuesta a los TKI del 
EGFR en los tumores con amplificación del HER2.50

En el entorno de los CPNM con HER2 alterado de novo tratados con terapias dirigidas, 
actualmente son escasas las pruebas de mecanismos de resistencia secundaria. Un estudio 
in vitro, en el que se investigó una resistencia adquirida al poziotinib, un inhibidor del HER2, 
identificó la mutación secundaria del HER2, C805S, en el sitio de unión covalente del fármaco 
como un mecanismo potencial de resistencia adquirida, y los inhibidores del HSP90 presentan 
una posible estrategia terapéutica.51

Con la excepción de unas pocas mutaciones, la mayoría de las inserciones en el exón 20 
del HER2 han mostrado resistencia primaria a los TKI pan-HER disponibles. Aunque los 
mecanismos de resistencia siguen en gran medida sin definirse, los análisis estructurales 
y de dinámica molecular sugieren que el panorama conformacional de la inserción que 
afecta al dominio quinasa tiene efectos variables en la afinidad y la sensibilidad a los TKI.49  
La mutación A775_G776insYVMA, por ejemplo, conduce a una gran rigidez conformacional 
que hace que el sitio de unión del adenosín trifosfato (adenosine triphosphate, ATP) sea 
menos accesible a los TKI de moléculas pequeñas en comparación con otras mutaciones.
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16NRG1
Por Natasha Rekhtman, Stephen V. Liu y Jason C. Chang

Estructura y función de los genes
El gen de la neuregulina-1 (NRG1), situado en el cromosoma 8, tiene aproximadamente 1,4 Mb de 
longitud y representa uno de los genes humanos más grandes.1 El gen contiene grandes regiones 
intrónicas y solo el 0,3 % del gen codifica la proteína (neuregulina-1), que representa 1 de las 
4 proteínas de la familia de la neuregulina que interactúan con la familia de receptores ErbB.1 
La proteína NRG1 se produce en al menos 31 isoformas diferentes como resultado del empalme 
alternativo; sin embargo, todas las isoformas comparten un dominio similar al factor de 
crecimiento epidérmico (epidermal growth factor, EGF), que les permite unirse y activar el 
ErbB3 (HER3) y, con menor frecuencia, el ErbB4 (HER4).2-4 Tras la unión del ligando, los 
receptores del ErbB3 forman homodímeros o heterodímeros con el ErbB2 (HER2), lo que 
conduce a la activación de las vías PIK3-AKT y MAPK.5,6 Las distintas isoformas de la NRG1 
son esenciales durante la embriogénesis y desempeñan un papel central en la proliferación, 
diferenciación y supervivencia de las células gliales, las neuronas y los cardiomiocitos.1

Tipos de alteraciones y papel en la oncogénesis
Las alteraciones del factor oncogénico que implican al NRG1 se producen en forma de 
fusiones. Las fusiones del NRG1 pueden implicar a muchos genes compañeros diferentes, 
siendo el CD74  el compañero más frecuente, que representa aproximadamente el 30 % 
de los casos.7-9 El componente NRG1 contribuye con el dominio similar al EGF, que sirve 
como ligando para el ErbB3, mientras que el gen compañero contribuye típicamente con un 
dominio transmembrana que une la proteína quimérica a la membrana celular.7 La proteína 
quimérica conserva su dominio similar al EGF, lo que le permite interactuar con el ErbB3 en 
la misma célula o en una célula adyacente y conduce a la activación de las vías descendentes.7
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Características epidemiológicas, clínicas e histológicas
Las fusiones del NRG1 se producen con baja frecuencia en múltiples tipos de tumores, con una 
incidencia global en tumores sólidos del 0,2 %.9 Entre los cánceres de pulmón no microcíticos 
(CPNM), las fusiones del NRG1 se producen con una tasa del 0,3 %.9 Las fusiones del NRG1 
se producen principalmente en personas que nunca han fumado y en tumores con el histotipo 
de adenocarcinomas mucinosos invasivos (invasive mucinous adenocarcinomas, IMA), 
anteriormente conocidos como carcinomas bronquioloalveolares mucinosos.8,11-13 Entre 
los IMA, las fusiones del NRG1 se producen con una frecuencia del 7 % y son mutuamente 
excluyentes con las mutaciones del KRAS y otros factores oncogénicos. Entre los IMA de tipo 
salvaje para el KRAS, la frecuencia de fusión del NRG1 es del 17 % al 25 %.11,13

Entre los IMA, las fusiones del NRG1 se asocian a características histológicas y clínicas 
más agresivas, incluida una mayor tasa de metástasis a distancia y una peor supervivencia en 
comparación con los IMA que albergan mutaciones del KRAS.13

Aunque poco frecuentes, las fusiones del NRG1 también se producen en otros tipos de 
tumores sólidos, como el adenocarcinoma pancreático, el carcinoma de vesícula biliar, el 
carcinoma de células renales, el carcinoma ovárico, el carcinoma de mama y el carcinoma y 
sarcoma de vejiga; la incidencia de fusiones del NRG1 en estos tumores es del 0,1 % al 0,5 %.9 
De forma similar al adenocarcinoma de pulmón, las fusiones del NRG1 en el adenocarcinoma 
pancreático son mutuamente excluyentes con las mutaciones del KRAS y, por lo tanto, están 
altamente enriquecidas en los tumores KRAS de tipo salvaje.14

La tabla 16-1 resume las estrategias de prueba para los tumores positivos para NRG1.

Implicaciones clínicas
La presencia de una fusión del NRG1 en el CPNM se ha asociado a malos resultados en la terapia 
estándar. En el Registro Multicéntrico Global eNRGy1 de más de 100 casos de CPNM con fusión 
del NRG1 positiva, la respuesta a la quimioterapia con doblete de platino fue solo del 13 %, con 
una mediana de supervivencia libre de progresión (SLP) de 5,8 meses.12 La mediana de SLP 
con quimioinmunoterapia fue aún más corta, de solo 3,3 meses. Sin embargo, existen opciones 
terapéuticas emergentes que se dirigen a la vía HER2/HER3 desencadenada por la proteína de 
fusión NRG1. El afatinib, un inhibidor de la quinasa pan-ErbB, ha demostrado una clara eficacia 
con una tasa de respuesta (response rate, RR) del 25 % en el registro retrospectivo eNRGy1.12 

Tabla 16-1. Estrategias de prueba

Tipo de prueba Ventajas Desventajas

FISH10 Técnica disponible en la mayoría de los 
laboratorios

Tiempo de respuesta corto (2-3 días)

Prueba de un solo gen

Tiempo práctico extenso

Requiere experiencia en la interpretación

No proporciona información sobre la fusión 
asociada

NGS dirigida basada en 
ADN7,9

La prueba multigénica proporciona 
información sobre otros conductores

Baja sensibilidad para la fusión del NRG1 
debido a la escasa cobertura/falta de 
cobertura

NGS dirigida basada en 
ARN7,9

Máxima sensibilidad

La prueba multigénica proporciona 
información sobre otros conductores

Requiere una calidad adecuada del ARN 
(las muestras más antiguas son subóptimas 
debido a la degradación del ARN)

Abreviaturas: FISH = hibridación fluorescente in situ; NGS = secuenciación de nueva generación.
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Múltiples informes de casos y series también han demostrado respuestas al afatinib en tumores 
positivos para la fusión del NRG1,15-17 con estudios prospectivos en curso. El anticuerpo 
biespecífico de HER2-HER3 zenocutuzumab mostró una eficacia temprana en tumores 
positivos para la fusión del NRG1, incluyendo respuestas tanto en CPNM como en cáncer de 
páncreas.18 El ensayo de fase 2 eNRGy en curso informó de una RR inicial del 34 % (n = 79) 
con una mediana de duración de la respuesta de 9,1 meses.18 El anticuerpo monoclonal HER3 
seribantumab se está estudiando en tumores positivos para la fusión del NRG1 y ha informado 
de una RR del 33 % (n = 12).19 Tanto el zenocutuzumab como el seribantumab recibieron la 
designación de vía rápida por parte de la Administración de Alimentos y Medicamentos de los 
Estados Unidos (US Food and Drug Administration, FDA).

Mecanismos de resistencia
Se sabe poco sobre la resistencia adquirida o intrínseca a cualquiera de los agentes de 
investigación precedentes, y esta sigue siendo un área de estudio activo.
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17Nuevas dianas y tecnologías
Por Kurt A. Schalper y David M. Hwang

Las vías terapéuticas novedosas y emergentes para tratar a los pacientes con cáncer de pulmón 
comprenden un amplio abanico de estrategias, que aprovechan las características moleculares 
tumorales de diversas maneras, entre ellas:

• La explotación de la expresión diferencial de proteínas en el tumor con respecto a 
las células no tumorales para dirigir y enriquecer localmente los agentes citotóxicos 
mediante fármacos inmunoconjugados (antibody-drug conjugates, ADC).

• El uso de moléculas pequeñas para dirigirse a proteínas mutantes presentes en las 
células cancerosas con efecto oncogénico o implicadas en procesos metabólicos críticos 
(por ejemplo, KRAS [no G12C], PIK3CA, STK11, KEAP1).

• La provisión de terapias inmunoestimuladoras que modulen los receptores 
coestimuladores de las células T o las enzimas reguladoras, utilizando citoquinas 
proinflamatorias modificadas con índices terapéuticos favorables, vacunas dirigidas a 
neoantígenos específicos del tumor o el reconocimiento selectivo y la eliminación de 
células tumorales que expresen proteínas de superficie específicas utilizando células T 
con receptores quiméricos de antígenos (chimeric antigen receptor, CAR) modificadas.

Gracias a ellas, los ADC han mostrado una actividad clínica destacada en múltiples tipos 
de tumores, incluido el cáncer de pulmón, lo que conlleva la necesidad potencial de nuevas 
pruebas de biomarcadores y enfoques diagnósticos. Además, las novedosas plataformas 
de análisis molecular que permiten la interrogación simultánea de numerosas alteraciones 
con alta sensibilidad, resolución unicelular y/o preservación del contexto espacial están 
ampliando el arsenal de herramientas para descubrir y desarrollar biomarcadores novedosos 
para la selección y el monitoreo de pacientes.

Fármacos inmunoconjugados
Los ADC constan de 3 componentes fundamentales: (1) un anticuerpo monoclonal humanizado 
dirigido a un antígeno que se sobreexpresa en las células tumorales pero que muestra una 
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expresión limitada o está ausente en las células normales, (2) una carga útil del fármaco 
citotóxico y (3) un enlace covalente que une el agente citotóxico al anticuerpo1-4 (figura 17-1). 
En la actualidad, las dianas de los ADC en desarrollo clínico para el cáncer de pulmón incluyen 
numerosas proteínas expresadas en células tumorales como HER2, HER3, MET, TROP2, 
CEACAM5, DLL3, mesotelina, EGFR y PTK7. Los componentes de la carga útil citotóxica 
de los ADC se dividen a grandes rasgos en 3 categorías basadas en el mecanismo de acción: 
inhibidores de los microtúbulos (por ejemplo, DM1, la carga útil del fármaco emtansina), 
inhibidores de la topoisomerasa (por ejemplo, DXd, la carga útil del fármaco deruxtecán) y 
agentes de escisión del ADN (por ejemplo, calicheamicina, ozogamicina).2,4 Se está investigando 
activamente un número creciente de ADC para el tratamiento tanto del cáncer de pulmón no 
microcítico (CPNM) como del cáncer de pulmón microcítico (CPM)4 (figura 17-2), entre los 
que se incluyen:

• ADC dirigidos al receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2 o 
ERBB2): la ado-trastuzumab emtansina y el trastuzumab deruxtecan se han estudiado 
en tumores con sobreexpresión de la proteína HER25-7 y/o con mutación del HER25,8,9, 
y se ha demostrado una mayor actividad en tumores con mutación del HER2, con 
o sin sobreexpresión demostrable de la proteína HER2.8,9 En agosto del 2022, la 
Administración de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (US Food and 
Drug Administration, FDA) concedió la aprobación condicional del trastuzumab 
deruxtecan para pacientes adultos que habían recibido terapia sistémica previa para 
CPNM no extirpable o metastásico con mutaciones activadoras del HER2 (ERBB2), 
detectadas mediante una prueba aprobada por la FDA.10 Las pruebas diagnósticas 
con fines terapéuticos aprobadas por la FDA para esta indicación fueron la prueba 
Oncomine Dx Target (ThermoFisher Scientific) para pruebas basadas en tejidos y la 
Guardant360 CDx (Guardant Health) para pruebas basadas en plasma.

• ADC dirigidos al receptor 3 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER3 o 
ERBB3): Aunque la HER3 muestra una expresión aberrante en múltiples tipos de cáncer, 
ha despertado interés como diana de ADC principalmente en el entorno de los cánceres 
de pulmón con mutación del EGFR que han desarrollado resistencia a los inhibidores 
de la tirosina quinasa (tyrosine kinase inhibitors, TKI) del EGFR.11 El patritumab 
deruxtecan es un ADC dirigido a la HER3 que ha demostrado actividad en tumores con 
mecanismos de resistencia a los TKI del EGFR tanto conocidos como desconocidos en 

Antígeno diana

Anticuerpo

Enlace

Fármaco
citotóxico

Funciones clave

Reconocimiento de células
cancerosas diana
Sistema de orientación para 
los fármacos citotóxicos

Puente entre el anticuerpo
y los fármacos y para
controlar la liberación de
fármacos en el interior de
las células cancerosas

Ojiva para destruir las 
células cancerosas

Figura 17-1. Estructura y características de los fármacos inmunoconjugados (Fuente: Fu et al3).
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todo un rango de expresión de la proteína HER3.12 En diciembre del 2021, el patritumab 
deruxtecan recibió la designación de terapia innovadora de la FDA para el tratamiento 
de pacientes con CPNM metastásico o localmente avanzado con mutación del EGFR 
con progresión de la enfermedad en o después del tratamiento con un TKI de tercera 
generación y terapias basadas en platino.13

• ADC dirigidos al receptor del factor de crecimiento de hepatocitos (MET): en otra 
parte de este atlas se han debatido diversas alteraciones del factor oncogénico MET en el 
CPNM (véase el capítulo 13). La monoterapia con telisotuzumab vedotin demostró una 
prometedora actividad antitumoral en pacientes con tumores con sobreexpresión de MET 
evaluados mediante inmunohistoquímica (IHQ)14 y se está investigando activamente en 
varios entornos, incluido el CPNM con mutación del EGFR que demuestra sobreexpresión 
de MET.15 En enero del 2022, el telisotuzumab vedotin recibió la designación de terapia 
innovadora por parte de la FDA para el tratamiento de pacientes con CPNM no escamoso 
avanzado/metastásico con EGFR de tipo salvaje con niveles elevados de MET, cuya 
enfermedad progresó con o después de una terapia basada en platino.16

• ADC dirigidos al antígeno 2 de superficie celular del trofoblasto (trophoblast cell surface 
antigen 2, TROP2): el TROP2 es una glicoproteína transmembrana sobreexpresada en 
muchos tumores, incluido el cáncer de pulmón. El datopotamab deruxtecan es un ADC 
dirigido al TROP2 que se está investigando en el CPNM, tanto con17 como sin18 alteraciones 
genómicas susceptibles a una intervención preventiva. El sacituzumab govitecan es otro 
ADC dirigido al TROP2 que se está investigando en varios ensayos clínicos para CPNM4 
y también ha demostrado actividad en pacientes con CPM en un ensayo colectivo.19
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Rovalpituzumab
Tesirine
(PYRROLO-BZD)

Lorvotuzumab
Mertansine
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(SN38)

(A) Cáncer de pulmón no microcítico (B) Cáncer de 
pulmón microcítico

Figura 17-2. Mecanismos de varios fármacos inmunoconjugados (ADC) que se están estudiando en el cáncer de 
pulmón no microcítico y microcítico (Fuente: Desai et al.4 © 2021 Elsevier B.V. Todos los derechos reservados).
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• ADC dirigidos a la molécula 5 de adhesión celular relacionada con el antígeno 
carcinoembrionico (carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 5, 
CEACAM5, o CD66e): La CEACAM5 es una glicoproteína que demuestra una 
expresión aumentada en algunos cánceres de pulmón. El SAR408701 (tusamitamab 
ravtansina) mostró una prometedora actividad antitumoral y se está evaluando en un 
ensayo de fase 3 para el CPNM no escamoso positivo para CEACAM5.20

• ADC dirigidos a la proteína delta tipo 3 (delta-like protein 3, DLL3) del ligando 
NOTCH: la DLL3 se expresa ampliamente en la mayoría de los CPM. La rovalpituzumab 
tesirina mostró actividad modesta contra los CPM que expresan DLL3 en un ensayo 
de fase 2 de tercera línea,21 pero presentó unas tasas de supervivencia global inferiores 
en comparación con las del topotecán en el entorno de segunda línea.22 Se están 
investigando la rovalpituzumab tesirina y otros ADC dirigidos contra DLL3 en 
diversos entornos de tratamiento del CPM.4

Agentes novedosos dirigidos contra las mutaciones oncogénicas
Se están realizando múltiples esfuerzos para atacar eficazmente las mutaciones oncogénicas 
comúnmente reconocidas en los carcinomas de pulmón, como las variantes del KRAS 
no G12C y PIK3CA (véase el capítulo 14). Estas estrategias terapéuticas muestran resultados 
variables e incluyen el ataque directo a la(s) proteína(s) mutante(s) mediante inhibidores 
de moléculas pequeñas o la modulación de señales de activación descendentes como MEK, 
AKT, mTOR, SOS1 y SHP2.23-25 Se están realizando estudios adicionales para atacar genes 
frecuentemente mutados concomitantes en carcinomas de pulmón y asociados a alteraciones 
metabólicas intracelulares y a un peor pronóstico como STK11 y KEAP1.23,24,26 Hasta la 
fecha, estas terapias están en fase de investigación y no han recibido la aprobación reguladora 
para su uso clínico.

Terapias inmunoestimuladoras novedosas
Aunque se han propuesto innumerables estrategias nuevas de inmunoterapia para tratar a 
pacientes con tumores sólidos, actualmente se están evaluando, en pacientes con CPNM, 
anticuerpos monoclonales dirigidos contra 1 o más receptores coestimuladores de células 
T/natural killer (NK) o enzimas inmunosupresoras, como LAG3, TIM3, TIGIT, NKG2A 
y CD73.27-32 Actualmente, estas terapias se están probando en diferentes entornos de 
tratamiento y no han recibido la aprobación reguladora para su uso clínico.

Nuevas tecnologías de análisis molecular con potencial diagnóstico
La creciente incorporación de modalidades y dianas terapéuticas ha sido equiparada por 
el rápido desarrollo de novedosas herramientas de análisis molecular para interrogar la 
expresión/ubicación de dichas dianas terapéuticas o identificar marcadores adicionales 
con potencial biomarcador. Estos avances incluyen (1) la ampliación de la capacidad de 
multiplexado de las pruebas para dar cabida simultáneamente a numerosos marcadores, 
(2) el aumento de la sensibilidad de la identificación del marcador o marcadores para 
mejorar el límite de detección/cuantificación, (3) la implementación de herramientas de 
análisis molecular de alta dimensión con preservación del contexto espacial y/o resolución 
unicelular, y (4) la interrogación de la morfología tumoral mediante inteligencia artificial 
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para predecir eventos de mutación o fusión genética. Para interpretar los resultados suelen ser 
necesarios marcados avances en los métodos computacionales para extraer sistemáticamente 
la información e integrar los datos de alta dimensión.

Análisis molecular cuantitativo y espacial de muestras tumorales
Las plataformas utilizadas tradicionalmente para el análisis in situ de marcadores moleculares 
en cortes histológicos fijados con preservación del contexto morfológico incluyen la IHQ 
cromogénica y la hibridación in situ (in situ hybridization, ISH o fluorescencia ISH [FISH]) 
de segmentos de ADN o transcritos de ARN mensajero (ARNm). El uso extendido de la 
patología digital ha incrementado el empleo de herramientas informáticas, como la inteligencia 
artificial, para cuantificar la tinción IHQ/ISH/FISH mediante pasos de segmentación tisular, 
unidos a la enumeración de células individuales y la medición de la intensidad de la señal 
en compartimentos tisulares definidos por el usuario. Las ventajas de estos análisis incluyen 
su resultado cuantitativo, su naturaleza objetiva y su mayor capacidad de reproducirse en 
relación con el puntaje semicuantitativo de la señal basado en el patólogo. Se ha examinado 
la automatización de la evaluación de señales a partir de portaobjetos teñidos con IHQ 
para dianas terapéuticas como HER2 y PD-L1.33-37 Las principales limitaciones de estas 
plataformas incluyen los desafíos que plantea la implementación, la consecución de una 
segmentación tisular/celular coherente y rápida, y la presencia de incertidumbres sobre la 
información óptima de los puntajes continuos y el marco normativo.

La inmunofluorescencia multiplex (multiplex immunofluorescence, mIF) se ha utilizado 
cada vez más en la investigación traslacional y para la identificación de biomarcadores. Este 
método es conceptualmente similar a la IHQ y utiliza anticuerpos conjugados con fluoróforos 
para detectar proteínas o ácidos nucleicos en portaobjetos con tejidos. Sin embargo, 

Detección de proteína HER2 Detección de proteína EGFR PD-L1 y TIL

(A) (B)

(C)

(D)

Figura 17-3. Análisis localizado de dianas terapéuticas y linfocitos infiltrantes tumorales (TIL) en CPNM humano 
mediante inmunofluorescencia multiplex. (A) Expresión y colocalización de la proteína HER2 (rojo) en células tumorales 
positivas para citoqueratina (CK, verde). Los núcleos se tiñen con DAPI. (B) Tinción de la proteína EGFR (rojo) con patrón 
membranoso/perinuclear en células de adenocarcinoma de pulmón. (C) Mismo tumor y campo de visión que en 
el panel B teñido con citoqueratina (verde) y DAPI (azul). (D) Carcinoma de pulmón poco diferenciado con tinción 
simultánea para DAPI (azul), citoqueratina (verde), PD-L1 (rojo), CD8 (magenta), y TIL CD20+ (amarillo).
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y a diferencia de la IHQ, la mIF es un método de generación de señal emisiva que aumenta 
su sensibilidad y rango dinámico.38,39 Además, la señal de la mIF se evalúa generalmente 
utilizando microscopios multiespectrales que contienen filtros de fluorescencia específicos, 
lo que permite la separación objetiva de los canales de señal y la medición independiente de 
múltiples marcadores incluidos en la misma prueba/panel.

Múltiples estudios han analizado la expresión de dianas terapéuticas como HER2, PD-L1 
y EGFR dentro de poblaciones celulares específicas o compartimentos de tejido tumoral 
definidos por la tinción conjunta simultánea de marcadores adicionales40-42 (figura 17-3). 
También es posible la identificación de poblaciones celulares específicas con potencial 
biomarcador, como los linfocitos infiltrantes tumorales (tumor infiltrating lymphocytes, 
TIL).43,44 Los desafíos actuales para el uso clínico sistemático de la mIF incluyen la 
identificación de pruebas con un claro valor biomarcador más allá de las pruebas IHQ clínicas 
de un solo complejo, la implementación de protocolos de tinción automatizados y sólidos 
en los laboratorios clínicos, la estandarización en el puntaje de la señal y la elaboración de 
informes; así como la disponibilidad de un marco normativo que apoye el uso clínico.

Otros avances en la obtención de imágenes moleculares espaciales de muestras tisulares 
incluyen el uso de métodos de alto complejo para medir simultáneamente numerosas proteínas 
y/o transcritos de ARNm mediante el etiquetado metálico de anticuerpos o sondas de ARN 
seguido de la ablación tisular de alta energía45-47 (figura 17-4), protocolos de tinción cíclica con 
o sin microfluidos,48-50 y el uso de enfoques de códigos de barras moleculares para aumentar la 
capacidad de multiplexado de las pruebas y minimizar las interferencias moleculares durante 
la tinción.51-57 Estas plataformas permiten la detección simultánea de numerosos marcadores 
que van desde decenas a cientos de proteínas y hasta varios miles de transcritos de ARNm 
(figura 17-5). Aunque la mayoría de estas plataformas se utilizan actualmente en el entorno 
de la investigación, se espera que se incorporen progresivamente a entornos de tipo clínico. 
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Figura 17-5. Análisis transcriptómico espacial pareado del CPNM primario y metastásico. (A) Se estudiaron cortes 
fijados de carcinoma pulmonar mediante tinción con hematoxilina y eosina (izquierda) para el contexto morfológico y 
mediante análisis transcriptómico completo con la plataforma Visium (derecha). (B) El análisis no supervisado identificó 
racimos transcriptómicos espaciales multidimensionales individuales, algunos de los cuales estaban representados de 
forma diferencial en la lesión primaria (verde) y metastásica (rojo). En cada racimo espacial se identificaron transcritos 
de ARNm y vías específicas que indicaban su identidad de tipo celular y su significación biológica.
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La capacidad de estas plataformas para detectar simultáneamente proteínas y ácidos 
nucleicos con resolución espacial abre nuevas posibilidades para mapear dianas terapéuticas 
y alteraciones moleculares susceptibles a una intervención preventiva en células tumorales, 
así como la medición de poblaciones celulares adicionales y características del microentorno 
tumoral. Los desafíos para la implementación de estas plataformas de alta dimensión incluyen 
su elevado costo, su rendimiento limitado, su difícil validación/estandarización y el complejo 
análisis de los datos, que suele requerir personal y recursos especializados.

Conclusión
Constantemente surgen nuevas dianas terapéuticas y enfoques novedosos para abordarlas. 
Aunque la tecnología existente, como la secuenciación de nueva generación y la IHQ, puede 
ser suficiente para algunos, sigue siendo posible que los enfoques multiplex emergentes 
proporcionen nuevos datos que puedan informar mejor la selección de algunos fármacos. 
Aunque una tecnología cada vez más compleja, unida a herramientas sofisticadas de análisis 
de datos, puede proporcionar biomarcadores hasta ahora imposibles de definir, siempre 
hay que tener en cuenta las implicaciones prácticas de una prestación de servicios clínicos 
oportuna y rentable.
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18Resultados de las pruebas moleculares 
y papel de las juntas multidisciplinarias 
de tumores moleculares
Por Paul Hofman, Chien-Feng Li, Andrew G. Nicholson y Shani Shilo

Las pruebas moleculares en oncología torácica son cada vez más complejas y requieren un enfoque 
bien estructurado para traducirse en recomendaciones diagnósticas o terapéuticas adecuadas.

Informe de los resultados de las pruebas moleculares
Los informes moleculares deben enumerar los nombres de los genes y los loci, exones o hotspots 
específicos analizados; las secuencias intrónicas analizadas para los genes que se producen en 
la translocación que genera genes de fusión; y, si procede, el espacio genómico cubierto para 
evaluar la carga mutacional tumoral y el tipo de microsatélites analizados para evaluar su 
inestabilidad.1 Siempre se debe proporcionar la interpretación de los resultados. Tres escalas 
para clasificar las alteraciones moleculares con base en su posible utilidad clínica clasifican 
las dianas moleculares en un nivel de susceptibilidad clínica a una intervención preventiva:

1. Recomendación consensuada conjunta de la Association for Molecular Pathology 
(AMP), el American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG), la 
American Society of Clinical Oncology y el College of American Pathologists para la 
notificación de variantes genéticas en el cáncer

2. Escala de la Sociedad Europea de Oncología Médica para la susceptibilidad clínica a 
una intervención preventiva de las dianas moleculares

3. OncoKB que distingue 4 niveles de susceptibilidad a una intervención preventiva y 
3 niveles de resistencia1-3

Este escalado facilitaría una eventual convergencia hacia estándares comunes para anotar 
las decisiones sobre el tratamiento.4 Todos los hallazgos moleculares se deben clasificar 
según las pruebas más actualizadas para distinguir las alteraciones benignas o neutras de las 
patógenas, incluso confirmadas o probables. Para ello, existen diferentes bases de datos en línea, 
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entre las que se incluyen ClinVar, My Cancer Genome, Cosmic u OncoKB.2,5-7 En particular, 
OncoKB es el primer archivo de mutaciones somáticas aprobado por la Administración de 
Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos.8 Cabe destacar que se pueden identificar 
ciertas alteraciones genómicas de significación médica potencial que no están relacionadas 
con el propósito principal de las pruebas (hallazgos secundarios), en especial con pruebas de 
paneles más grandes. El ACMG ha recomendado una lista de hallazgos genéticos secundarios 
(secondary genetic findings, SF) que se deben informar en la secuenciación genómica clínica 
con base en el fenotipo, la capacidad de penetración y la susceptibilidad a una intervención 
preventiva.9-12 Basándose en la lista actualizada de SF v3.1 del ACMG, se deben informar 
determinados genes relacionados con fenotipos de cáncer, fenotipos cardiovasculares, fenotipos 
de errores innatos del metabolismo y fenotipos diversos (por ejemplo, amiloidosis hereditaria 
de TTR).12 En consecuencia, los sujetos con hallazgos secundarios confirmados deben remitirse 
para una evaluación y manejo adicionales por el aumento del riesgo de enfermedad.13

Juntas multidisciplinarias de tumores moleculares e interpretación de los 
resultados de los biomarcadores tumorales
Las juntas multidisciplinarias de tumores, también conocidas como equipos multidisciplinarios 
(multidisciplinary teams, MDT), se reúnen para evaluar a los pacientes con un enfoque 
organizativo basado en pruebas para implementar una práctica más eficaz en oncología. En estas 
juntas de tumores participan distintos especialistas. Normalmente, en los MDT de oncología 
torácica participan oncólogos clínicos, patólogos, cirujanos torácicos, radiólogos, oncólogos 
radioterapeutas, neumólogos y personal de enfermería, entre otros. Los mismos miembros 
también deberían participar en las juntas de tumores moleculares (molecular tumor boards, 
MTB), pero junto a otros especialistas como patólogos genéticos, científicos moleculares, 
biólogos en ciencias de la información y farmaceutas en oncología. Por último, dado que se puede 
acceder a los fármacos a través de ensayos clínicos, en la MTB puede participar un coordinador 
de investigación/ensayos clínicos. Por lo tanto, estas juntas son herramientas poderosas para 
fomentar el debate, la discusión y la comunicación en general entre distintos profesionales, lo 
que supone un importante facilitador hacia el desarrollo de la oncología torácica de precisión.

Las reuniones de las MTB suelen decidir los tratamientos estándar de atención (standard-of 
care, SOC) para los pacientes con cáncer de pulmón precoz o avanzado,14 por lo que las MTB se 
consideran herramientas valiosas para promover la calidad de la atención en oncología torácica 
reduciendo la vulnerabilidad de una sola persona y promoviendo equipos y sistemas sólidos. 
Además, los miembros de la MTB identifican y debaten todas las posibles estrategias terapéuticas 
basadas en análisis genéticos para los pacientes.15-18 Por lo tanto, se puede consultar a las MTB 
si es necesario incluir a pacientes con cáncer de pulmón avanzado en ensayos clínicos.16,19 
Las MTB proporcionan recomendaciones que siempre se basan en un debate multidisciplinario, 
incluyendo las alteraciones moleculares específicas del cáncer de pulmón, así como todas las 
características relativas al paciente (por ejemplo, estado funcional y comorbilidades).

Los miembros de las MTB debaten los resultados de la secuenciación de nueva generación 
(next-generation sequencing, NGS) junto con cualquier otra prueba molecular relevante, que 
puede incluir pruebas de reacción en cadena de la polimerasa con transcripción inversa (reverse 
transcription polymerase chain reaction, RT-PCR), hibridación genómica comparativa en 
matriz o incluso secuenciación del exoma completo. Las MTB suelen ocuparse de pacientes 
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con casos difíciles, y las recomendaciones deben estar claramente documentadas y pueden 
incluir parámetros como:

•  Mutaciones conductoras/número de copias/variaciones estructurales, incluidos los 
genes de fusión.

• Alteraciones moleculares susceptibles de tratamiento con fármacos.
• Inestabilidad de microsatélites.
• Carga mutacional tumoral.
• Alteraciones que indiquen resistencia a los fármacos.
• Expresión de proteínas en el corte tisular, especialmente PD-L1.
• Conclusiones y recomendaciones de la MTB.
• Posibles ensayos clínicos.

El tratamiento debe debatirse en función de la patogenicidad de la variante o variantes 
detectadas. La patogenicidad de una variante viene determinada por su capacidad de causar 
enfermedad.20 En el caso del cáncer de pulmón, una variante es patogénica cuando se sabe 
que contribuye a la transformación maligna. En este contexto, la patogenicidad se clasifica 
utilizando una versión adaptada de las guías del ACMG/AMP del 2015, que proponían 
un esquema de 5 niveles (patogénica, probablemente patogénica, variante de significación 
clínica desconocida o incierta [variant of unknown or uncertain clinical significance, VUS], 
probablemente benigna, benigna).21 Sin embargo, hasta ahora no ha habido un verdadero 
consenso (inter)nacional sobre cómo se debe hacer la interpretación de la patogenicidad. 
Además, es importante buscar e informar de las distintas variantes patogénicas de línea 
germinal, ya que algunas de ellas se pueden asociar a relevancia terapéutica.22

Algunas plataformas pueden utilizar la innovadora tecnología de MTB virtual basada 
en la nube, que incluye una base de conocimientos y un entorno de colaboración para la 
atención del cáncer basada en la oncología de precisión.23 La MTB también se podría utilizar 
como herramienta educativa clave en hospitales universitarios o de enseñanza, donde la 
presentación de casos difíciles da inicio a la consulta.24

Juntas multidisciplinarias de tumores moleculares y calidad de la atención y 
resultados de los pacientes con cáncer de pulmón
Las MTB son críticas, tanto en el diagnóstico como en la progresión tumoral, para algunos 
pacientes, como los que presentan alteraciones moleculares muy poco frecuentes o complejas, 
los pacientes con tumores portadores de alteraciones sin aprobación de fármacos dirigidos en 
la práctica clínica, los pacientes con neoplasias adictas a oncogenes que no responden a los 
fármacos moleculares disponibles o los pacientes con neoplasias torácicas poco frecuentes 
sin enfoques terapéuticos reconocidos. Por lo tanto, es importante gestionar el tiempo de 
respuesta tanto de las pruebas como de las MTB a la hora de generar resultados. Es obligatorio 
contar con un tiempo de respuesta adecuado para garantizar el inicio de la terapia dirigida 
en un plazo beneficioso. Según las guías internacionales, las pruebas de biomarcadores 
obligatorias para un tratamiento inicial óptimo del cáncer de pulmón no microcítico no 
escamoso avanzado se deben completar en un plazo de 10 días laborables.25

En el momento de la progresión del tumor, puede ser apropiado seguir debatiendo con el 
paciente en la MTB. También puede ser pertinente realizar pruebas moleculares adicionales, 
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posiblemente con paneles de genes más amplios; y así, se requiere un equilibrio entre la 
urgencia del tratamiento y el retraso necesario para recopilar datos y tomar una decisión 
informada sobre los siguientes pasos del tratamiento.

Además, un acceso adecuado a la MTB, que facilite las mejores prácticas en oncología 
torácica, también debería proporcionar beneficios a la comunidad oncológica en general, y 
no solo a los pacientes hospitalizados en centros académicos. Por lo tanto, la creación de una 
MTB global virtual puede ser beneficiosa en oncología torácica.26 Los pacientes que reciben 
terapia basada en la MTB se ajustan mejor a la diferente alteración genómica que aquellos 
que solo tienen la elección de un único médico.15,27 En consecuencia, aquellos pacientes 
manejados mediante una MTB (en comparación con la elección de un único médico) tienen 
unas tasas de supervivencia global y libres de progresión significativamente mayores.15,27

Desafíos de las juntas multidisciplinarias de tumores en oncología torácica
A pesar de la organización recomendada de la atención al paciente con cáncer de pulmón 
basada en el debate de la MTB, siguen existiendo algunos desafíos. No todos los servicios de 
cáncer de pulmón funcionan mediante una MTB. Esto se puede deber a la falta de recursos 
adecuados o incluso, en algunas situaciones, a la falta de voluntad para abrir debates sobre 
el manejo. Lo más pertinente para este debate es saber si es posible hacer funcionar una 
MTB, y cómo podría interactuar cualquier MTB en funcionamiento con el MDT torácico. 
Algunos servicios consiguen integrar los debates sobre datos moleculares en el MDT 
principal, otros organizan reuniones separadas. En este último escenario, la MTB puede ser 
un debate especializado en tumores torácicos o una MTB general que considere una serie 
de casos de tumores, incluido el cáncer de pulmón.

La cuestión del tiempo de respuesta clínicamente importante tanto para las pruebas 
moleculares como para la evaluación de casos del MDT/MTB sigue siendo pertinente. 
Muchos pacientes corren el riesgo de sufrir un rápido deterioro clínico debido a la progresión 
de su cáncer de pulmón subyacente, por lo que incluso pequeños retrasos pueden ser muy 
perjudiciales. Sin embargo, el número cada vez mayor de opciones de tratamiento determinadas 
por biomarcadores y la incompatibilidad de algunas de ellas entre sí por el aumento de la 
toxicidad, hacen que sea difícil esperar a que se disponga de toda la información necesaria. La 
situación en los casos con recidiva de la enfermedad puede ser aún más difícil, con retrasos 
en la obtención de biopsias repetidas, la repetición de los análisis de NGS y la consideración 
de ensayos clínicos (que suelen requerir la repetición obligatoria de la biopsia). En cuanto 
a los ensayos clínicos, los complejos criterios de inclusión, los largos procedimientos de 
cribado y los análisis de laboratorio central obligatorios también pueden añadir retrasos, 
sobre todo porque muchos ensayos clínicos, en particular los patrocinados por la industria, 
exigen pruebas de laboratorio centralizadas para la confirmación de biomarcadores en lugar 
de aceptar análisis realizados en laboratorios locales acreditados.

A pesar de que existen datos moleculares de un paciente que podrían apoyar el uso de 
fármacos ampliamente aprobados o el acceso a un ensayo clínico o a un tratamiento fuera de 
indicación, algunos sistemas de salud ofrecen un acceso relativamente restringido a tratamientos 
que pueden estar disponibles en otros lugares; nunca hay un acceso universal a ensayos que 
puedan aprovechar cualquier perfil molecular adecuado. El acceso a un fármaco puede ser un 
impedimento mayor para la prestación de servicios terapéuticos basada en biomarcadores que el 
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acceso a las pruebas o a un debate adecuado. Las MTB pueden desarrollar y utilizar herramientas 
digitales para ayudar a integrar los perfiles clínicos y genómicos y buscar ensayos clínicos 
disponibles, y estos desarrollos podrían, en el futuro, utilizar la inteligencia artificial para mejorar 
la toma de decisiones. Cuando los recursos lo permitan, las MTB deberían incluir personal que 
facilite el acceso a los fármacos, como se llevó a cabo con éxito en el ensayo I-PREDICT.28

En la actualidad, no existen guías internacionales para informar sobre las pruebas 
moleculares y los informes de las operaciones de la MTB, lo que da lugar a una considerable 
heterogeneidad de un país a otro y de una institución a otra.29 Por lo tanto, se requiere 
un esfuerzo considerable para estandarizar mejor la presentación e interpretación de las 
alteraciones moleculares en términos de susceptibilidad a una intervención preventiva, 
indicaciones terapéuticas y, posteriormente, el valioso registro de los datos de resultados.

Por último, dado que las recomendaciones de la MTB pueden trascender los tratamientos 
basados en guías, es muy importante revisar, evaluar y auditar las operaciones y recomendaciones 
de la MTB y su implementación. Desarrollar un registro de revisiones de casos y resultados 
puede ayudar a este esfuerzo, debería reforzar el valor educativo de las MTB y ayudar 
en la evaluación de patrones de respuesta en cohortes de pacientes con cáncer de pulmón 
con variantes poco frecuentes susceptibles a una intervención preventiva. En definitiva, las 
recomendaciones de la MTB pueden beneficiar tanto al paciente individual como, a través de 
la investigación, a las futuras generaciones de pacientes con cáncer de pulmón.
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biomarcadores moleculares
Por Ming-Sound Tsao, Fernando Lopez-Rios, Erik Thunnissen,  
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Justin F. Gainor e Ivy Elkins

Con un número cada vez mayor de nuevas terapias guiadas por biomarcadores que reciben la 
aprobación para el tratamiento de pacientes con cáncer de pulmón, los algoritmos de pruebas 
moleculares en cáncer de pulmón siguen evolucionando. Este capítulo se centra principalmente 
en los algoritmos de pruebas que implican biopsias de tejido tumoral o muestras de resección, 
ya que los algoritmos que implican biopsia líquida se tratan en el capítulo 4.

Las pruebas basadas en inmunohistoquímica para biomarcadores proteicos predictivos 
también se incluyen en este capítulo como parte de las pruebas moleculares. Existen muchos 
algoritmos potenciales que podrían lograr el fin requerido. Este capítulo presenta algunas 
posibilidades, pero también los principios sobre los que se pueden desarrollar otras versiones 
que se adapten a las necesidades locales. Se remite a los lectores a los capítulos pertinentes 
para obtener detalles sobre los problemas de las pruebas relacionadas con genes específicos.

Algoritmos de pruebas moleculares en el diagnóstico del cáncer de pulmón
Las pruebas de biomarcadores predictivos para guiar las terapias solo se deben realizar una 
vez establecido el diagnóstico de cáncer; no se deben utilizar para establecer el diagnóstico. 
En el cáncer de pulmón, la mayoría de las pruebas moleculares se realizan en muestras de 
biopsia porque entre el 60 % y el 70 % de los pacientes se diagnostican clínicamente en un 
estadio avanzado (IIIB-IV). En todo este proceso, tanto si se realizan pruebas limitadas como 
extensas, hay 3 principios fundamentales en juego:

1. Rapidez: el tiempo de respuesta es primordial, ya que los pacientes con cáncer de 
pulmón avanzado se pueden deteriorar rápidamente.

2. Precisión: importante tanto en términos de diagnóstico del cáncer como de un 
correcto perfil molecular.
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3. Pruebas adecuadas: perfil genético completo para cubrir todas las dianas para las que 
se dispone de fármacos.

En este entorno, es fundamental que los patólogos conozcan la consideración de las 
mejores prácticas en patología, introducida en el 2011 por los expertos multidisciplinarios 
de la International Association for the Study of Lung Cancer (IASLC), que recomendaba que 
“las muestras de tejido se deben manejar no solo para el diagnóstico, sino también para 
maximizar la cantidad de tejido disponible para estudios moleculares”.1 Este principio se ha 
adoptado posteriormente en la cuarta y quinta edición de la clasificación de la Organización 
Mundial de la Salud (OMS) sobre cánceres de pulmón y torácicos.2,3 De conformidad con 
este principio, en anteriores atlas de la IASLC se han introducido algoritmos (figura 19-1) 
para el corte inicial de bloques de biopsias tumorales fijadas en formalina e incrustadas en 
parafina (formalin-fixed paraffin-embedded, FFPE).4,5

El principio también anima a realizar un conjunto mínimo de marcadores diagnósticos 
para la clasificación patológica del cáncer de pulmón, pero solo cuando sea necesario, ya que 
el uso de TTF1 y p40 puede reducir el número de casos de cáncer de pulmón no microcítico, 

Tinción de H&E para
diagnóstico histológico

Para IHQ

(A) Cortes de pruebas de biomarcadores/moleculares preparados junto con el corte de H&E  

Para pruebas moleculares
(protocolo especial para 
preparar cortes para pruebas 
de mutaciones)

Tinción de H&E para 
diagnóstico histológico

Para IHQ

Para 
pruebas
moleculares

(B) Cortes de pruebas de biomarcadores/moleculares preparados 
después de la evaluación inicial con H&E

Resección

Protocolo especial 
para preparar cortes 
para pruebas 
de mutaciones

Figura 19-1. Estrategias para maximizar el tejido para el diagnóstico y las pruebas de biomarcadores 
moleculares. El número de cortes sin teñir que se deben preparar viene determinado por la estrategia 
institucional/departamental para el uso óptimo del tejido con el fin de reducir la pérdida de muestras 
tisulares y el tiempo de respuesta. Muchos laboratorios hacen los cortes para la extracción de ADN/ARN en 
un micrótomo dedicado para evitar la contaminación cruzada. Abreviaturas: H&E = hematoxilina y eosina; 
IHQ = inmunohistoquímica. (Fuente: Tsao et al.8).
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no especificado (CPNM-NOS) a menos del 5 % o el 10 % (figura 19-2).6 En esta línea, se han 
publicado recomendaciones de mejores prácticas para la inmunohistoquímica diagnóstica en 
el cáncer de pulmón.7

Pruebas moleculares en el cáncer de pulmón no microcítico en estadio avanzado
El algoritmo de pruebas más utilizado se basa en las guías actuales de la National Comprehensive 
Cancer Network (NCCN), la Sociedad Europea de Oncología Médica (European Society for 
Medical Oncology, ESMO) y el College of American Pathologists (CAP)/IASLC/Association for 
Molecular Pathology (AMP), que son principalmente para pacientes con CPNM en estadio 
avanzado (véase también el capítulo 6). La figura 19-3 ilustra gráficamente 2 opciones para 
los flujos de trabajo de las pruebas: la opción A utiliza un ensayo de panel de secuenciación 
de nueva generación (next-generation sequencing, NGS) más completo como tecnología 
principal para el perfil molecular, y la opción B utiliza una combinación de pruebas basadas 
en la reacción en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction, PCR) de un solo analito 
y pruebas de inmunohistoquímica/hibridación fluorescente in situ (IHQ/FISH) (ALK, ROS1, 
RET, NTRK). La elección del panel de NGS en la opción A y de las pruebas de marcadores 
individuales en la opción B viene determinada en gran medida por múltiples consideraciones 
locales, como el mecanismo de financiación disponible, la cantidad de tejido, la plataforma 
técnica/analítica y la experiencia para las distintas pruebas, la prevalencia en la población 
local de alteraciones específicas (por ejemplo, mutaciones del EGFR), el número de terapias 

Carcinoma
(biopsia, citología)

CPM

Morfología clásica de 
CPNM sin características NE

CPNM poco diferenciado

CPNM que sugiere ADC

CPNM que sugiere CCE

CPNM, considerar ADSQC

CPNM-NOS

Morfología
clásica NE

SÍ

NO

Inmunohistoquímica:
TTF1, p40

NEGATIVO (solo <5 %)

POSITIVO
TTF1+

TTF1+, p40+

p40+

Evaluación morfológica

CPNM que sugiere CNECG

ADC

CCE

NO

SÍ

Escamosa

Glandular
Morfología glandular 

o escamosa Pruebas moleculares
pulmonares 

integrales

PD-L1

Arquitectura NE y marcadores
NE + (CD56, sinapto�sina, cromogranina)

ADSQC
Mixta (10 % 

mínimo cada una)

Figura 19-2. Algoritmo diagnóstico para guiar las pruebas moleculares predictivas en el cáncer de pulmón. Todos 
los CPNM no escamosos se deberían someter a pruebas moleculares integrales. En algunos entornos, el CCE y el 
CNECG también se deberían considerar para pruebas moleculares (por ejemplo, CCE en un no fumador o en una 
persona que nunca ha fumado). Abreviaturas: ADC = adenocarcinoma; ADSQC = carcinoma adenoescamoso; 
CNECG= carcinoma neuroendocrino de células grandes; NE = neuroendocrino; NOS = no especificado; 
CPNM = cáncer de pulmón no microcítico; CPM = cáncer de pulmón microcítico; CCE= carcinoma de células 
escamosas. (Adaptado de Travis et al y Junta Editorial de la Clasificación de Tumores [Classification of Tumours 
Editorial Board] de la OMS2,3).
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aprobadas con marcadores seleccionados y el tiempo de respuesta necesario. En general, 
con un gran número de marcadores moleculares que deban analizarse (por ejemplo, como 
recomiendan actualmente la American Society of Clinical Oncology [ASCO], la ESMO y la 
NCCN), la opción A (primero la NGS) es más eficiente y rentable que la combinación de 
pruebas de un solo analito.9-11

Pruebas moleculares en el CPNM en estadio temprano y/o reflejo desconocido
Las pruebas reflejas de biomarcadores predictivos se suelen realizar de forma rutinaria en el 
momento del diagnóstico (véase también el capítulo 6). En tal situación, la información sobre 
la estadificación clínica puede ser incompleta o desconocida para el patólogo que solicita la 
prueba de biomarcadores; así, el algoritmo podría ser agnóstico de estadio, pero también 
se podría aplicar a pacientes con CPNM en estadio temprano (I-IIIA) que potencialmente 
podrían someterse a resección (figura 19-4). Las pruebas reflejas tienen la ventaja de permitir 
que los resultados de las pruebas de biomarcadores estén disponibles más rápido para la toma 
de decisiones terapéuticas12,13 y, en el contexto de la enfermedad temprana, para identificar 
a los pacientes que pueden ser candidatos a inmunoterapia neoadyuvante o terapia dirigida 
adyuvante. No obstante, todo el equipo multidisciplinario debe ser consciente de los desafíos 
que plantean las pruebas de biomarcadores predictivos en el escenario perioperatorio.14
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METex14 según
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Figura 19-3. Flujos de trabajo de pruebas para pacientes con CPNM avanzado. (Opción A) Se realiza NGS e IHQ de PD-L1 
por adelantado. Los genes exactos en los primeros paneles de NGS pueden variar y dependen de las plataformas/paneles 
disponibles y del enfoque de ADN en comparación con ARN. (Véase también el capítulo 5). (Opción B) Se inician las 
pruebas de un solo analito. Los genes exactos para las pruebas de un solo gen, la elección de la prueba y el orden de las 
pruebas dependen de los recursos locales, la probabilidad de identificar una mutación (prevalencia local, por ejemplo, 
EGFR [véase el texto relacionado]) y la preferencia del MDT. El contenido de células tumorales en una muestra también 
puede determinar el enfoque óptimo. La NGS de captura híbrida tiene una sensibilidad de hasta el 20 % del contenido 
tumoral. Las pruebas dirigidas sensibles, como la PCR digital en gotas, la PCR en tiempo real y algunas NGS basadas en 
amplicones, tienen una sensibilidad de hasta el 5 %. (asterisco) También se puede considerar un segundo panel de NGS 
más amplio, si es posible, en caso de que el primer panel de NGS no incluya genes/mutaciones adicionales con terapia 
disponible, incluso en ensayos clínicos. Abreviaturas: FISH = hibridación fluorescente in situ; IHQ = inmunohistoquímica; 
MDT = equipo multidisciplinario; NGS = secuenciación de nueva generación; PCR = reacción en cadena de la polimerasa; 
RT-PCR = PCR con transcripción inversa.
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Pruebas moleculares en circunstancias especiales y en países con alta prevalencia 
de mutaciones del EGFR
Aunque las guías (por ejemplo, NCCN, ESMO, CAP/IASLC/AMP, ASCO, etc.) se suelen 
elaborar con base en las últimas pruebas clínicas disponibles y son adecuadas para países 
con sistemas de salud con buenos recursos, existen muchas circunstancias (figura 19-5A) 
en las que no es factible o no se dispone de pruebas moleculares integrales mediante NGS. 
En tales situaciones, se pueden adoptar algoritmos de pruebas alternativos simplificados o 
más prácticos (figura 19-5A). En lugares en los que la mutación sensibilizante del EGFR es 
muy prevalente (por ejemplo, los países del este asiático), los algoritmos de pruebas que dan 
prioridad al EGFR y al PD-L1 también pueden ser más rentables15,16 (figura 19-5B,C). Sin 
embargo, la adopción de estos algoritmos de pruebas alternativos solo debería seguir una 
decisión consensuada multidisciplinaria. Otra práctica emergente que ahorra costos, basada 
en la exclusividad mutua de los factores oncogénicos adictivos, consiste en utilizar en primer 
lugar un panel de ADN-NGS y, solo cuando este no identifique una mutación conductora, 
realizar la ARN-NGS para genes de fusión (y posiblemente mutaciones de omisión del 
exón 14 de MET). Sin embargo, toda secuenciación de las pruebas implica un retraso en la 
identificación de las dianas cubiertas por los pasos posteriores.

Conclusión
Para conseguir los beneficios más óptimos de la oncología de precisión para los pacientes 
con cáncer de pulmón, es imprescindible realizar pruebas de biomarcadores predictivos. 
Aunque es deseable realizar pruebas moleculares integrales que incluyan el uso de NGS para 
EGFR, ALK, ROS1, RET, NTRK, BRAF, KRAS, MET, HER2 y PD-L1 mediante IHQ, muchas 
circunstancias pueden influir en la viabilidad de este algoritmo de pruebas completo. Entre 
ellas se incluyen la disponibilidad de tejidos, la financiación, las plataformas disponibles, 
los conocimientos técnicos y, no menos importante, la disponibilidad de los fármacos para 
el tratamiento basado en biomarcadores. En general, se recomienda que la adopción de 
cualquier algoritmo de pruebas se base en aportaciones multidisciplinarias que tengan en 
cuenta estos factores.
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20Resumen y perspectivas futuras
Por Ming-Sound Tsao, James Chih-Hsin Yang, Lynette M. Sholl,  
Wendy A. Cooper, Daniel SW Tan y Keith M. Kerr

En la oncología de precisión, las pruebas moleculares son el motor que impulsa la implementación 
de terapias dirigidas basadas en biomarcadores. En apenas una década, hemos pasado de 
la necesidad de analizar un único marcador (EGFR) en el cáncer de pulmón a analizar al 
menos 10 marcadores (EGFR, ALK, ROS1, BRAF, KRAS, RET, NTRK, MET, HER2, PD-L1). 
Afortunadamente, se han desarrollado en paralelo notables avances en las tecnologías de 
pruebas moleculares. Aunque los atlas anteriores de la International Association for the Study 
of Lung Cancer (IASLC) sobre pruebas de biomarcadores predictivos en el cáncer de pulmón 
han abarcado individualmente 1 o 2 marcadores (ALK, ALK/ROS1, EGFR, PD-L1), ya no resulta 
práctico ni realista publicar atlas separados sobre marcadores individuales. Esta edición específica 
es un intento de cristalizar la vanguardia de la ciencia en las pruebas moleculares en el cáncer de 
pulmón para terapias dirigidas.

Debería ser evidente que las pruebas de biomarcadores son complejas e implican a muchas 
partes interesadas con experiencia en la adquisición y procesamiento de muestras, tecnologías 
y desarrollo de pruebas, implementación y utilidad clínica. Desde un punto de vista crítico, las 
estrategias de pruebas deben ser relevantes y accesibles para los pacientes que se beneficiarían de los 
resultados. Por ello, los distintos capítulos han sido compuestos intencionadamente por un equipo 
multidisciplinario de coautores. Algunos de los capítulos incluidos en este atlas se han tratado en 
1 o más atlas anteriores de la IASLC, ya que representan requisitos fundamentales para las mejores 
prácticas en las pruebas de biomarcadores moleculares. Entre ellos se incluyen la adquisición de 
muestras y los problemas preanalíticos de procesamiento, información e interpretación de los 
resultados de las pruebas y los requisitos para el aseguramiento de la calidad analítica.

En esta edición, hemos ampliado el capítulo sobre la tecnología de las pruebas a la 
secuenciación de nueva generación, la plataforma analítica más avanzada en la actualidad para 
las pruebas multiplex de un gran número de aberraciones genómicas en los cánceres. Dada la 
creciente complejidad de la oncología clínica, en la que se dispone de múltiples fármacos de clase 
similar o de diferentes generaciones, hemos incluido para cada gen tratable la descripción de las 
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terapias de vanguardia para proporcionar contexto a las pruebas de biomarcadores descritas. 
La complejidad de la prestación de servicios para realizar pruebas de biomarcadores moleculares 
también se ha tratado en los capítulos sobre perspectivas globales en las guías y algoritmos de las 
pruebas, aunque de forma bastante simplista para ajustarse a la naturaleza de esta publicación.

No cabe duda que con los rápidos avances en nuestros conocimientos sobre la patobiología 
molecular del cáncer de pulmón, las nanotecnologías, la computación y la informática, 
las pruebas moleculares seguirán expandiéndose en alcance, profundidad y amplitud. 
Dicha expansión ya ha comenzado, y es probable que su avance sea rápido y exponencial. 
A continuación, se debaten brevemente los desafíos y potenciales futuros.

Futuro de las pruebas genómicas en tejido tumoral
Aunque la biopsia líquida es actualmente el primer enfoque preferido para identificar posibles 
mecanismos de resistencia en terapias dirigidas en la progresión terapéutica, existen esfuerzos para 
elevar este enfoque a las pruebas de referencia en el diagnóstico inicial.1-3 Este último sigue estando 
algo limitado por la sensibilidad de las pruebas, especialmente para las fusiones y el número de 
copias de genes,4 que podría superarse con avances tecnológicos adicionales, por ejemplo, el uso de 
ARN plasmático libre de células o derivado de exosomas para la detección de fusiones de genes.5,6

Aunque aparentemente la biopsia líquida podría sustituir o hacer redundantes las 
pruebas de tejido tumoral, es más probable que las pruebas de tejido y sangre evolucionen 
en paralelo como enfoques complementarios.7 El diagnóstico del tumor, la subtipificación 
y los biomarcadores inmunohistoquímicos son requisitos fundamentales. En la actualidad, 
la biopsia líquida presenta problemas de sensibilidad y especificidad con respecto a algunas 
alteraciones genómicas y no puede proporcionar un diagnóstico y una clasificación categórica 
de los tumores. La implementación de pruebas paralelas de tejidos y líquidos solo es factible si 
el costo y la financiación no son un problema; sin embargo, es probable que esto suponga una 
barrera importante para la mayoría de los pacientes de todo el mundo, lo que requiere una 
deliberación más profunda para desarrollar futuros algoritmos de pruebas, incluido el desafío 
de asimilar los datos derivados y comprender las implicaciones.

Detección de la enfermedad residual mínima y monitoreo de la eficacia terapéutica 
y la progresión de la enfermedad
En la actualidad se están realizando grandes esfuerzos centrados en la aplicación de la biopsia 
líquida para detectar la enfermedad residual mínima (minimal residual disease, MRD) y utilizarla 
para monitorear la progresión de la enfermedad, pronosticar el resultado probable de los pacientes 
y, potencialmente, alterar el curso de la terapia (véase la sección “Aplicación clínica” en el capítulo 4). 
La naturaleza no invasiva de este enfoque ha acelerado la evaluación de su utilidad clínica.8 Entre los 
problemas fundamentales que se deben abordar para hacer realidad la promesa de la biopsia líquida 
para el análisis de la MRD se incluyen la sensibilidad y la especificidad de dicha tecnología. Aunque 
los trabajos actuales se centran principalmente en el ADN genómico para las pruebas, se están 
llevando a cabo investigaciones más amplias utilizando ADN/ARN metilado y ARN circular.9-11

Detección temprana del cáncer de pulmón
La tecnología de vanguardia actual para la detección temprana del cáncer de pulmón utiliza la 
tomografía computarizada (TC) helicoidal de baja dosis, que sigue siendo considerablemente 
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costosa y de bajo rendimiento, y tiene una especificidad subóptima. La aplicación de radiómica 
e inteligencia artificial para mejorar el rendimiento del cribado por TC es un área de gran 
interés para la investigación.12 La adición de pruebas complementarias con alta sensibilidad y 
especificidad (como para los marcadores (epi)genómicos en la sangre o compuestos orgánicos 
volátiles en el aliento) podría ampliar drásticamente la capacidad de implementación de 
programas de detección temprana basados en la población.13,14 El ADN tumoral circulante 
está siendo ampliamente investigado como plataforma de detección temprana del cáncer de 
pulmón, aunque su sensibilidad y especificidad son subóptimas para la detección de tumores 
en estadio temprano.15 De forma similar a la detección de MRD, también se están investigando 
nuevos marcadores que incluyen ADN metilado y el ARN circular.16,17

Aprendizaje automático e inteligencia artificial
Con unas pruebas genómicas cada vez más integrales que requieren una bioinformática más 
sofisticada y que requiere mucho tiempo, es probable que la inteligencia artificial y las técnicas 
de aprendizaje automático se utilicen cada vez más en el diagnóstico genómico clínico. Esto 
podría incluir varios pasos en los análisis genómicos, como la identificación y clasificación de 
variantes, la anotación del genoma y las predicciones del genotipo-fenotipo.18

Pruebas en otros tipos de cáncer de pulmón y cánceres torácicos
Aparte de circunstancias especiales, la práctica actual en materia de perfiles genómicos se centra 
en gran medida en los cánceres de pulmón no microcíticos no escamosos, pero falta determinar 
el impacto de las pruebas de biomarcadores predictivos en los carcinomas de células escamosas, el 
carcinoma microcítico y otras neoplasias malignas torácicas, como el mesotelioma y los tumores 
tímicos. Probablemente surgirán cuando se identifiquen nuevas vulnerabilidades terapéuticas y 
las terapias correspondientes, como las que afectan al metabolismo tumoral, la vía de respuesta al 
estrés oxidativo y los componentes celulares y no celulares del microentorno tumoral.19-21

Conclusión
En este Atlas de pruebas moleculares para terapias dirigidas en cáncer de pulmón de la IASLC, hemos 
proporcionado una descripción general de los genes individuales actualmente relevantes para la 
terapia dirigida en el cáncer de pulmón, así como de los factores que influyen en su evaluación, 
como la adquisición de muestras, las técnicas de prueba, los enfoques de los algoritmos de prueba y 
las variaciones globales en las pruebas moleculares. Hemos proporcionado un resumen actualizado 
de las pruebas moleculares clínicamente relevantes que será de utilidad para una amplia variedad 
de profesionales de la atención de salud especializados en el cáncer de pulmón y sus pacientes, y 
que esperamos siente las bases para nuevos avances en la atención clínica del cáncer de pulmón.
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