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Resumen

En la dltima década el diagnoéstico histopatolégico se ha vuelto un determinante
importante para el tratamiento del cancer de pulmén de células no pequefias (CPCNP).
Un numero creciente de pacientes se benefician de terapias blancos dirigidas a
alteraciones moleculares particulares (Mutaciones, genes de Fusion...etc.), por lo tanto, el
diagndstico preciso y las pruebas de laboratorio basadas en biomarcadores predictivos
para la determinacion de los pacientes que mas probablemente respondan a las terapias
blanco, representan un cambio en el paradigma diagnéstico del cancer de pulmén y son
ahora un estandar[1]. El diagnoéstico histopatoldgico del cancer de pulmoén es un proceso
de miltiples pasos que inicia con el diagnéstico morfolégico para determinar el tipo
histolégico (refinado por la inmuno-histoquimica en los casos requeridos), seguido de la
caracterizacion molecular del tumor. La creciente complejidad del algoritmo diagnéstico
representa nuevos retos para los pacientes con cancer de pulmén, dentro de los cuales
destaca la disponibilidad de suficiente tejido para realizacién de todas las pruebas
moleculares. La mayoria de los CPCNP son diagnosticados en etapas avanzadas de la
enfermedad, por lo que las grandes muestras de tumor (reseccién quirirgica) se obtienen
solo en unos pocos casos. Por lo tanto, es imperativo que toda adquisicion de tejido
tumoral se maximice para lograr realizar las pruebas moleculares requeridas. El rol del
equipo multidisciplinario que incluye al neumdlogo, radiélogo, patélogo, cirujano toracico
y oncologo es esencial para determinar el mejor abordaje de cada paciente[2,3].

Abstract

In the last decade, histopathological diagnosis has become an important determinant for
the treatment of non-small cell lung cancer (NSCLC). A growing number of patients
benefit from therapies targeting particular molecular alterations (Mutations, Fusion
genes... etc.), thus accurate diagnosis and laboratory tests based on predictive
biomarkers for the determination of patients who more likely to respond to target
therapies, represent a change in the diagnostic paradigm of lung cancer and are now a
standard[1]. The histopathological diagnosis of lung cancer is a multi-step process that
begins with the morphological diagnosis to determine the histological type (refined by
immunohistochemistry in the required cases), followed by the molecular characterization
of the tumor. The increasing complexity of the diagnostic algorithm represents new
challenges for patients with lung cancer, in which the availability of sufficient tissue for the
realization of all molecular tests stands out. Most NSCLC are diagnosed in advanced
stages of the disease, so large tumor samples (surgical resection) are obtained only in a
few cases. Therefore, it is imperative that any acquisition of tumor tissue is maximized to
achieve the required molecular tests. The role of the multidisciplinary team that includes
the pulmonologist, radiologist, pathologist, thoracic surgeon and oncologist is essential to
determine the best approach for each patient[2,3].
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1. MANEJO DEL ESPECIMEN

El muestreo del tumor primario puede ser por broncos-
copia, Toracoscopia Asistida por Video (VATS), Toraco-
tomia abierta o guiada por imagenes (Percutanea, trans-
bronquial o trans-esofagica)[4]. Alguno de estos abor-
dajes diagndsticos, asi como otras intervenciones que
acceden a sitios extra toracicos (por ejemplo, biopsia de
médula ésea) pueden ser seleccionados, cuando sea
apropiado, para tomar muestras de la enfermedad
metastasica, ya que no se ha encontrado diferencias en
los resultados de las pruebas moleculares entre los
tumores primarios y las metastasis de un mismo
paciente[1].

La eleccion del sitio de muestreo generalmente se
determinara por la facilidad de acceso, el paciente, la
seguridad de la intervencion y el rendimiento de tejido del
método seleccionado. Las muestras de tejidos van desde
la muestra completa del tumor (Pieza quirdrgica) hasta
las diferentes variedades de citologia. El rendimiento de
cualquier procedimiento variard segun la naturaleza de la
técnica (cirugia abierta o cerrada, guiada por imagenes
Etc.), el equipo utilizado (calibre o tipo de aguja de mue-
streo Etc.) y la habilidad del operador. Tres a seis
biopsias por cilindro a través de la pared toracica con
aguja de 18-20G son suficientes como material para
evaluar durante el diagndstico histopatolégico como para
estudios moleculares[54]. Las biopsias de tejido y los
especimenes de tipo citolégico son adecuados para el
diagnostico, pero deben ser manejados adecuadamente
por un personal idéneo y para facilitar los procedimientos
diagnosticos moleculares necesarios[5].

El tiempo de isquemia fria (tiempo hasta la fijacion) debe
ser minimizado, e idealmente de sélo unos pocos
minutos y menos de una hora, para evitar la degradacion
de las proteinas y acidos nucleicos (NA)[6,7]. La fijacion
inhibe la desintegracion o autolisis de las células y
preserva la morfologia del tejido. Las muestras deben ser
fijadas en formalina neutra tamponada al 10% (solucién
de formaldehido al 4%), la cual se encuentra amplia-
mente disponible y tiene la propiedad de conservar las
proteinas, ARN (acido Ribonucleicos) y ADN (Acido
Desoxirribonucleico) para el posterior andlisis de bio-
marcadores.

El tiempo de fijaciébn recomendado es entre 6 a 48 h, los
tiempos superiores o inferiores a este rango puede
afectar negativamente la calidad de la inmuno-
histoquimica, la hibridacion in situ (ISH) y las pruebas de
mutaciones[3,8]. Se debe evitar realizar procedimientos
los dias viernes y dias previos a festivos largos. La
Fijacion insuficiente puede resultar en una pobre
morfologia de los tejidos.

No se recomiendan los fijadores acidos ya que conducen
a una rapida degradacion de los &cidos nucleicos, ni la
fijaciobn acelerada con formalina calentada ya que
degrada la morfologia y disminuye la sensibilidad de los
estudios moleculares. Se debe evitar la descalcificacion
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de las metéastasis 6seas con agentes acidos que se
saben degradan el ADN. El &cido etilendiamino-tetra-
acético es un agente descal-cificante eficaz, que no tiene
efectos adversos sobre el ADN y debe utilizarse en
muestras con sospecha de cancer de pulmén en donde
se requiere descalcificacién y estudios moleculares de
manera anticipada[9-11, 53]. Las biopsias por cilindro o
endoscopicas deben ser separadas y procesadas por lo
menos en dos casetes para evitar perder tejido al mo-
mento de realizar los cortes histologicos[53].

El envejecimiento de las secciones de tejido fijadas con
formalina y embebidas en parafina, causa la degradacién
de los epitopos y del ADN. Las secciones deben ser
cortadas en fresco y el andlisis de biomarcadores debe
ser llevado a cabo dentro de 4-6 semanas, para evitar
resultados no informativos o falsos negativos. Las sec-
ciones de tejido almacenadas pueden prolongarse
mediante revestimiento de parafina o por sellado con
cintas especiales[3,10].

Hasta el 40% de todos los diagnésticos de CPCNP se
realiza solo por citologia. Los andlisis de biomarcadores
son aplicables a los especimenes citolégicos, que
incluyen bloques celulares, centrifugado celular (Cyto-
spin), frotis y citologias de base liquida[12]. Los bloques
celulares son los preferidos por la mayoria de insti-
tuciones para el andlisis de marcadores, ya que se
utilizan mismos protocolos que las muestras por histo-
logia.

La fijacion basada en etanol de los frotis, también
permite el analisis de mutaciones, la Hibridacion por
Inmuno-Fluorescencia in Situ (FISH) e IHC, aunque los
pat6logos deben ser conscientes de que los protocolos
de los laboratorios varia con respecto a los tejidos fijados
en formalina. Los mismos factores pre-analiticos (tiempo
de fijaciéon y envejecimiento del material) se aplican a los
especimenes de citologia.

Un patdlogo, preferiblemente con experiencia en cancer
de pulmén, debe revisar todo el material disponible de un
paciente, con el fin de seleccionar el material éptimo para
el analisis. Esto incluira secciones de marcado para
macro / micro diseccion segun se requiera (ver abajo).

Cuando la citologia y la biopsia se procesan de manera
indepen-diente, debe existir buena comunicacién entre
los patélogos para facilitar la mejor seleccién de mues-
tras. Los pat6logos también son responsables de la
super-vision del personal técnico que prepara y procesa
los especimenes antes del analisis molecular.

Para las pruebas de ADN o ARN basadas en
biomarcadores, suele ser importante enriquecer el
contenido de células tumorales del tejido, utilizando la
extraccion de acidos nucleicos. Las secciones de tejido
con alto contenido de tumoral pueden utilizarse directa-
mente. En muestras mas pobres, cuando sea factible, las
areas identificadas por los patélogos pueden ser
raspadas (macro diseccion manual) de los portaobjetos.
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Recomendaciones para el Manejo de la Muestra Tumoral

-Evitar la toma de muestras los viernes o previo al
dia de feriados largos.

-Obtener de tres a seis biopsias por cilindro, usando
agujas de 18-20G, o la mayor cantidad mediante
proceso bronco-endoscoépico.

-Procesamiento de muestras
-Se recomienda la Fijacion con formalina tampo-
nada neutra al 10% (Formaldehido al 4%).
-Separar las muestras al momento de incluirlas
para su procesamiento.
-El tiempo de fijacion no debe ser inferior a 6 h, ni
superior a las 48 h.
-Las secciones para pruebas de biomarcadores
moleculares deberian ser cortadas idealmente,
inmediatamente antes de su analisis.

-Las Muestras de citologia (Blogues celulares, frotis
directos, biopsias liquidas) se pueden utilizar de
forma fiable para detectar las mutaciones de EGFR
y el reordenamiento ALK.

-El mismo pat6logo debe revisar todo el material
disponibles de tumor del paciente (incluyendo
biopsias y especimenes citologicos) para seleccio-
nar el mas adecuado para el analisis de
biomarcadores.

-Se recomienda el enriquecimiento de muestras por
micro o macro diseccién para maximizar el conte-
nido de células tumorales antes de la extraccion de
ADN.

2. Diagndstico Histoldgico

El diagnéstico histolégico especifico (es decir, escamoso
vs. adenocarcinoma) es de suma importancia para la
toma de decisiones terapéuticas. Los criterios diag-
nésticos para la clasificacion de la Organizaciéon Mundial
de la salud (OMS) de las neoplasias pulmonares requie-
ren del andlisis de todo el tumor, sin embargo, la mayoria
de los canceres de pulmdén no son resecados quirlr-
gicamente y el diagndstico, clasificacion y pruebas de
biomarcadores moleculares se lleva a cabo en peque-
flas muestras hechas por biopsia o citologia[13].

La falta de criterios diagndsticos histopatologicos apli-
cables y la tendencia de los patélogos de hacer diag-
nésticos morfolégicos con evidencia insuficiente, pro-
bablemente explique la alta inexactitud reportada de la
clasificacion morfolégica para los subtipos de CPCNP,
cuando se manejan muestras pequefias[14—-21]. Los
tumores carentes de evidencia morfoldgica definitiva de
histologias escamosas o glandulares en la muestra
pequeia, se deben catalogar como CPCNP-NOS (Del
Inglés “No Other Wise Specified”). Las tasas de reporte
de CPCNP-NOS son altamente variables, lo que

probablemente refleja la variedad de abordajes diag-
noésticos de los diferentes patélogos y oscilan entre el 25
al 30 % de las biopsias pequefas, y hasta el 40 % de las
citologias.

La IHQ puede reducir las tasas de CPCNP — NOS a< 10
%, pero nunca a cero. La mayoria de las muestras de
CPCNP-NOS son el resultado del muestreo no
representativo de los canceres de pulmén, en su mayoria
adenocarcinomas[15]. Los marcadores como p63, p40 y
cito queratina CK 5/6 se asocian con los carcinomas
escamosos, mientras que TTF1 y Napsina A, asi como
las tinciones de mucina, se asocian con adenocarci-
nomas[22-27]. Se recomienda el uso de no mas de dos
marcadores para diferenciar escamoso de adeno-
carcinoma (p63 y TTF-1)[54]. Sin embargo, estos
marcadores no son especificos para ninguno de estos
diagnésticos y solo tiene valor predictivo positivo cuando
se expresan por encima de ciertos valores en la muestra
diagnostica. ElI TTF-1 se expresa solo el 75%-80% de los
adenocarcinomas de pulmén[22—-24]. Cuando el subtipo
de CPCNP se predice por este enfoque, el diagnostico
recomendado es “probablemente (o favorece) carcinoma
de células escamosas” o “probablemente (o favorece)
adenocarcinoma”. Este abordaje diagnoéstico tiene una
precision del 85% y los pacientes diagnosticados de esta
forma deben ser manejados de igual manera a los que
tiene el subtipo histologico definido[28,29].

Recomendaciones — Diagndstico Histoldgico.

-El diagndstico de Cancer de Pulmoén de células no
pequefias — NOS (No especificado) en las muestras
pequefias debe corresponder a < 10 % de los diag-
noésticos.

-Este porcentaje se alcanza con el uso juicioso de la
IHQ en los pacientes morfolégicamente indeter-
minados. Un abordaje recomendado es usar TTF-1
para predecir adenocarcinoma, y p63 para predecir
carcinoma de células escamosas.

-Recomendamos que las pruebas de Inmuno-
histoquimica sean realizadas en el centro donde el
paciente va a recibir su tratamiento definitivo (usual-
mente el Instituto Oncolégico Nacional), con la
finalidad de maximizar el tejido disponible.

-Los biomarcadores puedes hacerse de forma refleja
o secuencial de acuerdo a las posibilidades de cada
instalacion de contar con el equipo multidisciplinar y
del recurso humano y equipos disponibles.

3. Marcadores Moleculares

Mutaciones del Receptor del Factor de Crecimiento
Epidérmico (EGFR)

Las mutaciones activadoras del dominio Tirosina Cinasa
del Receptor del factor de Crecimiento Epidérmico
(EGFR - por “Epidermal Growth Factor Receptor) se
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encuentran en el 10 al 16 % de los casos de adeno-
carcinomas y de manera esporadica en los pacientes con
carcinomas escamosos[30,31]. La carcinogénesis por
mutaciones del EGFR es desconocida, pero no esta
relacionada al tabaquismo. Estas mutaciones, por lo
tanto, son mas comunes en pacientes que nunca han
fumado o fumadores pasivos, mujeres y pacientes
jévenes[32,33]. Estos parametros clinicos no deben ser
utilizados para seleccionar a los pacientes que requieren
muestreo del EGFR. Evidencia anecdética sugiere que
cualquier histologia de cancer de pulmén, inclusive el
sub tipo de células pequefias, sin antecedente de
tabaquismo o con exposicion minima, debiera conside-
rarse para la prueba[1].

Multiples estudios fase Ill, en pacientes Europeos,
Asiaticos y Norteamericanos con mutaciones del EGFR,
demostraron mejores tasas de respuesta (70%) y
supervivencia libre de progresiobn en los pacientes
tratados con Inhibidores de Tirosina Cinasa (ITC-gefitinib,
erlotinib, afatinib) comparados con los que recibian
quimioterapia de manera inicial para su enfermedad
metastasica[34-38].

El uso de los ITK del EGFR esta bien establecido en la
practica cotidiana y el muestreo de las mutaciones de
RFCE, en casos seleccionados, es un componente
rutinario de la evaluacion de los pacientes con cancer de
pulmon.

La mutaciones mas significativas del EGFR son las
deleciones del ex6n 19 o la mutacion por substitucion de
L858R del exén 21 (Ocupan del 80 al 90 % de las
mutaciones), pero otras mutaciones menos frecuentes en
el exén 18 y 21 también pueden predecir respuestas a
los ITK. (39, 40).

La metodologia utilizada para su deteccion dependera de
la disponibilidad de tecnologia para cada centro, y los
usuarios deberan ser conscientes de las limitaciones en
la cobertura de mutaciones de la tecnologia que
disponen.

La mutacion T790M se encuen-tra en el 50 % de los
pacientes que recaen y en la actualidad existen
medicamentos activos para los que desarrollan esta
mutacion, por lo que se recomienda reevaluar su
presencia en los pacientes que fallan a la primera linea
de ITK por la presencia de esta alteracion, por medio de
una nueva biopsia (tejido o Biopsia liquida)[41].

Recomendaciones — Muestreo del EGFR

-La deteccién de mutaciones del EGFR se debe
realizar en todos los pacientes con tumores no
escamosos y enfermedad avanzada o recurrente.
Recomendamos que la prueba se realice en el
Instituto Oncol6gico Nacional, para maximizar la
cantidad del tejido.

-En los pacientes con carcinoma escamoso Yy sin
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historia de consumo de tabaco (o minima
exposicion al tabaco) se debe considerar fuerte-
mente la realizacién de estas pruebas.

-Se recomienda el analisis mutacional que tenga
amplia cobertura de los exones 18 al 21. Si el
material es minimo o los recursos son limitados, al
menos se debe determinar la delecion del exéon 19 y
la L858R, que representan al menos el 80 % de los
casos.

-Se recomienda que cualquier metodologia emplea-
da sea evaluada por un programa de validacion
externo.

Re-arreglos del Gen ALK (Anaplastic Lymphoma
kinase) y otras alteraciones relevantes.

El re-arreglo del gen ALK se encuentra en el 3% -5% de
los adenocarcinomas y predice la respuesta a los
inhibidores de ALK-dirigidos. Los tumores con re-arreglo
ALK se asocian a caracteristicas clinicos patologicos
particulares, como lo son; la edad méas temprana de
inicio, poca exposicion al tabaco, e histologia adeno-
carcinoma (particularmente con morfologia en anillo de
sello o acinar)[42- 47].

Al igual que con las mutaciones del EGFR, estas
caracteristicas clinico-patolégicas no son suficientes para
seleccionar a los pacientes que requieren pruebas de
deteccion[42,43,47]. Los re-arreglos ALK son muy
infrecuentes en los carcinomas escamosos, se han
descrito casos en los carcinomas adeno-escamosos[46]
y usualmente son mutuamente excluyentes de las
mutaciones del EGFR o KRAS[48].

El inhibidor de la tirosina quinasa de ALK-crizotinib-es
efectivo en pacientes cuyos tumores muestran un reor-
denamiento del gen ALK. El Crizotinib esta aprobado en
la primera linea de tratamiento de los pacientes con
CPCNP metastasico y con reordenamiento ALK, ya que
mejora las tasas de respuesta y la supervivencia libre de
progresion comparado con la quimioterapia de primera
linea 49 Asi mismo el alectinib y el ceritinib, dos TKI
dirigidos contra los re-arreglos ALK, han demostrados
mejores tasas de respuesta y supervivencia libre de
progresion que la quimioterapia de segunda linea, en los
pacientes que progresan luego de recibir crizotinib.

Se han descrito mutaciones en los genes ROS1 y BRAF
(3 y 2%, respectivamente) susceptibles al tratamiento
con terapias blanco, y al igual que con los ITK del EGFR
y ALK, se alcanzan altas tasas de respuesta y
supervivencia libre de progresién y todas son mutua-
mente excluyentes entre si[50, 51].

Recientemente la inmunoterapia con anti PD1 (Pembro-
lizumab) demostr6 mejorar las tasas de respuesta y
supervivencia libre de progresién en comparacion con la
primera linea de quimioterapia, en paciente con expre-
sion = 50% de PDL1 (Programmed death-ligand 1) por
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IHQ y sin mutaciones del EGFR y ALK, por lo que en
este grupo de pacientes se considera como el nuevo
estandar[52]. En la figura 1 se resume el abordaje
diagndstico patolégico propuesto por el grupo.

Recomendaciones — Muestreo de los Re-arreglos
ALKy otras alteraciones relevantes

-A todos los tumores no escamosos, de pacientes
con enfermedad avanzada o recurrente, se les debe
realizar las pruebas para los re-arreglos ALK, la cual
se dispone en el Instituto Oncolégico Nacional.

-En los pacientes con carcinoma escamoso y sin
historia de consumo de tabaco (o minima exposicion
al tabaco) se debe considerar fuertemente Ila
realizacién de estas pruebas.

-Se debe utilizar la IHQ como método de cribado y el
FISH para la evaluacion definitiva.

-En los paciente sin alteraciones de los genes
ALK/EGFR, se recomienda la realizacion de IHQ
para PDL1. En la actualidad su realizacién en
nuestro pais esta sujeta a la disponibilidad de las
pruebas y los medicamentos aprobados.

-Dependiendo de la disponibilidad del centro
académico, se recomienda la realizacion de
alteraciones menos frecuente como ROS1 y BRAF,
ya que cuentan con blancos terapéuticos eficaces.

-Las metodologias empleadas deben ser validadas
por un programa de asesoramiento externo.
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