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Desde Septiembre a 
Mayo
8 reuniones sobre 
EGFR

Hay un kit diagnóstico

Ese kit diagnóstico falla en algo

¿Qué es eso de la T790M?

¿Empiezo a hacerlo o no?

Sale un nuevo kit al doble de 
precio

Otra técnica en el mercado 
(pirosecuenciación)

No saco casi nada de ADN de mis 
muestras...



La impresión del patólogo

 ¿No nos querrán vender otra cosa nueva inservible?

 ¿Merece la pena tanto esfuerzo?

 Los oncólogos siempre están pidiendo cosas...
 Además ellos mismos tampoco están convencidos

 Seguro que dentro de un año se ve que esto es una 
nueva “moda”
 Como otras técnicas que pasaron y no se quedaron

 Además no hay ni un euro en mi hospital y tengo 
que elegir entre dedicar esfuerzo a la molecular o a 
montar otras cosas que seguro me sacan de más 
líos.



Doble dirección

http://www.seapcongresos.com/2009/programa.htm


Proceso EGFR

Paciente con cáncer de pulmón

Determinación de EGFR No Determinación de EGFR



Puntos a tratar

 Y ¿por qué?



La evidencia científica



x
Constitucionalmente activo



x
Constitucionalmente activo Gefitinib

Erlotinib
Cetuximab

Los inhibidores de la Tirosin 
Quinasa como el gefitinib (Iressa) 
y el erlotinib (Tarceva) bloquean 
estas vías en un estadío precoz, 
con efectos secundarios 
subsiguientes sobre otros 
moduladores de la proliferación



La evidencia clínica

10-11-2010 25-11-2010



La evidencia económica
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ASCO 2010

 El contraste entre los resultados esperanzadores de 
Crizotinib en pacientes seleccionados
molecularmente y resultados desalentadores en 
algunos fase III grandes sin una cuidadosa 
selección de los pacientes debería hacer 
recapacitar a la comunidad de oncólogos sobre la 
estrategia de desarrollar fármacos “moleculares” 
con un espectro estrecho de actividad en un amplio 
espectro de pacientes no seleccionado, bien como 
agentes únicos o en combinación con otros 
fármacos...

J Thorac Oncol 2011;6:227-32



Puntos a tratar

 Y ¿por qué?

 Y ¿cuándo?



Proceso EGFR

Paciente con cáncer de pulmón

Selección de pacientes

Determinación de EGFR

Fumadores
Hombres
No asiáticos
Tumores no avanzados

No fumadoras
Mujeres
Asiáticas
Tumores avanzados



Mutaciones de EGFR en
carcinoma pulmonar

Subgrupo No.Tumores 
Revisados

Mutaciones Media % 
(Rango)

Estados Unidos 262 25 9 (2-14)

Europa 860 39 5 (NR)

Australia 83 6 7 (NR)

Este Asiático 1273 413 32 (26-40)

Adenocarcinoma 907 245 27 (9-55)

Otra histología 837 9 1 (0-3)

Hombre 865 108 12 (6-32)

Mujer 369 143 38 (20-59)

Fumador 662 66 10 (5-22)

No Fumador 517 180 35 (12-69)

Haber et al AACR 2005







Fumadores o no...



Puntos a tratar

 Y ¿por qué?

 Y ¿cuándo?

 Ya, ya, pero ¿cuándo, cuándo?



1 mm







p63



Adenocarcinoma de Células 
Claras

TTF1





Mensajes importantes

1. Es necesario profundizar en el diagnóstico 
siempre que sea posible

– No conformarnos con Carcinoma no microcítico

2. Es necesario ser estricto en el diagnóstico

3. La labor del patólogo (y de todos) no 
es sólo dar un diagnóstico certero si 
no manejar la muestra de la manera 
más eficaz



Puntos a tratar

 Y ¿por qué?

 Y ¿cuándo?

 Ya, ya, pero ¿cuándo, cuándo?

 Y ¿dónde?



Y ¿dónde?
 Paciente mujer de 56 años no fumadora con 

lesión pulmonar ya biopsiada 
(Adenocarcinoma)
 Adenopatías mediastínicas positivas por TAC y 

EBUS

 Mediastinoscopia de reestadiaje negativa

 Rescate quirúrgico (Adenocarcinoma residual)

 A los tres años, metástasis cerebral intervenida

 ¿DÓNDE HAGO LA DETERMINACIÓN DE 
LA MUTACIÓN DE EGFR?



1 mm

Biopsia bronquial



B10-02519

Pieza quirúrgica



Metástasis cerebral



Localización preferente de 
la muestra 

 No hay evidencia suficiente sobre disparidad entre 
tumor primario y metástasis o recidivas

 Existen estudios con discordancia entre lesión 
primaria y metastásica de hasta un 32% 

 FISH en material de citología. Polisomías tumorales

 Técnicas moleculares destinadas a la detección de 
mutaciones encuentran mayor correlación

Bozzetti et al J Thorac Oncol. 2008;3(1):18-22
Daniele L et al J Thorac Oncol. 2009;4(6):684-8

Savic S et al Br J Cancer. 2008;98(1):154-60
Gomez-Roca C et alJ Thorac Oncol. 2009;4(10):1212-20



Y ¿dónde?

 Citología exfoliativa

 Broncoaspirado

 Lavado broncoalveolar

 Punción aspiración con aguja fina (PAAF)
 Lesiones primarias

 Mediastino o localizaciones metastásicas (endoscopia, 
EBUS o similar)

 Biopsia bronquial

 Biopsia transbronquial

 Biopsia con aguja gruesa (BAG)

 Piezas quirúrgicas



Técnicas recomendadas para la 
obtención de la muestra adecuada 

 Agujas de diferentes calibres

 Mayor cantidad de ADN con las agujas de calibre 18

 Si bien la calidad del ADN parece mejor con el calibre 20

 Lavado de la aguja de PAAF con buffer y congelación

 Número necesario de células tumorales para realizar el estudio

 Con 150 se alcanzan resultados valorables

 Colaboración de neumólogos, broncoscopistas, radiólogos, cirujanos y 
personal auxiliar para evitar problemas

 Mala fijación

 Preservación inicial

 Transporte

 Tiempo máximo asumible antes que sean procesadas por el patólogo 
responsable.

Cheung YC et al. Lung Cancer. 2010;67(2):166-9
Molina-Vila MA et al. J Thorac Oncol. 2008;3(11):1224-35



Proceso EGFR

Paciente con cáncer de pulmón

Determinación de EGFR No Determinación de EGFR

Material tisular

Criterios clínicos y 
morfológicos

Criterios clínicos de accesibilidad
Criterios de calidad de la muestra

Microdisección



Puntos a tratar

 Y ¿por qué?

 Y ¿cuándo?

 Ya, ya, pero ¿cuándo, cuándo?

 Y ¿dónde?

 Y ¿cómo?



Antes de 2004

IHQ para la expresión 
proteica

FISH para la amplificación 
génica



29



Después de 2004



Al menos 20% de 
celularidad tumoral





Puntos a tratar

 Y ¿por qué?

 Y ¿cuándo?

 Ya, ya, pero ¿cuándo, cuándo?

 Y ¿dónde?

 Y ¿cómo?

 Y ¿cómo sé que lo estoy haciendo bien?



Criterios de calidad
 Fijación menos de 24 horas

 Formol tamponado al 10%

 Proporción de fijador adecuada

 Temperatura ambiente

 Piezas quirúrgicas
 Seleccionar un fragmento de tumor que debe fijarse en 

las condiciones idóneas de temperatura, tiempo y 
concentración reservado para el análisis molecular

 El resto será fijado por insuflación de la manera habitual 
pudiendo utilizarse este tejido en el caso que no se 
disponga del bloque especial



Criterios de calidad

 Confirmar morfológicamente que el tejido 
analizado contiene células neoplásicas 

 Estimar el porcentaje de células tumorales 
incluidas en la muestra

 Necesario para analizar los resultados 
moleculares

 No todas las técnicas aseguran resultados fiables 
con porcentajes de células tumorales bajos
(secuenciación)





EXTRACCIÓN DE ADN

 Métodos automáticos
 Qiacube (resinas)

 Magnapure (magnético)

 Manuales
 Proteinasa K (20 ng/ml) más detergente (Tween 20) 50%

 55ºC tiempo variable

 Hervido 100º durante 10 minutos

 Centrifugación 12.000 10 minutos

 Fase líquida

 Rendimiento
 10-200 nanogr/microl



Sensibilidad: 1 célula 
mutada entre 100 wt

Cantidad mínima: 150 
células







Controles de calidad

 Internos

 Reevaluar al año un porcentaje de casos

 Externos

 Control de calidad SEAP en Patología 
Molecular



Gestión por procesos
 Calidad de un producto

 Características técnicas

 Percepción del receptor del producto

 Comparación con él mismo a lo largo del tiempo 
(estandarización)

 Adecuación a la norma

 ISO: International Standarization Organization

 No variabilidad por causas organizativas

 Garantizar la continuidad del proceso asistencial 



Perfil molecular y clasificación del 
cáncer de pulmón

Paciente con Tumor pulmonar

Biopsia
Diagnóstico

Histológico
Perfil 

Molecular

Análisis de DNA, 

mRNA,proteinas

Análisis 

Bioestadístico

Decisión del 

tratamiento

PAAF ?

Dacic S. Expert Rev Diagn 2007; 7:77



Los retos del futuro

 Ante los retos del futuro 
hay tres tipos de personas:

 Las que lo hacen llegar

 Las que dejan que llegue

 Las que se preguntan 
¿cómo llegó?



Hijos, lo intentásteis al 
máximo y fracasásteis. La 
lección es: no intentarlo 
nunca 


