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ABSTRACT

Introducción: Los biomarcadores  son una herramienta 
indispensable en el tratamiento personalizado del 
cáncer de pulmón de célula no pequeña (CCNP) 
avanzado. Su diagnóstico y estadificación se 
sustenta, mayoritariamente, en muestras citológicas  
de aspiración con aguja transbronquial por 
ultrasonido endobronquial. Debido al  incremento de 
biomarcadores, la óptima gestión del material citológico 
es indispensable para garantizar un estudio molecular 
completo y de calidad.

Objetivo: Optimizar el tiempo de respuesta y la 
gestión del material citológico en pacientes con 
CCNP avanzado para garantizar un estudio molecular 
e inmunohistoquímico que permita tratamientos 
personalizados en estos pacientes.

Metodología: Valoración in situ de las muestras 
obtenidas mediante punción aspiración con aguja 
fina  en pacientes con sospecha o diagnóstico previo 
de cáncer de pulmón avanzado. Se realizó diagnóstico 
preliminar, evaluación de la calidad de la extensión 
citológica y recogida de material para posteriores 
estudios moleculares. Las muestras se conservaron sin 
montar dentro de recipientes porta-laminillas, para una 
mejor preservación del ADN celular. Tras el diagnóstico 
se realizó estudio molecular y/o inmunohistoquímico 
con el mejor material.

Conclusión: La gestión integral de las muestras 
citológicas mediante ROSE es indispensable para 
garantizar el estudio molecular e inmunohistoquímico 
óptimo que permita la  identificación de pacientes con 
CCNP candidatos a tratamientos personalizados.

INTRODUCCIÓN

El cáncer de pulmón es la neoplasia maligna más 
común en todo el mundo y sigue siendo la primera 
causa de muerte por cáncer tanto en hombres como en 
mujeres. El cáncer de pulmón de células no pequeñas 
(CCNP) constituye el 85% de todos los cánceres de 
pulmón y el 60% de ellos se diagnostican en estadios 
avanzados con una mediana supervivencia a cinco 
años del 15%.[1] Sin embargo, el uso de biomarcadores 
predictivos para terapias dirigidas específicas e 
inmunoterapias surgidos en las últimas décadas han 
aumentando la supervivencia de los pacientes con 
CCNP en estadios avanzados.[2]

El perfil genómico es ahora parte de la evaluación 
diagnóstica estándar rutinaria para pacientes con 
cáncer de pulmón avanzado. La necesidad de impulsar 
las decisiones de tratamiento en la práctica clínica ha 
incrementado la demanda de pruebas genéticas en el 
cáncer de pulmón, haciendo que los enfoques múltiples 
sean cada vez más necesarios para permitir el estudio 
de varios genes al mismo tiempo.[3,4]

Aunque la biopsia todavía se considera el gold standard 
para los estudios genéticos,[5,6] las pautas actuales de 
pruebas moleculares destacan que cualquier fuente 
de material, incluyendo muestras de citología, con 
celularidad tumoral adecuada, se pueden utilizar 
para el diagnóstico y/o pruebas de biomarcadores 
predictivos.[3,7]Esto pone de manifiesto  la importancia 
de la pequeña biopsia y las muestras de citología, ya 
que representan, en hasta dos tercios de los pacientes, 
el único material para el diagnóstico.[8,9] La óptima 
gestión de este material es indispensable para 
garantizar un estudio molecular completo.
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Esta situación nos llevó a investigar el rendimiento de 
las muestras citológicas obtenidas mediante punción 
endobronquial guiada por ultrasonido (EBUS-TBNA) 
para estudios moleculares así como PD-L1 en una 
serie de pacientes diagnosticados de CCNP en nuestra 
institución. Nuestro objetivo fue optimizar el tiempo 
de respuesta y la gestión del material citológico en 
pacientes con CCNP avanzado para realizar un estudio 
molecular e inmunohistoquímico de calidad que 
permitiera identificar dianas terapéuticas tratables en 
estos pacientes.

MATERIAL Y MÉTODOS

Se incluyeron en el estudio los pacientes del Hospital 
Clinic Barcelona, con sospecha de cáncer de pulmón, 
evaluados por el Servicio de Neumología, donde se 
evaluaron los diferentes diagnósticos y el estadiaje del 
tumor. Todos los casos fueron discutidos en el comité 
multidisciplinar de tumores torácicos, compuesto por 
varios profesionales involucrados en el diagnóstico 
y cuidado de pacientes con cáncer de pulmón. 
Se incluyeron prospectivamente en el estudio los 
pacientes sometidos a EBUS-TBNA con sospecha o 
diagnóstico confirmado de CCNP en estadio III o IV.

Los pacientes fueron estadificados con TNM de acuerdo 
con las guías de la 8º edición de la AJCC Cancer Staging 
Manual.[10]

Rapid On-Site Evaluation (ROSE)

Los casos fueron evaluados en la sala de broncoscopia 
del Instituto Clínico Respiratorio por un citotecnólogo 
experto, mediante evaluación rápida in situ (ROSE). 
Por cada punción se realizó una tinción Diff-Quik 
para la evaluación de la cantidad y viabilidad de las 
células tumorales. Esta primera evaluación, servía para 
orientar al broncoscopista a realizar pases adicionales 
con el objetivo de obtener material suficiente para 
realizar un diagnóstico citológico y para garantizar 
un diagnóstico molecular. Se recogieron  al menos 4 
extensiones secadas al aire, teñidas con Diff-Quik, con 
una representación de más de 500 células tumorales 
por laminilla y, además, se realizaron pases adicionales 
para bloque celular. Las extensiones se transportaron 
a Anatomia Patológica sin montar, protegidas en una 
caja para su evaluación definitiva. 

Tras el diagnóstico citológico por el equipo 
citopatólogo/citotecnólogo, el material de extensiones 
del EBUS-TBNA fue utilizado para realizar los análisis 
moleculares. Las muestras se conservaron sin montar 
dentro de recipientes porta-laminillas, para una 

mejor preservación del ADN y ARN celular hasta su 
requerimiento para estudios moleculares por parte del 
Comité de Tumores Torácicos. Los bloques celulares 
se prepararon a partir de solución salina normal con 
Histogel® (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EE. UU.). 

En cada intervención se procuró obtener suficiente 
celularidad tumoral  para realizar tres técnicas 
diferentes: NGS (mutaciones de genes mediante 
estudio de ADN); nCounter (reordenamientos de 
genes mediante estudio de RNA y detección de la 
deleción por splicing del exón 14 de MET (METex14)); e 
inmunohistoquímica (IHQ) para la expresión de PD-L1.
Para NGS y nCounter solo se utilizaron únicamente el 
material de las extensiones mientras que para PD-L1 se 
utilizó exclusivamente el material del bloque celular. 

Extracción de ADN y oncomine

La extracción de ADN y la NGS se realizaron con 
el kit QIAamp DNA FFPE Tissue (Qiagen, Hilden, 
Alemania) y el kit OncomineTM Solid Tumor DNA 
Panel (OST, ThermoFisher Scientific, Waltham, EE. 
UU.), respectivamente, ambos de acuerdo con las 
instrucciones del fabricante. Se utilizaron 10 ng  para 
generar librerías genómicas. El panel de ADN de 
tumores sólidos OncomineTM cubre las mutaciones 
somáticas (sustituciones, inserciones, deleciones 
e inversiones) en 22 genes, incluidos EGFR, ALK, 
ERBB2, ERBB4, FGFR1, FGFR2, FGFR3, MET, DDR2, 
KRAS, PIK3CA, BRAF, AKT1, PTEN, NRAS, MAP2K1, 
STK11, NOTCH1, CTNNB1, SMAD4, FBXW7 y TP53. Los 
amplicones se cubrieron en promedio hasta un mínimo 
de 500X. Para considerar adecuadas las muestras para 
NGS, las células tumorales deben comprender al menos 
el 20 % de las células de la muestra y con un mínimo de 
300 células tumorales.

Extracción de ARN y nCounter

El ARN de las muestras de las extensiones  citológicas 
se extrajo con un kit de aislamiento de ARN (Roche, 
Meylan, Francia) siguiendo las instrucciones del 
fabricante. El ARN total (10-200 ng) se hibridó con 
una mezcla personalizada para identificar las fusiones 
de genes ALK, ROS1, RET y NTRK1, y METex14. 
El procesamiento de muestras, la obtención de 
imágenes y el conteo se realizó mediante nCounter 
(NanoString Technologies Inc, Seattle, WA) de acuerdo 
con las instrucciones del fabricante. Las muestras se 
consideraron aptas para el análisis si contenían un 
mínimo de 500 células en total con al menos un 10 % de 
células tumorales.
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Inmunohistoquímica de PD-L1

La inmunohistoquímica (IHQ) se realizó en secciones 
de tejido fijadas con formalina y desparafinadas de 
cuatro micras utilizando el ensayo PD-L1 IHC 22C3 
pharmDx (Dako, Glostrup, Dinamarca; en un Dako 
Autostainer Link 48), con tejido de amígdalas humanas 
como control. La expresión de PD-L1 en células 
tumorales se evaluó en función del porcentaje de PD-L1 
positivo con patrón de tinción de membrana. Los casos 
se clasificaron según el Tumor Proportion Score (TPS) 
de la siguiente manera: negativos (0 y <1%); positivo 
bajo (1–49 %); y positivo alto (50-100%). Se evaluó un 
mínimo de 100 células tumorales por muestra.[4]

RESULTADOS

Entre Febrero del 2018 y Mayo del 2021, se recogieron 
193 muestras procedentes de 193 pacientes con 
CCPN mediante el procedimiento de EBUS-TBNA 
asistidos por ROSE en el Hospital Clínic de Barcelona. 
De estas muestras, finalmente se requirieron 
estudios moleculares (NGS, nCounter) y/o tinción 
inmunohistoquímica de PD-L1 en 106 pacientes 
(54.92%).

De las 106 muestras analizadas, 58 (54.72%) mostraron 
alguna mutación genética driver. Cuatro muestras 
fueron no valorables para el estudio de Oncomine, y 
cinco fueron no valorables para nCounter. La alteración 
más  frecuente fue la mutación de KRAS (24 casos) 
seguida de las mutaciones de EGFR (12 casos) y BRAF 
(7 casos). Se identificaron 2 reordenamientos de ALK, 2 
de RET y 1 de NTRK. No se detectaron reordenamientos 
de ROS1. Además, mediante nCounter se detectaron 7 
casos con la alteración METex14. Los resultados de las 
mutaciones se muestran en la Figura 1. 

 
Figura 1. Resultado de las alteraciones moleculares en las muestras 
analizadas con los paneles de NGS: OncomineTM Solid Tumor DNA 
Panel y nCounter.

La expresión de PD-L1 fue estudiada exclusivamente 
sobre material de bloque celular en 82 de los 106 casos. 
Las muestras con material insuficiente en el bloque 
no se consideraron aptas para estudio de PD-L1 22C3 
pharmDx. Se observó un resultado positivo en más 
del 50 % de las células tumorales en 22 pacientes, un 
resultado entre 1-49% en 18 pacientes y un resultado 
negativo/<1% en 38. 

DISCUSIÓN

El creciente énfasis en la medicina personalizada ha 
propiciado que los patólogos estén  experimentando 
un aumento constante en el número de solicitudes 
de pruebas moleculares en muestras de pacientes con 
CCNP en estadios avanzados. El análisis molecular del 
material genético permite detectar aberraciones en 
los tumores que pueden predecir una respuesta a las 
terapias dirigidas. Por esta razón los test moleculares 
son cada vez más relevantes en pacientes con 
enfermedad avanzada. La obtención de material por 
medio de punción aspiración con aguja fina (PAAF) 
obtenidas mediante EBUS-TBNA son especialmente 
útiles en este sentido porque representan un medio 
rápido, eficaz y mínimamente invasivo para obtener 
muestras de estos pacientes. En consecuencia, los 
patólogos se enfrentan cada vez más a los retos de 
realizar más pruebas en especímenes más pequeños, 
tanto biopsia pequeña como muestra citológica.[11,12]

Los rápidos avances en terapias dirigidas en CCNP 
hacen que la optimización e implementación de 
estudios moleculares en muestras de citología sea 
una prioridad. Varios estudios ya han demostrado y 
validado la idoneidad de las muestras citológicas para 
pruebas moleculares.[13,14] Pero aunque estas muestras 
proporcionan un material con una alta calidad para el 
análisis molecular, la citopatología molecular no está 
aún estandarizada. [15]

La ROSE es un procedimiento que ayuda a superar las 
limitaciones de muestreo en citología. Además, permite 
garantizar en el mismo acto la suficiente cantidad 
de células tumorales para usarlas en plataformas 
genómicas de secuenciación masiva, que suelen 
requerir en torno a un 20% de células tumorales. En 
nuestra experiencia, la gestión integral del material 
del EBUS-TBNA mediante ROSE ha permitido agilizar 
el tiempo de diagnóstico y disminuir el número de 
reprogramaciones para el EBUS en comparación con 
las reprogramaciones de punciones radiológicas, que 
no están asistidas por una evaluación in situ.[16] 
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Otra ventaja de las extensiones citológicas es que el 
ADN es fácilmente extraíble, y de alta calidad incluso si 
se archiva durante un período prolongado.[17]

Algunos trabajos han comparado la concordancia de 
los estudios moleculares entre citología y biopsia, y 
han demostrado que el material de citología es tan 
bueno o mejor que la biopsia para las determinaciones 
moleculares. [18,19] Martin de Leon et al. recogieron 
veintinueve casos de CCNP que tenían muestra 
pareada de citología y de biopsia y compararon el 
estudio molecular hecho en ambos tipos de muestra. 
Entre las 23 muestras se observó plena concordancia en 
los resultados positivos y negativos entre ambos tipos 
de muestras, realizados tanto por Oncomine como 
por nCounter. [18] Fielding et al. también investigaron 
el potencial de utilizar ADN extraído de extensiones 
citológicas teñidas con  Diff-Quik frente a bloques 
celulares del procedimiento EBUS-TBNA y observaron 
que las extensiones proporcionan mayor cantidad de 
DNA (media de 434 ng para bloque celular y media de 
1740 ng para extensiones)  y además tienen un mejor 
rendimiento para la secuenciación (61% de rendimiento 
para los bloques celulares vs 81% para las extensiones).
[19] En los resultados de nuestro estudio obtenemos 
unas proporciones de mutaciones en genes específicos 
que se asemejan a las observadas en los estudios en 
población real, lo que indicaría que los resultados 
moleculares obtenidos sobre muestras citológica son 
fiables. 

Respecto a los resultados de PD-L1 sobre material 
citológico, varios estudios han comparado el PD-
L1 entre bloques celulares y biopsias, demostrando 
que puede ser evaluado de forma fiable en muestras 
citológicas permitiendo la identificación de candidatos 
a tratamiento con inmunoterapia. [18,20–22] Nuestros 
resultados van acorde con lo publicado, pudiendo 
evaluar PD-L1 en una gran mayoría de bloques 

celulares. También existen algunos estudios que 
comparan el resultado de PD-L1 entre extensiones y 
biopsias en muestras pareadas. En el estudio de Roberto 
et al. se observa una concordancia del 74% con un 
coeficiente Kappa de 0.59 (acuerdo moderado). En este 
estudio la mayoría de tinciones se realizó sobre bloque 
celular (62%) y en menor medida sobre extensiones 
(38%), pero en los resultados de concordancia no se 
especifica el tipo de muestra.[18]Sin embargo, otros 
estudios sí han demostrado una muy buena correlación 
de la inmunocitoquímica de PD-L1 entre extensiones 
y biopsias con una concordancia que oscila entre el 
90%-97%.[23–25] Algunos de estos artículos destacan la 
necesidad de establecer un estricto control de las fase 
preanalítica del procesamiento de muestras citológicas 
de cara a una estandarización de la evaluación de la 
expresión de PD-L1 en este tipo de muestras. [25,26]

CONCLUSIONES

El creciente número de biomarcadores predictivos 
disponibles para el tratamiento de pacientes con CCNP  
pone de manifiesto la necesidad de proporcionar 
resultados rápidos, fiables y rentables. Un diagnóstico 
certero en el momento adecuado, utilizando la menor 
cantidad de tejido posible, es el paradigma necesario 
para el establecimiento y desarrollo de la medicina de 
precisión en estos pacientes. Dado que la citología es la 
principal fuente de tejido en muchos de estos pacientes, 
la gestión integral de las muestras mediante ROSE, así 
como un control de la fase preanalítica, es crucial para 
la estandarización del manejo de la muestra, además de 
garantizar un estudio molecular e inmunohistoquímico 
óptimo que permita la  identificación de candidatos a 
tratamientos personalizados. Por eso, la colaboración 
multidisciplinar entre los diferentes profesionales 
implicados para conseguir la máxima calidad en el 
proceso diagnóstico es de vital importancia para definir 
la mejor actitud terapéutica para cada paciente. n
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