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Resumen
Es importante conocer la ventajas e inconvenientes de las distintas metodologías que nos permiten clasificar mo-
lecularmente a los pacientes con carcinomas de pulmón no de célula pequeña para poder diseñar estrategias de 
determinaciones de biomarcadores que sean a la vez eficientes y pragmáticas. 

Esto es particularmente importante si tenemos en cuenta que algunas indicaciones de tratamiento necesitan la 
información de biomarcadores con un nivel de detalle que solo está al alcance de la secuenciación masiva dirigida. 
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Abstract
It is important to know the advantages and disadvantages of the different methodologies that allow us to molec-
ularly classify patients with non-small cell lung carcinomas to design strategies for biomarker determinations that 
are both efficient and pragmatic. 

This is particularly important considering that some treatment indications require biomarker information at a level 
of detail only available with next-generation sequencing (NGS).
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Abstract
It is important to know the advantages and disadvantages of the different methodologies that allow us to molec-
ularly classify patients with non-small cell lung carcinomas to design strategies for biomarker determinations that 
are both efficient and pragmatic. 

This is particularly important considering that some treatment indications require biomarker information at a level 
of detail only available with next-generation sequencing (NGS).

CARACTERIZACIÓN ANATOMOPATOLÓGICA 
DEL CÁNCER DE PULMÓN

Desde la primera clasificación histológica de los tumores 
pulmonares llevada a cabo por la Organización Mundial 
de la Salud (OMS) en el año 1981, se han realizado consi-
derables progresos en el conocimiento de la patogénesis, 
la histología y la biología molecular del carcinoma de pul-
món (CP), lo que se ha ido traduciendo en sucesivas cla-
sificaciones que incorporan los nuevos avances. La última 
actualización, publicada en el año 2021, aporta parámetros 
para una mayor precisión en el diagnóstico histológico no 
solo en piezas quirúrgicas sino también en biopsias peque-
ñas y muestras citológicas y, además, integra el diagnóstico 
molecular como una herramienta para el diagnóstico y el 
tratamiento (en concreto, para terapias dirigidas e inmuno-
terapia) en los pacientes con CP (1). 

Los carcinomas de pulmón se clasifican en dos grandes 
grupos según su morfología, la cual está relacionada con 
una clínica y una biología molecular características que 
condicionan una diferente actitud terapéutica inicial. Di-
chos grupos son:

 – Carcinomas de pulmón de célula pequeña (CPCP 
o SCLC del inglés small cell lung carcinomas). Re-
presentan aproximadamente un 15 % de los CP (1).

 – Carcinomas de pulmón no de célula pequeña (CP-
NCP) NSCLC, del inglés non- small cell lung carcino-
mas). Representan aproximadamente un 85  % de 
los CP. Dentro de este grupo se incluyen los dos prin-
cipales tipos histológicos del CP: el adenocarcinoma 
(AC) y el carcinoma escamoso (CE), representando 
un 40 % y un 25 %, respectivamente (1).

Dado el cambio paradigmático que se ha experimenta-
do en el conocimiento y manejo del CP, en especial en 
los CPNCP, se ha hecho necesaria una clasificación más 

precisa de los tipos histológicos. Por este motivo, esta últi-
ma actualización de la OMS recomienda la aplicación de 
técnicas inmunohistoquímicas (IHQ) para subclasificar los  
CPNCP (AC versus CE) en aquellos casos en los que  
los criterios morfológicos (con técnica de hematoxilina-eo-
sina, H&E) no sean suficientes (1,2). En este sentido, los 
marcardores IHQ más aceptados son: a) TTF1 como mar-
cador de AC; y b) p40 como marcador escamoso (1,2). Si 
bien es necesario realizar un diagnóstico anatomopatoló-
gico lo más preciso posible, el patólogo tiene la obligación 
de preservar muestra tumoral suficiente para la determi-
nación de biomarcadores predictivos de respuesta (3,4). 
Un aspecto primordial es la revisión exhaustiva de todo el 
material de cada paciente para la selección del más ade-
cuado en términos de porcentaje de celularidad tumoral. 
Los requerimientos varían mucho en función de la meto-
dología, lo que puede influir en el porcentaje de resultados 
no concluyentes para cada una de ellas (5). 

CLASIFICACIÓN MOLECULAR DEL CARCINOMA 
DE PULMÓN

El desarrollo en las últimas décadas de tratamientos dirigi-
dos contra determinadas alteraciones moleculares de las 
neoplasias humanas ha supuesto un importante cambio, 
tanto práctico como conceptual, en oncología (6). El CP, y 
en especial, el CPNCP, es uno de los mejores paradigmas 
de esta filosofía por dos razones principales: a) su enorme 
complejidad y variabilidad molecular (al menos un 30-
40 % de los CPNCP tienen una alteración genómica trata-
ble (7); y b) la gran cantidad de fármacos dirigidos contra 
muchas de estas dianas terapéuticas, ya aprobados o en 
fase de desarrollo clínico (8). La figura 1 resume las fre-
cuencias de las alteraciones moleculares en los pacientes 
con CPNCP. Por otra parte, la irrupción de la inmunoterapia 

Fig. 1. Frecuencia 
de alteraciones 
moleculares en el CPNCP 
(adenocarcinoma) en 
población occidental. Datos 
obtenidos de Tan AC et al. 
(7) (Del: deleción; ex: exón; 
ins: inserción).
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ha supuesto una nueva revolución en el tratamiento onco-
lógico dirigido de los tumores sólidos, incluido el CP. Una 
de las aproximaciones terapéuticas de la inmunoterapia 
más desarrolladas en el CP es la inhibición de los puntos 
de control del sistema inmune, usando anticuerpos mono-
clonales dirigidos frente a PD-1 (programmed death-1) o 
PD-L1 (programmed death-ligand 1) (9). En los siguientes 
apartados desarrollaremos las ventajas e inconvenien- 
tes de las diferentes metodologías que se pueden utilizar 
para la clasificación molecular del CP para terminar ilus-
trando cómo organizar los flujos de trabajo y los algorit-
mos en los pacientes con CP. 

Metodologías

Inmunohistoquímica

La inmunohistoquímica (IHQ) es una metodología que 
nos permite estudiar la sobreexpresión proteica en mues-
tras tisulares o citológicas. Sus principales ventajas es 
que es una técnica de bajo coste y tiempo de respuesta,  
que necesita poca cantidad de tejido. Sus principales in-
convenientes son dos: a) en ocasiones su especificidad 
no es del 100 % y todos los resultados positivos han de 
confirmarse con un método genómico; y b) su sensibilidad 
puede verse afectada por las condiciones preanalíticas. 
Las principales aplicaciones de la IHQ en los pacientes 
con CPNCP son: 

 – El estudio de PD-L1, como marcador predictor de 
respuesta a inmunoterapia (10,11). 

 – El estudio de la fusión de ALK (método definitivo) 
(12-17).

 – El estudio de la fusión de ROS1 (método de criba-
do) (17,18).

 – El estudio de la fusión de los genes de la familia 
NTRK (método de cribado) (19-22).

Hibridación in situ fluorescente

La hibridación in situ fluorescente (FISH) es el método de 
referencia para estudiar amplificaciones (por ejemplo, en el 
gen MET) y es también una opción excelente para identifi-
car fusiones mediante la utilización de sondas de rotura o 
break-apart (ALK, ROS1, RET y NTRK). Sus principales ven-

tajas son similares a las de la IHQ. Sus principales desven- 
tajas son que su sensibilidad depende mucho del diseño 
de las sondas comerciales y que no aporta un conoci-
miento preciso de la composición o variante de fusión (16). 

PCR en tiempo real

La PCR en tiempo real nos permite estudiar mutaciones 
(o variantes) y fusiones a partir del estudio del ADN y del 
ARN. Sus principales ventajas e inconvenientes se resu-
men en la tabla I (16).

Teniendo en cuenta las implicaciones terapéuticas de co-
nocer con precisión la mutación de KRAS (por ejemplo,  
la variante G12C) o la mutación de EGFR (por ejem- 
plo, las inserciones en el exón 20) que presentan nuestros 
pacientes (sensibilidad diagnóstica, véase más adelante), 
en ocasiones hay que combinar de forma secuencial o 
simultánea la PCR en tiempo real (identificación genérica 
de la presencia de una variante) y la secuenciación masiva 
dirigida (SMD; anotación precisa de la variante) (23,24). 

Secuenciación masiva dirigida

La SMD se está convirtiendo en el método de referencia para 
estudiar mutaciones (o variantes) y fusiones. También puede 
detectar aumento o disminución en el número de copias de 
un gen, sobre todo de manera más precisa, con la optimiza-
ción de los algoritmos bioinformáticos (25). Sus principales 
ventajas e inconvenientes se resumen en la tabla II. 

En el momento actual hay dos tecnologías principales de 
SMD: la captura de híbridos y el uso de amplicones. Aun-
que cada una de las opciones tiene fervientes defensores 
y detractores y no es el objetivo de este capítulo esgrimir 
argumentos en favor de uno u otro, es importante resaltar 
algunas cuestiones (26): 

 – La captura de híbridos requiere más cantidad de 
ácidos nucleicos, pero en contrapartida suele ofre-
cer paneles con mayor número de genes.

 – El estudio del ARN junto con el estudio del ADN es 
más sensible para la detección de fusiones que si 
solo analizamos el ADN. 

Tabla I. Ventajas e inconvenientes de la PCR en tiempo real

Metodología Ventajas Inconvenientes

PCR en tiempo real

– Rápida

– Barata

– Requiere poco tejido

– Muy sensible

–  La sensibilidad puede verse afectada por 
el diseño del producto comercial

– No se especifica la pareja de fusión

–  No se especifica la mutación concreta, 
solo su presencia dentro de un gen
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 – Hay que conocer con detalle la sensibilidad diag-
nóstica del panel que estamos usando (también 
definida como cobertura en anchura o capacidad 
del panel para detectar el mayor número de altera-
ciones moleculares).

Biopsia líquida

La definición global de biopsia líquida incluye las célu-
las tumorales circulantes (CTC), exosomas, DNA libre 
circulante (cfDNA, del inglés cell free DNA), RNA li- 
bre circulante (cfRNA, del inglés cell free RNA) y ARN 
plaquetario, aislados principalmente a partir de sangre 
periférica (plasma) pero también de orina, líquido pleu-
ral, líquido cerebroespinal y saliva, entre otros. Sobre es-
tas biopsias líquidas se pueden utilizar sobre todo PCR 
en tiempo real y SMD, con profundidades de lectura 
mucho mayores en comparación a la SMD sobre teji-
do. Los resultados falsos negativos suelen ser debidos a 
una escasa representación de los ácidos nucleicos cir-
culantes (limitada carga metastásica extratorácica del 
paciente). En contrapartida, los resultados falsos posi-

tivos pueden estar relacionados con el fenómeno de 
hematopoyesis clonal, pero también con el intento de 
aumentar la sensibilidad de la técnica (17,27-30).

Atributos de las metodologías

Además de conocer en detalle las ventajas e inconvenientes 
de las diferentes metodologías que podemos usar para estu-
diar biomarcadores predictivos en los pacientes con CPNCP, 
es importante familiarizarnos con una serie de atributos (17):

 – La sensibilidad analítica.
 – La sensibilidad diagnóstica.
 – ¿Permite el método la anotación precisa de las va-

riantes?
 – ¿Permite el método conocer la frecuencia alélica de 

la alteración?
 – ¿Cuál es la cantidad de ácidos nucleicos que se reco-

mienda?
 – ¿Cuál es el coste?
 – ¿Cuál es el tiempo de respuesta?

En la tabla III se resumen los atributos de los métodos más 
utilizados para la detección de las mutaciones de EGFR. 

Tabla II. Ventajeas e inconvenientes de la secuenciación masiva dirigida

Metodología Ventajas Inconvenientes

Secuenciación masiva dirigida Muy sensible y específica

–  La sensibilidad en la búsqueda de 
fusiones puede verse afectada si solo se 
utiliza ADN

–  Coste

–  Tiempo de respuesta

–  Algunos paneles requieren más cantidad 
de muestra (captura de híbridos)

Tabla III. Atributos de los métodos más utilizados para la detección de mutaciones EGFR

Técnica
Sensibilidad 

analítica
Sensibilidad 
diagnóstica

Anotación 
precisa  

de variantes

Información 
de frecuencia 

alélica

Cantidad 
necesaria  
de ADN

Coste
Tiempo de 
respuesta

PCR y secuenciación 
directa

La más baja Excelente Sí No Alta La más barata 3-4 días

PCR y pirosecuenciación Variable Intermedia Algunas veces No Alta Bajo 3-4 días

PCR en tiempo real Alta Intermedia Algunas veces No Baja Bajo Horas a 1-2 días

PCR digital La más alta Baja Sí No La más Baja Bajo Horas a 1-2 días

SMD-amplicones Variable (alta) Variable (alta) Sí Sí Baja Intermedio 1-2 días a 10 días

SMD-captura de híbridos Variable (alta) Variable (alta) Sí Sí Alta Intermedio 15-20 días

Secuenciación completa 
del exoma

Variable Excelente Sí Sí Alta Alto Semanas

Secuenciación completa 
del genoma

Variable Excelente Sí Sí Alta La más cara Semanas
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Algoritmos de biomarcadores predictivos  
en CPNCP 

La figura 2 resume los dos principales algoritmos para el 
estudio de biomarcadores predictivos en los pacientes con 
CPNCP (10,11,17,19,24,31-40).

Debido a la menor sensibilidad diagnóstica de cualquier 
método que no sea la SMD (Tabla III) en el momento ac-
tual, recomendamos las dos acciones siguientes:

 – Si se identifica una mutación, pero el método utiliza-
do no permite anotarla con precisión: realizar SMD 
a continuación.

 – Si los métodos utilizados inicialmente no identifican 
ninguna alteración en las principales dianas trata-
bles de los CPNCP. Realizar SMD a continuación. 

Flujo de trabajo de la SMD en los pacientes con 
CPNCP

Teniendo en cuenta que la mayoría de las guías interna-
cionales recomiendan el uso prioritario de la SMD en los 
pacientes con CPNCP (3,4), hemos considerado que una 
buena manera de concluir este capítulo es mostrar como 
es el flujo de trabajo de la SMD (41) (Fig. 3). 

Fig. 2. Algoritmos para el estudio de biomarcadores predictivos en CPNCP. El número de secciones de cada prueba se muestra en azul. aLos 
requisitos para la extracción de ácidos nucleicos en pruebas moleculares individuales o paneles de secuenciación masiva (NGS, del inglés 
next-generation sequencing) son variables (ALK: anaplastic lymphoma kinase; BRAF: B-Raf proto-oncogene; EGFR: epidermal growth factor 
receptor; FISH: hibridación in situ fluorescente ; HER2: human epidermal receptor 2; H&E: hematoxilina-eosina; IHQ: inmunohistoquímica; KRAS: 
kirsten rat sarcoma virus; MET: mesenchymal epithelial transition factor; NGS: next-generation sequencing; NTRK: neurotrophic tyrosine receptor 
kinase; PCR: polymerase chain reaction; PD-L1: programmed death ligand-1; RET: rearranged during transfection; ROS1: c-ros oncogene 1).

Fig. 3. Flujo de trabajo 
de la SMD (ADN: ácido 
desoxirribonucleico;  
ARN: ácido ribonucleico; 
MTB: molecular tumor 
board; SMD: secuenciación 
masiva dirigida).  
Figura creada parcialmente 
con recursos disponibles en 
BioRender.com.
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