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Informe de Director: Dra. Ana Maria Gomez Martinez

El objetivo del trabajo que da forma a esta tesis doctoral es identificar factores pronosticos bio-
moleculares en estadios precoces de carcinoma broncogénico no microcitico en pacientes que han sido
sometidos a reseccion quirurgica con intencion curativa.

El objetivo es ambicioso. A raiz de una bateria de proteinas seleccionada en funcién de una rela-
cion demostrada o sospechada con el desarrollo y evolucion del carcinoma broncogénico no microcitico,
y utilizando la metodologia de microarrays e inmunohistoquimica, nos propusimos desarrollar un anali-
sis univariante primero, para la totalidad de dichas proteinas, para después, desarrollar un analisis multi-
variante en el que pudiésemos valorar el papel prondstico independiente (es decir, no sesgado por
factores clinicos que pudieran ser fuente de confusion) de dichas proteinas.

La introduccién que realiza el doctorando es exhaustiva, con un viaje por el estado del arte actual
en cancer de pulmon.

Plantea adecuadamente los objetivos (principal y secundarios) y plantea una metodologia ade-
cuada dentro de la complejidad que tiene en si misma, sobre todo para su explicacidon por parte de un
cirujano. Pero es evidente que el autor ha sido formado en la materia de la biologia molecular y conoce
las técnicas de investigacion actuales para estudiar la expresion de genes y proteinas.

Los resultados estan bien expresados y son interesantes. Tres de las 21 proteinas analizadas fun-
cionaron como factores de mal prondstico tanto en términos de supervivencia como de intervalo libre de
enfermedad. Entre los factores clinicos queda expuesta la homogeneidad de la serie, que favoreceria una
eventual validacion externa en pacientes procedentes de series quirurgicas.

La discusion es completa. No divaga y se cifie claramente a los objetivos y resultados del estudio.

Las conclusiones hacer buena referencia a los objetivos analizados en base a la hipotesis de tra-
bajo planteada.

Por todo ello, creo que este trabajo que ahora ve la luz, y que ha precisado de un periodo relati-
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vamente largo para poder ser desarrollado es merecedor de optar al grado de doctor por parte José

Ramon Jarabo.

Dra. Ana Maria Gomez Martinez

Servicio de Cirugia Toracica

Hospital Clinico San Carlos de Madrid

Profesora Asociada de la Universidad Complutense de Madrid
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Informe de Director: Dr. Florentino Hernando Trancho

He de decir que esperaba con gran ilusion que esta tesis doctoral viera la luz. Han sido unos afios
de trabajo, con avatares de una u otra indole, pero el resultado ha merecido la espera.

Y es un orgullo que entre mis primeros pasos como Jefe de Servicio de Cirugia Toracica del
Hospital Clinico San Carlos esté informar este trabajo, en tanto en cuanto tanto el proyecto, como su
autor principal, quien con ¢l aspira al titulo de Doctor, se han gestado en esta casa y llevan por tanto el
sello inequivoco de este centro, tanto en su vertiente asistencial, como docente-universitaria.

La implicacion del cirujano en la enfermedad en toda su extension, es sefia de identidad de la ci-
rugia general y toréacica del hospital. Desde siempre. La oncologia tordcica es la razon de ser de los ciru-
janos toracicos desde que, como bien resalta el doctorando en su revision historica de la especialidad, la
tuberculosis pudo ser controlada con antimicrobianos y sus devastadores efectos sobre el torax pasaron a
un segundo plano al lado de la gran epidemia que la segunda mitad del siglo XX nos dejo: el cancer de
pulmon, inexorablemente vinculado al creciente consumo de tabaco.

Una gran mayoria de nuestros pacientes padecen un cancer de pulmoén. Y la cirugia trata de ofre-
cer, quiza con cierta vanidad, pero sustentada en la evidencia, las mayores opciones de curacion. Sin
embargo, éstas solo son posibles en los estadios mas precoces, situaciones en que se puede hablar de
“cirugia completa”. Aun asi, un gran porcentaje de pacientes en estadios precoces que son intervenidos
con una intencidn curativa, recaen a lo largo del tiempo. Seglin nuestra serie, casi un 50%, lo cual es un
dato nada desdenable, y que justifica de sobra el objetivo principal de esta tesis doctoral: identificar fac-
tores prondsticos que nos permitan predecir qué pacientes tienen mas riesgo de recaer para plantear en
ellos tratamientos complementarios a la reseccion quirurgica.

Como se revisa de forma exhaustiva en la introduccion, son muchos los factores que se han rela-
cionado aisladamente con el prondstico en pacientes operados. Sin embargo, muchos de ellos son difi-

cilmente reproducibles, otros aparecen en series heterogéneas de pacientes, muchos de los cuales reciben
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tratamientos adyuvantes, y a menudo los resultados son complicados de validar.

Las series quirurgicas incluyen sesgos importantes, fundamentalmente relacionados con el propio
acto quirtrgico. Por eso el esfuerzo que desde el primer momento del desarrollo de este trabajo hemos
hecho por intentar homogeneizar, y que el doctorando ha hecho suyo hasta el punto de intentar descartar
cualquier caso que no cumpliera estrictamente los criterios que se plated para la inclusion de pacientes
en el estudio, creo que ha dado sus frutos. Presentamos una serie de pacientes en estadios I y II, con re-
secciones completas, diseccion ganglionar mediastinica sistematica y seguidos por nosotros durante un
periodo mediano de 58 meses, con muy escasas pérdidas a lo largo de esos primeros cinco afios. Esto
hace que los resultados sean representativos de una serie quirtirgica bien seleccionada.

Es cierto que la heterogeneidad en cancer es la norma. Y que probablemente ain hoy, bien entra-
do ya el siglo XXI seguimos analizando y extrayendo conclusiones para disefiar estrategias terapéuticas
entre nuestros pacientes de la punta de un iceberg profundo y de proporciones atin inimaginables. Pero
poco a poco vamos viendo mds luz en el camino, y sabemos que la biologia molecular es la que define lo
que ocurre con nuestros pacientes y con sus tumores. Por eso hay que avanzar en esa linea.

Tras una exhaustiva introduccion que nos sitia el panorama actual en investigacion en el carci-
noma broncogénico no microcitico de una forma integral (muchos pensarian que una introduccion de
estas caracteristicas no puede haber sido redactada por un cirujano), plantea el doctorando la hipotesis de
trabajo y los objetivos claros sobre lo que se intenta analizar.

Presenta después muy bien la serie que se propone disefar, que ya en si mismo veo como un ob-
jetivo, aunque no lo haya querido el autor principal incluirlo como tal. Pero es muy importante para un
estudio de este tipo disefiar una serie homogénea de pacientes para evitar al maximo sesgos de seleccion
y factores de confusion. Se nota también que es conocedor de la metodologia de tissue-arrays, con la que
llevamos trabajando desde el Servicio de Cirugia General 2 — Cirugia Toracica, desde casi los inicios de
esta tecnologia de analisis biomolecular, que lleg6 a Espaiia a principios de los afios noventa, y a nuestro

centro practicamente desde el principio. Una metodologia que hoy permite hacer estudios a gran escala,
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con un alto nimero de muestras y de factores a analizar (sean proteinas, genes, etc.). Creo que la seccion
de material y métodos es bastante explicita.

La seleccion de proteinas a analizar podra generar en el lector o el auditor de este trabajo las du-
das sobre el porqué de estas y no otras. El abanico de posibles factores biomoleculares que sustentas el
desarrollo oncogénico y su historia natural es tan amplio como el propio genoma. Mas amplio, si tene-
mos en cuenta los mecanismos epigenéticos que hoy sabemos que también influyen no solo en el carci-
noma broncogénico, sino en la gran mayoria de neoplasias que se investigan. Sin embargo, las vias
oncogénicas mas conocidas y analizadas fueron las que dieron lugar a la seleccion de proteinas para este
estudio. Por supuesto, contamos para ello con el esfuerzo y asesoramiento de los patdlogos de referencia
en cancer de pulmoén del hospital. No buscamos descubrir novedades provenientes de la nada. Se eligie-
ron proteinas de conocida vinculacidon con vias oncogénicas estudiadas en el momento del disefio del
estudio, y que hoy siguen siendo objeto de andlisis. Alguna de ellas, como el receptor de membrana c-
erb2/Her2, es hoy una diana terapéutica de méaximo interés en adenocarcinoma de mama, con fairmacos
dirigidos que han demostrado bloquear al menos parcialmente su efecto de extension neoplasica, y con
un valor traslacional innegable. Nos resulta por ello realmente grato que la sobreexpresion de esta pro-
teina resulte de valor prondstico significativo en nuestro estudio. En si misma da una valia importante a
los resultados.

Resultados que presente el doctorando de forma clara, estructurada y en relacion con los objeti-
vos planteados, por lo que el lector puede ¢] mismo extraer conclusiones, que se van mostrando de for-
ma secuencial para al final resumir en una Unica tabla, que espero que en su defensa ante el tribunal, sea
expuesta para una mejor compresion de los hallazgos.

Como es de esperar, la mayoria de las proteinas analizadas (18 de 21) no resultan variables
pronosticas en los estudios uni y multivariante, pero estos resultados no estan exentos de valor y deben
ser tenidos en cuenta para futuros estudios.

Lograr la homogeneidad de la serie en términos demograficos, quirtirgicos y patoldgicos es cru-
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cial para poner en valor los resultados a nivel biomolecular, lo cual hace el doctorando en su discusion
de forma clara.

No le falta honestidad, ademas, a la hora de reflexionar sobre las limitaciones del estudio, siendo
muy prudente al interpretar los resultados, pues sabe bien que el estudio no controla algunos factores que
pueden ser importantes. Por eso sus conclusiones son sensatas, y dejan, eso si, la puerta abierta a seguir
investigando por esta via si tenemos alguna forma de intentar disminuir ese porcentaje de pacientes en
estadios precoces que operamos y recidivan, o al menos, si hay manera de actuar sobre ellos para que
aln en ese momento, su prondstico no se vea bruscamente ensombrecido.

Es un placer dar visto bueno a esta tesis doctoral, como lo ha sido ser uno de los directores de la

misma.

Dr. Florentino Hernando Trancho

Jefe de Servicio de Cirugia Toracica

Hospital Clinico San Carlos de Madrid

Profesor Asociado de la Universidad Complutense de Madrid
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Informe de Director: Dr. Joaquin Calatayud Gastardi

El carcinoma broncogénico no microcitico continiia siendo un problema de salud a nivel mun-
dial. Viene determinado por su elevada mortalidad, su diagnostico tardio y su resistencia en general a
los tratamientos sistémicos de radioterapia y quimioterapia.

Solo los pacientes que se operan y cuyos tumores se pueden resecar completamente tienen altar
probabilidades de permanecer libres de enfermedad a largo plazo. Y solo son resecables apenas una
cuarta parte de estos pacientes cuando son diagnosticados. Y atn asi, entre un 30 % y un 40 % de estos
pacientes potencialmente “curados” con la cirugia falleceran en los primeros cinco afios debido a su en-
fermedad.

Los tratamiento complementarios a la cirugia han demostrado un ligero aumento en la supervi-
vencia, que globalmente constituye un escaso 5%, segiin estudios de hace mas de década y media. Sin
embargo, la seleccion de pacientes, y la individualizacion de tratamientos ha mostrado resultados mucho
mas esperanzadores.

La identificacion de vias moleculares susceptibles de ser tratadas con terapias ad hoc, ha llevado
a la comunidad cientifica a profundizar en el analisis biomolecular de los tumores, tratando de tipificar
al maximo sus peculiaridades ultraestructurales, para asi por optimizar los tratamientos y mejorar el
pronostico. Esto que parecia restringido a estadios avanzados (realmente los firmacos mas novedosos en
este sentido siguen reduciendo su indicacion a estas fases evolucionadas de la enfermedad), tiene valor
también para estadios precoces. Se trata de pacientes que han sido intervenidos quirtrgicamente, de los
que disponemos la pieza tumoral en su totalidad para analizar, y que en una alta proporcion podrian be-
neficiarse de tratamientos adyuvantes.

Sin embargo, hasta el momento no conocemos qué factores nos permiten seleccionar a los pa-
cientes que se podrian beneficiar de dichos tratamientos, y los efectos secundarios de los mismos no

justifica emplearlos en todos los casos.

-13 -



Identificacion mediante inmunohistoquimica de factores prondsticos biomoleculares en el carcinoma broncogénico no microcitico en estadio precoz resecado

La identificacion de factores pronosticos biomoleculares que permitan hacer esta seleccion posi-
tiva de pacientes a tratar de forma complementarias, es el objetivo principal de esta tesis doctoral. Este
objetivo se ha repetido en los ultimos afios, no solo en el carcinoma broncogénico no microcitico. No
podemos decir que el objetivo sea muy novedoso. Sin embargo, pese a los multiples trabajos que persi-
guen este fin, en la actualidad no existen en las guias clinicas factores pronosticos, ya no solo biomole-
culares, sino también clinicos, que, mas alla de la clasificacion TNM que cada vez se afina mas, sean de
aplicacion de la clinica. Es por ello, que no por no novedoso, adolece este trabajo de falta de sentido. El
proyecto es muy oportuno. Y mas si tenemos en cuenta que en los tltimos afios comienza a dar sus fru-
tos el andlisis de vias oncogénicas cuyas alteraciones comenzamos a conocer € incluso a tratar.

Reconocido el tema, contenido y objetivos de esta tesis doctoral que he tenido el placer de dirigir
junto con mis compaiieros, la doctora Ana Maria Gémez y el doctor Florentino Hernando, considero que
los aspectos formales del trabajo se han cuidado con esmero.

Tras los necesarios ajustes en la expresion e interpretacion de algunos de los conceptos desarro-
llados en este trabajo, ha resultado un disefio y estructura atractivos y académicamente correctos.

Una introduccion exhaustiva de un tema complejo y amplio, un planteamiento de hipotesis y ob-
jetivos no ambicioso, sino claro y concreto, un apartado de material y métodos detallado y creo que re-
producible, una presentacion de resultados clara, con algunos conceptos algo mas dificiles, y con un
analisis estadistico es ocasiones complejo, pero entiendo que correcto y necesario para una correcta vali-
dez interna de los mismos. Y finalmente una discusion donde el doctorando demuestra un amplio cono-
cimiento de los aspectos biomoleculares del carcinoma broncogénico, con los que ha trabajado durante
toda su formacion, y que desde supera con creces los datos que maneja al respecto un cirujano toracico,
hasta el punto de que no es sencilla su lectura para cirujanos no versados en la materia, si bien las expli-
caciones son claras.

Los tres directores de esta tesis doctoral, hemos trabajado ya desde nuestros proyectos de post-

grado, con aspectos biomoleculares no solo del cancer de pulmon, sino de otros aspectos de la especiali-
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dad como el trasplante pulmonar.

Creo que mantener viva la llama de este aspecto basico de la ciencia de la cirugia en nuestros
discipulos es una buena sefal, ya que cierra el circulo del conocimiento médico. De lo bésico a lo
quirtrgico, pasando por lo clinico. La formacién integral incluye los tres aspectos, y el postgrado del

doctorando creemos que da muestra de esta formacion.

Dr. Joaquin Calatayud Gastardi

Facultativo Especialista de Area de Cirugia Toréacica
Hospital Clinico San Carlos de Madrid

Profesor Asociado de la Universidad Complutense de Madrid
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X GRADECIMIENTOS
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A GRADECIMIENTOS

Mientras ultima el autor los retoques finales de maquetacion, indice, abreviaturas y demas correcciones de
estilo de esta su tesis doctoral, y acompafiado por los casi tres centenares largos de folios que dan forma a uno de
los primeros borradores impresos, piensa que es hora de alejarse por un momento de esa montafia de publicacio-
nes cientificas que, frias y distantes, se apilan sobre la mesa, la estanteria... algunas de ellas incluso marginadas al
parqué... Hora de alejarse y echar la vista atras para dedicar unas lineas a quienes han hecho posible, con mayores

0 menores aportaciones, que este trabajo de investigacion viera la luz.

Y se permite el autor escapar por un momento del lenguaje cientifico; técnico y especializado, pero tam-
bién abigarrado y obtuso en ocasiones. Porque piensa que la palabra que agradece pasé por el corazon después de
salir de la razon, y tifié sus letras con el barniz del alma. Y asi quiere que se posen en estas lineas. Porque acaso la

semantica y la protedmica no sigan caminos tan distintos.

Y pretende ser breve en su discurso, mas conociéndose no promete nada. Cierto que es esta una tesis doc-
toral que deriva del trabajo de una serie de profesionales que cobran sentido en tanto su esfuerzo se fundamenta en
la asistencia a una persona enferma. Y el resultado se basa en el desvelo de aquéllos y la confianza de ésta. Siendo
pues todos ellos objeto de agradecimiento, habria cumplido el autor su mision de no dejar ningin esfuerzo en el

tintero.

Y sin embargo siente que mas alla de los resultados y conclusiones de su investigacion, las personas que
de una u otra manera han dejado su huella en todo el proceso de la misma, también lo han hecho en el desarrollo

del autor como persona y como profesional, por lo que le surge la necesidad de llegar un poquito mas alla.

Meédico de vocacion; cirujano de profesion y de oficio. No como meta alcanzada, sino como camino em-
prendido, pues en tanto haya un paciente que necesite tu mano tendida para continuar, el cirujano se sigue hacien-

do, se sigue formando. Quiza el que siente que ya es cirujano es que simplemente ha dejado de serlo.

Tuvo también la suerte de formarse en el arte de la medicina en la Universidad Complutense de Madrid,
baluarte de ese espiritu universitario que parece que a todos se nos esta resbalando un poco entre las manos en
estos tiempos, y que desde aqui reivindica en su sentido mas elemental: la formacion universitaria como genera-

cion de cultura.

Y quiso el destino que recalara en el Hospital Clinico San Carlos, testimonio ancestral de esa cultura y ese

espiritu quirurgico de los que nunca podra desprenderse aunque amenazas no falten. Pero es algo inherente a sus
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pasillos y a sus gentes. Porque sus paredes han vivido ya demasiadas cosas como para ser permeables a lecciones

de madurez mal entendidas. Seran también “los tiempos”.

Y en el epicentro de ese espiritu cultural y quirrgico, el entonces Servicio de Cirugia General Il y Cirugia
Toracica mostraba en su razon de ser las seias de identidad que explican por qué un cirujano toracico rebusca en
los entresijos del ciclo celular aquello que su bisturi no alcanza. La investigacion basica como pilar fundamental
de un servicio de cirugia y la implicacion del cirujano en todos los aspectos de la enfermedad, de manera especial
en el campo de la oncologia, sin duda enriquecen el ejercicio de esta profesion. De formar parte de ese espiritu se
siente orgulloso el autor, que agradece desde aqui la confianza que quienes abanderaron dicho servicio, el Profe-

sor José Luis Balibrea primero y el Profesor Antonio José Torres después, mostraron en su persona.

De ese espiritu nace este proyecto, en el que se ve inmerso desde los primeros afios de su residencia. Lo
acompanan desde el principio los que en todo han sido sus maestros, compafieros y amigos, a la sazon directores,
el Doctor Calatayud, la Doctora Goémez y el Doctor Hernando; Ana, Florentino y Joaquin. A ellos les debe lo que
es en lo profesional, y en gran parte de lo personal. Y ellos dotan a esta tesis doctoral de su principal valor: la
homogeneidad. Porque ellos han operado a todos los pacientes incluidos. Porque no podian ser otros los directores

de este proyecto.

Para un médico la residencia es un periodo inolvidable. Y quienes hacen camino contigo se convierten en
personas muy especiales. Fue el autor el segundo de tres. Aprendié a moverse por el mundo residencial con Olga
Rodriguez, punto de partida de gran parte del trabajo hoy plasmado en esta tesis doctoral. Y aprendié a hacer las
cosas un poco mejor con Elena Fernandez, un apoyo profesional con el que sigue contando hoy en el dia a dia
como cirujano. Inconcebible una Residencia sin ellas. Pero inconcebible también sin aquellos residentes de
cirugia general con quienes compartié grandes momentos en su periodo de formacion y que fueron dejando
profunda impronta en su curriculo personal y profesional. Tiempos de abundante mies, escasos obreros e

indelebles recuerdos de compaferismo y amistad con Jose, Esteban, Sandra...

Ahora toca aprender ensefiando, que decia Ciceron, y para ello, Lucia, Isabel y Carlos enriquecen con su

esfuerzo a quienes han de ser sus maestros.

Gran parte de este proyecto de investigacion se ha desarrollado en los laboratorios del servicio de Ana-
tomia Patologica del Hospital Clinico. La implicacion del Dr. Lopez Garcia-Asenjo, patdlogo responsable de la
patologia toracica durante el tiempo de recogida de datos del estudio, asi como del Dr. Sanz, responsable del bio-
banco del centro, junto con la profesionalidad y experiencia en el campo de la biologia molecular de Susana
Hernandez, confieren un rigor a la metodologia y analisis inmunohistoquimico del que pocos equipos pueden
presumir. Asimismo, el complejo tratamiento estadistico de los datos este tipo de investigaciones fue mas llevade-

ro gracias a la asesoria de la Dra. Cristina Fernandez.
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No se perdonaria el autor dejarse en el tintero a personas que han colaborado en que este trabajo viera la

luz. Mas como no habria mala fe sino renca memoria no seria merecedor de gravosa punicion.

No olvida, sin embargo, a quienes son los mas importantes: los pacientes. Que desde lo profundo de su
enfermedad ayudan sin saberlo a sus semejantes; paradigma de la condicién humana. Sin ellos, cada palabra de
este trabajo que el lector tiene en sus manos se diluiria al instante, convirtiéndose la ciencia en misera oscuridad

del papel en blanco.

Estas ultimas lineas son para mi familia. Para mis padres, porque desde el principio pusieron los medios,
la libertad y el carifio, que de ello nace la cultura del esfuerzo y la superacion. Para Victoria, mi compafiera de
viaje, de espiritu quirirgico y enorme corazon. Porque para comprender a un cirujano hay que serlo, y porque el
tiempo dedicado a la redaccion de cada palabra de esta tesis doctoral ha sido vilmente hurtado en casa. Y para
esos dos pequeiios fogoneros. Porque hace falta mucho fuelle para hacer camino, y porque toda la energia que se
llevan cada dia te la devuelven multiplicada en una sola mirada, en una sola sonrisa o en una sola respiracion

mientras duermen.

Al final, con la tesis en la mano, después de la inevitable sensacion de libertad del deber cumplido, ini-
camente levanto la mirada y me pregunto en silencio si sirve para algo... No para mi, que ya lo ha hecho. Para que
al menos un paciente un dia pueda vivir un poco mas, y un poco mejor... Para que pueda disfrutar de la boda de
un hijo o del calor de un nieto... Porque si es asi estos agradecimientos sin duda se escribiran con mayuscula.
Porque si es asi cada esfuerzo habra merecido la pena. Porque si es asi, entonces si soy médico; entonces si soy

cirujano.

Esta Tesis Doctoral ha podido ser realizada gracias a una Beca de Investigacion
concedida por la Sociedad Espafiola de Neumologia y Cirugia Toracica (SEPAR)

221 -



Identificacion mediante inmunohistoquimica de factores pronésticos biomoleculares en el carcinoma broncogénico no microcitico en estadio precoz resecado

22 -



Identificacion

.

histc
O 1

ica de factores prondsticos biomoleculares en el carcinoma broncogénico no microcitico en estadio precoz resecado

-3

L 4



Identificacion mediante inmunohistoquimica de factores pronésticos biomoleculares en el carcinoma broncogénico no microcitico en estadio precoz resecado

-4 -



Identificacion mediante inmunohistoquimica de factores prondsticos biomoleculares en el carcinoma broncogénico no microcitico en estadio precoz resecado

ABREY/EMURAS Y ACRONIMOS

ACCP: American College of Chest Physicians

ACOSOG: American College of Surgeons Oncology Group

ACR: American College of Radiology

AJCC: American Joint Committee on Cancer

ASCO: American Society of Medical Oncology

ATS: American Thoracic Society

BAC: bronchioloalveolar carcinoma

CALGB: Cancer and Leukemia Group B

CBM: Carcinoma broncogénico microcitico

CBNM: carcinoma broncogénico no microcitico

cc: centimetros cubicos

CDK: quinasa dependiente de ciclina (acrénimo en inglés)

COX2: ciclooxigenasa 2

CVF: capacidad vital forzada

DGS: diseccion ganglionar sistematica

DLCO: difusion de monodxido de carbono

DNA: acido desoxirribonucleico (abreviatura en inglés)

EBUS: ultrasonografia endobronquial (acréonimo en inglés)

EGFR: Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico (acrénimo en inglés)

EORTC: Organizacion Europea para la Investigacion y Tratamiento del Cancer

EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica

ERCC2: excision repair cross-complementing group 2

ERS: European Respiratory Society

ESMO: European Society of Medical Oncology

ESTS: European Society of Thoracic Surgery

ETEV: enfermedad tromboembolica venosa

EUELC: European Early Lung Cancer

EUS: ultrasonografia endoscopica (acrénimo en inglés)

FDA: Food and Drug Administration

FEV1: volumen espirado forzado en el primer segundo (acréonimo en inglés)

FGF: factor de crecimiento de los fibroblastos

FNA: aspiracion con aguja fina (acrénimo en inglés)

GCCB-SEPAR: Grupo Cooperativo del Carcinoma Broncogénico de la Sociedad Espafiola de Neumo-
logia y Cirugia Toracica

GECP: Grupo Espanol de Cancer de Pulmon

GGO: ground glass opacity (opacidad en vidrio deslustrado)

GIST: tumores del estroma gastrointestinal (acronimo en inglés)

HAA: hiperplasia adenomatosa atipica

HBP: hipertrofia benigna prostatica

HR: Hazard Ratio (tasa de riesgo)

HTA: hipertension arterial

IALT: International Adjuvance Lung Trial
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IASLC: International Association for the Study of Lung Cancer

ICG: indiferenciado de células grandes

IFG: Factor de crecimiento insulinico (acronimo en inglés)

IHQ: inmunohistoquimica

ILE: intervalo libre de enfermedad

LCSG: Lung Cancer Study Group

LR: libre de recidiva

MS: muestreo sistematico

NCCN: National Comprenhensive Cancer Network

NCI: National Cancer Institute

NE: neuroendocrino

NICE: National Institute of Health and Clinical Excelence

NNK: nitrosamina 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil) -1-1 butanona

ns: no significativo

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PAAF: puncion aspiracion con aguja fina

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa (abreviatura en inglés)
PDGEF: Factor de crecimiento derivado de las plaquetas (acronimo en inglés)
PET: tomografia por emision de positrones

ppo-FEV1: valor predicho postoperatorio del volumen espirado forzado en el primer segundo
pRB: proteina del gen del retinoblastoma

RNA: 4cido ribonucleico (abreviatura en inglés)

ROC: receiver operating characteristic

SCAT: spanish customized adjuvant trial

SG: supervivencia global

SIGN: Scottish Intercollegiate Guidelines Network

SLE: supervivencia libre de enfermedad

SUV: standard uptake value

SV: supervivencia

TBC: tuberculosis

TC: tomografia computarizada

TEMLA: linfadenectomia transesternal extendida (acrénimo en inglés)
TGF: factor de crecimiento transformante

TGFa: factor de crecimiento tisular alfa (abreviatura en inglés)

TKI: inhibidores de la tirosin quinasa (abreviatura en inglés)

UICC: Union Internationale Contre le Cancer

VAMLA: linfadenectomia mediastinica videoasistida

VEGEF: Factor de crecimiento derivado del epitelio vascular (acronimo en inglés)
VFGV: Factor de crecimiento derivado de los fibroblastos (abreviatura en inglés)
VO2: consumo de oxigeno

WHO: World Health Organization

XRCCI1: x-ray cross-complementing group 1
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REsumMEN

Introduccion

La elevada incidencia del carcinoma broncogénico no microcitico (CBNM) convierte a esta enferme-
dad en un problema de salud de alcance mundial. Dicha incidencia se encuentra tan solo por detras del
adenocarcinoma de prostata en los hombres, y del adenocarcinoma mama en las mujeres. A nivel inter-
nacional la mortalidad del CBNM constituye casi el 20 % de las muertes por céncer.

Las tasas de supervivencia a cinco afios en el paciente diagnosticado de CBNM alcanzan valores de
entre un 5 % y un 16 %. En Espafia la supervivencia a tres afios fue del 13.8 % segtin datos publicados
en 2008. Estas tasas apenas se han incrementado en las tltimas dos décadas.

Afortunadamente hemos aprendido que el CBNM engloba en realidad a un conjunto de enfermedades
con diferente historia natural y pronostico variable. La clasificacion histoldgica tradicional del CBNM
en adenocarcinoma, carcinoma epidermoide y carcinoma indiferenciado de células grandes ha sido cla-
ramente superada durante los ultimos cinco afios. La tltima clasificacion desarrollada por Travis y un
importante grupo de trabajo internacional, globalmente aceptada por las sociedades internacionales mas
importantes en lo que respecta al estudio del cancer de pulmodn, considera en torno a quince subtipos de
adenocarcinoma, basandose exclusivamente en patrones morfoldgicos, bien en pequefias biopsias y cito-
logias, o bien en piezas quirurgicas.

El estadio precoz del CBNM, susceptible de ser tratado mediante la reseccion quirurgica completa,
presenta las mejores posibilidades de curacidn, incluso sin necesidad de administrar tratamientos adyu-
vantes.

Sin embargo, incluso dentro de este subgrupo de pacientes con un pronostico supuestamente favora-
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ble, hasta un 30 % 6 40 % de ellos recidivara a lo largo del seguimiento. ;Cudles son las caracteristicas
de sus tumores que les hace ser de alto riesgo de recidiva? (Es la actual clasificacion basada en estadios
definidos por los conocidos descriptores T, N y M suficiente para la eleccion del mejor tratamiento y un
programa de seguimiento 6ptimo para los pacientes?

(Podemos definir caracteristicas destacables en el tumor que nos permitan establecer estrategias
terapéuticas Optimas mas alla de la clasificacion actual basada en subtipos histoldgicos?

Meédicos e investigadores del cancer dedican importantes esfuerzos a identificar factores prondsticos
que definan estrategias clinicas en pacientes con CBNM.

A pesar de la heterogeneicidad a que hemos hecho referencia dentro del CBNM, los pacientes con
tumores en estadios precoces constituyen un grupo relativamente uniforme, al menos en lo referente al
tratamiento a seguir. Rara vez precisan adyuvancia a la cirugia y las técnicas quirtrgicas de reseccion se
consideran suficientemente estandarizadas como para que (al menos en teoria) sean homogéneas entre
equipos de todo el mundo. Asi, representan una interesante diana para el analisis de potenciales factores
pronosticos.

A pesar de que en pacientes con estadios precoces de CBNM resecado han demostrado influir
variables clinicas y patologicas, hasta la fecha, en la practica esos factores rara vez condicionan la toma
de decisiones tras la intervencion quirargica (si bien en la actualidad esta claramente definido el papel de
la adyuvancia en estadios II y el concepto de estadio precoz queda ya reducido al estadio I).

Bajo la premisa de que son las caracteristicas bioldgicas de un tumor las que condicionan su
comportamiento, se ha realizado un gran esfuerzo en la busqueda de patrones de expresion biomolecular
relacionados con un aumento en las tasas de recidivas y en la mortalidad. Sin embargo, hasta el
momento, la clasificacion del CBNM basada en el TNM no ha sido superada por ningin factor
biomolecular a la hora de tomar decisiones clinicas.

A pesar de todo, la gran esperanza en la investigaciéon en cancer es el hallazgo de perfiles

biomoleculares que permitan no solo la seleccion de pacientes con peor prondstico, sino también el
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desarrollo de terapias dirigidas contra proteinas o genes alterados, de modo que el arsenal terapéutico se
focalice contra el mismo origen de la enfermedad.

Este objetivo comienza a cumplirse gracias a los recientes hallazgos de mutaciones en determinados
genes, que se asocian a buenas respuestas a tratamientos dirigidos especificamente sobre los mismos, si
bien su uso estd hasta el momento restringido a estadios avanzados de la enfermedad. El papel de los
factores biomoleculares pronosticos y predictivos de respuesta a tratamientos en pacientes en estadio
precoz no esta tan bien definido por cuanto son pacientes a priori curados con la reseccion quirtrgica.

En relacion con estos hallazgos recientes, distintas vias oncogénicas han demostrado correlacionarse
con el origen del cancer. Asi ocurre con el ciclo celular, los receptores de membrana y sus ligandos, vias
de apoptosis, reparacion de DNA, invasion y metastasis, angiogénesis, etc. Distintos elementos de estas
vias (alteraciones genéticas, epigenéticas o de expresion proteica) se han relacionado con el prondstico
del CBNM en estudios de los ultimos quince afios. Sin embargo, los resultados no son suficientemente
solidos como para definir una aplicacion traslacional de estos hallazgos.

A pesar de que los recientes avances logrados en los analisis de expresion génica parecen dejar de
lado la determinacion de expresion proteica por inmunohistoquimica, el hecho es que estas herramientas
biomoleculares utilizadas para la determinacion de perfiles génicos son caras y no siempre accesibles,
sobre todo en su uso para estudios de un gran nimero de muestras en investigacion basica.

La tecnologia de tissue-arrays o matrices de tejido también proporciona un medio sencillo para el
analisis de un gran niumero de proteinas en una importante coleccion de muestras tumorales procedentes
de distintos pacientes. Esta herramienta nos permite el andlisis de paneles de expresion proteica subsi-
diarias de una 6ptima validacion posterior.

Asi, no hay duda de que la inmunohistoquimica todavia constituye una buena herramienta para el es-
tudio de como las proteinas se expresan en grupos de pacientes seleccionados con CBNM.

Se han descrito muchos factores biomoleculares prondsticos y predictivos en pacientes en estadios

avanzados de CBNM. Sin embargo, el efecto de la quimioterapia y otros tratamientos sobre los patrones
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de expresion génica no estd todavia bien definido y es variable. Por ello, los estudios que analizan la
expresion proteica en estos pacientes serian bastante susceptibles de presentar sesgos de confusion.

Nuestro grupo, a partir de pacientes sometidos a reseccion pulmonar por CBNM, ha venido trabajan-
do durante los tltimos 25 afios en el estudio de marcadores séricos por una parte y tumorales propiamen-
te dichos por otra, en un intento de definir subgrupos de pacientes con un riesgo aumentado de
mortalidad y de recidivar tras una reseccion quirtirgica completa. En el presente estudio tratamos de di-
sefiar una serie de pacientes con CBNM en estadios precoces bien seleccionada, sin ningtn tipo de tra-
tamiento adyuvante a lo largo de la historia natural de su enfermedad, al menos, mientras dicha
enfermedad era considerada como tal estadio precoz.

Basamos nuestra investigacion en la hipodtesis de que la identificacion de perfiles de expresion protei-
ca asociados a un peor prondstico entre estos pacientes (en términos de supervivencia global o libre de
enfermedad) nos permitiria actuar sobre ellos (bien administrando un tratamiento adyuvante, o bien in-
cluyéndolos en programas de seguimiento intensivo) para asi disminuir las tasas de recurrencia o al me-
nos detectar precozmente la misma para ofrecer a estos pacientes un tratamiento Optimo lo antes posible.

Los objetivos de nuestro proyecto fueron:

=OBJETIVO PRINCIPAL: Analisis inmunohistoquimico mediante tissue-array de la

expresion de 21 marcadores moleculares relacionados con vias oncogénicas (proteinas ciclina A,
cdkl, cdk-2, ciclina E, pl6, p53, p27, pRb, mdm2, EGFR, ErB-2, c-kit, caspasa 3a, catepsina D,
msh2, mlhl, e-cadherina, beta-catenina, c-myc, topoisomerasa II alfa y timidilato sintasa) en muestras
tumorales de pacientes intervenidos por carcinoma broncogénico no microcitico en estadios [ y II en

relacion al pronoéstico y riesgo de recidiva.

» OBJETIVOS SECUNDARIOS:

1. Analisis de la expresion proteica en funcion del tipo histologico epidermoide o adenocarci-

noma.
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2. Anélisis del papel prondstico de pardmetros clinico-patologicos: género, edad, tipo histolo-
gico, grado de diferenciacion, estadio, clasificacion TNM vy tipo de reseccion.
3. Desarrollo de modelos pronosticos de supervivencia global y libre de enfermedad en funcion

de las variables prondsticas clinico-patologicas y los perfiles de expresion proteica.
Material y métodos

Se incluyeron pacientes con CBNM en estadios I y II sometidos a reseccion quirurgica completa con
intencion curativa entre 1997 y 2005. Se excluyeron los casos con historia de cualquier antecedente
neoplasico y aquellos que recibieron tratamiento neoadyuvante o adyuvante. Se utiliz6 la clasificacion
del American Joint Committee on Cancer (AJCC). En todos los casos se hizo diseccion ganglionar
mediastinica sistematica. Se excluyd la mortalidad postoperatoria (30 dias). Se analizaron variables
demograficas, quirGrgicas y patoldgicas. Para el andlisis semicuantitativo de la expresion de las
proteinas descritas se disefid un tissue-array con muestras en parafina de todos los pacientes de la serie.
Se tomaron también muestras de control sin tumor.

Se analiz6 la supervivencia global y libre de enfermedad. También se investigaron los patrones de
mortalidad y recidiva, individualizando las muertes por cancer y las debidas a otra causa. Estos analisis
de supervivencia se realizaron mediante curvas de Kaplan y Meier.

Variables como la edad, el género, el tipo histoldgico, el grado de diferenciacion, el estadio y el tipo
de cirugia, fueron correlacionadas con la supervivencia para identificar entre ellas posibles factores
prondsticos que restaran homogeneidad a la serie.

Se correlaciond a continuacion la expresion de las distintas proteinas (determinada de forma semi-
cuantitativa en base a criterios descritos en la literatura y con doble lectura por dos patdlogos indepen-
dientes) con el riesgo de mortalidad y de recidiva. Para el estudio estadistico se utilizo la version 18.0
del programa SPSS (IBM Systems®). Para el analisis de variables cualitativas se utilizaron los test de
Chi cuadrado de Pearson y el test exacto de Fisher. La comparacion en estudio univariante de curvas de

supervivencia se hizo con el test de Log-Rank y la posible relacion entre factores prondsticos con el mo-
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delo de riesgos proporcionales de Cox. Se incluyeron las variables género, edad, tipo histologico, grado
de diferenciacion, estadificacion del tumor, clasificacion TNM, tipo de reseccion y sobreexpresion de las
proteinas en los valores que habian resultado factores pronosticos en el estudio univariante, es decir,
positividad en la expresion de c-myc (> 20 % de las células), de c-erb2 (> 5 % de las células) y de cicli-
na-E (> 5 % de las células).

Para los modelos de regresion logistica se determin6 la Tasa de Riesgo para cada factor, con un
intervalo de confianza del 95 %. Un valor de p por debajo de 0,05 se considerd estadisticamente signifi-

cativo.

Resultados

Se analizaron de forma retrospectiva 160 pacientes prospectivamente incluidos en la base de datos del
servicio, todos ellos sometidos a reseccion quirtirgica completa por CBNM en estadios [ y II. Un total de
150 (93,7 %) fueron varones. La edad media fue de 65,8 afios (rango 46-87 afios). La mediana de edad
fue 67 afios. Un total de 27 pacientes (16,9 %) eran no fumadores, mientras que 95 (59,4 %) era fumado-
res activos y 36 (22,5 %) eran exfumadores (entendiendo como tales los que habian dejado de fumar
antes de seis meses previos a la intervencion). Noventa y nueve casos (61,9 %) fueron carcinomas epi-
dermoides, 52 (32,6 %) adenocarcinomas y 9 (5,7 %) indiferenciados de células grandes.

Respecto al tratamiento quirurgico, todos los tumores fueron completamente resecados conforme a
los criterios de reseccion completa aceptados internacionalmente. Se realizaron 95 lobectomias, 31 re-
secciones segmentarias, 6 bilobectomias y 28 neumonectomias. En todos los pacientes se hizo diseccion
ganglionar sistematica del mediastino (siendo este un criterio de inclusion como hemos dicho previa-
mente). Un 18,1 % de los tumores fueron clasificados como estadio 1A, 62,5 % estadio IB, 8,1 % estadio
A y 11,3 % estadio IIB.

La supervivencia estimada a los cinco afios fue del 54,4 % (mediana 73 meses). La supervivencia li-

bre de enfermedad fue de 51,9 % (mediana 61 meses).
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La incidencia de mortalidad fue mayor durante los primeros tres afios de seguimiento (con pico de in-
cidencia entre 12 y 36 meses). De hecho la mayoria de las recidivas tuvieron lugar en esos primeros tres
afos tras la reseccion.

No se encontraron diferencias significativas en términos de supervivencia en relacion al género (que
si mostrd una tendencia a un mejor prondstico entre las mujeres), el tipo histoldgico, el estadio y el tipo
de reseccion. Sin embargo, la edad por encima de 70 afios y la pobre diferenciacién tumoral mostraron
una tendencia a una mayor mortalidad y a un aumento en la tasa de recidivas significativo. No hallamos
diferencias al diferenciar por causa de muerte (relacionada con su tumor o bien otra causa).

En relacion a la expresion de las proteinas mencionadas, encontramos que:

- Las proteinas ciclina A, msh2, mlhl, pRb, e-cadherina y EGFR se expresaron en mayor proporcion
en los carcinomas epidermoides que en los adenocarcinomas (con una diferencia estadisticamente
significativa).

- Las proteinas timidilato sintasa, catepsina D y c-erb2 se expresaron de forma significativamente
mayor en adenocarcinomas que en escamosos.

- La expresion de c-myc fue un factor pronostico independiente para supervivencia global en nuestra
serie (Tasa de Riesgo 1,8: p=0,028), ajustando por tipo histologico y grado de diferenciacion. Ademas,
mostro una tendencia a una mayor recidiva entre estos pacientes (p=0,06).

- La expresion de c-erb2 se asocio a una mayor mortalidad (Tasa de Riesgo 2,69) y riesgo de recidiva
(Tasa de Riesgo 2,29) (p<0,01).

- La expresion de ciclina E fue un factor prondstico independiente tanto de mortalidad (Tasa de Ries-
g0 2,22) como de riesgo de recidiva (Tasa de Riesgo 2,19).

- La expresion de las restantes proteinas analizadas (ciclina A, cdkl, cdk-2, pl16, p53, p27, pRb,
mdm?2, EGFR, c-kit, caspasa 3a, catepsina D, msh2, mlhl, e-cadherina, beta-catenina, topoisomerasa II

alfa y timidilato sintasa) no se relacioné con el pronostico de los pacientes.
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La siguiente tabla muestra de forma resumida los hallazgos en relacion con el analisis univariante del valor

pronostico de los distintos perfiles de expresion proteica:

Proteina : 3: °:_$‘.']';s) his:)il’;‘;im Diferenciacién - . ::Ep:{:
ciclina A =5% +Escamoso NS NS NS
P53 >25% NS NS NS NS =
=>10% NS NS NS NS -
cdkl =5% NS NS NS NS =
c-myc =5% NS NS NS NS -
=20% NS Indiferenciado p=0.02 p=0.05 Significativo
cdk2 =59% NS NS NS NS =
=0% NS NS NS NS =
caspasa3a >25% NS NS NS NS =
plé >10% NS NS NS NS =
mdm?2 >10% NS NS NS NS =
Topoisom. IT =10% NS NS NS NS =
msh-2 =5% +Escamoso NS NS NS NS
milhl =5% +Escamoso NS NS NS NS
TS =0% + Adenoca NS NS NS NS
pRb >10% +Escamoso NS NS NS NS
e-cadherina >75% +Escamoso NS NS NS NS
p27 =0% NS NS NS NS =
=5% NS NS NS NS =
=20% NS NS NS NS =
catepsina D =0% +Adenoca NS NS NS NS
>5% NS NS NS NS =
=20% NS NS NS NS =
c-kit >30% NS NS NS NS =
{:.:;;E;;la >5% NS NS NS NS -
c-erb2 =5% + Adenoca NS %;0202; I_P;;g’glg Significativo
ciclina B >5% NS NS é’;gﬂlz 151’;{%3]9 -
EGFR =1% +Escamoso NS NS NS NS

SV: Supervivencia global

SLE: Supervivencia libre de enfermedad
NS: No diferencias significativas
Adenoca: Adenocarcinoma
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Con estos datos desarrollamos un modelo pronoéstico incluyendo las variables que actuaron las
variables clinico-quirtrgico-patoldgicas analizadas, junto con las variables de expresion de proteinas que
habian resultado ser factores pronosticos en el estudio univariante.

Encontramos que varones por debajo de 70 afios, con un tumor pobremente diferenciado con
sobreexpresion de c-myc, c-erb2 y ciclina E tenian una riesgo aumentado de mortalidad (supervivencia a
5 afios de 39,2 %) con respecto a mujeres de menos de 70 afios con un tumor moderadamente o bien
diferenciado y sin expresion aumentada de dichas proteinas (supervivencia a 5 afos de 83,1 %). Las
respectivas tasas de riesgo (HR) para estas variables fueron: género (HR = 3,54; 1C95%: 1,07 — 11,67),
edad mayor de 70 afios (HR = 1,60; 1C95%: 1,02 — 2,51), pobre diferenciaciéon (HR =2,01; 1C95%: 1,09
—3,70), expresion de ciclina E > 5% (HR = 2,50; IC95%: 1,55 — 4,05), expresion de c-erb-2 > 5% (HR =

3,57; 1C95%: 1,89 — 6,77) y expresion de c-myc > 20% (HR = 1,97; 1C95%: 1,16 — 3,36).

Obtuvimos resultados similares a la hora de analizar supervivencia libre de recidiva, con los mismos

factores implicados a excepcion del género, que dejé de actuar como factor pronostico independiente.

Conclusiones

» CONCLUSIONES AL OBJETIVO PRINCIPAL.:

La sobreexpresion de las proteinas c-myc, c-erb2 y ciclina E en muestras tumorales de carci-
noma broncogénico no microcitico completamente resecado en estadios I y II, se asocié de forma
independiente y estadisticamente significativa a un peor pronostico de los pacientes, en términos
de supervivencia global y supervivencia libre de enfermedad, mientras que la sobreexpresion de
las proteinas ciclina A, cdkl, cdk-2, p16, p53, p27, pRb, mdm2, EGFR, c-kit, caspasa 3a, catep-
sina D, msh2, mlhl, e-cadherina, beta-catenina, topoisomerasa Il alfa y timidilato sintasa no in-

fluyo en el pronostico.
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* CONCLUSIONES A LOS OBJETIVOS SECUNDARIOS:

1. Las proteinas ciclina A, msh2, mlh1, pRb, e-cadherina y EGFR se sobreexpresaron en mayor
medida en el carcinoma epidermoide. Las proteinas timidilato sintasa, catepsina D y c-erb2 lo
hicieron en el adenocarcinoma. Las restantes proteinas (c-myc, cdkl, cdk-2, pl6, p53, p27,
mdm?2, c-kit, caspasa 3a, beta-catenina y topoisomerasa II alfa) no presentaron diferencias en

la expresion en funcidn del tipo histoldgico.

2. Laedad a partir de 70 afos y el grado de diferenciacién se comportaron como factores de mal
prondstico de supervivencia global y libre de enfermedad. El género, el tipo histologico, el

estadio, la clasificacion TNM y el tipo de reseccidon no actuaron como factores pronosticos.

3. Las variables “expresion de c-myc”, “expresion de c-erb-2”, “expresion de ciclina E”,
)

“género”, “edad” y “grado de diferenciacion”, constituyeron un modelo prondstico de su-

pervivencia global.

Las variables “expresion de c-myc”, “expresion de c-erb-2”, ‘“expresion de ciclina E”,
“edad” y “grado de diferenciacion”, constituyeron un modelo pronostico de supervivencia

libre de recidiva.
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SUMMARY

Introduction

High incidence of non small cell lung cancer (NSCLC) makes it a main worldwide health problem.
That incidence is only behind prostate adenocarcinoma in men and behind breast cancer in women.
Deaths related to lung cancer accounts for nearly 20 % of cancer mortality, when talking about
international data.

Five-year overall survival rates for a patient with diagnosis of NSCLC reach 5 % to 16 %. In Spain, a
3-year survival rate of 13.8 % was reported in 2008. Those rates have only slightly increased in the last
two decades.

Fortunately we have learnt that NSCLC is actually a group of different diseases with different natural
history and variable prognosis. Basic histological classification of NSCLC as adenocarcinoma,
squamous cell carcinoma and undifferentiated carcinoma, has been clearly overcome during the last five
years. Last classification developed by Travis and generally accepted by the most important international
societies related to lung cancer, defines about 15 subtypes of adenocarcinoma, just based on
morphologic pattern of both small biopsies or cytology and surgical samples.

Early stage NSCLC, amenable to be treated by complete surgical resection, has the highest options of
cure, even without adjuvant treatments needed.

However, even among that subgroup of patients with supposed good prognosis, nearly 30 to 40 % of

them will relapse during the follow-up. Which are the characteristics of their tumors that make them of
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high risk for recurrences? Is that risk attached to the tumor, to the host, or to the treatment that the
patient received? Is current classification using stages based on T, N and M descriptors enough for the
design of the treatment and the follow-up of these patients? Can we define remarkable characteristics in
the tumor that provide us therapeutic strategies beyond current classification based on histological
subtype?

Physicians and cancer researchers devote huge efforts to identify prognosis factors to define their
clinical strategies in patients with NSCLC.

Despite previously mentioned heterogeneity of lung cancer, patients with early staged NSCLC are
quite a uniform group. They rarely receive adjuvant treatment, and surgical techniques of lung resection
are supposed to be (theoretically) generally standardized among thoracic surgical teams all over the
world. Thus, they represent an interesting target for the analysis of potential prognosis factors.

Different clinical and pathological characteristics have been involved in the prognosis of patients with
completely resected early staged NSCLC. However, up to now those factors rarely determine
postoperative strategies after the surgical procedure. We should not forget that adjuvant treatment is
standardized for stage II, while early NSCLC concept is limited to stage I.

Under the premise that biological characteristics of a tumor define its behavior, great effort has been
made looking for biomolecular profiling patterns related to an increase in rates of recurrences and
mortality. However, up to now, pathological classification of lung cancer based on TNM descriptors has
not been outperformed by molecular factors.

Nevertheless, the great hope in cancer research is the finding of biomolecular profiles allowing not
only the selection of patients with worse prognosis, but also the development of targeted therapies
against upset proteins or genes, thus focusing our therapeutic tools on the origin of the disease.

According to this, several biomolecular pathways have proven a correlation between their disorders
and tumor genesis. Cell cycle, cell surface receptors and their ligands, apoptosis, DNA repair pathways,

invasion and metastases, angiogenesis... And different elements from those pathways (genetic,
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epigenetic or protein disorders) have been involved in NSCLC prognosis according to different studies.
However, results are non consistent enough to define clinical translation from those findings.

Despite recent advances in gene expression analysis seem to overcome protein determination using
immunohistochemistry, the fact is that biomolecular tools used for the study of genetic profiles are
expensive and sometimes unapproachable, especially when used for basic research.

Tissue-arrays technology provides an easy-to-use way for the analysis of great number proteins
determined in a large number of tumoral samples from different patients. This tool allows us the analysis
of panels of protein expression amenable to be well validated.

Thus, we think that immunohistochemistry still represents a good tool for the study of the way
proteins are expressed in a selected group of patients with NSCLC.

Many biomolecular predictive and prognosis factors have been defined among patients with advance-
staged NSCLC. However, the way that chemotherapy and other treatments impact genetic tumoral
profiles remains unclear. Thus, studies analyzing protein expression in these advanced cases could be
theoretically more exposed to confusion biases.

Our group, based on patients undergoing lung resection, has been working on serum markers and
tumoral markers trying to define subgroups of patients with an increased risk of relapse after complete
surgical resection. In the present study, we tried to define a well selected series of patients with early
staged NSCLC completely resected and without any kind of adjuvant treatment.

We based our research on the hypothesis that the identification of protein expression profiles related
to worse prognosis among these patients (in terms of overall survival or disease free survival) would
allow us to act on them (adjuvant treatment, high intensity follow-up programs, etc.) in order to decrease
the rates or recurrences or at least detecting them early enough to offer these patients optimal treatments.

The objectives of our project were:

- Main objective: Immunohistochemical analysis thorough tissue-arrays technology of 21 molecular

markers related to oncogenic pathways (proteins ciclin A, cdkl, cdk2, ciclin E, p16, p53, p27, pRb,
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mdm2, EGFR, Erb-2, c-kit, caspase 3a, catepsina D, msh2, mlhl, e-cadherina, beta-catenin, c-myc,
topoisomerase II alpha and timidilato synthase) in tumoral samples operated on due to NSCLC in stages
I and II, regarding prognosis and risk of relapse.

- Secondary objectives:

1. Analysis of protein expression regarding histological subtype (squamous versus adenocarcinoma).

2. Analysis the prognostic roles of clinico-pathological factors: gender, age, histological subtype,
grade of differentiation, stage, TNM classification and type of resection.

3. Development of prognostic models for overall survival and disease free survival according to

prognostic clinico-pathological variables and protein expression profiles.

Material and Methods

Patients with early NSCLC (stages I and II) undergoing complete surgical resection with curative
purpose from 1997 to 2005 were included. Any of them had a history of other tumor previously
diagnosed, and none of them received any kind of adjuvant treatment. American Joint Committee on
Cancer (AJCC) classification was used. Systematic mediastinal lymph node dissection was performed in
all cases. Postoperative deaths were excluded (30 days). Demographic, surgical and tumoral variables
were analyzed. For the analysis of immunohistochemical semicuantitative protein expression, a tissue-
array with samples from all the patients was performed. Control samples without tumor were also
obtained.

Overall and disease free survival was determined. Pattern of mortality and recurrences was also
investigated, separately analyzing deaths related to cancer and those from a different origin. Kaplan
Meier curves were design for this analysis.

Furthermore, clinical, pathological and surgical factors such as age, gender, histological subtype,

stage and type of resection, and their influence in survival were analyzed.
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Semicuantitative expression of previously mentioned proteins using immunohistochemistry assay was
matched with survival and rates or recurrences.

For the statistical study, SPSS software (IBM Systems") version 18.0 was used. Chi-square of Pearson
and Exact Fisher tests were used for the analysis of qualitative variables. Univariate comparison of
survival curves was made using the log-rank test and proportional hazard model (Cox). All factors
working as prognosis variables in the univariate test (p<0.1) were included in a multivariate test in order
to try to define a prognostic model based on independent prognostic factors for overall and disease free
survival. For the logistic regression model, Hazard Ratio was determined for every factor, with a

confident interval of 95 %. A value of p under 0.05 was considered significant.

Results

A total of 160 patients, whose data had been prospectively included in the database of our
department, were retrospectively included for the study. All of them had undergone complete surgical
resection for NSCLC stages I and II. A total of 150 patients (93.7 %) were men. Medium age was 65.8
years (range from 46 to 87 years). Median age was 67 years. Twenty-seven patients (16.9 %) were non
smokers, whilst 95 (59.4 %) were active smokers and 36 (22.5 %) had stopped smoking at least six
months before surgery. Ninety-nine cases (61.9 %) were squamous cell carcinomas, 52 (32.6 %) were
adenocarcinomas and 9 (5.7 %) were undifferentiated non small cell carcinomas.

When talking about surgical treatment, all patients were completely resected according to fully
accepted criteria for complete surgical resection. A total of 95 lobectomies, 31 segmentary resections, 6
bilobectomies and 28 pneumonectomies were performed.

Mediastinal lymph node dissection was performed in all the patients (being this fact an inclusion
criterion for the study, as we have underlined above), and 18.1 % of the tumors were finally classified as
stage IA, 62.5 % stage IB, 8.1 % stage IIA and 11.3 % stage IIB.

Five-years overall estimated survival using the Kaplan and Meier method was 54.4 % (median 73
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months). Five-year disease free survival was 51.9 % (median 61 months).

Incidence of mortality was higher during the first three years (peak incidence between 12 and 36
months). Furthermore, most of recurrences took place during the first three years of follow-up.

No differences with statistical significance were found when analyzing survival according to
histological subtype, stage and type of resection. However, age over 70 years, male gender and poor
differentiation showed a tender for higher mortality and a significant increase in probability of
recurrences. We did not find differences when we specifically analyzed the reason of death.

According to the expression of above mentioned proteins, we found that:

- Ciclin A, msh2, mlhl, pRb, -cadherine and EGFR were expressed higher in squamous cell
carcinomas.

- Thymidylate synthase, catepsineD D and c-erb2 expression was higher in adenocarcinomas.

- c-myc expression was an independent prognostic factor for overall survival in our series (Hazard
Ratio 1.8; p=0.028), adjusted by histological subtype and grade of differentiation. Furthermore, c-myc
expression showed a tender of higher risk of recurrence among our patients (p=0.06).

- c-erb2 expression was related to an increase in mortality (Hazard Ratio 2.69) and risk of recurrence
(Hazard Ratio 2.29) (p<0.01).

- ciclin E expression was an independent prognostic factor of both mortality (Hazard Ratio 2.22) and
risk of relapse (Hazard Ratio 2.19).

The following table shows a summary of the univariate analysis of prognostic value of the studied

proteins:
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: Histologic : S e . Histologic
NS NS NS NS

ciclin A =5% + Squamous

p53 =25% NS NS NS NS =

=10% NS NS NS NS =

cdkl >5% NS NS NS NS =

c-myc =5% NS NS NS NS =

>20% NS Low p=0,02 p=0,05 Significant

cdk2 =>5% NS NS NS NS -

=0% NS NS NS NS -

caspase 3a =25% NS NS NS NS -

plé =10% NS NS NS NS -

mdm2 =10% NS NS NS NS -

Topoisom. IT >10% NS NS NS NS -
msh-2 >5% + Squamous NS NS NS NS
mihl =>5% + Squamous NS NS NS NS
TS =0% + Adenoca NS NS NS NS
pRb =10% + Squamous NS NS NS NS
e-cadherine =75% + Squamous NS NS NS NS

P27 =0% NS NS NS NS =

=5% NS NS NS NS -

=20% NS NS NS NS =
catepsinD >0 % +Adenoca NS NS NS NS

=5% NS NS NS NS =

=20% NS NS NS NS -

c-kit =30% NS NS NS NS -

beta-catenin =5% NS NS NS NS -

c-erb2 >5% + Adenoca NS %?202; 1_113;[;219 Significant
= <

ciclin E >5% NS NS gR%gg £R%EL =

EGFR =>1% + Squamous NS NS NS NS

SV: Overall survival

SLE: Disease free survival
NS: No significant differences
Adenoca: Adenocarcinoma
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With these data we developed a prognostic model including clinical, surgical and pathological
variables, besides variables denoting protein expression.

We found that men over 70 years, with a poorly differentiated carcinoma overexpressing c-myc, c-
erb2 and ciclin E had an increased risk of mortality (5-years survival of 39.2 %) when comparing with
women under 70 years, with well differentiated carcinoma and negative expression of those proteins (5-
years survival of 83.1 %).

Respectively hazard ratios for variables were: gender (HR = 3,54; IC 95%: 1,07-11,67). age over 70
(HR = 1,60;1C95%: 1,02 — 2,51), poor differentiation (HR = 2,1;IC 95%; 1,09-3,70, ciclin E expression
>5 % (HR = 2,50;1C95%:1,55 — 4,05), c-erb2 expression > 5% (HR = 3,57;1C95%:1,89-6,77 and c-myc
expression (HR = 1,97; IC 95%: 1,16-3,36.

We got similar findings when talking about disease free interval and the same prognostic variables

(except gender).

Conclusions

= Conclusion to main objective:

The overexpression of c-myc, e-erb2 and ciclin E in tumoral samples of completely resected
non small cell lung cancer in stages I and II, was related to a decrease in overall survival and disease
free survival of patients. Overexpression of ciclin A, cdkl, cdk2, p16, p53, p27, pRb, mdm2, EGFR,
c-kit, caspase 3a, catepsineD D, msh2, mlhl, e-cadherine, beta-catenin, topoisomerase II alpha and
thymidylate synthase did not influenced prognosis.

= Conclusions to secondary objectives:

1. Ciclin A, msh2, mlhl, pRb, e-cadherine and EGFR overexpression was found in adenocarcinomas
more frequently than in squamous carcinomas. Thymidylate synthase, catepsineD D and c-erb2

overexpression was higher among squamous carcinomas. The remaining proteins (c-myc, cdkl1, cdk2,
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pl6, p53, p27, mdm2, c-kit, caspase 3a, beta-catenin and topoisomerase alpha) did not show

differences in expression according to histological subtype.

2. Age over 70 years old and grade of differentiation were factors of worse prognosis in terms of
overall survival and disease free survival. Gender, histological subtype, stage, TNM classification
and type of resection did not work as prognostic factors.

3. The following variables defined a prognostic model of overall survival: c-myc expression, c-erb2
expression, ciclin E expression, gender, age and grade of differentiation.

The following variables defined a prognostic model of disease free survival: c-myc expression, c-

erb2 expression, ciclin E expression, age and grade of differentiation.
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InTRODUCCION

1. CARCINOMA BRONCOGENICO NO MICROCITICO

1-1 EPIDEMIOLOGIA

La frase con que comienza la gran mayoria de articulos relacionados con el cancer de pulmon se repite des-
de hace décadas (1). Aqui no podemos hacerlo de otra manera: el cancer de pulmon continua siendo la principal

causa de muerte por cancer a nivel mundial (2).

Los datos estadisticos mas recientes, correspondientes a la American Cancer Society, establecen que el
cancer de pulmoén supone el 14 % de los canceres que se diagnostican en Estados Unidos. Es el segundo cancer
mas frecuente en varones (tras el adenocarcinoma de prostata) y en mujeres (después del cancer de mama). Se
estima que a lo largo de 2013 se habran diagnosticado en ese pais 226.160 nuevos casos de cancer de pulmoén y se
habran producido 160.340 muertes derivadas de esa entidad, constituyendo el 28 % de las muertes por cancer (3).
A nivel internacional el porcentaje se estima en 12,9 %, suponiendo un 19,4 % de las muertes por cancer, segun

los wiltimos datos publicados por Globocan y correspondientes al afio 2012".

Un dato muy revelador de como los cambios sociales y en el estilo de vida redundan en los procesos ne-
oplasicos es que de esos nuevos 226.160 casos de cancer de pulmon esperados, 109.690, es decir, un 48,5 %, se
habran producido en mujeres. Del mismo modo, un 45,2 % de las muertes esperadas por cancer de pulmon co-
rresponderan al género femenino. La tendencia creciente en la incidencia del cancer de pulmén en la mayoria de
paises occidentales ha sido mucho mas acusada entre las mujeres, sin duda en relacion a los cambios en el habito

tabaquico (4).

Con estos datos, la American Cancer Society llega a la conclusion de que en Estados Unidos uno de cada

13 varones y una de cada 16 mujeres (fumadores o no) desarrollaran un cancer de pulmon a lo largo de su vida.

En Espana los datos son bastante similares. Sin embargo las diferencias entre géneros todavia permanecen

" http://globocan.iarc.fr/Pages/fact_sheets_cancer.aspx
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marcadas, con una relacion hombre/mujer en muerte por cancer de pulmon de 6,7 en el afio 2005 (2). Sin embar-
go, como explica Sanchez de Cos, el incremento en la tasa de fallecimientos por cancer de pulmén en mujeres
entre 2000 y 2005 es de un 30,9 %, mientras que en varones se queda en un 7,5 %. Estos datos son representativos
de la evolucion epidemioldgica del cancer de pulmdn en los paises desarrollados a la que nos estamos refiriendo

(figura 1).

Figura 1: Tasas de mortalidad por cincer A 100 . oo 10000

en Estados Unidos entre 1930 y 2006. Lung & bronchus
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Como vemos en las graficas, en Estados Unidos ha comenzado una estabilizacion de la incidencia de esta
enfermedad. En Espafia probablemente nos encontramos en el pico epidemioldgico de mayor incidencia del

cancer de pulmon. Es de esperar un descenso lento pero progresivo en los proximos afios (2).

Asi pues, el cancer de pulmon es hoy un problema de salud de primer nivel en los paises desarrollados dada

su elevada incidencia.

Un segundo aspecto importante al hablar del cancer de pulmon es que mas alla de su incidencia, presenta
una alta mortalidad (3). La figura 2 compara la evolucion de la tasa de supervivencia a 5 afios de forma global
para distintos procesos neoplasicos. El pronostico del carcinoma broncogénico resulta a primera vista muy des-

alentador, tanto por su alta mortalidad como por la estabilidad de la misma a lo largo de medio siglo.
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Figura 2: Evolucion de la tasa de supervivencia a 5 afios de distintas procesos neoplasicos en Estados Unidos (en %).
Fuente: American Cancer Society. En: http://www.cancer.org/Research/CancerFactsFigures

Tumor primario | 1975-1977 |  1984-1986 |  1999-2005 |
Todos 50 54 68
Mama 75 79 90
Colon 52 59 66

Leucemia 35 42 54
Pulmoén 13 13 16
Melanoma 82 87 93
Linfoma no Hodgkin 48 53 69
Ovario 37 40 46
Pancreas 3 3 6

Prostata 69 76 100

Recto 49 57 69

Vejiga 74 78 82

La supervivencia global a los cinco afios del diagndstico del cancer de pulmoén varia entre el 5 % y el 16 %
en funcion del pais de origen de la serie que se analice. Probablemente la obtencion de estos datos y el correspon-

diente calculo de estas tasas no es homogéneo en toda la literatura (5, 6).

En Espafia un estudio bastante representativo publicado en 2008 presenta una supervivencia a 3 afios del
13,8 % (7). Sin embargo, estos datos son globales. Lo que si hemos ido descubriendo, sobre todo en los tltimos
aflos, es que el cancer de pulmon es una neoplasia muy heterogénea en todos los aspectos. Desde el punto de vista
histologico queda lejos ya la clasificacion tradicional que diferenciaba entre dos Unicos grandes grupos, que son
el carcinoma microcitico y el no microcitico (de comportamiento bioldgico y prondstico muy distintos). Hoy sa-
bemos que los subtipos histologicos (sobre todo dentro del no microcitico), son muchos y muy diferentes. Incluso
factores como el género, tradicionalmente no vinculado al distinto comportamiento de este grupo de tumores,
parece ahora constituir un factor que afecta no solo a las caracteristicas del mismo, sino también a la diferente

respuesta al tratamiento, que se ha demostrado mejor en mujeres (8, 9).

Dejaremos de lado el carcinoma broncogénico microcitico o de células pequefias, que constituye entre un
15 % y un 20 % de los casos, y nos centraremos en el carcinoma broncogénico no microcitico (CBNM), cuyas

caracteristicas biologicas y de comportamiento son totalmente diferentes.
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1-2. ASPECTOS ETIOPATOGENICOS

1-2.1. Tabaco

El 80 % de los casos de carcinoma broncogénico no microcitico (CBNM) esta en relacion con el tabaco
(10). Se sabe que de las 300 sustancias quimicas que aproximadamente incluye el tabaco en forma de cigarrillos,
al menos 40 resultan carcindgenas. Sustancias como la nitrosamina 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-1 buta-
nona (NNK), y los hidrocarbonatos policiclicos aromaticos como el benzopireno, inducen carcinomas broncogéni-
cos en roedores que presentan las mismas caracteristicas histologicas y genético-moleculares que los que aparecen
en adultos (11). La NNK produce mutaciones a nivel de k-ras, que se identifican hasta en el 40 % de los adeno-
carcinomas pulmonares humanos y se han correlacionado con la exposicion al tabaco (12). El humo del tabaco se
ha asociado a otras mutaciones, como en el gen p53 (50 % —70 % de los canceres de pulmoén), y en otros multiples
genes a nivel de distintas vias celulares o pathways implicadas en la oncogénesis, como son la regulacion del ciclo

celular, reparacion del DNA, apoptosis celular, angiogénesis, y un largo etcétera que comentaremos mas adelante.

El potencial oncogénico del tabaco esta relacionado con la intensidad y duracion del habito tabaquico. Estos
factores suelen medirse con el indice paquetes/afio. A igualdad de dicho indice parece que la duracion es un factor

de riesgo mas potente que la intensidad (13).

Asimismo, la nicotina y sus metabolitos han demostrado constituir per se agentes inductores del crecimien-

to y proliferacion de un tumor, asi como factores mediadores de resistencia a quimioterapicos (14).

El riesgo de desarrollar un carcinoma broncogénico disminuye progresivamente tras el cese del habito taba-
quico, si bien no llega a equipararse al riesgo de aquéllos que nunca han fumado (15). Este efecto proporciona
afios de vida ganados independientemente del momento de la vida en que se deje de fumar, incluso por encima de

los 65 anos (16).

Por ultimos, aunque se trata de un tema controvertido y de bastante impacto social en los ultimos meses, no
hay datos que aclaren los potenciales riesgos de los cigarrillos electronicos. Hasta el momento, las sociedades
cientificas solo han manifestado su cautela ante un tema que pude abrir una nueva linea de investigacion desde el

punto de vista epidemioldgico.

1-2.2. Predisposicion genética

Lo cierto es que menos del 20 % de fumadores desarrollan a lo largo de su vida un cancer de pulmén. Se
ha estudiado una posible agregacion familiar y, si bien es cierto que algunos estudios parecen demostrar un riesgo
aumentado entre pacientes con familiares de primer grado con cancer de pulmon, sobre todo si se trata de proce-
sos de aparicion precoz y en varios miembros (17), las conclusiones son bastante vagas (18) y quedan claramente

a la sombra del principal factor etiopatogénico identificado que es el tabaco.

Sabemos que diferentes carcindgenos del tabaco pueden producir mutaciones y que el riesgo de desarro-

- 56 -



Identificacion mediante inmunohistoquimica de factores prondsticos biomoleculares en el carcinoma broncogénico no microcitico en estadio precoz resecado

llar cancer de pulmon puede estar en relacion con distintos polimorfismos de los genes responsables de las vias de
reparacion del DNA como el x-ray cross-complementing group 1 (XRCC1) o el excision repair cross-
complementing group 2 (ERCC2) (19). También se ha relacionado la susceptibilidad con polimorfismos en genes

implicados en procesos inflamatorios como la ciclooxigenasa 2 (COX-2), o las interleukinas 6 y 8 (20).

En cualquier caso, hasta el momento actual no existen perfiles genéticos conocidos que aumenten la suscep-
tibilidad oncogénica al tabaco y permitan actuar en consecuencia en estrategias de cribado con potencial aplica-
cion en prevencion primaria. La heterogeneidad a la que ya hemos aludido dentro del carcinoma broncogénico y
especificamente dentro del CBNM, nos lleva a pensar que dificilmente encontraremos un unico locus en un cro-
mosoma donde radique la susceptibilidad o el dafio inicial que conducen al desarrollo de un cancer de pulmoén

@1).

1-2.3. Exposicion a agentes exdgenos

Aunque ninguno se acerca al potencial de riesgo del tabaco, varios agentes externos han demostrado corre-
lacionarse con un aumento en el riesgo de desarrollar un cancer de pulmon. Quiza el mas significativo es el asbes-
to, tan vinculado al desarrollo del mesotelioma pleural, pero con un efecto mayor si cabe como inductor de

carcinoma broncogénico (22).

Productos como el cromo, el cobalto, el niquel, el cadmio, el uranio o el radon también se han asociado a un

riesgo mayor (22), al igual que las radiaciones ionizantes.

Respecto a la contaminacion ambiental, distintos estudios han evidenciado un incremento en el riesgo rela-

tivo de desarrollar cancer de pulmon en zonas de alta polucion, con tasas de riesgo de entre 1,2 y 1,7 (23, 24).

1-2.4. Otros factores

Patologias previas o coexistentes, como los procesos respiratorios cronicos, la enfermedad pulmonar obs-
tructiva crénica (EPOC), el asma, la tuberculosis y sus secuelas, procesos inmunologicos, etc., también se han

estudiado como posibles factores de riesgo (25).

Con todos estos datos se ha intentado incluso disefiar modelos de riesgo de desarrollar cdncer de pulmén

con fines de aplicacion en salud publica, aunque con resultados poco so6lidos (26).

1-3. CLASTFICACION HISTOLOGICA DEL CBNM

La clasificacion histologica de los tumores epiteliales pulmonares vigente en la actualidad es la desarrollada
por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 2004 (27), basada en la publicada en el afio 1999 por Travis
(tabla 1) (28).

El representante principal de todas esas estirpes histologicas de tumores pulmonares es, como hemos dicho,
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el CBNM. Y dentro de €l, el mas frecuente es el adenocarcinoma.

En los ultimos afios, el analisis del comportamiento bioldgico de los CBNM ha llevado una modificacion en
la subclasificacion de los adenocarcinomas de pulmon protagonizada por el propio Travis (29) y adoptada de for-
ma general tanto por la Asociacion Internacional para el estudio del Cancer de Pulmoén (IASLC) como por la So-

ciedad Europea de Cirugia Toracica (ESTS).

La motivacion tedrica que ha llevado a este reajuste es la necesidad de correlacionar de forma traslacional

los datos histopatologicos del cancer de pulmén con sus manifestaciones radiologicas y clinicas por una parte, y

con sus implicaciones pronosticas y terapéuticas por otra. Asi, el propio Travis define como objetivos de esta revi-
sion:

*  Definir una clasificacion clinica, radiologica, molecular y patologica para tipificar al maximo cada adeno-

carcinoma
»  Definir grupos pronosticos
* Definir potenciales terapias dirigidas.

Se trata de implicar al patologo cada vez mas en el abordaje multidisciplinar del carcinoma broncogénico,
pues los avances en la tipificacion biomolecular del cancer de pulmén dan pie a que cada vez se le exija que ob-
tenga mas informacion de la pieza analizada. Para ello, Travis establece una clara distincion entre la clasificacion
histolégica de pequefias muestras obtenidas por biopsia no quirargica, y aquélla para analisis de la pieza quirargi-
ca completamente resecada. La nueva clasificacion del adenocarcinoma pulmonar se presenta en la tabla 2 para

muestra citologica/pequeiia biopsia, y tabla 3 para espécimen quirtrgico (30).

Sin duda esta exhaustiva clasificacion supone un cambio radical en el concepto del cancer de pulmoén, que
hasta hace no muchos afios se dividia exclusivamente en no microcitico y microcitico, diferenciando entre los

primeros el adenocarcinoma y el epidermoide.

La heterogeneicidad en oncologia, y de forma especialmente importante al hablar de carcinoma broncogé-
nico, ha permitido investigar mecanismos oncogénicos y sus potenciales terapias dirigidas que constituyen hoy en
dia la gran esperanza en el tratamiento de esta enfermedad, sobre todo en estadios avanzados, ya que el papel de la

reseccion quirirgica completa en los estadios precoces con intencion radical o curativa permanece fuera de toda

duda.
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Tabla 1. Clasificacion de los tumores epiteliales del pulmén. Transcrito de Travis y col (28).

1. Carcinoma epidermoide
a. Papilar
b. Células claras
c. C¢lulas pequetias
d. Basalioide
2. Carcinoma de células pequenas
a. Carcinoma combinado microcitico y no microcitico (se considera variante del microcitico)
3. Adenocarcinoma
a. Acinar
b. Papilar
c. Bronquioloalveolar (BAC)
i.No mucinoso
ii.Mucinoso
iii.Mixto o indeterminado
d. Adenocarcinoma sélido con formacion de mucina
i.Adenocarcinoma fetal bien diferenciado
ii.Adenocarcinoma mucinoso (coloide)
iii. Cistoadenocarcinoma mucinoso
iv.Adenocarcinoma en anillo de sello
v.Adenocarcinoma de células claras
4. Carcinoma de células grandes
a. Carcinoma neuroendocrino de células grandes
i.Carcinoma neuroendocrino de células grandes combinado
Carcinoma basalioide
Carcinoma linfoepielioma-like
Carcinoma de células claras
e. Carcinoma de células grandes con fenotipo rabdoide
5. Carcinoma adenoescamoso
6. Carcinoma sarcomatoide
a. Carcinoma pleomorfico
b. Carcinoma de células espinosas
c. Carcinoma de células gigantes
d. Carcinosarcoma
e. Blastoma pulmonar
7. Carcinoides
a. Carcinoide tipico
b. Carcinoide atipico
8. Carcinoma de tipo glandula salivar
a. Carcinoma mucoepidermoide
b. Carcinoma adenoide quistico
c. Otros
9. No clasificados
10. Lesiones preinvasivas

~o o
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Tabla 2. Nueva clasificacion del carcinoma broncogénico no microcitico (sobre muestras citolégicas o pe-
queiio material obtenido en biopsia). Correlacién con nomenclatura previa de la clasificacion de la Organi-
zacion Mundial de la Salud de 2004. Tomado de Travis y col (30).

Clasificacion de la WHO de 2004 Biopsia pequeiia/citologia: IASLC/ATS/ERS

Adenocarcinoma El patron morfologico de adenocarcinoma esta

presente claramente:

Subtipo mixto Se debe describir el patron de adenocarcinoma
Acinar presente (incluido el micropapilar, no presente en
Papilar la clasificacion de 2004). Si el crecimiento es pu-
Soélido ramente lepidico, mencionar que no se puede des-

cartar un componente invasivo.

Si no esté presente la morfologia de adenocarci-
noma: Carcinoma no de células pequefias, mas
probablemente adenocarcinoma.

BAC (no mucinoso) Adenocarcinoma con patron lepidico (si es lepidi-
co puro, hacer mencion a que no puede descartarse
un componente invasivo en muestra pequeia).

BAC (mucinoso) Adenocarcinoma mucinoso (describir el patrén).
Fetal Adenocarcinoma con patron fetal
Mucinoso (coloide) Adenocarcinoma con patron coloide
Anillo de sello Adenocarcinoma con patrén que sea y con rasgos
de en anillo de sello.
Células claras Adenocarcinoma con patrén que sea y con rasgos
de células claras.
Carcinoma escamoso El patron morfoldgico de carcinoma escamoso esta
presente claramente.
Papilar Si no estd presente el patron claro de carcinoma
Células claras escamosos, denominarlo carcinoma no de células
Células pequefias pequeias, mas probablemente escamoso.
Basalioide

Carcinoma de células pequeiias | Carcinoma de células pequefias

Carcinoma de células grandes Carcinoma no de células pequeias sin otra especi-
ficacion.

LCNEC Carcinoma no de células pequenas con morfologia
neuroendocrina. Si los marcadores de tumor neu-
roendocrino son negativos, mencionarlo.
Carcinoma adenoescamoso Presentes datos morfologicos de adenocarcinoma y
de carcinoma escamoso.

No datos morfologicos de adenocarcinoma ni de
carcinoma escamoso, pero inmunohistoquimica
compatible con origen glandular. Mencionar que
puede tratarse de un carcinoma adenoescamoso.
Carcinoma sarcomatoide Carcinoma no de célula pequena, poco diferencia-
do, con espinas o células gigantes. Mencionar si la
parte de carcinoma presenta morfologia predomi-
nante de adenocarcinoma o escamoso.

WHO: World Health Organization, [ASLC: International Association for The Study of Lung Cancer, ATS: American Thoracic Society,
ERS: European Respiratory Society.
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Tabla 3. Nueva clasificacion de los adenocarcinomas pulmonares (sobre muestras procedentes de pieza
quirargica resecada). Transcrito de Travis y col (30).

1. Lesiones preinvasivas
a. Hiperplasia adenomatosa atipica
b. Adenocarcinoma in situ
2. Adenocarcinoma minimamente invasivo (< 3cm, con componente lepidico y <5 mm
de invasion)
a. No mucinoso
b. Mucinoso
c. Mixto
3. Adenocarcinoma invasivo
a. Predominantemente lepidico (previamente llamado patrén BAC no mucino-
$0), con > 5 mm de invasion
b. Predominantemente acinar
c. Predominantemente papilar
d. Predominantemente s6lido con produccion de mucina
4. Variantes de adenocarcinoma invasivo
a. Adenocarcinoma invasivo mucinoso (previamente BAC mucinoso)

b. Coloide
c. Fetal (bajo y alto grado)
5. Entérico

BAC: bronquioloalveolar

La incidencia de aparicion de los dos grandes subtipos de CBNM tampoco es homogénea.

El adenocarcinoma se ha convertido ya en el tipo mas frecuente, y es sin duda el mayoritario entre no fu-

madores (tabla 4). Aparece sobre todo en la via aérea distal, es decir, son lesiones periféricas (31). Suelen estar
bien circunscritas y si son subpleurales con frecuencia umbilican la pleura visceral, por el componente fibrético
que presentan en su interior. No suelen afectar a vias aéreas principales. Su patron histologico es variable, estan-
do constituido por acinos o tibulos, con o sin formacion de mucina intraluminal. También pueden presentar es-
tructuras papilares sin signos estructurales de diferenciacion glandular. El patron de crecimiento lepidico,
anteriormente llamado bronquioloalveolar, se caracteriza por la propagacion de las células tumorales a lo largo del
estroma, sin destruir las estructuras alveolares pulmonares. El intersticio tampoco se ve alterado, salvo por cierto

componente inflamatorio.

El carcinoma epidermoide o escamoso suele originarse en los bronquios lobares o segmentarios, apareciendo co-

mo una masa polipoidea o papilar en el interior de la luz bronquial visible endoscopicamente. Suele producir obs-
truccion de la via aérea, dando lugar a fendmenos atelectasicos o de sobreinfeccion de las secreciones retenidas

distalmente. Si las lesiones son grandes presentan necrosis central, a veces muy extensa y que deja amplias areas
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de muy dificil diagnoéstico si no se dispone de la pieza entera. Las células presentan puentes intercelulares y/o

queratinizacion.

Tabla 4. Frecuencia relativa de los carcinomas epiteliales pulmonares mas frecuentes y sus diferencias en-
tre fumadores y no fumadores. Adaptada de Bryant y Cerfolio (32).

Tipo histologico No fumadores Fumadores
Escamoso 33% 42%
Adenocarcinoma 45% 44%
Carcinoides 16% 7%
Otros 6% 8%

El carcinoma de células grandes es aquel tipo de tumor que no presentando caracteristicas de carcinoma

microcitico tampoco presenta una diferenciacion definida hacia escamoso o adenocarcinoma. Suelen ser tumores
voluminosos, con necrosis, aunque con escasa cavitacion. Las células crecen formando laminas. Este tipo de tu-

mores es por definicion indiferenciado.

A su vez, los carcinomas epidermoides y adenocarcinomas pueden presentar mayor o menor grado de dife-
renciacion, lo cual también se ha correlacionado con el comportamiento biologico del tumor en algunos casos

(33).

1-4. PATRON DE EXTENSION DEL C(BNM

Tras un tiempo indeterminado de crecimiento en el interior del parénquima pulmonar (estructuras alveolares
y/o paredes bronquiales), el tumor invade los elementos vasculares y linfaticos de la zona y comenzara su exten-
sion regional y a distancia. En este proceso estan implicados de forma significativa fenomenos de adhesion celu-
lar, tropismo vascular, angiogénesis, etcétera. Habitualmente la afectacion tumoral de los ganglios linfaticos
regionales precedera a la extension a distancia, si bien esto no es siempre asi. El sistema linfatico pulmonar cir-
cula de forma paralela a las estructuras bronquiales. Las primeras estaciones ganglionares se encuentran en las
bifurcaciones subsegmentarias y segmentarias de las vias aéreas. El sistema linfatico de los 16bulos pulmonares

inferiores drena hacia el mediastino posterior y los ganglios subcarinales (34). EI 16bulo superior derecho drena
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hacia el mediastino superior, mientras que el 16bulo superior izquierdo lo hace hacia los linfaticos de la region
paraaortica y cerca de la salida de la arteria subclavia izquierda, en el mediastino anterior. También se dirigen
linfaticos de esta procedencia hacia el mediastino superior, siguiendo en paralelo al bronquio principal izquierdo.

La extension regional de las células tumorales procedentes del pulmoén habitualmente se hace de forma antero-
grada y escalonada, pasando por las distintas regiones ganglionares ipsolaterales (N1) primero y centrales me-
diastinicas (N2) después, para en su caso cruzar al lado contralateral del mediastino (N3). Sin embargo, no es raro
encontrarnos con skip metastases, concepto que hace referencia al fenomeno por el cual las células tumorales
pueden asentar en ganglios de determinadas estaciones o regiones sin afectar a los situados previamente en su
camino. Este comportamiento dentro de la historia natural de cada tumor, aunque impredecible, ofrece a menudo
informacion pronostica relevante de cara al manejo multidisciplinar de la enfermedad (35). Existe una explicacion
anatomica, parcial en cualquier caso por impredecible, por la cual sistemas de drenaje linfatico de determinadas
zonas del pulmodn, abocan su flujo a grupos ganglionares mediastinicos N2 sin pasar por estaciones N1.

El propio tumor, por su extension y crecimiento locales, puede invadir por contigiiidad estructuras anatomicas
vecinas en el torax y en el cuello (pared toracica, diafragma, mediastino, grandes vasos, corazon, eso6fago, estruc-
turas nerviosas, etc.).

La diseminacion a distancia, generalmente hematogena, da lugar a implantes metastaticos en huesos, higado,
glandulas suprarrenales y cerebro, como 6rganos mas frecuentemente afectados. Sin embargo, es muy importante
no olvidar un lugar frecuente de metastasis como es el propio pulmon, bien por embolizacién endobronquial, bien
por via linfatica o hematégena. La aparicion de lesiones sincronicas (y también metacronicas en el caso de tumo-
res tratados y potencialmente curados en el pasado) a nivel pulmonar sin relacion directa de contigiiidad con el
tumor original abre la duda ante la posible naturaleza de la misma como metastasis 0 como un segundo tumor
pulmonar primario sincronico. La distincion a menudo no es facil y condiciona la estrategia terapéutica a seguir

ante esos pacientes.

1-5. MANTFESTACIONES CLINICAS

El carcinoma broncogénico es en general un tumor silente. Sus manifestaciones clinicas dependeran de la ex-
tension locorregional y las posibles manifestaciones a distancia.
Los sintomas que puede producir un carcinoma broncogénico en términos genéricos, los podemos clasificar en
varios grupos:
® Respiratorios, producidos por el propio tumor mientras estd confinado al parénquima pulmonar (atelec-

tasias obstructivas, neumonias, hemoptisis, tos, disnea, derrame pleural, etc.).

* Por extension local directa a estructuras adyacentes (dolor toracico, paralisis diafragmatica, sindrome de

vena cava superior, disfagia, disfonia, sindrome de Horner, pericarditis, etc.).

* Por diseminacion a distancia (dolor osteoarticular, fracturas patologicas, fenomenos neurologicos centra-
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les, disfunciones endocrinas, etc.).

* Secundarios a sindromes paraneoplasicos (endocrinos, hematologicos, neurologicos, etc.).

* Generales (astenia, anorexia, pérdida de peso).

1-6. ESTADIFICACION DEL CBNM

1-6.1. Generalidades

El objetivo principal a la hora de afrontar un paciente con un CBNM es definir cudl es el mejor tratamiento pa-
ra su enfermedad. En gran medida éste vendra condicionado por lo avanzado que se encuentre el tumor. Por eso es
fundamental estadificarlo desde el primer momento.

Los sistemas de estadificacion se han basado tradicionalmente en criterios anatomicos. El sistema TNM fue
propuesto por Pierre Denoix en 1946 (36). La primera recomendacion en este sentido fue publicada en 1966 por la
Union Internationale Contre le Cancer (UICC) en Ginebra (37). El sistema TNM (tumor, ganglios y metastasis a
distancia) constituy6 la base para el sistema de estadificacion de la UICC y del American Joint Committee on
Cancer (AJCC) (38), los cuales fueron paulatinamente reemplazados por el Nuevo Sistema Internacional de Esta-
dificacion en 1986, con sus actualizaciones posteriores, en 1997 (39) y 2007.

En 1996 Mountain y Dressler propusieron un conjunto de recomendaciones para clasificar los ganglios linfati-
cos del mediastino (39), que fueron adoptadas por la UICC y la AJCC. El diagrama y las definiciones surgidas de
estas recomendaciones unificaron las pautas de clasificacion de dichos ganglios desarrolladas inicialmente por
Naruke (40). Segun Bartolomé Vassallo, estadificar “consiste en cuantificar la extension anatomica de una de-
terminada patologia neoplasica en un paciente con el criterio de permitir un agrupamiento racional entre enfer-
mos con similar patologia, pero en diferentes estadios de extension de la misma, y con el propdsito de establecer
en cada subpoblacion analizada perspectivas prondsticas y tacticas terapéuticas [...]. Una estadificacion exacta
del cancer es esencial para definir operabilidad, para seleccionar regimenes adecuados de tratamiento, para
predecir supervivencia y para comunicar resultados finales comparables” (41). La dificultad estriba en determi-
nar de la forma mas objetiva posible el grado de extension de un tumor a nivel local (T), ganglionar (N) y a dis-
tancia (M). De hecho, la supuesta extension de una neoplasia en funcién de los hallazgos radiologicos puede
variar cuando el paciente se opera y se realiza un estudio macro y microscopico de la enfermedad. Es por ello que
tradicionalmente se habla de dos tipos de estadificacion:

- Clinica, en funcioén de hallazgos obtenidos por cualquier procedimiento que excluya la cirugia, como son la
historia clinica, el examen fisico, los estudios radioldgicos, endoscopicos, analisis de liquido pleural, incluyendo
incluso la realizacion de biopsias quirurgicas de estructuras potencialmente afectadas.

- Quirtrgico-patolégica, que parte de la informacion obtenida en el momento del acto operatorio, y termina

con el estudio anatomopatologico completo de la pieza resecada. Parece evidente pensar que el grado de extension

del tumor primario (T) sera tanto mas preciso cuanto mas completa sea la reseccion o al menos con mayor detalle
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pueda analizarse la afectacion de estructuras a nivel local y regional por contigiiidad. Asimismo, el grado de ex-
tension ganglionar (N) sera tanto mas exacto cuanto mas completa sea la linfadenectomia mediastinica que se
realice en el acto quirargico. La afectacion a distancia (M) desde el punto de vista quirirgico-patoldgico no ha
lugar fuera del contexto de una autopsia, que permita un analisis preciso de la totalidad de los 6rganos y tejidos
del organismo.

La estadificacion por estadios comenzoé a aplicarse en 1973, con los propuestos por la AJCC (entonces todavia
AJC). En 1978 este sistema fue reemplazado por el de la UICC (42). No entraremos a analizar con detalle estos
sistemas de clasificacion iniciales y nos centraremos en la modificacion realizada por Mountain en 1986 (1), quien
sento las bases de la estadificacion moderna del CBNM. Este “Nuevo Sistema de Estadificacion Internacional del
Céncer Pulmonar” se basaba en su propia base de datos, con casi 4000 pacientes con cancer de pulmon seguidos
durante al menos dos afios. Es el sistema aceptado a nivel internacional y que utilizamos para la realizacion de
nuestra investigacion. Este método de estadificacion fue ampliamente aceptado por la AJCC, la UICC y los co-
mités para el cancer de Alemania y Japon, y se publico en la clasificacion del cancer pulmonar de la cuarta edi-

cion del manual AJCC, en 1987 (43), asi como en la tercera edicion del manual americano de 1988 (44)

En 1996 se realizo la siguiente revision, que llevo a algunas modificaciones, incluidas en la quinta edicion de
los manuales de la AJCC (45) y la UICC (46), publicados ambos en 1997. Esta clasificacion sera la utilizada en
nuestro trabajo.

La tabla 5 desarrolla la clasificacion TNM de la revision de Mountain de 1996 publicada un afio después. Las
tablas 6 y 7 muestran la clasificacion por estadios para la primera y segunda revision de Mountain, en 1986 y

1997, respectivamente.

Momentos clave en el desarrollo de la
estadificacion del carcinoma broncogénico no
microcitico (CBNM)

1946 Creacion del sistema TINM (Pierre Denoix)
1966 Aplicacion del TWNM al carcinoma broncogénico
1973 Adopcion de los estadios de la AJCC

1978 Adopcion de los estadios de la TICC

1926 Primera modificacion de Mountain

1896 Segunda modificacion de Mountain
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Tabla 5. Sistema Internacional de Estadificacion del CBNM (1997). Clasificacion TNM. Modificada de
Mountain, 1997 (47).

Tumor primario (T)

Tx Células malignas en secreciones bronco-
pulmonares sin evidencia de tumor

TO No evidencia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ

Tl Tumor de 3 cm o menos rodeado por

pulmon o pleura visceral y sin evidencia
de invasion proximal a un bronquio lobar
en la broncoscopia.

Tumor de mas de 3 cm o tumor de cual-
T2 quier tamano que invade la pleura visceral
o presenta atelectasia asociada a neumoni-
tis obstructiva extendiéndose a la region
hiliar. El tumor no est4d a menos de 2 cm
de carina. La atelectasia no puede
comprometer a todo el pulmon.

Tumor de cualquier tamafio con extension
13 directa a pared toracica, diafragma o pleu-
ra mediastinica o pericardica, sin com-
promiso de corazon, grandes vasos,
traquea, esdfago o cuerpo vertebral, o bien
tumor en el bronquio principal a menos de
2 cm de carina, pero sin comprometerla.
Tumor de cualquier tamafio con invasion
T4 del mediastino o del corazén, grandes
vasos, traquea, esdfago, cuerpo vertebral o
carina, o bien presencia de derrame pleu-
ral maligno. O bien presencia de nodulo
satélite en el mismo 16bulo.

Afectacion ganglionar

NO Metastasis no demostrable en ganglios
linfaticos regionales.
NI Metastasis en ganglionar linfaticos peri-

bronquiales o hiliares ipsolaterales o am-
bos, incluyendo extension directa.

N2 Metastasis en ganglios linfaticos me-
diastinicos ipsolaterales y subcarinales.
Metastasis en ganglios linfaticos me-

N3 diastinicos contralaterales, hiliares contra-
laterales y escalenos o supraclaviculares
ipso o contralaterales.

Metastasis a distancia
MO Ausencia de metastasis
Ml Presencia de metastasis. O bien noédulos
pulmonares en diferentes 16bulos.
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Tabla 6. Sistema Internacional de Estadificacion del CBNM (1986). Agrupamiento por estadios.
Modificada de Mountain, 1986 (1).

Carcinoma oculto Células malignas en secreciones bronco-
TXNOMO pulmonares sin evidencia de tumor
Estadio 0 Carcinoma in situ
TisNOMO
Estadio | Tumor en estadio precoz sin afectacion
TINOMO ganglionar ni a distancia
T2NOMO
Estadio II Tumor en estadio precoz, pero con exten-
TINIMO sion ganglionares peribronquial o hiliar
TONIMO ipsolateral

Estadio IITA Tumor con extension local T3, con o sin

T3NO-1MO afectacion ganglionar peribronquial, hiliar

T1-3N2MO o mediastinica ipsolateral
Afectacion ganglionar mediastinica
ipsolateral

Estadio I1IB Extension local a estructuras potencial-

Cualquier TN3MO mente irresecables
T4, cualquier N, MO Adenopatias mediastinicas o supraclavicu-

lares contralaterales
Derrame pleural maligno

Estadio IV Diseminacién metastasica a distancia

M1

Tabla 7.Sistema Internacional de Estadificacion del CBNM (1997). Agrupamiento por estadios.
Modificada de Mountain, 1997 (47)

Estadio 0 TisNOMO (carcinoma in situ)
Estadio IA TINOMO
Estadio 1B T2NOMO
Estadio ITA TINIMO
Estadio IIB T2N1MO

T3NOMO
Estadio IITA T3NIMO
TIN2MO
T2N2MO
T3N2MO
Estadio I1IB Cualquier T4
Cualquier N3
Estadio IV Cualquier M1
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Dado que esta clasificacion estaba basada en criterios principalmente radiologicos, quedaba supeditada a la
evolucion de las propias técnicas de imagen. Asi, la evolucion de la tomografia computarizada (TC) podia dar
lugar a que muchos tumores aparecieran infra o sobreestadificados con este sistema. Ademas, la base de datos de
Mountain era predominantemente quirargica. Es por ello que la clasificacién no resolvia las dudas acerca de la
correlacion real entre la clasificacion clinica (que frecuentemente definia el tipo de tratamiento a seguir) y la
quirurgico-patologica, que es la que define la estadificacion real del tumor, pero que pasa, claro esta, por una re-
seccion completa del mismo. Por ello, ya desde el mismo momento de la publicacion de la quinta edicién de la
clasificacion del CBNM, los expertos llamaron la atencion acerca de estos aspectos. Advertencia que dio lugar al
desarrollo de un proyecto de estadificacion a gran escala, incluyendo mas de 100.000 casos de todo el mundo,
centralizado por la International Association for the Study of Lung Cancer (IASLC). Este proyecto conllevo un
sistema de validacion muy complejo (48-50), asi como un proceso de definicion de grupos pronosticos muy preci-
so desde el punto de vista estadistico (51). El resultado es una clasificacion que por primera vez se basa en datos
globales de casos tratados por todas las modalidades de tratamiento y con un intenso proceso de validacion interna
y externa (52). De hecho este sistema integra ya actualmente los tumores neuroendocrinos pulmonares (53) y el

mesotelioma maligno. Las tablas 8 y 9 muestran la clasificacion vigente en la actualidad.

1-6.2. Papel de la linfadenectomia en la estadificacion del carcinoma broncogénico

Ya hemos diferenciado previamente entre la estadificacion clinica, basada en datos fundamentalmente radiolo-
gicos, y la estadificacion quirurgico-patologica, que exige disponer de la pieza completamente resecada.

La afectacion ganglionar en el CBNM constituye uno de los factores prondsticos mas importantes, como ve-
remos mas adelante, y define per se como hemos visto un cambio en el estadio de la enfermedad. Por tanto, la
correcta estadificacion pasa por una precisa evaluacion de los territorios ganglionares, lo cual no es fécil, y casi
siempre asocia un margen de incertidumbre que se intenta sea lo mas estrecho posible.

En el anexo III podemos ver la representacion grafica de los diferentes territorios ganglionares pulmonares y
mediastinicos.

El correcto y preciso uso de la terminologia y la adecuada ubicacion topografica de las estaciones ganglionares
que se biopsia parcial o totalmente durante un procedimiento quirtrgico es fundamental a la hora de establecer
parametros comparativos en términos de reseccion completa, resultados, pronostico e incluso adecuacion de tra-
tamientos.

Es por ello que estas referencias anatdmicas, a menudo susceptibles de ser manejadas con cierta imprecision,
sean perfectamente conocidas no solo por el cirujano toracico que realiza la reseccion, sino también, y de forma
muy especial, por el personal de anatomia patoloégica que talla la pieza una vez resecada de cara a su estudio his-
tologico. La colaboracion entre el cirujano que reseca, el técnico que en momento dado puede ayudar al patologi-
co a tallar y el propio patdlogo que realiza el exhaustivo andlisis, redundara en una mejor calidad del

procedimiento quirargico.
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Tabla 8. Sistema Internacional de Estadificacion del CBNM (2009). Clasificacion TNM.

Tumor primario (T)
Tx

TO
Tis
T1

T2

T3

T4

Células malignas en secreciones broncopulmona-
res sin evidencia de tumor

No evidencia de tumor primario

Carcinoma in situ

Tumor de 3 cm o menos rodeado por pulmon o
pleura visceral y sin evidencia de invasion proxi-
mal a un bronquio lobar en la broncoscopia. Tla <
2 cm; T1b > 2cm.

Tumor de entre 3 y 7 cm o tumor con alguna de
las siguientes caracteristicas:

- Invasion de bronquio principal a > 2 c¢cm de cari-
na

- Invasion de pleura visceral

- Atelectasia por neumonitis sin afectacion de todo
el pulmon.

T2a:de3 a5cm

T2b:deSa7cm.

Tumor de mas de 7 cm y/o con extension directa a
pared toracica (incluye sulcus superior), diafragma
o pleura mediastinica o pericardica, sin compromi-
so de corazdn, grandes vasos, traquea, es6fago o
cuerpo vertebral. O bien tumor en el bronquio
principal a menos de 2 cm de carina, pero sin
comprometerla.

O bien atelectasia de todo el pulmén o nédulo
satélite en el mismo 16bulo.

Tumor de cualquier tamafo con invasion del me-
diastino o del corazon, grandes vasos, traquea,
esofago, cuerpo vertebral o carina, o bien presen-
cia de derrame pleural maligno. O bien presencia
de nodulo satélite en distinto 16bulo pero mismo
pulmon.

Afectacion ganglionar
NO
N1

N2

N3

Metastasis no demostrable en ganglios linfaticos
regionales.

Metastasis en ganglionar linfaticos peribronquiales
o hiliares ipsolaterales o ambos, incluyendo exten-
sion directa.

Metastasis en ganglios linfaticos mediastinicos
ipsolaterales y subcarinales.

Metastasis en ganglios linfaticos mediastinicos
contralaterales, hiliares contralaterales y escalenos
o supraclaviculares ipso o contralaterales.

Metastasis a distancia
MO
Ml

Ausencia de metastasis

Presencia de metastasis.

MIla: Nodulo/s en pulmon contralateral o derrame
pleural o pericardio neoplasicos.

M1b: Metastasis a distancia
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Tabla 9.Sistema Internacional de Estadificacién del CBNM (2009). Agrupamiento por estadios.

Estadio 0 TisNOMO (carcinoma in situ)
Estadio IA T1a-bNOMO
Estadio IB T2aNOMO

Estadio ITA Tla-bN1MO
T2aN1MO
T2bNOMO
Estadio IIB T2bN1MO
T3NOMO
Estadio IITA T1-3N2MO
T3NIMO
T4NO-1MO
Estadio I1IB T4N2MO
Cualquier N3
Estadio IV Cualquier M1a-b

Desde el punto de vista de la estadificacion clinica, la afectacion ganglionar se evalua:

a. Por técnicas no invasivas, fundamentalmente pruebas de imagen como la tomografia computarizada (TC) y

la tomografia por emision de positrones (PET). Asocian un importante porcentaje de falsos positivos y fal-
sos negativos (54). Segun la revision realizada por Toloza, y cuyos resultados no han variado en los 1lti-
mos afos, la TC muestra en la evaluacion de la afectacion ganglionar mediastinica del CBNM una
sensibilidad del 57 %, una especificidad del 82 %, un valoracion predictivo negativo del 83 % y un valor
predictivo positivo del 56 %. Por su parte la revision realizada por el American College of Chest Physi-
cians (ACCP) para la elaboracion de la segunda edicion de su guia clinica basada en la evidencia (55) en-
contr6 para la PET una sensibilidad media entre los distintos estudios analizados del 74 % (rango del 29 %
al 79 %) y una especificidad del 85 % (rango del 82 % al 88 %). El valor predictivo negativo alcanzé el 93
% vy el valor predictivo positivo el 79 %. Estos valores mejoran ligeramente cuando hablamos de tumores
en estadio inicial (T1 y T2), como comprueba Wang en un reciente metaanalisis con mas de 1200 pacien-
tes (56).

b. Por técnicas invasivas no quirurgicas, como son la punciéon con aguja fina por via endoscopica bronquial

(EBUS) o esofagica (EUS) (55, 57). Como toda técnica invasiva son operador-dependiente, por lo que los
resultados son variables y los estudios heterogéneos. Un metaanalisis publicado en 2009 por Gémez y col,
que incluia 12 estudios con un total de 1292 pacientes, mostr6é para el EBUS una sensibilidad del 93 %,
una especificidad del 100 %, un 9 % de falsos negativos (rango 1-37 %) y ningun falso positivo. Todo ello
para una prevalencia de positividad entre el 20 % y el 40 % (58). Otro metaanalisis analizando el rendi-
miento del EUS en estos pacientes encontrd una sensibilidad del 83 % (59), que alcanza el 92 % en otros

estudios, con una precision diagnostica entre el 83 y el 93 % (60). Los puntos clave en el momento actual
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sobre este tipo de técnicas los resume Kuzdzal (61):
i. Permiten la obtencion de muestras citologicas e histologicas suficientes para un correcto
diagnostico y que incluso posibilitan la realizacion de estudios biomoleculares.

ii. Son seguras y mas baratas que las técnicas de estadificacion quirtrgica.

iii. Mejoran el rendimiento diagndstico sobre otras pruebas minimamente invasivas, y se con-
vierten en la actualizad en las técnicas mas precisas para la estadificacion ganglionar del
carcinoma broncogénico.

iv. Los cirujanos toracicos deben desempenar un papel importante en la realizacion de estas
técnicas.

v. Son técnicas en evolucion, que mejoraran incluso su rendimiento en los préximos afios.

c. Por técnicas invasivas quirtirgicas. La mediastinoscopia ha sido y hasta cierto punto continua siendo la

técnica de eleccion para la estadificacion ganglionar del CBNM. Decimos hasta cierto punto, porque en los
ultimos afios, la evolucion de las citadas técnicas invasivas no quirargicas estd comenzando a desbancar a
esta cirugia, de modo que, en centros hospitalarios que tratan de forma multidisciplinar el carcinoma bron-
cogénico y cuentan con disponibilidad de dichas técnicas, el nimero de mediastinoscopias que se realiza es
cada vez menor. Sin embargo, las guias clinicas actuales continuan refiriéndose a la mediastinoscopia co-
mo “estandar de oro” (62). De nuevo nos encontramos con una técnica operador-dependiente. Se considera
que la mediastinoscopia de estadificacion debe biopsiar al menos las regiones ganglionares 4R, 4L y 7 (ver
nomenclatura en anexo III) para considerarla aceptable en la estadificacion del CBNM. Es recomendable
ademas incluir muestras de 2R y 2L (62, 63). Técnicas de linfadenectomia preoperatoria que alcanzan re-
giones ganglionares mas distales, como son la Linfadenectomia Mediastinica Transcervical Extendida
(TEMLA) y la Linfadenectomia Mediastinica Videoasistida (VAMLA) no son técnicas usadas de rutina en
pacientes estandar, al menos en el momento actual. La sensibilidad de la mediastinoscopia para la estadifi-
cacion ganglionar del CBNM oscila entre el 86 % y el 95 % en los estudios mas recientes (63), con una
precision diagndstica entre el 85 % y el 98 %. Un segundo concepto debe ser aqui tratado: el papel de la
remediastinoscopia, es decir, la realizacion de una mediastinoscopia de reestadificacion en pacientes en
quienes una primera biopsia quirurgica confirmé afectacion tumoral N2, y el paciente ha recibido trata-
miento neoadyuvante con intencion de plantear una reseccion quirurgica, previa confirmacion de negativi-
zacion de esas adenopatias mediastinicas. Aparte de las dificultades técnicas propias de toda
reintervencion, la sensibilidad cae hasta el 70 % (64), con valores predictivos negativos de entre el 52 %y

el 85 % (63).
Teniendo en cuenta las herramientas de que se dispone para la estadificacion del factor N en el CBNM, parece
que la mejor combinacion de ellas es la que indicamos en la figura 3, y que viene a resumir la recomendacion de

la Guia Clinica de Estadificacion Preoperatoria del CBNM de la Sociedad Europea de Cirugia Toracica (ESTS).

Respecto a la estadificacion intraoperatoria, también hay acuerdo en que debe ser lo mas exhaustiva y preci-

sa posible. Su objetivo es establecer un correcto pronoéstico, definir la posible indicacion de terapias adyuvantes
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que lo mejore, y permitir una unidad de criterio entre los cirujanos a la hora de comparar pacientes (65).

Figura 3. Esquema de estadificacion preoperatoria del CBNM. Adaptada de la Guia Clinica para la Es-
tadificacion Ganglionar Peroperatoria de la ESTS (62).

TC/PET

Sospecha N2

~

Confirmacion histologica con
técnicas no quirirgicas (EBUS/EUS)

No sospecha N2

Positiva
Negativa
Tratamiento neoadyuvante
Tratamiento \l/
Quirurgico
TC/PET de
respuesta
. Respuesta Progresion local
Negativa radiologica o locorregional
Positiva Tratamiento

Mediastinoscopia | ———> | oncoldgico definitivo

Sin embargo, en la practica no hay homogeneidad en este sentido, pues incluso la terminologia puede
resultar poco clara. Un paciente con un estudio incompleto del mediastino tiene mas posibilidades de ser un
paciente incorrectamente estadificado, y por tanto introducir un sesgo de seleccion cuando se hacen estudios
que suelen incluir un estadio determinado o que excluyen pacientes con o sin afectacion ganglionar
mediastinica. Por eso uno de los objetivos principales de la Sociedad Europea de Cirugia Toracica (ESTS) ha
sido la de establecer definiciones precisas acerca de las distintas opciones de estudio intraoperatorio del
mediastino en cirugia del CBNM. Asi, en 2006 publicé su Guia Clinica para Estadificacion Intraoperatoria del
CBNM (66, 67), la cual fue asimilada por la IASLC. En ella, diferencia:

a. Biopsia ganglionar selectiva, de una o mas adenopatias de aspecto sospechoso, en uno o mas territorios

ganglionares. Solo esta justificada cuando la lesion pulmonar se considera irresecable para confirmar
que estamos antes un tumor con afectacion N1 o N2.

b. Muestreo ganglionar (o sampling). Supone la extirpacion de uno o mas ganglios sospechosos en base a
pruebas preoperatorias. En el muestreo sistematico se biopsian ganglios de una serie de territorios pre-

viamente definidos por el cirujano, independientemente de si resultan sospechosos o no.
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c. Diseccion ganglionar sistematica. Supone la reseccion de todo el tejido mediastinico que contiene gan-
glios, es decir, incluye todas las estaciones ganglionares mediastinicas ademas de hiliares e intrapul-
monares. En el lado derecho exige en el mediastino superior la extirpacion de todo el tejido linfatico
en un area limitada caudalmente por la raiz del l6bulo superior derecho, cranealmente por la arteria in-
nominada, anteriormente por la vena cava superior y posteriormente por la traquea. En el lado izquier-
do, en el nivel superior del mediastino, la diseccion ganglionar incluye todo el tejido en el area entre el
nervio frénico por delante, el vago por detras, el borde superior del cayado adrtico por arriba y el
bronquio principal izquierdo por abajo. En cualquiera de los dos lados se debe extirpar todo el tejido
subcarinal, periesofagico y del ligamento pulmonar inferior.

d. Diseccion ganglionar radical. Afiade a la anterior, en el lado izquierdo, la seccion del ductus entre el ar-

co adrtico y la arteria pulmonar para acceder y resecar el tejido linfatico paratraqueal izquierdo alto y
bajo (regiones 2L y 4L).

e. Diseccion ganglionar especifica de lobulo. Incluye el tejido ganglionar de una serie de estaciones defini-

das en funcion de la localizacion del tumor y los patrones de drenaje linfatico del parénquima pulmo-
nar. Se acepta en determinados pacientes como son aquellos con tumores epidermoides periféricos en

estadio T1, pues la probabilidad de infraestadificarlos con este tipo de diseccion es inferior al 5 %.

El Grupo Cooperativo del Carcinoma Broncogénico de la Sociedad Espafola de Neumologia y Cirugia
Toracica (GCCB-SEPAR) establecié una serie de recomendaciones en este sentido: si intraoperatoriamente se
podia descartar la afectacion N1 (con muestras intraoperatorias de adenopatias interlobares e hiliares), la
linfadenectomia podia restringirse a las regiones definidas en funcion de la localizacion del tumor (68), de la
siguiente manera:

- Lobulos superior y medio derechos: regiones 2R, 4R y 7
- Lobulo inferior derecho: regiones 4R, 7, 8 y 9

- Lobulo superior izquierdo: regiones 5,6y 7

- Lobulo inferior izquierdo: regiones 7,8 y 9.

Pese a los intentos por homogeneizar esta terminologia, distintos equipos quirurgicos hablan de
linfadenectomia mediastinica sistematica o diseccion ganglionar sistematica del mediastino refiriéndose
indistintamente a la que aqui hemos definido como tal y al muestreo ganglionar sistematico. Existe el riesgo de
que pacientes supuestamente estadificados con la misma técnica realmente no lo hayan sido y la comparacion
entre ambos en términos de supervivencia, tasas de recurrencia y resultados quirurgicos esté sesgada.

Varios estudios han tratado de comparar la diseccion ganglionar sistematica (DGS) y el muestreo sistematico
(MS). Los metaanalisis de Manser (69) y Wright (70) publicados en 2005 y 2006 respectivamente, concluyen que
la supervivencia y la tasa de recidiva son significativamente mayores en pacientes sometidos a DGS que en quie-
nes se hizo una MS. En el ensayo clinico de Wu (71) aparecen diferencias en cualquier estadio, es decir, no solo

en estadios precoces que supuestamente hubiesen sido infraestadificados. En otros estudios las diferencias difieren
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entre estadios. El ensayo clinico randomizado publicado en 2011 llevado a cabo por el American College of Sur-
geons Oncology Group (ACOSOG) (72), analiza un total de 1111 pacientes en estadios precoces muy bien selec-
cionados. Durante la reseccion quirirgica fueron randomizados a DGS o MS. No se encontraron diferencias en
términos de supervivencia ni tasas de recidiva. Respecto a la precision diagnostica, no esta claro que la DGS au-
mente la sensibilidad en la deteccion de enfermedad N2 con respecto al MS. Sin embargo, si parece que establece
mejor el nimero de estaciones ganglionares afectadas, es decir afina mas en el tipo de enfermedad N2 que tiene el
paciente, lo cual, en los ultimos afios ha demostrado ser importante de cara al pronostico y el tratamiento multi-
disciplinar mas adecuado (73). En otros estudios como el de W, si hubo diferencias en la capacidad de deteccion

del N2 intraoperatorio (71).

1-7. TRATAMIENTO DEL CBNM

1-7.1. Introduccion

Como en la mayor parte de procesos oncologicos las armas terapéuticas de las que clasicamente se dispone pa-
ra el tratamiento son la cirugia, la quimioterapia y la radioterapia. De ellas, la reseccion quirargica completa es la
que ofrece mas probabilidades de curacion, quiza la tnica. En pacientes potencialmente resecables en que la ci-
rugia no es posible por el alto riesgo quirtrgico, la radioterapia con intencion radical en sus diferentes modalida-
des puede ser una alternativa terapéutica con unos resultados a veces equiparables.

La quimioterapia en monoterapia rara vez es curativa, aunque en los ultimos afios encontramos respuestas te-
rapéuticas francamente prometedoras.

En muchos casos el tratamiento del CBNM pasa por la combinacion de estas herramientas terapéuticas utiliza-
das en distinto orden en funcion del estadio, que es el principal factor determinante de la estrategia terapéutica a

utilizar.

1-7.2. Cirugia del carcinoma broncogénico no microcitico
En Anexo I realizamos un pequefio recorrido por el origen y devenir de la cirugia del térax como disciplina y

bastante recientemente de la cirugia toracica como especialidad.

1-7.2.1. Consideraciones preoperatorias

Pese a la mejoria en los tratamientos no quirdrgicos, la reseccion completa continta siendo la unica opcion po-
tencialmente curativa en el cancer de pulmon. Plantear cirugia a pacientes considerados de alto riesgo operatorio
se convierte en algunos casos en un reto. La European Society of Thoracic Surgery (ESTS) y la European Respi-
ratory Society (ERS) han publicado recientemente una guia clinica para la evaluacion de la funcion cardiorrespira-
toria previa a un tratamiento radical (quirGrgico o quimiorradioterapico) (74). Primero se llevaria a cabo una

valoracion cardioldgica clinica basica, utilizando pruebas no invasivas si procede. Pacientes con bajo riesgo car-
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diologico o convenientemente tratados pasan a la evaluacion de la funcion pulmonar. En todos los casos debe
realizarse una espirometria con estudio de difusion. El volumen espiratorio en el primer segundo (FEV1) y el
calculo del FEV1 predicho postoperatorio (ppo-FEV1) son los parametros mas utilizados. Independientemente de
su resultado se debe realizar un test de difusion de monoxido de carbono (DLCO) en todos los pacientes. La pre-
diccion postoperatoria de los distintos parametros se hace calculando el nimero de segmentos pulmonares que se
van a resecar. La realizacion de gammagrafia pulmonar cuantificada de ventilacion y/o perfusion se reserva a
casos limite o ante la prevision de realizacion de una neumonectomia. Los tests de esfuerzo estan indicados en
pacientes con FEV1 o DLCO por debajo del 80 % de los valores normales calculados por edad, peso y talla. El
calculo o estimacion del consumo de oxigeno maximo (VO2 maximo) se ha relacionado con el riesgo quirirgico
(75). La prueba mas basica sencilla y que ha superado en valor predictivo incluso al test de la marcha (distancia en
metros o seis minutos de marcha) es la desaturacion asociada a subir escaleras. Varios estudios llevados a cabo
por Brunelli llegan a interesantes conclusiones en este sentido, hasta el punto de que la capacidad de subir escale-
ras en el preoperatorio condiciona de forma independiente el pronostico en pacientes en estadio I (76-79). Se ha
establecido una altura de 22 metros por debajo de la cual los riesgos de complicaciones postquirurgicas son signi-
ficativamente mayores.

Distintos estudios han demostrado que la rehabilitacion respiratoria antes de la reseccion pulmonar y en el
postoperatorio inmediato mejora los resultados quirurgicos y disminuye los riesgos. Se desarrolla asi un programa
basado en ejercicios que permiten aprender técnicas de control de la ventilacion, entrenar la musculatura respirato-
ria, proporcionar la maxima higiene posible al arbol bronquial, corregir las posturas antialgicas y obtener un cierto
grado de relajacion. Todo ello posibilita una movilizacion precoz tras la cirugia y facilita los cambios posturales
que debe adoptar el paciente durante el postoperatorio. Esto conlleva una disminucién del dolor, asi como una
menor incidencia de atelectasias e infecciones respiratorias. Estos programas han demostrado mejorar el valor
preoperatorio de consumo maximo de oxigeno y disminuir el riesgo de atelectasia postoperatoria, el decremento
en los volumenes pulmonares y la estancia hospitalaria (80-82). También se recomienda un programa de deshabi-
tuacion tabaquica, porque parece que dejar de fumar al menos tres semanas antes de la cirugia disminuye el riesgo
de complicaciones postoperatorias (82).

Los parametros que hemos descrito no se correlacionan con los andlisis de calidad de vida de los pacientes con
cancer de pulmon. Estos pacientes deberian recibir una evaluacion preoperatoria de calidad de vida con tests que
miden parametros especificos y que deben ser realizados por profesionales en esta materia (83). Asimismo durante
el postoperatorio inmediato y el seguimiento los parametros relacionados con la calidad de vida estan demostran-
do ser muy representativos de la situacion no solo psiquica sino también respiratoria de los pacientes (84, 85).

1-7.2.2. Técnicas quirargicas.

(Cuales son los tipos de reseccion que se realizan en la actualidad en la cirugia del cancer de pulmoén? La
técnica de eleccion clasica, como hemos visto, es la lobectomia por medio de una toracotomia que permita el ac-
ceso a la cavidad toracica a través del quinto espacio intercostal. La neumonectomia fue la técnica de eleccion

hasta la década de 1950, si bien hoy se reserva para aquellos casos en los que una lobectomia o una reseccion en
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manguito 0 “sleeve” no permiten una reseccion completa del tumor. La bilobectomia l6gicamente solo puede ser
derecha, e incluye la lobectomia del 16bulo medio junto con la lobectomia del 16bulo superior o inferior. La seg-

mentectomia tipica o anatémica consiste en la reseccion de uno o mas segmentos pulmonares mediante diseccion

y ligadura de sus estructuras broncovasculares especificas. La segmentectomia atipica consiste en la reseccion de

una porcién de parénquima pulmonar sin ligadura de sus ramas broncovasculares, y deberia reservarse inicamente
para aquellos casos de cancer de pulmoén con una funcion pulmonar tan comprometida que no permita la realiza-
cion de una lobectomia o una segmentectomia anatoémica. Mas adelante se discutira el papel de la segmentectomia
tipica en el tratamiento del cancer de pulmén con respecto a la lobectomia. Las lobectomias en manguito o “slee-
ve lobectomy” constituyen una técnica mas dificultosa puesto que implican la realizacion de una lobectomia y una
anastomosis, ya sea vascular, bronquial o ambas, de forma que se preserva tejido pulmonar para evitar la realiza-
cion de una neumonectomia. Por ejemplo, un tumor situado en un bronquio segmentario del l6bulo superior dere-
cho y que protruye al bronquio principal derecho, podria beneficiarse de la realizacion de una lobectomia superior
derecha con implante posterior del bronquio intermediario a la raiz del bronquio principal derecho, cerca de la
carina. La cirugia del cancer de pulmon ha de completarse, como hemos dicho previamente, con la realizacion de
una linfadenectomia mediastinica que permita estadificar de la forma mas correcta la enfermedad.

Como hemos dicho, en los ultimos afios se ha desarrollado una serie de procedimientos minimamente invasi-
vos para la realizacion de las distintas técnicas de reseccion pulmonar, como son la cirugia del cancer de pulmon
por toracoscopia y la cirugia robotica. La lobectomia por toracoscopia fue descrita por primera vez en 1991, y
desde entonces, numerosos grupos desarrollan esta técnica para determinados casos de cancer de pulmon. Una
revision sistematica llevada a cabo recientemente incluyendo 39 estudios concluye que la lobectomia toracoscopi-
ca se asocio a una menor estancia hospitalaria, menor tiempo de drenaje toracico e incluso mejores resultados en
términos de supervivencia, si bien es cierto que hasta el momento de dicha publicacién los casos en que se reali-
zaba este abordaje estaban seleccionados en la mayoria de las series (86). En muchos centros comienza a conver-
tirse en el gold standard de la cirugia oncoldgica pulmonar. Menos experiencia existe con la cirugia robotica en el
cancer de pulmoén, aunque los estudios publicados hasta ahora hablan de una mejor visibilidad y precisién que con
la toracoscopia clasica (87). Los estudios prospectivos actualmente en marcha permitiran comparar realmente el
papel de estas vias de abordaje en los resultados de la cirugia de reseccion pulmonar.

Independientemente de la via de abordaje, existe claro consenso en los criterios que debe cumplir una resec-
cion quirargica de un cancer de pulmoén para considerarse completa, es decir R0, definidos por Rami-Porta y cola-
boradores (88):

a) Confirmacion microscopica de margenes libres de tumor

b) Diseccion ganglionar sistematica del mediastino

c¢) Ausencia de invasion extracapsular en las adenopatias infiltradas por tumor

d) Confirmacion de que la adenopatia resecada mas distal no presenta afectacion tumoral.

1-7.2.3. Tratamiento por estadios

El papel de la cirugia varia en funcion del estadio tumoral, por lo que haremos una breve aproximacion a las
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distintas posibilidades que suelen presentarse en la practica clinica.

Partimos de la base de que todos los casos deben ser valorados por un equipo de cirujanos toracicos con expe-
riencia en cirugia oncoldgica y que los casos en que la indicacion es dudosa deben ser evaluados en comités de
tumores que incluyan distintos especialistas implicados, de cara a plantear un tratamiento multidisciplinar si pro-
cede.

ESTADIO I

En muchas ocasiones se trata de pequefios nédulos encontrados de forma casual en el estudio de otra patologia
o hallados incidentalmente en estudios radiologicos rutinarios. En el caso de nédulos periféricos de pequefio ta-
mafio, algunos autores han defendido una reseccién menor (segmentectomia tipica o atipica) con la finalidad de
preservar mayor cantidad de tejido pulmonar obteniendo la misma supervivencia a largo plazo (89, 90). Un estu-
dio publicado por el Lung Cancer Study Group (LCSG) sugiere que existe hasta tres veces mas riesgo de recidiva
local en estos casos (91). El estudio que ofrece el mejor nivel de evidencia es el metaanalisis desarrollado en
Japon por Nakamura y colaboradores, que incluye estudios con al menos dos afios de seguimiento, con un total de
casi tres mil pacientes (92), sin que apareciesen diferencias significativas en la supervivencia. Es por ello que
puede recomendarse la reseccion sublobar en pacientes con tumores periféricos menores de 2 c¢cm sin afectacion
ganglionar mediastinica (grado de recomendacion 1B) (93). Con los datos de que disponemos en la actualidad
podemos decir que la reseccion en cufia o segmentectomia atipica es aceptable en pacientes con nddulos periféri-
cos menores de 2 cm (T1a) o con imagen en vidrio deslustrado o ground glass opacity (GGO). Sin embargo, el
grado de esta recomendacion es bajo (2D) (94). La segmentectomia anatomica se acepta en pacientes con nodulos
de 2-3 cm de diametro (T1b) si los margenes son superiores a 1 cm, o bien en pacientes con mala funcién pulmo-
nar en estadio I. El antecedente de una lobectomia también parece razon suficiente para evitar una nueva lobec-
tomia. De nuevo son recomendaciones de poco peso (grado de recomendacion 2D) (94, 95).

En otras ocasiones se trata de nddulos pequefios mas centrales, que normalmente requieren una lobectomia o
incluso una neumonectomia para conseguir una reseccion completa. Es aqui donde encuentran su mayor sentido
esas técnicas quirurgicas descritas con el fin de evitar resecciones mayores no necesarias desde el punto de vista
oncoldgico (sobre todo con el fin de evitar neumonectomias), como es la sleeve lobectomy (96). De los aspectos
relacionados con la estadificacion ganglionar mediastinica intraoperatoria ya hemos hablado previamente.

La supervivencia a cinco afios del CBNM en estadio I tras la reseccion quirtrgica es elevada (entre un 55 % y
un 85 % segln distintas series publicadas). No suele ofrecerse tratamiento complementario a estos pacientes. Sin
embargo, las ltimas ediciones de la guia clinica de la National Comprehensive Cancer Network (NCCN) reco-
miendan el tratamiento quimioterapico adyuvante en pacientes con tumores resecados en estadio Ib con alguno de
los siguientes factores de riesgo (97):

- Diametro mayor de 4 cm

- Invasion vascular

- Margenes de reseccion al limite

- Invasion de la pleura visceral
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- Reseccion en cuiia

- Tumores pobremente diferenciados

- Falta de correcta estadificacion ganglionar mediastinica (Nx)

ESTADIO 11

Los casos T1-2N1 suponen una minoria entre todos los pacientes con CBNM (5 — 10 %). La mayor parte de
estos casos son subsidiarios de una reseccidon quirargica tipo lobectomia, siendo especialmente importante esta-
blecer una correcta estadificacion ganglionar. Ademas, diversos estudios han establecido que la supervivencia a 5
afios de la cirugia en estos pacientes es peor cuanto mayor es el nimero de adenopatias afectadas (45 % en casos
con una Unica adenopatia vs. 31 % en casos de multiples adenopatias) (98). Las recurrencias en estos casos con-
sisten en muchas ocasiones en una Unica metastasis a distancia. Sin embargo, el papel de la quimioterapia no esta
aun bien establecido. Algunos estudios hablan de una posible mejora en la supervivencia (de hasta el 5 %) tras un
tratamiento neoadyuvante con quimioterapia seguido de cirugia (99-101).

Los casos T3NO con invasion de la pared toracica pueden someterse a una reseccion quirirgica con margenes
libres en la gran mayoria de las ocasiones, alcanzando una supervivencia a 5 afios tras la cirugia de entre el 35 %y
el 50 % segun distintas series (102, 103). El factor pronostico mas importante en estos casos es la reseccion com-
pleta del tumor con bordes libres de enfermedad. En ocasiones son necesarias técnicas reconstructivas de la pared
costal con injertos musculares o materiales protésicos, con mayor frecuencia en los defectos anteriores y laterales
y en grandes defectos posteriores de la pared que provocan un hundimiento de la escapula (104). La radioterapia
postoperatoria tiene aqui una de sus posibles indicaciones (105).

Los tumores del sulcus superior, segin una reciente y renovada definicion, son aquellos tumores que invaden
la pleura parietal o la pared toracica a nivel de la segunda costilla o por encima de ella (106). Queda, por lo tanto,
abandonada la definicion del tumor del sulcus superior como aquel tumor que produce un Sindrome de Pancoast-
Tobias, derivado de la invasion de las estructuras vasculares, nerviosas y musculares del inlet toracico. Debido a
que hasta un 3 % - 5 % de estos tumores tienen histologia de carcinoma de células pequenas, es especialmente
importante la confirmacion histolégica previa antes de plantear la modalidad terapéutica a seguir. Los mejores
resultados se han obtenido con el tratamiento trimodal (107): quimio-radioterapia neoadyuvante seguida de trata-
miento quirargico en los casos en que se puede conseguir una reseccion completa del tumor, lo que ocurre en
aproximadamente un 75 % de todos los tumores del inlet toracico (107-109). Con esta estrategia terapéutica la
supervivencia a 5 afios alcanza hasta un 40 % — 53 % en los casos de reseccion completa con adenopatias negati-
vas.

Los tumores T3NO que estan a menos de 2 cm de la carina sin invadirla pueden someterse en muchas ocasio-
nes a una reseccion quirirgica, con una supervivencia a 5 afios del 35 %. Aunque en la mayoria de las ocasiones
la técnica quirargica realizada es una neumonectomia, existen casos seleccionados en los que se puede realizar
una sleeve lobectomy, con unos resultados de morbimortalidad similares a la neumonectomia, pero preservando

mayor cantidad de tejido pulmonar (110), lo cual disminuye los riesgos a medio plazo.
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ESTADIO IITA

Constituido seglin la nueva clasificacion TNM por los tumores T3N1MO, (poco frecuentes en la practica y que
se suelen manejar como los T3NOMO), los tumores con ganglios mediastinicos ipsolaterales positivos (T1-
3N2MO), y los T4NO-1MO (con caracteristicas propias y que pertenecian en la clasificacion previa al estadio I1IB).

Tumores TI-3N2M0O

La supervivencia global de estos tumores es del 20 % — 30 %. Se han descrito factores que la pueden aumentar,
como son la reseccion completa, la afectacion de una tinica estacion ganglionar (111), la afectacion nodal sin in-
vasion extracapsular o la afectacion de regiones ganglionares mediastinicas inferiores, aunque ninguno de ellos ha
mostrado evidencia suficiente como para establecer pautas protocolizadas de actuacion. Algunos autores clasifi-
can el N2 en varios subgrupos (112):

1. NO clinico que resulta ser N2 postquirurgico. Identificar estos casos es fundamental, por lo que se vuelve a
hacer hincapié en la importancia de la diseccion ganglionar mediastinica sistematica.

2. Hallazgo de enfermedad N2 en el campo quirtrgico, que no contraindica seguir adelante con la reseccion
si ésta es posible (113). Sin embargo se ha comprobado una disminucion estadisticamente significativa de
la supervivencia en este subgrupo de pacientes si la técnica quirdrgica es una neumonectomia (114).

3. N2 detectado preoperatoriamente en un tumor potencialmente resecable. No esta indicada la cirugia en pa-
cientes N2 clinicos. Sin embargo, la terapia neoadyuvante logra en un porcentaje de casos que varia dada
la heterogeneidad de los pacientes N2, un “downstaging” o erradicacion tumoral del mediastino que per-
mite supervivencias prolongadas tras reseccion quirirgica completa. En este grupo de pacientes es impor-
tante la estadificacion mediastinica antes y después de la terapia de induccion (quimioterapia o
quimiorradioterapia). Como ya hemos visto, y se esta convirtiendo en la tendencia actual con las herra-
mientas de estadificacion de que disponemos, se recomienda utilizar técnicas invasivas no quirurgicas
(EUS — FNA o EBUS - FNA) en la estadificacion inicial y reservar la mediastinoscopia para la reestadifi-
cacion tras la neoadyuvancia. Una segunda mediastinoscopia, como ya hemos explicado, ademas de tener
mas riesgo quirurgico, ofrece una menor sensibilidad en la deteccidon de enfermedad mediastinica resi-
dual, aunque este aspecto todavia hoy continua siendo objeto de debate, debido una vez mas a la gran
heterogeneidad en este grupo de pacientes (115-117). Una prueba mas de esta heterogeneidad: Cerfolio y
colaboradores han propuesto recientemente resecar tumores en casos N2 clinicos que tras la terapia de in-
duccion siguen teniendo enfermedad mediastinica en aquellos casos en que las adenopatias han disminui-
do en tamafio o en valor del SUV (standard uptake value) en la PET un 70 % o mas, el paciente es joven,
con buen Performance Status, la afectacion nunca fue multiestacion y es posible una reseccion completa
(RO) sin necesidad de neumonectomia (118). Desde el punto de vista de la intervencion quirtrgica, la te-
rapia de induccion aumenta la dificultad técnica de la reseccion, si bien este dato es dificilmente medible
en términos objetivos. Las grandes revisiones hechas al respecto no encuentran un incremento significati-
vo de morbimortalidad quirurgica en pacientes que han recibido neoadyuvancia. Una excepcion es la

neumonectomia (sobre todo la derecha), técnica que si se ha asociado a un aumento de la morbimortalidad
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postoperatoria (incluyendo la tan temida fistula del mufiéon bronquial) tras quimioterapia con o sin radiote-
rapia asociada (119-121).
4. El ultimo grupo seria el N2 multiestacion o el N2 bulky, en que la cirugia no esta indicada.
Tumores T4NO-1M0
La inclusion de este grupo de tumores en el estadio IIIA en la nueva clasificacion de la UICC viene dada por la
diferencia clara en supervivencia y en abordaje entre los pacientes T4 y los N3. Ademas, como ya hemos visto,
desaparece de la denominacién T4 el segundo nodulo en el mismo 16bulo, que pasa a ser T3, y el derrame pleural
maligno que pasa a ser M1a. Nos quedan dos subgrupos de T4, que pasamos a analizar:

Presencia de un segundo ndédulo tumoral en otro l6bulo homolateral. Es un grupo dificil de analizar, porque

hasta el momento, pese a las técnicas de caracterizacion biomolecular disponibles, a priori, siendo del mismo tipo
histolégico, no es posible saber si se trata del mismo tumor o de un segundo primario (122). Es mas frecuente que
el hallazgo sea quirurgico, en pacientes en estadio clinico I 6 II. Y de ser conocido previamente tampoco es habi-
tual disponer de diagnostico de malignidad de ambas lesiones, por lo que en general estd indicada la reseccion
quirurgica.

Tumor que invade mediastino, corazon, grandes vasos, trdquea, carina, eséfago, o cuerpo vertebral. También

se trata de un grupo heterogéneo de tumores, condicionado sobre todo por la capacidad de resecar el tumor de
forma completa, lo cual define a la postre el pronostico de los pacientes. La cuestion es: ;se puede definir preope-
ratoriamente la resecabilidad de un tumor sobre el que hay dudas acerca de si infiltra el miocardio, la aorta, un
cuerpo vertebral, etc.? La respuesta es muy dependiente de la interpretacion de las técnicas de imagen y por su-
puesto del cirujano. Es indudable la necesidad de individualizar cada caso en este grupo de pacientes. Cada uno de
ellos supone un reto porque la reseccion completa puede ser la unica opcion potencialmente curativa. Es dificil
equilibrar la balanza entre pacientes con tumores que podrian ser completamente resecables y se desestiman para
cirugia y aquéllos sometidos a una toracotomia exploradora. Incluso Grunewald y Le Chevalier propusieron ya en
1997 una subclasificacion de estos T4, diferenciando los potencialmente resecables en casos seleccionados (inva-
sion de vena cava superior, auricula izquierda, carina, traquea y grandes vasos) de los irresecables (resto de cavi-
dades cardiacas, es6fago y vértebra) (123). El tratamiento neoadyuvante ha demostrado una reduccion del tamafio
tumoral en algunos casos, facilitando la reseccién. Sin embargo, estas resecciones ampliadas tras tratamiento de
induccion parecen tener una mayor morbimortalidad quirtirgica, sobre todo en neumonectomias, que constituyen
una proporcion relativamente amplia de T4 por la localizacion central de estos tumores. Sin embargo hay pocos
autores que analicen de forma autéonoma los resultados de la neoadyuvancia de forma especifica sobre pacientes
T4NO-1. La mayoria se analizan en estudios que incluyen pacientes IIIA-N2, sustancialmente distintos (124, 125).
En general se describen tasas de resecabilidad tras quimioterapia de 45 — 65 %, con supervivencias a 5 afios de 40
% — 50 % en tumores completamente resecados (significativamente superior respecto de pacientes no completa-
mente resecados).

Entre las resecciones pulmonares extendidas mas frecuentes destacan:

Neumonectomias con reseccion de carina, que implican una anastomosis del arbol bronquial de alto riesgo de
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dehiscencia. Las series mas numerosas, que sumaban hasta 2008 un total de 874 casos describen una mortalidad
operatoria media de 10,4 £ 11,63 % (4 % - 40 %), y una tasa de supervivencia a 5 afios del 25,6 % £15,2 % (13 %
- 51 %), si bien son series heterogéneas (126).

Resecciones de vena cava superior, que pueden ser parciales, si la infiltraciéon no supera un 30 % del vaso, o pre-
cisar una reconstruccion completa con protesis con clampaje vascular proximal y distal al tumor. Las principales
series describen una mortalidad quirargica de en torno a un 12 % y una morbilidad del 30 %, con supervivencias a
5 afios de 21 % — 24 % (127, 128).

Resecciones de auricula izquierda, aorta y arteria pulmonar principal. No hay datos firmes respecto a estos casos
limite. Se describen generalmente como casos aislados, incluso con la utilizacion de circulacion extracorpdrea
durante la reseccion, pero la alta morbimortalidad y la falta de evidencia acerca de la mejora en la supervivencia
de estos pacientes respectos a otros tratamientos hacen muy dificil sentar la indicacion quirargica en estos casos
extremos, cuyo analisis desborda los objetivos de esta introduccion.

ESTADIO IIIB

Segtin la nueva clasificacion UICC7 incluye los tumores TAN2MO y los N3. Aqui la cirugia no esta indicada en
general.

ESTADIO 1V

Presencia de otro nddulo contralateral (M1a), derrame pleural o pericardico maligno (M1a) o metastasis a distan-
cia (M1Db).

Noédulos contralaterales. Sea homo o contralateral, la presencia de un segundo nédulo sincrénico a un carcinoma
broncogénico no microcitico es de dificil valoracion. Es frecuente que en el caso de un nédulo contralateral, se
proceda a la reseccion quirurgica del tumor diagnosticado y seguimiento del otro nédulo. Si no hay afectacion
ganglionar mediastinica (mds aun si el nodulo contralateral es inico) la probabilidad de que se trate de un segundo
tumor y no una metastasis, aumenta, por lo que estd indicado el abordaje contralateral con fines diagnoéstico-
terapéuticos. En caso de afectacion N2, la alta probabilidad de enfermedad M1 contraindicaria la reseccion del
noédulo contralateral.

Derrame pleural o pericardico malignos. Se considera enfermedad extendida y no esta indicada la reseccion
quirtrgica.

Metastasis a distancia. El papel de la cirugia queda limitado a situaciones en que se pueda resecar potencialmente
toda la enfermedad:

Metastasis cerebral: aunque no es frecuente, ante la existencia de una metastasis cerebral Unica sincronica en el
CBNM resecable sin afectacion ganglionar mediastinica y sin extension a otros niveles, puede estar indicada la
reseccion quirurgica del tumor primario y la cirugia o radioterapia estereotactica de la lesion intracraneal.

Metastasis suprarrenal: En pacientes con una metastasis suprarrenal sincronica resecable de un CBNM no N2
completamente resecado, se recomienda con buen nivel de evidencia cientifica la suprarrenalectomia (129).

No hay evidencia de supervivencias prolongadas en intento de reseccidon quirdrgica de carcinomas broncogénicos

con enfermedad metastasica a otros niveles.
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1-7.2.4. Cirugia de la recidiva del CBNM

La recidiva de un CBNM completamente resecado suele aparecer en los primeros dos afios de seguimiento. Es
mas frecuente la recidiva a distancia (metastasis cerebrales, Oseas, hepaticas o pulmonares) que la loco-regional.
Es dificil distinguir entre la persistencia de enfermedad (infraestadificacion en el momento de la reseccion del
tumor primario), la recidiva de la enfermedad y la aparicion de un segundo tumor. La aparicion de una nueva le-
sion localizada y resecable en un paciente operable no contraindica una segunda intervencion quirurgica y un ma-

nejo igual que si se tratara de un segundo primario.

1-7.3. Quimioterapia advuvante en el carcinoma broncogénico no microcitico

Incluso tras obtener una reseccion completa, la supervivencia a 5 afios en el CBNM desde el momento de la
cirugia es bastante desalentadora, y oscila entre el 67 % del estadio IA y el 23 % del estadio IIIA. La mayoria de
las recidivas se producen a distancia, lo que sugiere la existencia de enfermedad micrometastasica no detectada en
el momento del diagnostico. Para su erradicacion, desde los afios 80 se ha estudiado el papel de la quimioterapia y
la radioterapia preoperatoria (neoadyuvante) y postoperatoria (adyuvante), con el objetivo de disminuir la fre-
cuencia de recidivas e incrementar con ello la supervivencia.

Hasta hace poco tiempo, el papel de la quimioterapia adyuvante en los estadios I-IIIA era incierto. Varios pe-
quefios ensayos clinicos fallaron al intentar demostrar un beneficio significativo en supervivencia y los grandes
ensayos clinicos llevaban a resultados a veces contradictorios. En el afio 1995 se publico el primer gran metaana-
lisis realizado a partir de datos individuales de pacientes incluidos en ensayos clinicos que comparaba cirugia sola
con cirugia seguida de quimioterapia (non-small cell lung cancer collaborative group) (130). En €l se sugeria que
la quimioterapia basada en cisplatino podia aportar un beneficio absoluto en supervivencia global de un 5 % a los
5 afios. Sin embargo, la diferencia en supervivencia resultd no significativa. Por ello, durante la década siguiente
se llevaron a cabo varios grandes ensayos clinicos aleatorizados con quimioterapia basada en regimenes con cis-
platino que confirmaron esta hipotesis (97, 131, 132). Los ensayos IALT (101), JBR10 (133) y ANITA (134)
muestran una reduccion del riesgo de muerte a 5 afios del 14 % al 31 % con la administracion de 4 ciclos de qui-
mioterapia adyuvante basada en cisplatino. Y los diferentes metaanalisis realizados parecen confirmar este benefi-
cio. Sin embargo, el efecto del tratamiento sobre la supervivencia parece ser heterogéneo entre los diferentes
estadios. En el estadio 1A, la quimioterapia adyuvante no esta recomendada. Existe poca informacion disponible
debido a que estos pacientes fueron excluidos de la mayoria de los estudios. Y en el metaanalisis LACE (Lung
Adjuvant Cisplatin Evaluation) (135) los 37 pacientes incluidos con tumores en estadio IA mostraron tendencia a
una peor supervivencia tras recibir quimioterapia frente a cirugia sola. Para los pacientes en estadio IB, la mayoria
de estudios no ha encontrado un beneficio estadisticamente significativo. En un analisis exploratorio realizado por
los investigadores del CALGB (Cancer and Leukemia Group B) se encontré un beneficio estadisticamente signi-
ficativo entre los pacientes en estadio IB en el subgrupo de tumores de tamafio mayor o igual a cuatro centimetros
(97). Ya hemos visto que en la ultima clasificacion TNM el estadio IB esta subdividido segun el tamafio del tu-

mor, por lo que el papel de la quimioterapia adyuvante podra ser estudiado prospectivamente, como de hecho se
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esta haciendo en la actualidad, de acuerdo con esta nueva clasificacion. En el metaanalisis LACE los 1371 pa-
cientes con estadio IB muestran una reduccidon no significativa de la mortalidad de un 8 %. De momento estos
resultados no permiten generalizar el uso de quimioterapia adyuvante en el estadio IB. Por el contrario, los datos
disponibles respecto al uso de quimioterapia adyuvante en los estadios II y IIIA si son concluyentes. Los ensayos
IALT, JBR10 y ANITA demuestran un beneficio estadisticamente significativo en ambos estadios. El metaanali-
sis LACE mostr6 una reduccion del riesgo de muerte del 17 % también para ambos estadios. Por tanto, tal y como
reflejan las principales guias clinicas y consensos internacionales (136), se recomienda el uso de quimioterapia
adyuvante basada en cisplatino para los pacientes con estadios Il y IITA.

El efecto que el perfil genético del tumor parece tener sobre el beneficio de los diferentes farmacos utilizados
con fines adyuvantes, ha llevado al Grupo Espafiol de Cancer de Pulmon a desarrollar en estudio en fase III
(SCAT) de quimioterapia adyuvante en casos de CBNM resecado con afectacion ganglionar N1 y/o N2 que no
habian recibido tratamiento previo a la cirugia (generalmente porque se desconocia tal afectacion mediastinica).
Estos pacientes se randomizan en dos ramas de tratamiento adyuvante, con diferentes farmacos en funcion de la
expresion en la pieza resecada de los genes ERCC1 y BRCAL. En el momento actual ha terminado la fase de re-
clutamiento de pacientes y pronto se podra disponer de resultados en términos de supervivencia global y libre de

enfermedad.

1-7.4. Radioterapia adyuvante en el carcinoma broncogénico no microcitico

La radioterapia adyuvante no estd indicada en estadios precoces completamente resecados. Incluso parece de-
mostrar un efecto deletéreo (137). Esta conclusion, sin embargo, esta basada en estudios antiguos, con métodos de
radiacion ya obsoletos, por lo que puede que la elevada toxicidad de la radioterapia de la época explique este efec-
to. En un analisis univariante para pacientes del ensayo ANITA (138) con afectacion ganglionar positiva tras la
reseccion quirtrgica, la radioterapia adyuvante mejoro las tasas de supervivencia tanto entre pacientes que recibie-
ron quimioterapia adyuvante como en los que no. Asi, el papel actual de la radioterapia postoperatoria parece
orientado a intentar actuar sobre el mediastino en pacientes resecados con afectacion ganglionar N1 o N2, asi co-
mo sobre areas de reseccion incompleta microscdpica o macroscopica en pacientes también resecados (afectacion

de pared toracica, fundamentalmente).

1-7.5. Neoadvuvancia en el carcinoma broncogénico no microcitico

Hace méas de una década, varios pequefios ensayos aleatorizados mostraron un prometedor aumento de la su-
pervivencia con el uso de quimioterapia preoperatoria frente a cirugia sola. Las ventajas tedricas atribuidas a este
tratamiento, frente a la administracion postoperatoria, son la posibilidad de obtener una regresion tumoral que
facilite la reseccion quirtrgica, el tratamiento de forma precoz de las micrometastasis y la inhibicion del potencial
estimulo de crecimiento que las células tumorales encontrarian tras la liberacion de factores de crecimiento duran-

te la cirugia y la cicatrizacion de la herida. En consecuencia, durante la década de los 90 el disefio de varios gran-
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des ensayos clinicos en CBNM se focalizo en el uso de la quimioterapia preoperatoria. Burdett en 2006 realizo un
metaanalisis sobre los datos de siete ensayos en el que concluia que la quimioterapia preoperatoria proporcionaba
una disminucion del riesgo de muerte del 18 %, lo que suponia un beneficio absoluto en la supervivencia a 5 afios
de un 6 % (139). Sin embargo, la publicacion en el afio 2007 del gran ensayo clinico aleatorizado MRC-LU22
(99) con resultado negativo, junto con la consiguiente actualizacion del metaanalisis, con una nueva tasa de riesgo
de 0,88 (p=0,07) no despeja las dudas existentes sobre la eficacia de esta estrategia terapéutica. En la actualidad
la administracion de quimioterapia de induccién se utiliza, como ya hemos mencionado en pacientes en estadio
IITA por N2, con el objetivo de negativizar el mediastino y valorar un rescate quirirgico, asi como en pacientes
con gran masa o con algln tipo de afectacion T4, con el fin de que la disminucion del volumen tumoral permita
resecciones quirurgicas mas econoémicas y con mas posibilidad de ser completas sacrificando la menor cantidad
posible de pulmon y tratando de evitar, ante todo, la realizacion de una neumonectomia. En estos casos de afecta-
cion T4 la radioterapia, generalmente combinada con quimioterapia, ha demostrado buenos resultados a la hora de
favorecer la resecabilidad del tumor (140). Las dosis totales optimas de radiacion que ofrezcan un maximo benefi-
cio sin suponer un incremento inaceptable del riesgo de complicaciones postoperatorias son ahora objeto de deba-

te.

1-7.6. Nuevas estrategias en el tratamiento del CBNM. Dianas terapéuticas.

En los ultimos afios se ha producido un significativo avance en la interpretacion de las alteraciones a nivel ce-
lular y molecular que ocurren en el proceso de formacion, crecimiento y extension del cancer. Se han descrito
diferentes vias celulares o pathways responsables de distintos fenomenos oncogénicos. La hipotesis general de
trabajo en este sentido plantea que si somos capaces de interrumpir pasos criticos en ese proceso de generacion del
cancer a nivel celular y biomolecular podremos influir sobre dicho crecimiento y extension. Hablaremos mas
adelante de estos aspectos genéticos y epigenéticos dentro del cancer de pulmén. Aqui solo mencionaremos
farmacos que se han ido desarrollando en los ultimos afios y que han presentado prometedores resultados en dis-

tintas fases de su investigacion basica y clinica (141-143).

Inhibidores del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR).

La sobreexpresion de EGFR en CBNM oscila entre un 40 y un 80 %, y se ha asociado con un peor prondstico
y con fendomenos de quimio y radiorresistencia. El bloqueo de esta ruta de sefalizacion constituye una estrategia
validada en modelos preclinicos y en la clinica (144). Por su parte, las mutaciones a nivel de los exones 19 y 21
que aparece en torno a un 15 % de los adenocarcinomas, se correlaciona con buenas respuestas a farmaco inhibi-
dores de la tirosinquinasa de EGFR. Destacamos:
Anticuerpos monoclonales, como el cetuximab o el panitumab, entre otros que estan en desarrollo.

Inhibidores de la tirosin quinasa de EGFR (TKI), como el gefitinib y el erlotinib.
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Agentes antiangiogénicos.

La angiogénesis constituye el proceso por el cual se desarrollan nuevos vasos a partir de un lecho vascular pre-
existente. Se ha asociado a la proliferacion y extension del tumor (145-147). El factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF), el factor de crecimiento derivado de fibroblastos (VFGV) y las angiopoyetinas son reguladores
positivos de la angiogénesis. La trombostatina, angiostatina, endostatina y tumstatina son reguladores negativos.

Anticuerpos monoclonales, como el bevacizumab, que bloquea la unidon del VEGF a su receptor, se utilizan

ya de forma habitual en la clinica (148).

Inhibidores de la tirosin quinasa del VEGFR, como el vandetanib, el sunitinib y el sorefanib, todavia con

menos experiencia clinica.

Inhibidores del factor de crecimiento insulinico (IGF).

Anticuerpos monoclonales, como el figitunumab, u otras moléculas como las pirropodofilinas, bloquean esta

ruta de carcinogénesis y son actualmente objeto de estudio.

Otros:
Inhibidores de las metaloproteasas de la matriz
Inhibidores de quinasas dependientes de ciclina (CDKs)
Inhibidores de la farnesil transferasa
Inhibidores del proteosoma, como el vortezomib

Inhibidores de las histonas, como el vorinostat

Vemos pues como en gran medida los avances mads recientes en el tratamiento del CBNM pasan por detectar
alteraciones biomoleculares carcinogénicas susceptibles de ser interrumpidas, bloqueadas o incluso reparadas. Sin
embargo muchas de estas alteraciones moleculares en algunos casos parecen actuar no solo como posibles dianas
terapéuticas, sino también como marcadores de la evolucidn del paciente y su enfermedad oncoldgica. Muchas de
estas alteraciones nos pueden servir como factores pronésticos en pacientes que han recibido un tratamiento de-
terminado de su enfermedad, y pueden ayudarnos a decidir hasta qué punto les resultara beneficioso un comple-
mento afiadido a ese tratamiento estandar. Sobre este aspecto, que nos conduce ya de forma directa a los objetivos

de este estudio, pasamos a tratar en las proximas paginas.

1-8. PRONOSTICO Y PATRONES DE RECIDIVA EN EL CARCINOMA BRON-
COGENICO RESECADO EN ESTADIOS PRECOCES. SEGUIMIENTO.

1-8.1. Recidiva del CBNM

En medicina uno de los aspectos mas complejos y discutidos es como hacer el seguimiento del paciente con

-85 -



Identificacion mediante inmunohistoquimica de factores prondsticos biomoleculares en el carcinoma broncogénico no microcitico en estadio precoz resecado

cancer. Los pacientes con CBNM sometidos a un tratamiento radical potencialmente curativo, fundamentalmente
quirargico, tienen un riesgo de un 1 % - 2 % anual de presentar un segundo primario, y hasta un 15 % anual de
sufrir una recidiva de su tumor, si bien la distribucion de la aparicion de las mismas no es homogénea a lo largo
del seguimiento, como tendremos la ocasion de analizar.

El objetivo de los programas de seguimiento en oncologia es triple: monitorizar el tratamiento y sus efectos,
detectar precozmente las recidivas y poder actuar precozmente si vuelve a parecer la enfermedad. Cada vez mas
tumores cuentan con segundas, terceras, cuartas lineas de tratamiento. Sin embargo, no queda claro, al menos en
el cancer de pulmon, si la deteccion precoz de las recidivas y la subsecuente instauracion de un nuevo tratamiento
influye en la supervivencia de los pacientes. Y mucho menos claro si un seguimiento intensivo puede influir sobre
la calidad de vida del paciente y su estado psicoldgico.

Tampoco esta claro quién debe realizar ese seguimiento. (El cirujano? ;El onc6logo? En muchos centros se
realiza en atencion primaria, incluso en la consulta de enfermeria, cuando no por via telefénica por parte del pro-
pio paciente.

Calman y colaboradores (149) realizan una profusa revision sistematica accediendo a mas de veinte mil articu-
los potencialmente relacionados con el seguimiento en el carcinoma broncogénico. Finalmente, el nimero de tra-
bajos que realmente analiza el papel de los programas de seguimiento en los pacientes tratados por cancer de
pulmoén queda reducido a nueve. Entre si son relativamente homogéneos en cuanto a lo que analizan (influencia de
programas intensivos de vigilancia en la supervivencia del paciente), pero muy heterogéneos en cuanto a la estruc-
turacion de dichos programas. El caso es que no hay evidencia de que el tipo y frecuencia del seguimiento influya
en la supervivencia. El sentido comun nos lleva a plantearnos que habra pacientes con determinadas caracteristi-
cas que tengan un mayor riesgo de progresar y en quienes por tanto habra que hacer un seguimiento mas intensivo
(150).

JRecidiva o segundo primario?

En muchos casos no lo vamos a saber. Martini en 1975 ya decia que tras la reseccion de un CBNM, la apari-
cion de una nueva lesion a nivel pulmonar habia que entenderla como un segundo primario si el tipo histologico
era diferente o si siendo igual, el intervalo libre de enfermedad era inferior a 2 afios, el hallazgo era de carcinoma
in situ, o aparecia en un loébulo distinto siempre y cuando no hubiera afectacion por tumor de vasos linfaticos co-
munes a ambas localizaciones. Afortunadamente hoy la tipificacion biomolecular de un tumor nos permite discri-
minar con mayor precision en muchos casos (y siempre y cuando dispongamos de estudio histolégico de ambas
lesiones). Sin embargo, el alto coste de estos estudios no siempre queda justificado por la relevancia clinica de
dicha distincion.

1-8.2. Pronostico v seguimiento CBNM

El analisis de la supervivencia en el CBNM esta basado en la clasificacion TNM. De hecho parte de ella. Para
el desarrollo de la ltima edicion (en 2009, como ya hemos dicho) se utilizaron los datos de supervivencia del
registro de la IASLC. Aunque la clasificacion de los pacientes de este estudio se hizo con la edicion previa del

TNM, incluimos aqui los datos de supervivencia de la ultima edicion, que nos dan una informaciéon mas actualiza-
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da. Cabe resenar que hace referencia a supervivencia tras reseccion quirurgica completa RO (tabla 10).

Tabla 10.
Supervivencia en CBNM completamente resecado. Estadio Supervivencia
Tomado de Rami-Porta et al. (151) global a 5 afios
IA (T1aNO) 77%
IA (T1bNO) 71%
IB (T2aNO0) 58%
1A (T2bNO) 49%
I1B (T3NO) 35%
[IA-B (TxN1) 38%

Seguimiento y evidencia cientifica

Entre un 0,6 % y un 12 % de pacientes con CBNM en estadios precoces completamente resecado son operados
por segunda vez por evolucion de su enfermedad. No hay evidencia de que la intensidad del seguimiento (que
conllevaria una deteccion mas precoz) conduzca a un incremento en este porcentaje de pacientes que se tratan de
nuevo con intencioén curativa. Llama la atencion incluso que mas del 60 % de los pacientes que recidivaron se
detectaron por la clinica y no por la prueba de revisiéon que les correspondia por protocolo. A partir del primer afio
este hecho no supuso una variacién en la supervivencia con respecto a los pacientes detectados en fase asintoma-
tica. Hay muy pocos estudios que analicen el coste de estos seguimientos, pero sus conclusiones nos llevan a te-
mas mucho mas complejos como es medir el coste que supone cada afio de vida ganado gracias al seguimiento.

.Con qué pruebas hacemos el seguimiento?

La mayoria de esquemas de seguimiento se basan en la visita médica, con su correspondiente anamnesis y ex-
ploracion fisica, junto con una prueba de imagen, bien la radiografia de torax o bien la TC toracica (100). Esta ha
demostrado un valor predictivo negativo de hasta el 99 %, incluso con bajas dosis de radiacion. El PET, la bron-
coscopia, los analisis de sangre (incluyendo la determinacion de marcadores tumorales), no se incluyen en ningu-
na recomendacion al respecto.

Encontramos una gran heterogeneicidad entre los protocolos de cada centro (152). Variabilidad que se confir-
ma incluso cuando hacemos referencia a las recomendaciones de las distintas guias clinicas existentes, y que re-
sumimos en la tabla 11.

En pacientes con CBNM completamente resecado en estadios precoces, se han investigado factores que

podrian aumentar el riesgo de recidiva o de aparicion de segundos primarios.
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Tabla 11. Esquemas de seguimiento propuestos tras la reseccion quirirgica completa del CBNM

Guidelines Esquema propuesto Otras recomendaciones
ACCP Rx o TC cada 6 meses durante 2 afios - Dejar de fumar
- Equipo multidisciplinar
NCCN TC y exploracion cada 4-6 meses durante 2 | - Dejar de fumar
afios

NICE/SIGN Exploraciéon y Rx de térax cada 6 meses | - Dejar de fumar

durante 2 afios - Implicar A. Primario
ESMO Exploracion y TC cada 6 meses (2 afios) y | - Dejar de fumar
seguir anualmente
ASCO Exploracion cada 3 meses (2 afios) y luego
cada 6 meses (5 aflos) y seguir anualmente
ACR Exploracion cada 2-4 meses, Rx cada 6

meses, y TC anual (seguir hasta 5 afios)

Rx: Radiografia simple de torax, TC: Tomografia computarizada

ACCP: American Collegues of Chest Physicians, NCCN: National Comprehensive Cancer Network, NICE: National Institute of Health
and Clinical Excelence, SIGN: Scottish Intercollegiate Guidelines Network, ESMO: European Society of Clinical Oncology, ASCO:
American Society of Clinical Oncology, ACR: American College of Radiology.

Hacia un seguimiento individualizado?

En pacientes con CBNM completamente resecado en estadios precoces, se han investigado factores que
podrian aumentar el riesgo de recidiva o de aparicion de segundos tumores (153). Asi:
1. Factores quirargicos: El tipo de reseccion (lobectomia, segmentaria, atipica), el estadio, la afectacion
ganglionar, el borde de reseccion, el tipo de linfadenectomia, etc.
2. Factores patologicos: La invasion linfovascular, el tipo histologico, el nimero de estaciones ganglionares
afectadas.

3. Factores del paciente: La diabetes mellitus, el indice de masa corporal, ¢l tabaco, etc.

Mollberg y Ferguson, en una interesante revision (154), proponen adaptar el seguimiento a cada paciente, en
funcion de dichos factores, pero instando a que cada centro, en funcion de sus resultados, investigue qué pacientes
recidivan y en qué momento. Solo asi se optimizard un plan de seguimiento. Ademads, parece razonable que aquel
paciente que sabemos que no sera candidato a un tratamiento agresivo con intencién curativa independientemente
de cudndo se le detecte una eventual recidiva o un segundo primario (por sus caracteristicas funcionales o su co-
morbilidad), no sea sometido a un esquema intensivo de seguimiento, pues no va a influir en su supervivencia
final.

Como vemos, los actuales protocolos de seguimiento se basan en opiniones o consensos con una falta absoluta
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de evidencia cientifica. Ello se debe a la gran variabilidad de comportamiento que tienen los tumores entre si, aun
cuando compartan esos factores clinicos, quirirgicos y patologicos citados.

El comportamiento tumoral depende de su biologia y en la medida en que podamos identificar cuales tienen un
comportamiento mas agresivo y mas probabilidades de recidivar, podremos adecuar el seguimiento y actuar mas
precozmente si esa recidiva aparece. Por el contrario, en tumores de comportamiento mas moderado, podremos
espaciar las pruebas de imagen, con el consiguiente ahorro que puede suponer en términos no solo econémicos,
sino también sociales y psicologicos para el paciente.

De modo que identificar factores que nos informen de los riesgos de recidiva de un paciente, especial-
mente si ha sido sometido a un tratamiento radical y esta teéricamente libre de enfermedad, se convierte,
por todo ello, en una valiosa herramienta, no solo de cara a planificar el seguimiento, sino a poder desarro-

llar estrategias complementarias que incidan sobre ese riesgo, tratando de minimizarlo.
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2. FACTORES PRONOSTICOS.
CONCEPTOS Y APLICACIONES EN MEDICINA

Los pasos del acto médico, entendiendo como tal el proceso que transcurre desde el contacto con un paciente
aquejado de unos sintomas o signos hasta el momento del desenlace (que podriamos clasificar en curacion, croni-
ficacion o fallecimiento del paciente), podemos decir que son el diagnostico, el tratamiento y el establecimiento de
un pronostico. De forma transversal no debemos olvidar la prevencion como herramienta fundamental de salud.
Todos ellos se encuentran relacionados entre si y se condicionan los unos a los otros. El ser humano, por defini-
cion, desea pronosticar, es decir, intentar conocer lo que va a ocurrir antes de que esto suceda. El objetivo princi-
pal de este prondstico es modular o modificar en lo posible los hechos para poder cambiarlo, adecuédndolo a lo que
mas convenga en cada caso.

En medicina, conocer el prondstico nos permite actuar de distinta manera para intentar hacerlo mas favorable.
Si no conocemos el prondstico de una patologia, serd mas dificil saber si esta indicado un determinado tratamien-
to, que por definicion conlleva unos riesgos intrinsecos.

Evidentemente, no podemos predecir el pronostico individual de un paciente aquejado de una dolencia, por
bien catalogada e identificada que la tengamos. Siempre existird un nivel de incertidumbre en el que debamos
movernos, y nuestro prondstico vendra expresado en términos de probabilidad de que algo acontezca o no.

El cancer se esta definiendo cada vez mas como una enfermedad cronica; o al menos, parece que aspiramos a
convertirla en eso. El manejo practico de los pacientes con cancer nos exige hacer predicciones y tomar decisiones
sobre individuos (155) vy el reto al hablar de prondstico es el de correlacionar el paciente individual con la pobla-
cion global de pacientes con la misma enfermedad.

Para ello, el médico busca conocer los factores que definen la evolucion de la enfermedad, o al menos, que de-
finen grupos de pacientes con distintas probabilidades de evolucionar de una u otra manera.

Para considerar el manejo de un caso de cancer individual, el primer paso es caracterizar al maximo el origen
y tipo histologico del mismo. Hasta no hace mucho, éstos aspectos constituian las unicas sefias de identidad del
cancer que determinaban su manejo terapéutico y definian el prondstico del paciente. Afortunadamente, una de las
vias de investigacion mas importantes en cancer es la identificacion de otros factores que modifican esta evolu-
cion: los factores pronosticos. Conocerlos nos permite actuar en consecuencia. En la atencion al paciente, permi-
tira:

* seleccionar las pruebas diagndsticas de imagen apropiadas,

* establecer el plan de tratamiento adecuado

* predecir el resultado de cada tratamiento, sabiendo asi si los beneficios justifican los riesgos inherentes a
toda intervencion.

* optimizar el plan de seguimiento y adecuarlo a la realidad de ese pronostico

« informar al paciente de aquello que esperamos que ocurra, lo cual redunda en un mejor ajuste de la in-
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formacion que en cada momento el paciente nos demande acerca de su enfermedad.
Pero no solo son importantes los factores pronosticos en el acto médico individual de cada paciente. A nivel
general nos van a permitir mejorar los procesos de investigacion, implementando la eficacia en el disefio de estu-
dios y andlisis de los datos, perfeccionando la fiabilidad de la prediccion, identificando subgrupos homogéneos

hacia quiénes dirigir o no una terapia experimental, etc.

2-1. CLASTFICACION DE LOS FACTORES PRONOSTICOS

Los puntos de partida a la hora de clasificar el cancer estan bien definidos. La Clasificacion de Tumores de la

Organizacion Mundial de la Salud (OMS) es la base de la clasificacion histologica del cancer. Por su parte, la
Unién Internacional Contra el Cancer (UICC) y el Comité Conjunto Americano sobre el Cancer (AJCC), cuya
evolucion historica ya hemos comentado previamente, a través de la clasificacion TNM que frecuentemente se va
actualizando, definen la estadificacion de cada tumor, lo cual supone hoy por hoy el principal factor pronéstico de
los procesos neoplésicos.

Pero hay otros factores que funcionan como pronoésticos en muchos casos, y que clasicamente se han subdivi-
dido en (156):

- Factores relacionados con el tumor

- Factores relacionados con el paciente

- Factores relacionados con el ambiente, contexto o entorno en que encontramos al paciente.

2-1.1. Factores relacionados con el tumor

Incluyen aquellos directamente relacionados con la presencia del tumor o su efecto sobre el huésped, y mas
comunmente comprenden aquellos que reflejan la patologia del tumor, la extension anatomica de la enfermedad o
la biologia tumoral.

Como hemos dicho, la reciente revolucion en la medicina molecular ha retado a la clasificacion actual (basada
en la histologia) y ha llevado a una nueva definicion de muchos canceres de acuerdo con las caracteristicas mole-
culares y genéticas de los mismos. Se estan llegando ya incluso a definir los tratamientos mas adecuados en fun-
cion de algunas de esas variaciones moleculares, como son las mutaciones en el EGFR o la traslocacion ALK en
el caso del CBNM.

La extension de la enfermedad ya no solo viene definida por la clasificacion TNM. Encontramos, por ejemplo,
que hay varios pronosticos en la enfermedad N2 del CBNM (en funcion del nimero de estaciones ganglionares
mediastinicas afectadas o el momento en que identificamos ese N2, por ejemplo).

Asimismo, los patrones de invasion linfatica o vascular van un paso mas alla del simple subtipo histologico del
tumor a la hora de intentar predecir su evolucion. Igualmente, distintos factores pronosticos que funcionan como
manifestacion indirecta de la masa tumoral, pueden desempefiar un papel en el pronéstico, ademas de en el se-
guimiento. Los receptores hormonales, los marcadores bioquimicos, la expresion de los factores relacionados con

la proliferacion, y de manera reciente, las caracteristicas biomoleculares del tumor e incluso las alteraciones a
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nivel epigenético, han demostrado afectar a los resultados de una variedad de canceres, entre los cuales se encuen-
tra el carcinoma broncogénico. La tabla 12 muestra un ejemplo de todos estos factores que influyen ya hoy en la

practica clinica de la oncologia.

2-1.2. Factores relacionados con el paciente

Son factores presentes en el organismo que no estan relacionados directamente con la malignidad, pero que
tienen el potencial de impactar significativamente en el resultado a través de su interferencia con el comporta-
miento del tumor o su efecto sobre el tratamiento. Las propias caracteristicas demograficas del paciente, como la
edad, el género, la raza, la comorbilidad, los antecedentes oncologicos personales o familiares, sus habitos toxicos
como el consumo de alcohol o de tabaco, etc., han demostrado un papel en el desarrollo y evolucion de distintos
tipos de canceres (157, 158).

2-1.3. Factores relacionados con el ambiente

Eso que ahora se ha venido a llamar el ambioma, por homofonia con el término genoma, viene definido por el
conjunto de factores externos que operan sobre el paciente y que podrian ser especificos tanto de un paciente indi-
vidual como, mas frecuentemente, de grupos de pacientes residentes en la misma area geografica o expuestos a los
mismos carcinégenos (159). Pero mas alla de esa exposicion a determinados agentes externos potencialmente
oncogénicos, como el asbesto, las nitrosaminas, o todos esos que ya comentamos al hablar de la epidemiologia del
cancer de pulmoén, también se considera ambioma la accesibilidad al sistema sanitario, la calidad del mismo, in-

cluso el nivel cultural de un paciente o de un entorno social.

Tabla 12. Ejemplos de factores prondsticos relacionados con el tumor. Tomada de Gospodarowicz y col.
(155)

1. Patologia
=  Caracteristicas moleculares del tumor; patrones de expresion génica
=  (lasificacion morfoldgica
=  QGrado histologico
=  Patron de crecimiento
=  Patron de invasion

2. Extension anatomica del tumor
= Categorias TNM
=  Masa tumoral
= Tumor aislado o multifocal
= Numero de localizaciones comprometidas
= Marcadores tumorales

3. Biologia del tumor
=  Marcadores tumorales
» Indices de proliferacién
= Marcadores moleculares

4. Sintomas
= Pérdida de peso
= Dolor
= Edema
=  Fiebre

5. Capacidad funcional (Performance Status)
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La relevancia clinica de cada uno de estos factores pronosticos evidentemente no es la misma. De hecho, tan
solo una minoria influye hoy en la toma de decisiones ante un paciente con cancer. El siguiente esquema expone
los tres pilares en que agrupar los factores prondsticos que a tiempo real conocemos de cara a la toma de decisio-

nes en cancer. Los factores esenciales han demostrado una aplicabilidad en la practica clinica y estan presentes en

los procesos de decision en oncologia. Los que no han aportado hasta el momento una informacion clara acerca de

su influencia los encuadramos como factores pronosticos adicionales y hoy por hoy no influyen en los arboles de

decision. Por su parte, poco a poco, cada vez mas rapidamente, aparecen factores nuevos y prometedores que bus-
can pasar a engrosar el cajon de los esenciales y no quedarse como factores adicionales. Una de las ramas mas
importantes de la investigacion en oncologia es la deteccion de posibles factores nuevos que convenientemente
validados, puedan funcionar como factores esenciales que optimicen la practica clinica y globalmente mejoren el

pronostico de las enfermedades neoplasicas.

Factores pronosticos nuevos y prometedores

Actualmente
EGFR ya son... Factores prondsticos esenciales
ALK
Factores epigenéticos Tipo histologico del cancer

Caracteristicas moleculares del tumor

Extension anatoémica de la enfermedad

Factores prondsticos adicionales
Patologia
Ambientales Biologia del tumor
Gestion Sintomas relacionados
Masa tumoral Marcadores Tumorales
Raza Género

2-2. APLICACION DE LOS FACTORES PRONOSTICOS

Los factores pronoésticos son utilizados en la practica clinica diaria, en la investigacion y en el control del
cancer. En la practica clinica diaria la influencia de los factores pronésticos domina todos los pasos en la toma de
decisiones y el tratamiento exhaustivo de pacientes con cancer, incluyendo la seleccion del objetivo primario de
tratamiento, la modalidad de tratamiento mas apropiada y el ajuste del tratamiento de acuerdo con la gravedad de
la enfermedad. El conocimiento de los factores pronosticos permite a los clinicos seleccionar las opciones de tra-
tamiento que faciliten la preservacion de organos o funciones sin comprometer la curacion y la supervivencia
(155). Para resultar relevantes para la practica clinica, los factores prondsticos han de tener o bien un impacto
significativo sobre el resultado del cancer o bien ser usados para seleccionar los métodos de tratamiento. Es pro-
bable que con el progreso en el tratamiento y la mejora de los resultados, los factores prondsticos sean cada vez
mas relevantes para la seleccion de las mejores estrategias terapéuticas (las mas efectivas con los menores efectos
secundarios). La mejora de los métodos de estadificacion y, en especial, la caracterizacidon mas precisa de la ex-

tension microscopica de la enfermedad, permitiran un agrupamiento de pacientes mas homogéneo, con caracteris-
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ticas patologicas similares. En resumen, el conocimiento de los factores genéticos se afiadird a una mejor predic-

cién del resultado v a la mayor individualizacion en las intervenciones terapéuticas.

2-3. FACTORES PRONOSTICOS EN EL CANCER DE PULMON

El cancer de pulmodn constituye un grupo de entidades heterogéneas que comparten origenes moleculares y ce-
lulares, pero con diferentes mutaciones genéticas acumuladas, distintos comportamientos y por tanto pronosticos
variables. Gran parte de la actividad cientifica investigadora clinica y basica ha sido enfocada a los factores
pronosticos de pacientes con cancer de pulmoén. Hasta el momento se han comunicado mas de 100 factores

pronosticos pertenecientes al tumor, al paciente o al ambiente (160-162).

La heterogeneidad clinica reconocida entre pacientes con cancer de pulmoén ha llevado a la division de subgru-
pos pronosticos. La distincién mas importante estd entre el carcinoma microcitico y el carcinoma no microcitico.
El siguiente paso es la extension de la enfermedad, o estadio (TNM).

Muchos estudios de los CBNM evaluan a los pacientes con la enfermedad completamente resecada, lo que
permite obtener la maxima informacion de la pieza tumoral. En pacientes que se someten a reseccion quirdrgica,
las tasas globales de recurrencias, aun para resecciones completas, oscilan en un margen tan amplio que varia
desde el 20 % al 85 % (162). En estos pacientes es fundamental la determinacion de factores pronosticos que nos
permitan detectar los tumores con mas probabilidades de recidiva y actuar en consecuencia (afiadiendo tratamien-

tos complementarios, intensificando el seguimiento o las pruebas a realizar, etc.).

El papel del tipo histolégico del tumor como factor prondstico se ha estudiado ampliamente, sin llegar a con-
clusiones definitivas. Los estudios muestran una evidencia inconsistente en cuanto a la importancia del adenocar-
cinoma en comparacion con otros subtipos de carcinomas no microciticos (160). Dentro del propio
adenocarcinoma, el subtipo histologico ha demostrado en los Gltimos afios variar el prondstico, de modo que ya se
queda corta la denominacion de un tumor como simplemente adenocarcinoma, como hemos visto con la nueva
clasificacion de Travis. Se ha demostrado que muchos otros factores tumorales tienen una importancia prondstica
independiente, pero no son utilizados de forma rutinaria para la toma de decisiones sobre el tratamiento. Estos
factores incluyen la citada subclasificacion histoldgica, factores analiticos y marcadores tumorales en suero, la
proliferacion del tumor o los marcadores celulares. A nivel molecular se han estudiado reguladores del crecimien-
to celular (k-ras, RB, EGFR, Erb-b2, MRP-1, HGF), de la cascada metastasica (TPA, ciclina D-I, catepsina) y de
la apoptosis (p53, bcl-2) (161, 163).
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3. LA INFORMACION GENETICA.

Vias de desarrollo oncogenico y sus alteraciones como factores pronosticos en el

:arcinoma broncogénico no microcitico.

El DNA cromosdémico guarda toda la informacion genética del organismo. Todo lo que un ser vivo manifiesta
externamente, su color de pelo, su estatura, el color de sus o0jos... pero también el tono de su voz, gran parte de su
capacidad de pensar, incluso de su temperamento... todo lo que necesita, se almacena en los genes de cada una de
sus cé¢lulas. Muchas de las enfermedades o de la predisposicion a las mismas también se almacena en su codigo
genético. Cuanto hay de genético y cuanto de moldeado por parte de eso que se ha venido a llamar “ambioma”, es
una proporcion que todavia no somos capaces de medir.

La genomica estudia la secuenciacion y organizacion del genoma. Las instrucciones que guarda el DNA se
ejecutan a través del RNA en el fendomeno llamado transcripcion, por el cual se generan copias de determinadas
instrucciones para poder ejecutarlas en el citoplasma celular. El libro maestro, el DNA, no debe salir del nucleo,
donde esta bien protegido. Por eso se transcriben copias de aquello que la célula necesita procesar. Ese fendémeno
de transcripcion lo estudia la gendmica funcional, capaz de estudiar la expresion génica por medio de arrays de

DNA (figura 4).

Por ultimo, siguiendo las instrucciones escritas en la copia de RNA que viene del nucleo, la célula fabrica la
proteina correspondiente, auténtica ejecutora de aquello que necesita la célula o el organismo (digerir un alimento,
destruir un invasor, aumentar la frecuencia cardiaca, etc.). Este ultimo paso de creacion de la proteina a partir del
RNA constituye la traduccion, entrando ya en el campo de la proteomica, que estudia, como su nombre indica, la
expresion proteica y se vale de los Tissue-arrays o arrays de tejido.

El cancer, en su origen, es una enfermedad genética. La transformacion de un tejido normal en una neoplasia
invasiva se entiende como un proceso lento que implica cambios a nivel genético con un doble componente here-
ditario y somatico. La progresion del cancer se debe a un proceso de acumulacion de cambios genéticos y epi-
genéticos'. El elemento fundamental a nivel conceptual del cancer es el crecimiento celular descontrolado. Los
tejidos y las células cuentan con sistemas de autocontrol que impiden una multiplicacion celular (y con ella un
crecimiento tisular) descontrolado que pueda arrastrar modificaciones genéticas que rompan el equilibrio entre los
tejidos y den lugar a un tumor.

Alteraciones genéticas y epigenéticas favorecen la activacion persistente y sin control de vias de transduccion
de sefiales de activacion y crecimiento, supresion de los mecanismos de apoptosis o senescencia, alteracion del

ciclo celular, anormalidad en los mecanismos de reparacion del DNA, etc.

! Entendemos por alteraciones epigenéticas aquellas que se producen a nivel biomolecular y que son causantes de las modifi-
caciones en la expresion de los genes (metilaciones, modificaciones de histonas, RNA no codificante, etc.).
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Figura 4. Esquema de la trasmisién de la
informacion genética: del DNA a la proteina
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Cambios de este tipo se producen a nivel celular de forma constante. Sin embargo, existen a su vez mecanis-
mos de autoproteccion que impiden que células anomalas logren reproducirse y crecer sin control. Generalmente
es la acumulacion de diferentes alteraciones en distintos pathways lo que hace que las células “defectuosas” rom-
pan el equilibrio y predominen sobre los sistemas de defensa del organismo. Se habra generado un cancer.

Las vias o pathways susceptibles de alterarse son multiples. Probablemente nuestros conocimientos cientificos
solo abarquen en la actualidad unas pocas y de manera muy somera (164). Su estudio proporciona dia a dia claves
para comprender la génesis del cancer, su crecimiento y extension y las posibles vias para luchar contra él. Resu-
miremos brevemente las vias que han demostrado alterarse en la patogenia del carcinoma broncogénico y de las
cuales salen las proteinas objeto de este estudio. Asimismo mencionaremos otras vias conocidas en el cancer de

pulmoén, muchas de las cuales se basan en alteraciones a nivel epigenético en el DNA.

3-1. EL CICLO CELULAR

Es el ciclo por el que pasa cada célula para su division. Esta altamente regulado, por factores positivos y nega-
tivos (figura 5). Consta de las fases secuenciales G1 (gap), S (sintesis del DNA), G2 y M (mitosis). Las tres pri-
meras fases entre dos mitosis constituyen la interfase. Se rige por una precisa coordinacion del ensamblaje y la
activacion secuencial de complejos proteicos entre ciclinas y cinasas dependientes de ciclinas (CDKs). Las cicli-
nas se unen con sus CDKs de forma secuencial, favoreciendo el avance del ciclo celular y por tanto la replicacion
de la célula. Por su parte, el punto critico del ciclo celular es el paso de G1 a S (la célula empieza a duplicar su
DNA para dividirse). Ese paso depende de la fosforilacion gradual de la proteina supresora de tumores o proteina

del gen del retinoblastoma (pRb) (165, 166).
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Figura 5. Esquema del ciclo celu-

lar y los factores reguladores po-

sitivos y negativos. Tomada de
http://www.biocancer.com/journa

1/1095/2-ciclo-celular-y-cancer
Lede2 |

ey
A

R-Point

s |
="' Jap
Cedk2 ] e Rby D
%r§ 2

=]

Esta fosforilacion esta mediada por complejos ciclina D/CDK 4/6 (167) y continuada por el complejo ciclina
E/CDK2 (168). Esta pRb activa a la ciclina A, que unida a CDK2 promueve también la replicacion del DNA
(169). Por otra parte, ciclinas B unidas a CDK1 favorecen la entrada en mitosis, es decir, en la fase M (170). Otros
mecanismos se unen a CDKs para bloquearlas y con ello inhibir el ciclo celular. Por una parte la familia de pro-
teinas INK4: p16, p15, p18 y p19 (171). Y por otra parte las proteinas p21, p27 y p57 (172). A su vez, el gen que
codifica p21 corresponde al grupo de dianas de p53 (173). Esta proteina es la mejor caracterizada hasta el momen-
to dentro de las proteinas supresoras de tumores. Responde a situaciones de estrés sobre el DNA, como puede ser
su lesion, a raiz de la cual se activa de forma importante. Su funciéon como vemos es regular una posible replica-
cion celular acelerada y peligrosa, lo cual permite a las células tener tiempo para reparar estas lesiones del DNA
antes de dividirse de nuevo. Los genes dependientes de p5S3 también estan en relacion con metabolismo celular y
la apoptosis (174). En células sanas la concentracion intracelular de pS3 es muy baja, sobre todo porque aparece
inhibida por mdm-2 (175). La inactivacion de mdm?2 conlleva una sobreexpresion de p53, que resulta letal en
estudios experimentales, probablemente por bloqueo total del ciclo celular y la consiguiente apoptosis celular
(176). A su vez p53 activa algunos complejos ciclina-CDK y la propia p21, acentuando de esa forma su accion
bloqueadora del ciclo celular.

[ Por qué mecanismos escapan las células al control del ciclo celular y se avanza en la transformacion neoplési-
ca? Sobre todo por la inactivacion de genes supresores tumorales como el p53 o el pRb y de inhibidores endoge-
nos de las CDKs, asi como por cambios en las concentraciones y actividad de las proteinas que controlan la
maquinaria del propio ciclo celular. Destaca la elevacion de la concentracion de distintas ciclinas que se ha visto
en algunos tipos de tumores. La inhibicion de CDKs es una via de desarrollo de farmacos dirigidos a controlar el
ciclo celular en células tumorales (177). Asi el péptido C4 inhibe significativamente la actividad cinasa de CDK2

(178). Mas recientemente, Ji y col han desarrollado un péptido que inhibe indirectamente la actividad

-97 -



Identificacion mediante inmunohistoquimica de factores prondsticos biomoleculares en el carcinoma broncogénico no microcitico en estadio precoz resecado

CDK2/ciclina A mediante la estabilizacion de las concentraciones de p27, induciendo de forma potente la muerte
en las células tratadas (179). A partir de estos hallazgos, son ya varios los inhibidores de CDKs de bajo peso mo-
lecular registrados como farmacos anticancerosos para ensayos clinicos, si bien los resultados todavia son muy
vagos. Asi, el flavopiridol, que bloquea el complejo ciclina B/CDK1, la roscovitina, o el mas reciente AZD5438.

Es por tanto una posible linea de tratamiento.

Implicados también en la reproduccion celular aparecen otras proteinas como la codificada por el gen c-myc.
Se trata de un factor de transcripcion, es decir, una proteina que favorece la transcripcion de otros genes del DNA
para dar lugar a sus proteinas correspondientes. En la célula en reposo su expresion es muy baja. Sin embargo, se
activa cuando la célula esta en fase de crecimiento y replicacion. La alteracion a nivel del gen c-myc puede dar
lugar a una sobreexpresion de su proteina que ponga en marcha procesos de replicacion celular cuando no corres-
ponde; que actia pues como protooncogén. La proteina de c-myc ha demostrado activar ciclinas, CDKs y otras
proteinas implicadas en el ciclo celular (180).

Las proteinas descritas han demostrado actuar como factores prondsticos en CBNM de la siguiente manera;

- Ciclina A. Su expresion aparece disminuida en pacientes con CBNM con buen pronoéstico (181, 182). La in-
formacion pronostica que ofrece su analisis por inmunohistoquimica parece relevante segiin algunos estudios
(182).

- CDKI1. Su sobreexpresion se ha asociado a un peor pronostico, hasta el punto de que se ha incluido junto con
otros cuatro genes en una firma génica desarrollada recientemente (183). Asimismo se ha comprobado que la
disminucion en la concentracion de CDK1 libre citoplasmico se asocia a peor pronostico y al desarrollo de resis-
tencia al tratamiento quimioterapico (184).

- CDK?2/ciclina E. Su importancia radica en que cuando tiene lugar estd unién, se desarrolla un tumor con peor
pronostico. Este hecho se ha comprobado de forma especifica en estadios precoces (185).

- pl6. Proteina muy estudiada, tanto en expresion por IHQ (186) como en modificaciones epigenéticas y su
repercusion en el potencial metastasico del CBNM (187).

- p53. También es una de las proteinas mas analizadas no solo en cancer de pulmén. Su expresion se ha rela-
cionado igualmente con el prondstico en estadios iniciales (188). En este caso la sobreexpresion de esta proteina
conlleva habitualmente un mejor prondstico (189)

- p27. Se mostré como factor de mal prondstico cuando estaba sobreexpresado en distintos estadios (190, 191).

- pRb. Su papel en el complejo entramado proteico que supone el ciclo celular también parece que puede apor-
tar una orientacion prondstica. Sin embargo, es dificil valorar su rol como factor pronoéstico independiente (192).

- mdm2. En contra de lo que se podria pensar por su accion de inactivacion de p53, la sobreexpresion de esta

proteina demostro hace ya 15 afios ser un factor de buen prondstico en el CBNM (193).
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3-2. RECEPTORES DE MEMBRANA

La célula esta sometida a la regulacion por parte de factores de crecimiento, citocinas y hormonas. La forma en
que estos elementos interaccionan sobre las células es mediante su union a receptores de membrana. Esta union
desencadena una serie de reacciones intracelulares en cascada que suelen culminar en el nucleo, donde se activan
los genes correspondientes para elaborar la respuesta de la célula a ese factor. La expresion patologica de genes
con un papel critico en las vias de sefalizacion dependientes de factores de crecimiento puede contribuir a una
alteracion del crecimiento celular que asocie el desarrollo de un cancer. La activacion constitutiva de las vias de
sefal dependientes de factores de crecimiento, debido a alteraciones genéticas de los genes relacionados, favore-
ce el desarrollo y la progresion de muchos canceres humanos. Cada vez se conocen mas, y cada vez vamos identi-
ficando nuevas moléculas dirigidas a bloquear esos receptores o sus acciones anterogradas, es decir algin punto
inducido dentro de la cascada de reacciones que intracelulares. Las dos familias de receptores mejor caracteriza-
das son la familia de sefializacion ErbB y la del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). Sin em-
bargo, esta via de sefalizacion es compleja, como podemos intuir simplemente echando un vistazo a la figura 6.
Los receptores ErbB desempefian un papel importante en el crecimiento normal y desarrollo celular, relacionados
con procesos de division celular, supervivencia, angiogénesis, movilidad y adhesion celular (194). La sobreexpre-
sion de los receptores de esta familia o de sus ligandos puede contribuir a la funcion oncogénica (195, 196). Se ha
demostrado para el CBNM una sobreexpresion frecuente de estos receptores (tabla 13). La sobreexpresion de
ErB-2 se ha correlacionado asimismo con un peor prondstico en cancer de mama (197). EI EGFR se detecta por
inmunohistoquimica en un 40 % al 80 % de los casos de CBNM. Se han encontrado pequefias deleciones o muta-
ciones puntuales en los exones 18 a 21 del dominio tirosin cinasa del EGFR hasta en un 17 % de casos de CBNM.
Predominan en adenocarcinomas de mujeres no fumadoras. La presencia de estas mutaciones se ha asociado a
una mejor supervivencia en aquellos pacientes que responden inicialmente a agentes anti-EGFR, usados ya en la
clinica con resultados alentadores (198). La sobreexpresion de EGFR en estudios mediante IHQ por técnicas de
visualizacion semicuantitativas no ha demostrado una clara influencia en el pronostico (199, 200), si bien se ha

relacionado la expresion de esta proteina con la existencia de mutaciones a nivel génico.

Las mutaciones de ErB-2 son mas frecuentes en pacientes con adenocarcinomas, pero se presentan predomi-
nantemente en fumadores o exfumadores. Los grados de expresion elevados de ErB-2 se han asociado a un
pronostico desfavorable. Otros receptores de membrana como el factor de crecimiento derivado de las plaquetas
(PDFG), el factor de crecimiento transformante (TGF), el factor de crecimiento de tipo insulina (IGF) o el factor
de crecimiento de los fibroblastos (FGF) han demostrado un papel pronostico en el cancer de mama. En pulmén

no hay hallazgos al respecto.

Otro receptor de membrana, asociado en inicio a las células del tracto gastrointestinal, es el c-kit. También es
un receptor tirosin-quinasa para el cual el imatinib es un ligando especifico, por lo que se convierte en una diana

terapéutica, todavia poco clara en pulmon.
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Figura 6. Esquema de las vias de sefializacion derivadas de agentes extracelulares que interaccionan con
receptores de membrana de las familias ErbB y EGFR. Tomado de:
http://www.cellsignal.com/reference/pathway/ErbB_HER.html
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Otro receptor de membrana, asociado en inicio a las células del tracto gastrointestinal, es el c-kit. También es
un receptor tirosin-quinasa para el cual el imatinib es un ligando especifico, por lo que se convierte en una diana
terapéutica, todavia poco clara en pulmon. No esté claro su papel como factor prondstico en el CBNM, pero algiin
estudio muestra cierta tendencia en su expresion a mejores supervivencias en estadios precoces (201). También se

denomina CD117.

Tabla 13. Sobreexpresion de los distintos receptores de la familia ErB en el CBNM. Normann y cols (202)

RECEPTOR % CBNM CON SOBREEXPRESION
Erb-1/EGFR 40-80 %

ErB-2 18-60 %

ErB-3 25-85%

Erb-4 15-40 %

- 100 -



Identificacion mediante inmunohistoquimica de factores prondsticos biomoleculares en el carcinoma broncogénico no microcitico en estadio precoz resecado

3-3. APOPTOSIS

La apoptosis es la muerte celular programada. La evasion de este fendmeno por parte de la célula ha demostra-
do contribuir de forma significativa no solo al desarrollo tumoral, sino también a la resistencia a la radioterapia y
la quimioterapia (203). EI mecanismo que lleva a esa muerte celular es una reaccion en cadena de proteinas, entre
las que destacan las cistein-proteasas o caspasas. Se han clonado y secuenciado un total de 14 caspasas, que se
clasifican en iniciadoras y ejecutoras. Las caspasas 3 y 7 son las ejecutoras clave. Distintas vias (intrinseca y
extrinseca) con diferentes mediadores inducen la activacion de estas caspasas que conduce a la muerte (mejor
dicho, suicidio) celular. En una de esas vias de activacion desempeiia un papel clave la catepsina D, una proteasa
que aparece sobreexpresada hasta en un 40 % de CBNM, segun diferentes estudios. En algunos tumores ha actua-
do como factor pronostico (204). Es marcador para el cancer de mama, e incluso ha demostrado predecir el riesgo
de metastasis pulmonares de este tipo de tumor (205). En pulmén los resultados son dispares, aunque reciente-
mente ha sido relacionado con el pronostico en adenocarcinomas (204). Por su parte la caspasa 3 ha aparecido
elevada en CBNM hasta por encima del 90 % de los casos (206), relacionandose en algun caso con el pronostico
(207, 208), aunque de forma no muy clara. La hipotesis de trabajo a la hora de buscar dianas terapéuticas seria
pensar que una caspasa sobreactivada impediria que la célula tumoral evadiese la muerte celular programada a la

que debe estar abocada por el bien del conjunto del organismo vivo (figura 7).

3-4. VIAS DE REPARACION DEL DNA

La supervivencia y proliferacion normales de la célula requieren la estabilidad de su DNA, tanto en cuanto a la
codificacion de sus genes como a la disposicion de la doble hélice. Cualquier cambio en la secuencia del DNA
puede tener consecuencias impredecibles. Y ese DNA esta expuesto a agresiones exdgenas y endogenas como el

calor, los accidentes metabolicos, la radiacion, las sustancias ambientales, la propia quimioterapia, etc.
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Figura 7. Esquema de las vias de apoptosis o muerte celu-
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Se considera que la lesion del DNA solo a partir de fuentes endogenas da lugar a una cifra estimada de 20.000
lesiones en una unica célula cada dia (209). No obstante, menos de uno de cada 1000 cambios de bases que se
producen accidentalmente provoca una mutacion permanente; el resto son eliminados mediante sistemas de repa-
raciéon de DNA con los que cuenta la célula. Un 10 % de los genes del genoma codifican proteinas implicadas en
la reparacion del DNA, lo cual da una idea de la importancia bioldgica de estos sistemas en la supervivencia del
individuo. Estos genes que podemos llamar de vigilancia, a su vez estan expuestos a las citadas agresiones. La
mutacion en alguno de estos genes, con la consiguiente inactivacién del mismo, puede provocar defectos en la
capacidad de reparacion del DNA que se relacionan con varias enfermedades genéticas humanas (210). Por otra
parte, el aumento de la capacidad de reparacion del DNA por parte de la célula podria aumentar su resistencia a
agentes antitumorales, cuya mision es precisamente dafar el DNA para provocar la destruccion de la célula alte-
rada. En las células de los mamiferos hay seis vias de reparacion de DNA, que actian en funcion del tipo de dafio
que éste sufre. Son las siguientes:

= Via de reparacion directa

Via de la reparacion de la escision de bases (BER)

Via de la reparacion de la escision del nucleotido (NER)

Via de la reparacion de errores (MMR)

Via de la recombinacion homologa (HR)

= Via de unién de extremos de DNA no homoélogos (NHEJ).
Para nuestro estudio se selecciono la proteina MSH-2. Pertenece a la via MMR vy esta encargada junto con otras
similares del reconocimiento del error, ya que se une al DNA en el punto donde esta dafiado. Por su parte, la
MLH-1y otras de similares caracteristicas proceden a la reparacion del dafio, que se hace mediante la escision de
la cadena dafiada. La expresion de estas proteinas ha demostrado estar disminuida en muestras de CBNM (210-
212).
3-5. VIAS DE INVASION Y METASTASIS

Si trascendente es como se desarrolla un tumor, no menos importante es conocer qué vias utiliza para hacerse

invasivo, lo cual definira en gran medida el dafio que puede producir sobre el paciente. El proceso, todavia no bien
definido (con varias hipotesis en las que no entraremos) de como un tumor adquiere propiedades que le permiten
invadir y extenderse a distancia, se ha venido a llamar la “cascada metastasica” (figura 8). En sintesis, se combi-
nan fendmenos de angiogénesis, motilidad e invasion de vasos linfaticos y sanguineos, circulacion, adherencia a
distancia, extravasacion y proliferacion en el nuevo punto de implante.

Uno de los puntos mas importantes y que mas se ha venido estudiando por sus implicaciones en la extension
del cancer es el de la adhesion celular. La mayoria de los canceres humanos crecen a partir de células epiteliales.
Estas células estan en condiciones normales unidas entre si por distintos mecanismos, la mayoria de los cuales
requieren de interacciones mediadas por moléculas de adhesion llamadas cadherinas. Constituyen una familia de
glicoproteinas transmembrana que a su vez esta formada por cinco subfamilias. En la union de células epiteliales

la mas importante la E-cadherina. Intracelularmente forma un complejo con beta-catenina, alfa-catenina y p120.
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La disfuncién en cualquiera de estas proteinas (muchas producidas por alteraciones epigenéticas en los genes
que las codifican, como son procesos de metilacion de promotores) puede favorecer la diseminacion neoplasica a
distancia. La disrupcion del complejo e-cadherina/beta-catenina hace que éste que libre en el citoplasma y pueda
acceder al nucleo (213). Su papel en la agresividad y potencial metastasico del CBNM ha sido estudiado en los
ultimos afios. Parece que la rotura de este complejo se asocia a una mayor letalidad por parte del tumor (214).

Su acumulacién ha demostrado ser capaz de activar factores de transcripcion que favorecen el crecimiento des-
controlado de la célula (ciclina D1, c-myc, etc.). En este sentido la amplificacion de c-myc también ha demostrado

actuar como factor prondstico en adenocarcinomas en estadio precoz (215).

Invasive carc Detachment

Figura 8. Esquema basico de la “cascada
metastasica”. Tomado de Bacac et al. (216)
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3-6. OTRAS

Topoisomerasa II alfa.

El papel de las topoisomerasas (I y II) es francamente interesante. Sabemos que el DNA se almacena forman-
do los cromosomas. Y lo hace enrollandose sobre si mismo para dar lugar a una doble hélice, que debe ser estable.
Para que se pueda llevar a cabo la transcripcion de informacion y formar copias de RNA esa doble hélice debe
desenrollarse momentaneamente para luego volver a su situacion basal. Las topoisomerasas son capaces de rom-
per las uniones que mantienen estable la doble hélice enrollada y luego volver a estabilizarla para su estado de
reposo. Son diana terapéutica de las antraciclinas o el etoposido, y se ha visto relacionada su expresion con la
respuesta a estos fArmacos en tumores con el carcinoma de mama o el carcinoma microcitico de pulmén (217).

Sin embargo no esta claro su papel clinico ni prondstico en el CBNM (218) .
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Timidilato sintasa

Es una enzima implicada en la sintesis y reparacion del DNA. De gran relevancia clinica al ser inhibida por
quimioterapicos como el 5-fluorouracilo o el pemetrexed. Su expresion analizada por inmunohistoquimica parece
que esta en relacion con la respuesta al pemetrexed y por tanto actua en pacientes asi tratados como factor pronds-
tico (219). A nivel de DNA se han identificado distintos polimorfismos que pueden actuar como factor pronostico
en CBNM, si bien su traduccion a IHQ en pacientes no tratados con quimioterapia sigue siendo poco claro (220).

Las vias o pathways de oncogénesis actualmente en estudio para el CBNM son multiples y no vamos a repa-
sarlas todas aqui (tabla 14). Hemos analizado aquéllas en que participan las proteinas que se han seleccionado
para nuestro estudio. Por supuesto, se trata de un campo de estudio muy amplio cuyo ultimo fin es encontrar di-

anas terapéuticas que permitan bloquear el desarrollo y en su caso la expansion de neoplasias.

Otros pathways...

Eritropoyetinas

Proteinas de membrana de linfocitos

PTEN

Akt

Viadel m-TOR

Eje OPG/RANK/RANKL

Telomeros y vias de senescencia

Angiogénesis

Histonas

Metilacion de DNA

Tabla 14. Otras vias de oncogénesis
estudiadas para el CBNM con potenciales
Fosfoinositol 3-cinasa farmacos dirigidos en estudio o desarrollo.

Sefiales de transduccion ras/raf
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4. ASPECTOS ESTADISTICOS.
ANALISIS DE LA SUPERVIVENCIA EN CANCER

Haremos una pequefia resefia acerca de la metodologia estadistica que se utiliza cuando se analiza la supervi-
vencia en cancer y la influencia de posibles factores prondsticos.

Empezamos con una apreciacion: los puntos finales relevantes a considerar en el cancer incluyen la probabili-
dad de curacion, la duracion de la supervivencia, la probabilidad de responder al tratamiento, la probabilidad de
recaida, el tiempo de recaida, la probabilidad de control del tumor local, la probabilidad de preservacion del orga-
no y la posibilidad de alivio sintomatico en un contexto paliativo (155). Por ello, en los estudios los resultados
pueden ser muy heterogéneos. En nuestro estudio buscamos analizar probabilidad de recidiva y probabilidad de
mortalidad, asi como la posible influencia de determinados factores bioldgicos en estos parametros. Con esta pre-
misa, en primer lugar debemos tener claros dos conceptos basicos:

Tasa de supervivencia: Indice estadistico que resume la frecuencia probable de resultados especificos para un
grupo de pacientes en un punto particular en el tiempo.

Curva de supervivencia: Presentacion resumida del patron de las tasas de supervivencia a lo largo del tiempo.

La mayoria de estudios que se realizan al respecto son estudios retrospectivos de cohortes. En este tipo de es-
tudios, pese a que podemos realizar un periodo de seguimiento prolongado, describir la supervivencia de un grupo
de pacientes como la proporcion viva al final del periodo de investigacion nos puede conducir a error. En primer
lugar, seria exigible que en todos los pacientes el periodo de seguimiento hubiera sido el mismo. Y ademas, todos
los pacientes tendrian que haber llegado al final del estudio o haber fallecido a lo largo del mismo.

En la realidad, los ultimos pacientes reclutados para el estudio (o seleccionados, hablando con propiedad si nos
estamos refiriendo a un estudio retrospectivo, como es el caso), aunque lleguen vivos al final del mismo habran
aportado menos tiempo de supervivencia que otros que lleven en el estudio mucho mas tiempo; y sin embargo, no
sabemos qué les ocurriria a estos pacientes que llegan vivos al final del estudio si hubieran vivido lo mismo que
los pacientes con mucho mas tiempo de seguimiento.

Para hacer una aproximacion lo mas representativa posible de la realidad en un grupo de pacientes con obser-
vaciones incompletas, la estadistica se vale de la probabilidad estimada de supervivencia, elaborando una curva
donde tiene en cuenta el seguimiento de cada paciente, los fallecidos, los perdidos o retirados vivos, etc. Esa esti-
macion es lo mas aproximado a la realidad.

El método descrito por Kaplan y Meier es el mas frecuentemente utilizado en este tipo de estudios dentro de la
investigacion médica (221). Este método proporciona lo necesario para calcular la proporcion de supervivientes a
cada punto del tiempo en que ocurre el fallecimiento.

En oncologia la mayoria de estudios expresan sus curvas de supervivencia considerando la supervivencia ob-
servada, que incluye todas las muertes, sean producidas por el cancer o sean por otra causa. Seria importante,

sobre todo al analizar enfermedades con supervivencias prolongadas (como el cancer de mama, o los estadios
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precoces del carcinoma broncogénico como en nuestro estudio) saber con precision qué pacientes fallecen por su
tumor y qué pacientes mueren por otras causas. Estariamos obteniendo entonces la tasa de supervivencia ajusta-
da. En este caso, los pacientes que fallecen por otra causa son considerados como observaciones censuradas, es
decir, como si dejaran el estudio estando vivos, o mas concretamente, como si fueran pacientes perdidos a lo largo
del estudio. Esto presenta dos problemas, que es lo que lleva a la postre a trabajar con supervivencia observadas
en la mayoria de estudios:

En primer lugar, si hay un alto porcentaje de pacientes que fallecen por otras causas, perdemos mucha infor-
macion, porque son muchos pacientes en los que no sabemos qué hubiera pasado desde el punto de vista oncolo-
gico de no haber fallecido. En la practica estariamos trabajando con un alto porcentaje de pacientes perdidos. En
los estudios de probabilidad de supervivencia estimada mediante métodos como el de Kaplan-Meier, se considera
que un porcentaje de pacientes perdidos por encima del 15 % les hace perder mucha fiabilidad (221).

Por otra parte, en la practica es muy dificil establecer el limite entre “pacientes que fallecen por su tumor” y
pacientes que fallecen por otras causas. La aproximacion mas fiable seria suponer que si un paciente fallece libre
de tumor ha sido por otra causa, y que si en el momento del fallecimiento existe enfermedad tumoral, las probabi-
lidades de que el evento esté en relacion con su proceso neoplasico son mayores.

La forma de intentar, si no solventar, al menos paliar este problema estadistico, es repetir todos los estudios in-
troduciendo como evento terminal en lugar del fallecimiento la recidiva tumoral. En ese caso la informacion que
obtenemos sobre los posibles diferentes comportamientos de tumores a priori similares en cuanto a estadio, trata-

miento y evolucion, puede ser muy valida para cumplir objetivos como el de nuestro estudio.

Métodos de regresion

La forma mas simple de estudiar multiples factores posiblemente asociados con la supervivencia o la recidiva
tumoral es examinar dicha supervivencia global o libre de recidiva dentro de las categorias de pacientes, enferme-
dad o tratamientos. Este enfoque, sin embargo, esta limitado a los factores en los que pueden ser agrupados los
pacientes en general, y no se presta al estudio de los efectos de las medidas que varian en una escala de intervalos.
Hay muchos ejemplos de variables de intervalos en el cancer, como son el nimero de ganglios, recuentos celula-
res y valores de marcadores de laboratorio. Si la poblacion de pacientes tuviera que ser dividida entre cada valor
del intervalo, habria muy pocos sujetos en cada analisis que fueran significativos. Ademas, cuando se considera
mas de un factor, el nimero de curvas resultantes proporciona tantas comparaciones posibles que los efectos de
cada factor son muy dificiles de interpretar.

El anélisis convencional de regresion multiple investiga los efectos conjuntos de multiples variables sobre un
resultado individual, pero es incapaz de ocuparse de las observaciones censuradas. Por esta razén, se han tenido
que desarrollar otros métodos estadisticos para evaluar la relacion del tiempo de supervivencia o intervalo libre de
enfermedad con un nimero de variables de forma simultanea. El mas usado es el modelo de regresion de riesgos
proporcionales de Cox, desarrollado en 1972 (222). Proporciona un método de estimacion de la influencia de

multiples covariables sobre la distribucion de la supervivencia a partir de los datos que incluyen observaciones
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censuradas. Las covariables son los multiples factores que hay que estudiar asociados a la supervivencia. En el
modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox, las covariables pueden ser variables categoricas como el
género, medidas de intervalo como la edad o resultados de pruebas de laboratorio como sera en nuestro caso la

cuantificacion de la intensidad de inmunorreactividad de una determinada proteina.

Error estandar de una tasa de supervivencia

Las tasas de supervivencia que describen la experiencia del grupo concreto de pacientes son usadas con fre-
cuencia para generalizar a poblaciones mayores. En nuestro caso el objetivo de los resultados que encontremos
sera intentar generalizar al grupo de pacientes con estadios precoces de CBNM completamente resecados con una
expresion determinada de cada una de las proteinas analizadas. Sin embargo, estos valores son extrapolados es-
timandolos a partir del grupo en estudio, que es solo una muestra de la poblacion general. Sera pues importante
que esa muestra represente de la manera mas fehaciente posible a la poblacion general objeto de la investigacion.
Este aspecto sera muy importante para nuestro estudio y se comentard con detalle en la discusion. En cualquier
caso, y dado que la extrapolacion a la poblacion general serd siempre estimada, nos debemos apoyar en la estadis-
tica para obtener resultados fiables y reproducibles. Por muy homogénea y representativa que sea la muestra que
estudiamos, si analizaramos otra muestra de la misma poblacion obtenida con los mismos criterios, las tasas de
supervivencia obtenidas no serian exactamente iguales. La diferencia entre los dos resultados es denominada “va-
riacion de la muestra” (variacion al azar o error de muestreo). El error estandar es una medida del grado de in-
fluencia de la variacion de la muestra sobre la tasa de supervivencia computada. En observaciones repetidas en las
mismas condiciones, la tasa de supervivencia verdadera o de la poblacion (la que obtendriamos en el hipotético
caso de que pudiéramos analizar la poblacion al completo), se encontrara dentro de la amplitud de dos errores
estandar a cada lado de la tasa computada, alrededor de 95 veces de 100. Esta amplitud se denominada intervalo

de confianza del 95 %.

Comparacion de supervivencia entre dos grupos de pacientes

Al comparar las tasas de supervivencia de dos grupos de pacientes obtenemos una significacion estadistica que
viene a responder la siguiente pregunta: ;Cual es la probabilidad de que la diferencia observada pueda haber ocu-
rrido al azar? La respuesta nos la da el error estandar de esa tasa de supervivencia. Si los intervalos de confianza
del 95 % de dos tasas de supervivencia no se solapan, la diferencia observada habitualmente seria estadisticamen-
te significativa, es decir, seria poco probable que se debiera al azar.

Es posible que las diferencias entre dos grupos en cada momento comparable del seguimiento no difieran sig-
nificativamente, pero que cuando las curvas de supervivencia sean consideradas en su integridad, las diferencias
insignificantes individuales se combinen para dar lugar a un patrén de supervivencia significativamente diferente.
La prueba estadistica mas comun que examina el patron completo de diferencias entre curvas de supervivencia es
la prueba del rango logaritmico (log-rank) o prueba de Mantel-Haenszel (223). Esta prueba pondera igualmente

los efectos de las diferencias que se dan durante el seguimiento y es la eleccion apropiada para la mayoria de si-

- 107 -



Identificacion mediante inmunohistoquimica de factores prondsticos biomoleculares en el carcinoma broncogénico no microcitico en estadio precoz resecado

tuaciones. Otras pruebas ponderan las diferencias de acuerdo con los numeros de personas en riesgo en diferentes
puntos y pueden dar lugar a resultados diversos dependiendo de si las muertes o las recidivas tienden a ocurrir de

forma temprana o tardia en el seguimiento.

Estado vital

En un estudio de supervivencia o de supervivencia libre de recidiva, como es el que realizamos aqui, en un
momento dado, el estado vital de un paciente es definido como vivo, muerto o desconocido (es decir, perdido para
el seguimiento). Si hablamos de supervivencia libre de recidiva, el estado pasaria a ser libre de recidiva, afecto
por recidiva o desconocido. El punto final de participacion de cada paciente en el estudio es:

- Un “evento terminal”, que seria la muerte o recidiva

- La supervivencia a la finalizacion del estudio (que indicaria que el paciente seguia vivo o libre de recidiva al
cierre del mismo)

- La pérdida para el seguimiento. La ventaja de los estudios de supervivencia estimada basados en el método

de Kaplan y Meier es que los datos que proporcionan estos pacientes también son considerados para el analisis.
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HipoTESIs Y oBJETIVOS
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HipoTESIS DE TRABAJO

El pronostico de pacientes con carcinoma broncogénico no microcitico en estadios precoces [ y Il que
son completamente resecados es variable, sin que se hayan podido concretar hasta el momento factores
prondsticos con suficiente peso como para predecir cudl va a ser la evolucion.

El comportamiento tumoral viene definido por las caracteristicas biomoleculares del mismo.

Los diferentes perfiles de expresion proteica de las células de un tumor son el resultado final de las
alteraciones que se producen en ellas a nivel nuclear (DNA).

La inmunohistoquimica y la tecnologia de matrices de tejido (tissue-arrays) permiten clasificar los
tumores en funcion de los patrones de expresion proteica.

La identificacion de perfiles de expresion que se asociaran a un peor pronostico en términos de su-
pervivencia global o libre de enfermedad, permitiria actuar sobre esos pacientes, bien afiadiendo algun
tratamiento complementario (quimio o radioterapia), o bien intensificando los programas de seguimiento
con el fin de detectar mas precozmente la recidiva y poder tener mas opciones de tratamiento con inten-

¢ion curativa.
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BJETIVOS DEL ESTUDIO

= OBJETIVO PRINCIPAL: Analisis inmunohistoquimico mediante tissue-array de la

expresion de 21 marcadores moleculares relacionados con vias oncogénicas (proteinas ciclina A,
cdkl, cdk-2, ciclina E, p16, p53, p27, pRb, mdm2, EGFR, ErB-2, c-kit, caspasa 3a, catepsina D,
msh2, mlhl, e-cadherina, beta-catenina, c-myc, topoisomerasa II alfa y timidilato sintasa) en muestras
tumorales de pacientes intervenidos por carcinoma broncogénico no microcitico en estadios [ y II en

relacion al pronodstico y riesgo de recidiva.

*» OBJETIVOS SECUNDARIOS:

1. Anadlisis de la expresion proteica en funcion del tipo histologico epidermoide o adenocarci-
noma.
2. Analisis del papel prondstico de parametros clinico-patoldgicos: género, edad, tipo histologi-
co, grado de diferenciacion, estadio, clasificacion TNM y tipo de reseccion.
3. Desarrollo de modelos pronosticos de supervivencia global y libre de enfermedad en funcion

de las variables prondsticas clinico-patoldgicas y los perfiles de expresion proteica.
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M &TERIAL Y METODOS
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M ATERIAL Y METODOS

1. DISENO DE LA SERIE

1-1. Criterios de inclusion v exclusion

Los pacientes objeto del estudio fueron todos aquellos intervenidos por carcinoma broncogénico no mi-
crocitico en el Servicio de Cirugia General y Aparato Digestivo I — Cirugia Tordcica del Hospital Clinico Uni-

versitario San Carlos de Madrid entre 1997 y 2005, y que cumplian los siguientes criterios de inclusiéon y

exclusion:

® Carcinoma broncogénico no microcitico en estadios quirtirgico-patolégicos Iy II segtin la clasificacion de

la American Joint Committe on Cancer (AJCC) y la Union Internationale Contra Le Cancer (UICC) de 1997 (47).

No se incluyeron pacientes con tumores T3 de dicha clasificacion (tabla 15).

Tabla 15. Estadios de carcinoma broncogénico
. . . oz N Tumores de 3 cm o menos en su didmetro mayor,
incluidos en el estudio, en funcién de su estadi- rodeado por pulmén o pleura visceral indemne, sin

ficacion segl'm la AJCC y UICC (1) :\rr‘i::::‘ci:f ;:::scépica de afectacion mas proximal a un

Tumor de mds de 3 cm, o bien que afectaa bronquio
principal (a no menos de 2 ¢cm de carina), o bien que
invade pleura visceral, o bien asociado a atelectasia o

T1 T2 T3 T4 neumonitis obstructiva que no afecte al pulmén entero.

Tumor de cualquier tamafio que invade pared tordcica,

NO 'A 'B "B I I l B diafragma, pleura mediastinica o pericardio parietal. :
También el que se encuentra en un bronquio principal a
N 1 "A "B I I IA I I I B menos de 2 cm de carina sin afectarla. Y también tumor

que produce atelectasia o neumonitis obstructiva de todo
el pulmén.

N 3 | I | B | | | B | I | B | | | B Metdstasis ganglionares ipsilaterales peribronquiales o
hiliares, También afectacion de ganglios intrapulmonares
por invasién directa por el tumor.

® Ningun paciente tenia antecedentes personales oncoldgicos, es decir nunca antes habia sido diagnosticado

de ningun tipo de neoplasia, hubiera requerido tratamiento o no.

® El tratamiento del carcinoma broncogénico no microcitico fue en todos los pacientes la reseccion quirargi-

ca exclusivamente. Ningun paciente habia recibido tratamiento complementario de quimioterapia y/o radioterapia

neoadyuvante (antes de la reseccion quirtirgica) ni adyuvante (después de la reseccion quirurgica).
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® La reseccion quirurgica habia sido completa en todos los casos, es decir, cumplia criterios de reseccion RO

que hemos indicado en la introduccion (tabla 16).

Tabla 16. Criterios que definen la
reseccién completa en carcinoma Confirmacién microscépica de margenes libres de

broncogénico. Rami-Porta, et al. (88) tumeor
Diseccion ganglionar sistematica del mediastino

Noinvasion extracapsular de las adenopatias con
infiltracion tumoral

Confirmacion de que la adenopatia resecada mas
distal no presenta infiltracion tumoral

®  Realizacion de diseccidon ganglionar sistematica del mediastino, segtin los criterios de consenso en

su momento establecidos por la Sociedad Espafiola de Neumologia y Cirugia Toracica (SEPAR), asi co-
mo los definidos por el grupo de trabajo correspondiente de la Sociedad Europea de Cirujanos Toracicos

(ESTS) (67, 224). (Tabla 17)

Tabla 17. Criterios de consenso para

. ., . Extirpacion de todos los ganglios en todas las estaciones
la estadificacion ganglionar

ganglionares del pulmdn y del mediastino del lado operado, a

mediastinica intraoperatoria ser posible en bloque con la grasa circundante, de tal forma que
(SEPAR)(224) no quede constancia visual ni palpatoria de ganglios en ese
hemitdrax.

El especimen de linfadenectomia hiliomediastinica contendra al
menos seis adenopatias

Es cbligatorio el estudic anatomepatolégico de todas las
estaciones N1 (lobares, interlobares e hiliares) sea cual sea la
localizacion del tumor

Dependiendo de la localizacion tumoral se deberan incluir
necesariamente:
Tumores derechos: regiones 2R, 4R y 7.
Tumor en LSI: regiones 3, 5y 7
Tumor en Lll: regiones 7,8 y 9

Se estudiara histologicamente todo el ganglio. Varios fragmentos
deuna misma region se considerardn como unico ganglio salvo
que el cirujano especifique lo contrario.

Se debe especificar si hay afectacion extracapsular, v en los
ganglios hiliares indicar si la infiltracion es directa por el tumor

® El hecho de que los pacientes tuvieran diagnostico previo no influy6 a la hora de seleccionarlos. Tampoco

las pruebas realizadas preoperatoriamente (tomografia computarizada, puncion transtoracica, broncoscopia, etc.).
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La valoracion funcional respiratoria tampoco fue un criterio de inclusion o exclusion, toda vez que permitia la

reseccion quirurgica que finalmente se hizo.

® No se seleccionaron para el estudio pacientes fallecidos en el postoperatorio, entendiendo como tal la mor-

talidad hospitalaria o la producida en los primeros 30 dias tras la reseccion.

® Tampoco se seleccionaron pacientes que hubieran presentado fistulas de mufion bronquial que precisaran

un tratamiento quirdrgico agresivo.

B Debia existir en el momento del analisis del tumor una muestra suficiente para incluir en el tissue-array.

Criterios de inclusion Criterios de exclusion
CBNM estadios | y Il TumoresT3
Reseccion completa (R0) Antecedente oncoldgico de cualquier
tipo
Diseccion ganglionar sistematica del Mortalidad postoperatoria
mediastino
Muestra de tumor suficiente y Fistulas de mufion bronquial en
apropiada neumonectomia
Tipo histologico diferente a escamoso,
adenocarcinoma o indiferenciado de
células grandes

1-2. Variables clinicas

Podemos clasificar las variables analizadas en varios grupos:
Los factores demograficos son caracteristicas propias del individuo investigado, como la edad o el género. Los
datos basales, en un estudio longitudinal como este, son los recogidos en el momento inicial, en nuestro caso en el

momento de la intervencion quirtirgica.

1-2.1.Variables demograficas v basales.

= Género (hombre/mujer).

= Edad. Se midié como variable continua para los datos descriptivos de la serie. Para su estudio como po-
sible factor pronostico de supervivencia global y libre de recidiva se dicotomiz6 en mayores y menores de 70
afios (> 70, < 70). Este punto de corte se obtuvo de forma aleatoria. Es cierto que en la actualidad, la mayoria
de estudios que analizan la cirugia el cancer de pulmon en pacientes llamados afiosos o longevos, suelen esta-
blecer el punto de corte por encima de 75 o incluso 80 afios (225). Sin embargo, en nuestro trabajo decidimos

situar el punto de corte en 70 afos, fundamentalmente guiados por la mediana de edad de los pacientes de
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nuestro estudio.

= Estado de fumador. Se dividio en fumador activo (que incluye también a aquellos pacientes que habian
cesado en el habito tabaquico en los seis meses previos a la intervencion quirargica), exfumador (habian deja-
do de fumar mas de seis meses atrds) y no fumador (si nunca lo habia sido).

» Performance Status. Se evalu6 con el indice de Karnofsky (tabla 18).

Tabla 18. indice de Karnofsky

Indice de Karnofsky
100 Normal. Sin evidencia de enfermedad -
Asintomatico
90 Capaz de desarrollar cualquier actividad
con minima sintomatologia
80 Actividad normal con esfuerzos. Algunos
sintomas
70 Capaz de autocuidado, pero no puede

desarrollar una actividad nommal

60 Necesita alguna avuda parala mayvoria de
los cuidados

50 Necesita asistencia de forma significativa

40 Discapacitado. Necesita asistencia de

forma pricticamente continua

30 Discapacidad severa

20 Requiere soporte activo

10 Moribundo

= Comorbilidad. Presente en el momento de la cirugia.

= Pruebas diagndsticas realizadas. Se analizd en qué casos se habia realizado tomografia computarizada,

broncoscopia con toma de muestras por cepillado o biopsia, puncidon aspiracion con aguja fina transtoracica
guiada por TC y mediastinoscopia, identificando en estos casos el rendimiento diagnostico de dichas pruebas.
Asimismo se estudio la funcidén pulmonar de los pacientes, dada por los valores de volumen espiratorio forzado

en el primer segundo (VEMS) y capacidad vital forzada (CVF).

1-2.2.Variables relacionadas con el tumor.

= Localizacién del tumor (lado y 16bulo pulmonar afectos).
= Tamafio del tumor en centimetros (diametro maximo).

= Tipo histolégico. Los tumores se clasificaron en epidermoides o escamosos, adenocarcinomas e indife-

renciados de células grandes. El llamado clasicamente adenocarcinoma bronquioloalveolar se incluy6 dentro
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de los adenocarcinomas.

» Grado de diferenciacion, también llamado grado histologico. Se refiere a la semejanza o no que tienen

las células del tumor con las células normales del mismo tipo de tejido. El grado nuclear se refiere al tamafio y
forma del ntcleo en las células del tumor y el porcentaje de células del tumor que se estan dividiendo. La Ame-
rican Joint Commission on Cancer (AJCC) recomienda las siguientes directivas para asignar un grado a los
tumores (226) : Grado X (indeterminado), G1 (bien diferenciado), G2 (moderadamente diferenciado), G3 (mal
diferenciado), G4 (indiferenciado).

= Estadio, seglin la clasificacion TNM de la AJCC (47, 226). Ver tabla 15.

1-2.3.Variables relacionadas con el procedimiento quirurgico

= Tipo de reseccién. Distinguimos aqui:

= Reseccion segmentaria atipica o reseccion en cufia: supone la reseccion de forma no reglada de un
fragmento de parénquima que incluye al tumor, con un margen libre amplio cumpliendo los cri-
terios descritos por la ESTS en relacion al concepto de reseccion completa (88, 227).

= Reseccidon segmentaria anatémica o tipica: supone la reseccion de forma reglada de un segmento
o segmentos pulmonares donde se encuentra el tumor. Se secciona la arteria, vena y bronquio
especificos de ese segmento o segmentos. En cualquier caso la reseccion es menor que una lo-
bectomia.

» Lobectomia, o reseccion de un l6bulo pulmonar.

» Bilobectomia, reseccion de dos 16bulos pulmonares adyacente (superior y medio o inferior y me-
dio derechos).

= Neumonectomia, es decir, extirpacion de todo un pulmon.

= Complicaciones que aparecieran en el postoperatorio.

1-2.4.Variables relacionadas con el seguimiento (recidivas v mortalidad)

= Recidiva (variable dicotémica tipo si/no) y fecha de recidiva. Define el tiempo libre de recidiva en ese

paciente.

= Tipo de recidiva.

» Locorregional, si se produce en la misma zona en que asentaba el tumor inicialmente o en gan-
glios pulmonares, hiliares o mediastinicos.

* Pulmonar, entendida como la aparicion de un nuevo foco de tumor en parénquima pulmonar a dis-
tancia de la ubicacion inicial (en distinto l6bulo), sin afectacion ganglionar mediastinica.

» A distancia, que hace referencia a la aparicion de metastasis extrapulmonares.

Si la recidiva se produjo a nivel pulmonar y mediastinico se consider6 locorregional, mientras que cual-
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quier aparicion de metastasis extrapulmonares fue tipificada como recidiva a distancia, independientemente
de si se acompaii6 o no de recidiva a nivel pulmonar o ganglionar mediastinico.

= Fallecimiento (variable dicotémica tipo si/no) y fecha de muerte. Define el tiempo de supervivencia del

paciente.

= (Causa de muerte;

= Su tumor
= Distinta a su tumor
Dada la imprecision que puede existir en este sentido, se ha considerado como muerte debida a su enfer-
medad neoplasica aquella que ha acaecido en pacientes con recidiva de la misma debido a la aparicion de
una complicaciéon relacionada razonablemente con su proceso oncologico. En pacientes que fallecen sin re-
cidiva se asume que la causa es distinta a su tumor.

= Pérdida del paciente durante el seguimiento (variable dicotomica tipo si/mo). Si el paciente sale del estu-

dio durante el seguimiento sin que se produzca el evento terminal o el cierre del periodo de seguimiento.

= Tiempo de seguimiento. Desde la cirugia al fallecimiento o a la salida del estudio, bien por finalizar el

periodo de seguimiento, bien porque el paciente entra en la categoria de perdido.

Tabla 19. Variables clinicas analizadas

Variables demograficas v

Variables relacionadas con

Variables relacionadas con

basales el tumor el procedimiento quirirgico
Género Localizacion: Tipo de reseccion
-Lado
-Labulo
Edad Tamafio en centimetros Complicaciones
Fumador Tipo histolégico

Performance Status (Indice de
Kamofsky)

Grado de diferenciacién

Comorbilidad

Estadio (clasificacion TNM)

Pruebas diagnosticas realizadas:
-Tomografia computarizada
- Broncoscopia
- Puncién transtoricica
-Mediastinoscopia de
estadificacién preoperataria
- Pruebas funcionales
respiratorias (VEMS v CVE)
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1-3. Variables biomoleculares

Para el objetivo principal de este estudio se analizo

la expresion de un total de 21 proteinas relacionadas con

distintas fases del proceso oncogénico del cancer de

pulmoén (tabla 20).

La expresion de dichas proteinas se analiz6 mediante

inmunohistoquimica, y se hizo de forma semicuantitati-

va. Para analizar toda la bateria de proteinas en todas las

muestras tumorales de una sola vez se construy6é un

tissue-array constituido por muestras correspondientes a

los 160 tumores resecados, junto con algunas muestras

de control. El proceso de construccion de una matriz de

tejido de estas caracteristicas se explica a continuacion.

Tabla 20

Proteinas analizadas
ciclina A c-kit
cdkl Caspasa3a
cdicz catepsina D
ciclina E msh2
plé mlh1l
p53 e-cadherina
p27 beta-catenina
proteina del gen
del retinoblastoma C-myc
mdm2 topoisomerasa I1
timidilat
EGFR micriato
sintasa
c-erb2
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2 METODOLOGIA DE TISSUE-ARRAYS

2-1. Caracteristicas v construccion de las matrices de tejidos

Las nuevas tecnologias estan permitiendo el acercamiento eficiente a los analisis masivos de expresion en tu-
mores. En la ultima década esta tecnologia se ha desarrollado ampliamente. Paralelamente, modernos métodos
matematicos, hoy completamente informatizados, permiten el manejo de modo eficiente de la abundante informa-
cion generada en dichos andlisis masivos (228).

La tecnologia de tissue-arrays, que podemos traducir como “matrices de tejido”, posibilita el estudio de multi-
ples genes en una determinada muestra, o bien de un gen sobre una matriz de multiples muestras de tejido (229-
231). Se fundamenta en la realizacion de “biopsias™ cilindricas a tejidos tumorales embebidos en parafina. Los
Tissue-Arrays se han convertido en el método de referencia para el estudio, en series tumorales amplias, de perfi-
les de expresion génica deducidos mediante el analisis del ADN (mediante técnicas de hibridacion FISH) (232), el
ARN (mediante ISH) (233) o la expresion de la proteina mediante inmunohistoquimica (IHQ). Este tltimo es el
caso que se aplica para el objetivo de nuestro estudio (234, 235).

Esta tecnologia permite el analisis de cientos de marcadores tumorales en secciones consecutivas del tumor,
con un minimo requerimiento tisular. Este aspecto es fundamental en los tiempos actuales, por cuanto cada vez se
obtiene mas informacion de las muestras del tumor a través de distintas técnicas, lo cual va mermando la cuantia
de la muestra, amenazando con no disponer de material suficiente para todos los analisis que, con fines clinicos o
investigadores, deseamos realizar (236).

Toda la serie tumoral es analizada a la vez, de modo que se garantiza la homogeneidad de las técnicas entre las

muestras y se evitan asi sesgos.

. Tabla 21. Ventajas de la tecnologia
Homogeneidad

de Tissue-Arrays.
Ahorro de tejido

Todas las muestras a
la vez

Expresion de DNA,
RNA o proteinas

En un solo porta pueden analizarse hasta 500 muestras, con un area suficiente para la IHQ. La calidad de la

tincion debe ser uniforme, y el gasto en reactivos y en tiempo es minimo.

La construccion del TMA en nuestro estudio constd de dos partes (237):

a) Seleccion de los tejidos. De cada una las 160 muestras de tumor que se utilizaron para nuestro estudio

se obtuvo un bloque de tejido parafinado. Con el microtomo se realizé un corte de unas 4 micras de grosor, que se

tifi6 con hematoxilina-eosina y fue examinado por un patélogo, que procedio a seleccionar un corte de tejido con
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muestra tumoral suficiente. Se cogieron cilindros de muestra de 0,6 mm de diametro. Asimismo se incluyeron
también zonas de tejido sano para utilizar como controles en el TMA (en niimero de 25).

Inclusion de los tejidos en el blogue receptor. Se tomo un bloque de parafina virgen (receptor), y mediante una

aguja se fueron realizando pequefias perforaciones en las cuales se fueron incluyendo los cilindros procedentes de
los bloques donadores de los 160 pacientes. Este proceso se realizé utilizando un Tissue-Arrayer (Manual Tissue
Microarrayer). N° modelo: MTA1675. Beecher Instrument Inc, Wisconsin, USA).

El proceso lo podemos ver en la siguiente secuencia de imagenes (figuras 9 a 11):

Figura 9. Imagen del equipo basico de Tissue-Microarrayer utilizado para la construccion del TMA. Deta-
lle de sus elementos mas importantes

Tuerca
Limitante Soporte de
las agujas
Aguja Mando
Receptora ejeY
Tissue-Array II;guj'i::|
onadora

Soporte

receptor del

Tissue-Aray

Mando
eje X

Tornillos de Soporte para
sujecion del blgques de
bloque tejido

Figura 10. A. Bloque donador con las muestras de los 160 tumores, junto con 25 zonas sanas de control. B.
Tissue-Arrayer con un bloque donador correspondiente a una muestra de tumor (derecha) y el bloque re-
ceptor (izquierda) esperando recibir la totalidad de las muestras procedentes de otros tantos bloques dona-

dores.

POOE@ S &

Bloque receptor

Bloque donador
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Figura 11. Pasos para la transferencia de
un cilindro de tejido desde el bloque do-
nador del tumor correspondiente (A) al = ==
bloque receptor comun (B, C, D).

o

Zona
tumoral

Se comprobd que se cumplian los criterios generales para validacion de los datos que iban a ser obtenidos de la
lectura del TMA (238, 239), que incluyen:
= Comparacion con biopsias enteras
= Seleccion de diferentes zonas del tumor
= Utilizacion de al menos 2 6 3 cilindros de cada muestra tumoral
= Durabilidad del antigeno
La tecnologia de TMA para identificacion de perfil de expresion proteico mediante inmunohistoquimica pre-
senta ventajas adicionales en la fase de anélisis, como son:
= Analisis simultaneo de gran nimero de muestras
= Destruccion minima de los bloques de tejido originales
= Cada muestra se trata de forma idéntica (reconocimiento antigénico, concentracion de los reactivos,
tiempo de incubacion, condiciones de temperatura y lavado constantes). Ademas, la cantidad de reac-
tivos necesaria se minimiza.
Sin embargo, esa metodologia no estd exenta de limitaciones, a saber:
= Se pueden perder muestras en la seriacion o durante el procesamiento del TMA
= Muestras que pueden no corresponder a tejido tumoral (es importante una buena seleccion de las mis-
mas)
= El area de tejido analizado puede no ser representativa del tumor entero, por lo que se nos puede escapar
informacion.
(Cuales son las posibles aplicaciones del analisis de TMA?

= Optimizacion de sondas y anticuerpos
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Validacion en tumores humanos de los datos obtenidos en estudios con lineas celulares o modelos ani-
males
» Analisis simultaneo y masivo del perfil molecular de cientos de tumores
= Validacion de datos obtenidos en los cDNA Arrays
= Valoracién del potencial diagnostico, pronostico y terapéutico de nuevos genes implicados en tumores
humanos.
= Estudios colaborativos a gran escala de tumores incluidos en ensayos clinicos o tumores poco frecuen-
tes.
= Banco de células y/o tejidos de organismos genéticamente modificados
= Mayor rentabilidad y aprovechamiento de los archivos de bloques de Patologia.
» Estudios de control de calidad y mejora de las técnicas inmunohistoquimicas utilizadas en la rutina dia-
gnostica.
Una vez construido el TMA se procede a cortarlo y almacenarlo.
El protocolo completo de la tecnologia de construcciéon y almacenamiento de TMA utilizado para la realiza-

cion de este estudio se adjunta como anexo I1.

2-2. Metodologia del estudio inmunohistoquimico

La inmunohistoquimica se realiz6 sobre el material fijado en formol e incluido en la parafina, sobre las sec-
ciones de los Tissue-arrays de 4 micras colocadas en portas con xilol.

La valoracion de la inmunorreactividad se realizé con un immunostainer automatico. Los antigenos utilizados
para la deteccion de las distintas proteinas analizadas se indican en la tabla 22.

Se analizaron dos discos de 1 mm de cada tumor y dos cores de cada control. Se valoraron también los cilin-
dros con parénquima pulmonar no tumoral, para valorar la posible expresion de las proteinas a analizar en tejido
sano. Todas las preparaciones inmunohistoquimicas fueron evaluadas independientemente por dos patdlogos.
Ninguno de ellos sabia a qué caso correspondia la preparacion que estaban visualizando.

Los criterios de valoracion dependieron de cada proteina analizada. Se tratdo de simplificar al maximo eva-
luando el porcentaje de células que presentaban inmunorreactividad dentro de la muestra, dando lugar a una pun-
tuacion cualitativa con el menor nimero de categorias posibles.

% % %

A continuacion describimos el método de cuantificacion de la expresion de las proteinas analizadas. En cada
caso se partié de una revision de la literatura al respecto, para decidir en qué puntos establecer la positividad o
negatividad de la expresion de cada una de ellas.

Una vez calculado el porcentaje de células inmunorreactivas y asignada una categoria (habitualmente de 0 a
3), y dado que a la hora de realizar el analisis se deseaba establecer variables dicotomicas de expresion “Si” o
“No”, se agruparon dichas puntuaciones para formar dos unicos grupos: “Expresion Si” o “Expresion No”.

Para ello se tuvieron en cuenta dos aspectos:
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1. Larevision de la literatura al respecto.

2. La distribucion de los valores de expresion de cada proteina. Es decir, si la inmunorreactividad de una

proteina era positiva en mas del 20 % de las células en muy pocos pacientes, no se establecio el punto de
corte para positivo o negativo en 20 % (incluso aunque la literatura lo hiciera habitualmente). Ello es de-
bido a que con muy pocos casos positivos y casi todos negativos, muy probablemente la valoracion de la
variable iba a resultar no significativa por falta de casos y por tanto no nos iba a dar ninguna informa-
cion. Asi pues se intentd establecer el punto de corte alld donde hubiera un nimero de casos positivos y
negativos suficiente para un analisis estadistico adecuado. Evidentemente ese punto fue arbitrario en mu-
chos casos.
Por otra parte, y salvo en casos muy concretos, valores de inmunorreactividad en menos del 5 % de las
células nunca se consideraron como positivos, ya que esta comprobado que incluso en tejido normal pue-
den aparecer pequenos focos de positividad IHQ (por propia expresion o por artefactos de la técnica) de
algunas de las proteinas analizadas, lo cual podria llevar a confusion a la hora de interpretar los resulta-
dos. Asi pues, generalmente el punto de corte entre “Positiva” y “Negativa” no se establecio por debajo
del 5 % de células inmunorreactivas.

Cuando se evidenci6 discordancia en la puntuacion entre los dos patdlogos o entre los dos discos analizados,

se corrigié habitualmente hacia el menor valor de inmunorreactividad. Sin embargo, detallamos esta circunstancia

a continuacion para todas y cada una de las proteinas analizadas.

Tabla 22. Nombres comerciales de los antigenos Novocastra. Clon DAKO Ref
utilizados para el estudio inmunohistoquimico Ciclina A 6E6. RefNCL- c-kit A4502
Ciclina A) -
BD Transduction .
Cell al
cdkl Labs, Ref caspasa3a 89 65 é%n
610038
Neo markers
cdk-2 Clon 8D4. Ref catepsinaD Diﬁ?ﬁ{ef
MS-463-P1 -
Novocastra. Clon N20 Santa
ciclinaE 13-A-3.Ref msh2 Cruz
NCL-CiclinaE biotech
Abcam
plé SantaCruz, 1:50 mlhl 0144
53 DAKODO7, e-cadherina DAKO
= 1:40 36135,1:50
Transduction . DAKO,
P27 Lab. 1:1000 beta-catenina 125
proteinadel
gen del BD Phar, 1:250 c-myc Nov.ocastra
. 1:250
retinoblastoma
Oncogen, clon | topoisomerasa | IRE1lalfa
2 [ =
mdm2 IF2 II ab
i timidilato Clon T6-106
EGFR Novocastral:25 sintasa (ab3145)
DAKO 0485,
- 2 N
c-erb2 1:250
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3. VALORACION DE LA EXPRESION DE LAS
DISTINTAS PROTEINAS ANALIZADAS

3-1. Ciclina A

El namero de células positivas se ha clasificado de forma semicuantitativa dando lugar a los siguientes grupos:

0. Ausencia absoluta de inmunorreactividad

1. Inmunorreactividad en menos del 5 % de las células.

2. Inmunorreactividad en entre un 5 % y un 30 % de las células.

3. Inmunorreactividad en mas de un 50 % de las células.

La distribucion de los valores de la variable “expresion de ciclina A” se indica en la figura 12.

Figura 12. Distribucion de los valores
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de expresion de ciclina A. 38,1%
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De igual manera que en estudios previos revisados en la bibliografia (240), y considerando la distribucion de
grados de expresion de la proteina, se ha considerado positiva la expresion de ciclina A si la inmunorreactividad
era detectada en un 5 % o mas de las células, de modo que las categorias 0 y 1 son clasificadas como expresion
negativa mientras que las categorias 2 y 3 son consideradas como expresion positiva.

Tabla 23. Valor global asignado en funcién de la inmunorreactividad en los dos niveles del bloque de parafina eva-
luados o del resultado discordante entre las puntuaciones de los dos patélogos

Nivel A Nivel B Valor
0 0 0
0 1 0
1 1 1
1 2 1
2 2 2
3 3 3
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3-2. pb3

El nimero de células positivas se ha clasificado de forma semicuantitativa dando lugar a los siguientes grupos
(241, 242):

0. Ausencia absoluta de inmunorreactividad

1. Inmunorreactividad en menos del 10 % de las células.

2. Inmunorreactividad en entre un 10 % y un 25 % de las células.

3. Inmunorreactividad en mas de un 25 % de las células.

La distribucion de los valores de la variable “expresion de p53” se indica en la figura 13.

Figura 13. Distribucion de los valores 40% 41.9%

de expresion de p53.

Frecuencia

12,5%

5,6%
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En el caso de esta proteina se han realizado los estudios estableciendo dos puntos de corte de positividad di-
ferentes (241). En primer lugar se ha considerado positivo si el nimero de células que marcaban era superior al 25
% (es decir considerando positivo solo el valor 3 y negativos los valores 0, 1 y 2), y en otro caso se ha considera-
do positivo si el numero de células inmunorreactivas era mayor del 10 % (esto es, estimando como positivos los
casos con valores 2 y 3, y como negativos los valores 0 y 1).

Tabla 24. Valor global asignado

. . - Nivel A Nivel B Val
en funcion de la inmunorreactividad ve ve aor
en los dos niveles del bloque de parafina 0 0 0
evaluados o del resultado discordante entre 0 1
las puntuaciones de los dos patélogos 0

1 0
1 1 1
1 2

1
2 1
2 2 2
0 2

1
2 0
3 3 3
2 3

3
3 2
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3-3. edkl

El numero de células positivas se ha clasificado de forma semicuantitativa dando lugar a los siguientes grupos:

0. Ausencia absoluta de inmunorreactividad

1. Inmunorreactividad en menos del 5 % de las células.

2. Inmunorreactividad en entre un 5 % y un 30 % de las células.

3. Inmunorreactividad en mas de un 30 % de las células.

La distribucion de los valores de la variable “expresion de cdk1” se indica en la figura 14.

Figura 14. Distribucion de los valores
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Analizando en estudios previos revisados en la bibliografia (240), y adaptandolos a la expresion encontrada
en nuestra serie, se ha considerado positiva la expresion de ciclina dependiente de quinasa 1 si la inmunorreacti-
vidad era detectada en mas del 5 % de las células, de modo que las categorias 0 y 1, son clasificadas como expre-
sidn negativa mientras que las categorias 2 y 3 son consideradas como expresion positiva.

Tabla 25. Valor global asignado en funciéon
de la inmunorreactividad en los dos niveles

Nivel A Nivel B Valor
del bloque de parafina evaluados o del resultado
discordante entre las puntuaciones de los 0 0 0
dos patélogos 0 1
0
1 0
1 1 1
1 2
1
2 1
2 2 2
2 3
2
3 2
3 3 3
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3-4. c-mye

El nimero de células positivas se ha clasificado de forma semicuantitativa dando lugar a los siguientes grupos:

0. Ausencia absoluta de inmunorreactividad

1. Inmunorreactividad en menos del 5 % de las células.

2. Inmunorreactividad en entre un 5 % y un 20 % de las células.

3. Inmunorreactividad en mas de un 20 % de las células.

La distribucion de los valores de la variable “expresion de c-myc” se indica en la figura 15.

Figura 15. Distribucion de los valores
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18,8%
- 16,3%

Frecuencia

Valor de positividad - c-myc

De igual manera que en estudios previos revisados en la bibliografia (240) y la distribucién de la expresion
en nuestra serie se ha considerado positiva la expresion de c-myc si la inmunorreactividad era detectada en mas
del 5 % de las células, de modo que las categorias 0 y 1 son clasificadas como expresion negativa mientras que las
categorias 2 y 3 son consideradas como expresion positiva.

Tabla 26. Valor global asignado

en funcion de la inmunorreactividad Nivel A Nivel B Valor
en los dos niveles del bloque de 0 0 0
parafina evaluados o del resultado
discordante entre las puntuaciones de los 0 ! 0
dos patdlogos 1 0
1 1 1
1 2
1
2 1
2 2 2
2 3
3
3 2
3 3 3
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3-5. edk-2

El ntimero de células positivas se ha clasificado de forma semicuantitativa dando lugar a los siguientes grupos
(240):

0. Ausencia absoluta de inmunorreactividad

1. Inmunorreactividad en menos del 5 % de las células.

2. Inmunorreactividad en entre un 5 % y un 30 % de las células.

3. Inmunorreactividad en mas de un 30 % de las células.

La distribucion de los valores de la variable “expresion de cdk2” se indica en la figura 16.

Figura 16. Distribucion de los valores o 58.1%
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De igual manera que en estudios previos revisados en la bibliografia (240) se ha considerado positiva la ex-
presion de cdk-2 si la inmunorreactividad era detectada en mas del 5 % de las células, de modo que las categorias
0y 1 son clasificadas como expresion negativa mientras que las categorias 2 y 3 son consideradas como expresion
positiva. Sin embargo, en este caso también se ha hecho una segunda agrupacion, considerando positivas todas
aquellas muestras con alguna células positiva, es decir, las de categorias 1, 2 y 3, dejando como negativas exclusi-
vamente las de categoria 0, es decir, sin ningun grado de expresion de la proteina.

Tabla 27. Valor global asignado en funcién

de la inmunorreactividad en los dos niveles Nivel A Nivel B Valor
del bloque de parafina evaluados o del > - 7
resultado discordante entre las puntuaciones de
los dos patélogos 0 1 o
1 0
1 1 1
1 2
1
2 1
2 2 2
1 3
2 3 3
3 2
3 3 3
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3-6. caspasa-3a

En este caso, y de manera acorde con estudios biomoleculares previos, la inmunorreactividad celular para esta
proteina citoplasmatica se ha evaluado de forma semicuantitativa:

0. Ausencia absoluta de inmunorreactividad

1. Inmunorreactividad en menos del 25 % de las células.

2. Inmunorreactividad en entre un 25 % y un 50 % de las células.

3. Inmunorreactividad en mas de un 50 % de las células.

La distribucion de los valores de la variable “expresion de caspasa-3a” se indica en la figura M6.

Figura 17. Distribucion de los valores A 46.3%
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De forma similar a otros estudios revisados en la literatura (243) se ha considerado positiva la expresion de
caspasa3 si aparecia inmunorreactividad en mas del 25 % de las células. Dicho de otro modo, las categorias 0 y 1
son clasificadas como expresion negativa mientras que las categorias 2 y 3 lo son como expresion positiva.

Tabla 28. Valor global asignado en funciéon Nivel A Nivel B Valor
de la inmunorreactividad en los dos niveles
del bloque de parafina evaluados o del . g e
resultado discordante entre las puntuaciones de 0 1
. 0
los dos patologos 1 0
1 1 1
1 2
1
2 1
2 2 2
2 3
3
3 2
3 3 3
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3-7. pl6

El niamero de células positivas se ha clasificado de forma semicuantitativa dando lugar a los siguientes grupos
(241, 243):

0. Ausencia absoluta de inmunorreactividad

1. Inmunorreactividad en menos del 10 % de las células.

2. Inmunorreactividad en entre un 10 % y un 50 % de las células.

3. Inmunorreactividad en mas de un 50 % de las células.

La distribucion de los valores de la variable “expresion de pl16” se indica en la figura 18.

Figura 18. Distribucién de los valores
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De forma similar a otros estudios revisados en la literatura (243) se ha considerado positiva la expresion de
p16 si la inmunorreactividad era positiva en un 10 % o mas de las células, por lo que las categorias 0 y 1 son clasi-
ficadas como expresion negativa mientras que las categorias 2 y 3 lo son como expresion positiva.

Tabla 29. Valor global asignado en funciéon

de la inmunorreactividad en los dos niveles Nivel A Nivel B Valor
del bloque de parafina evaluados o del resultado 0 5 5
discordante entre las puntuaciones de los
4 0 1
dos patologos 0
1 0
1 1 1
1 2
1
2 1
2 2
0 2 2
2 0
2 3
3
3 2
3 3 3
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3-8. MDM?2

En este caso la inmunorreactividad también se ha valorado de forma semicuantitativa dando lugar a los siguientes
grupos (244):

0. Ausencia absoluta de inmunorreactividad

1. Inmunorreactividad en menos del 10 % de las células.

2. Inmunorreactividad en entre un 10 % y un 50 % de las células.

3. Inmunorreactividad en mas de un 50 % de las células.

La distribucion de los valores de la variable “expresion de MDM?2” se indica en la figura 19.

Figura 19. Distribucion de los valores de expresion de MDM?2
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Como en proteinas anteriores, se ha considerado positiva la expresion de MDM2 si la inmunorreactividad
era positiva en al menos el 10 % de las células, por lo que las categorias 0 y 1 son clasificadas aqui también como
expresion negativa, siendo positivas las categorias 2 y 3.

Tabla 30. Valor global asignado en funcion

. .. Nivel A Nivel B Valor
de la inmunorreactividad en los dos
niveles del bloque de parafina evaluados o 0 0 0
del resultado discordante entre las 0 1
puntuaciones de los dos patélogos 0 0
1
1 1 1
1 2
1
2 1
2 2
0 2 2
2 0
2 3
3
3 2
3 3 3
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3-9. Topoisomerasa 11 alfa

El niamero de células positivas se ha clasificado de forma semicuantitativa dando lugar a los siguientes grupos
(243):

0. Ausencia absoluta de inmunorreactividad

1. Inmunorreactividad en menos del 10 % de las células.

2. Inmunorreactividad en entre un 10 % y un 50 % de las células.

3. Inmunorreactividad en mas de un 50 % de las células.

La distribucion de los valores de la variable “expresion de Topoisomerasa II” se indica en la figura 19.

Figura 20. Distribucién de los valores
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De forma similar a otros estudios revisados en la literatura (245) se ha considerado positiva la expresion de
Topoisomerasa II si la inmunorreactividad era positiva en mas del 10 % de las células, por lo que las categorias 0
y 1 son clasificadas como expresion negativas mientras que las categorias 2 y 3 lo son como expresion positiva.

Tabla 31. Valor global asignado en funcién
de la inmunorreactividad en los dos niveles del bloque de parafina evaluados o del resultado
discordante entre las puntuaciones de los dos patélogos

Nivel A Nivel B Valor
0 0 0
0 1

0
1 0
1 1 1
1 2

1
2 1
2 2 2
2 3

3
3 2
3 3 3
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3-10. MSH?

En estudios previos analizados se describen métodos de valoracion diversos. Destacan los métodos de Frie-
drich y Kouso, con sus respectivos colaboradores (246, 247), que cuantificaban la inmunorreactividad multipli-
cando los valores del grado de intensidad por los valores que cuantificaban el nimero de células positivas.

El primer parametro de este producto, es decir la cuantificaciéon mediante variable cuantitativa discreta de la inten-
sidad de la positividad de las células se categorizaba de la siguiente manera:

0. Ausencia absoluta de inmunorreactividad
1. Inmunorreactividad débil.

2. Inmunorreactividad moderada.

3. Inmunorreactividad intensa.

Por su parte la cuantificacion del numero de células positivas se convirtié también en variable cuantitativa discreta
de la siguiente manera:

1. Positividad en no mas del 10 % de las células.

2. Positividad en un ntimero de células entre el 11 % y el 50 %.
3. Positividad de entre el 51 % y el 80 % de las células.

4. Positividad de mas del 80 % de las células.

Este producto daba lugar a un valor resultante que se categorizé en grupos para dar con una variable cualitativa
discreta de 0 a 3, de la siguiente manera:

1. Producto = [0 — 1]; Producto = [2 — 4]; Producto = [5 — 8]; Producto =[9 — 12].

Nosotros hemos preferido dar un valor semicuantitativo sencillo a la evaluacion. Sus resultados son equiparables
al “score” que obtenian los autores citados. Asi, para nosotros:

0. Fue positividad en menos del 5 % de las células.
1. Positivas entre el 5 y el 20 % de las células.

2. Positivas entre el 20 % y el 50 % de las células.
3. Positiva mas del 50 % de las células

La distribucion de los valores de la variable “expresion de msh2” se indica en la figura 20.

Figura 21. Distribucion de los valores 38,1%
33,8%

de expresion de msh2

23,1%

Frecuencia

5%

9 1 : 3
Valor de positividad - msh2
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En este caso se considerd expresion negativa de MSH2 en aquellas muestras con valor 0 6 1, mientras que
un valor positivo de 1 6 mas fue suficiente para considerar positiva la expresion de MSH2 en esa muestra. Dicho
de otro modo, se evaluaron como positivas aquellas muestras con positividad en mas de un 5 % de las células.

Tabla 32. Valor global asignado en funcién de la inmunorreactividad en los dos niveles del bloque de parafina
evaluados o del resultado discordante entre las puntuaciones de los dos patélogos

Nivel A Nivel B Valor
0 0 0
0 1

0
1 0
1 1 1
1 2

1
2 1
2 2
0 2 2
2 0
2 3

3
3 2

3-11. M1

Esta proteina, perteneciente también como hemos dicho en la introduccion al mismach repair system (MMR), o
sistema reparador de DNA, tiene caracteristicas muy similares a la MSH2, por lo que la forma de definir y cuanti-
ficar su expresion ha sido similar (247). Remitimos pues al lector a la categorizacidon descrita para la MSH2, asi
como a la tabla correspondiente.

La distribucion de los valores de la variable “expresion de mlh1” se indica en la figura 21.

Figura 22. Distribucion de los valores
50%

de expresién de mlh1l |
’ 30%

Frecuencia

17,5%

2,5%

1 2
Valor de positividad - mh1

De igual manera, el valor 0 fue considerado expresion negativa de la proteina, mientras que el resto de valo-
res se identificaron como expresion positiva (es decir, por encima del 5 % se evalu6é como positiva).
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3-12. Timidilato Sintasa

En este caso la cuantificacion de la inmunorreactividad se realiz6 utilizando una escala analdgica visual, técnica
realizada y validada en estudios previos sobre muestras de carcinoma broncogénico no microcitico en estadio
precoz (220, 248). Dicha escala clasifica la inmunorreactividad en:

0. Nula.

1. Débil o parcheada (gradol)

2. Moderada (grado 2)

3. Intensa (grado 3).

La distribucion de los valores de la variable “expresion de Timidilato Sintasa” se indica en la figura 22.

Figura 23. Distribucién de los valores 51,9%

de expresion de timidilato sintasa

Frecuencia

25,6%

= 17,5%

5%
.

H

0 1 2
Valor de positividad - timidilato sintasa

Se tomd como expresion negativa de timidilato sintasa el valor 0. Los casos que indicaban cualquier tipo de
expresion, es decir, los valores 1, 2 y 3 fueron considerados positivos para la expresion de timidilato sintasa.

Tabla 33. Valor global asignado en funciéon

. .. . Nivel A Nivel B Valor
de la inmunorreactividad en los dos niveles
del bloque de parafina evaluados o del resultado 0 0 0
discordante entre las puntuaciones de los 0 1
dos patologos 0
P g 1 0
1 1 1
1 2
1
2 1
2 2
0 2 2
2 0
2 3
3
3 2
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3-13. Proteina del gen del retinoblastoma

Como en otras proteinas ya citadas, y en base a estudios previos (241), el nimero de células positivas se ha clasi-
ficado de forma semicuantitativa dando lugar a los siguientes grupos:

0. Ausencia absoluta de inmunorreactividad

1. Inmunorreactividad en menos del 10 % de las células.

2. Inmunorreactividad en entre un 10 % y un 50 % de las células.
3. Inmunorreactividad en mas de un 50 % de las células.

La distribucion de los valores de la variable “expresion de Retinoblastoma” se indica en la figura 23.

Figura 24. Distribucion de los valores

0,
de expresion de retinoblastoma e

26,9%

o 20,6%

Frecuencia

3,8%
:

T T T
0 1 2

Valor de positividad - Retinoblastoma

De forma similar a otros estudios revisados en la literatura (192, 241) se ha considerado positiva la expre-
sion de la proteina del Rb si la inmunorreactividad era positiva en un 10 % o mas de las células, por lo que las
categorias 0 y 1 son clasificadas como expresion negativa mientras que las categorias 2 y 3 lo son como expresion

positiva,
Tabla 34. Valor global asignado en funciéon Nivel A Nivel B Valor
de la inmunorreactividad en los dos niveles
del bloque de parafina evaluados o del resultado v v g
discordante entre las puntuaciones de los dos patélogos 0 1
0
1 0
1 1 1
1 2
1
2 1
2 2
0 2 2
2 0
2 3
3
3 2
3 3 3
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3-14. e-cadherina
En este caso se tuvo en cuenta tanto el nimero de células positivas como la intensidad de dicha positividad (249).

Porcentaje de células positivas mayor o menor de 75 %
Intensidad: Negativa, débil, moderada y fuerte.

Combinando ambos scores se ha obtenido una puntuacion final que define la positividad para la proteina en los
distintos cortes:

0. Inmunorreactividad negativa.

1. Positividad de intensidad débil en menos del 75 % de las células.

2. Positividad de intensidad moderada o fuerte en menos del 75 % de las células.

3. Positividad de intensidad moderada o fuerte en mas del 75 % de las células.

La distribucion de los valores de la variable “expresion de e-cadherina” se indica en la figura 27.

Figura 25. Distribucion de los valores
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de expresion de e-cadherina 53,8%

Frecuencia
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Valor de positividad - e-cadherina

De forma similar a otros estudios revisados en la literatura (249) se ha considerado positiva la expresion de
E-cadherina solo en casos de positividad moderada o fuerte en mas del 75 % de las células, es decir se evalud
como positivo el valor 3, tnicamente.

Tabla 35. Valor global asignado en funcién Nivel A Nivel B

Valor
de la inmunorreactividad en los dos niveles del
bloque de parafina evaluados o del resultado 0 0 0
discordante entre las puntuaciones de los dos 0 1
patologos 1 0 0
1 1 1
1 2
1
2 1
2 2
0 2 2
2 0
2 3
3
3 2
3 3 3
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3-15. p27

De nuevo se clasifico la inmunorreactividad en funcion del ntimero de células positivas (250).

0. No inmunorreactividad.
1. Inmunorreactividad en menos del 5 % de las células.
2. Inmunorreactividad entre un 5 y un 20 % de las células
3. Inmunorreactividad en mas del 20 % de las células.
La distribucion de los valores de la variable “expresion de p27” se indica en la figura 28.

Figura 26. Distribucion de los valores

de expresion de p27
p p 100 71,90 0

Frecuencia
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1 2 é
Valor de positividad - p27

Se establecieron tres posibles puntos de corte a la hora de considerar positiva la expresion de p27:

1. Considerando negativo el valor 0 y positivo cualquier otro valor (es decir, cualquier positividad de las célu-
las).

2. Considerando negativos los valores 0 y 1 y positivos a partir de 2 (es decir por encima del 5 % de las células).

3. Considerando negativos los valores de 0 a 2 y positivo solo el 3 (es decir, por encima del 20 % de las células).

Tabla 36. Valor global asignado en

., . .. Nivel A Nivel B Valor
funcion de la inmunorreactividad
en los dos niveles del bloque de 0 0 0
parafina evaluados o del resultado 0 1
discordante entre las puntuaciones . 0 0
de los dos patdlogos
1 1 1
1 2
1
2 1
2 2
0 2 2
2 0
2 3
3
3 2
3 3 3
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3-16. Catepsina D

De nuevo se clasifico la inmunorreactividad en funcion del nimero de células positivas:

0. No inmunorreactividad.

1. Inmunorreactividad en menos del 5 % de las células.

2. Inmunorreactividad entre un 5 y un 20 % de las células
3. Inmunorreactividad en mas del 20 % de las células.

La distribucion de los valores de la variable “expresion de catepsina D” se indica en la figura 29.
Se establecieron tres posibles puntos de corte a la hora de considerar positiva la expresion de catepsinaD:

1. Considerando negativo el valor 0 y positivo cualquier otro valor (es decir, cualquier inmunorreactivi-
dad).

2. Considerando negativos los valores 0 y 1y positivos a partir de 2 (es decir, a partir de 5 % de células
positivas).

3. Considerando negativos los valores de 0 a 2 inclusive y positivo solo el 3 (es decir, por encima del 20
% de células positivas).

Figura 27. Distribucién de los valores
de expresion de catepsina D 51,3%
g 23,1%
15%
10,6%
’ Valor d; positividad - catipsinaD ’
Nivel A Nivel B Valor
Tabla 37. Valor global asignado en funcién
de la inmunorreactividad en los dos niveles 0 0 0
del bloque de parafina evaluados o del resultado 0 1
discordante entre las puntuaciones de los 1 0 0
dos patdlogos
1 1 1
1 2
1
2 1
2 2
(] 2 2
2 0
2 3
3 2 3
3 1
3 3 3
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3-17. c-Kit

Una vez mas se clasificéd la inmunorreactividad en funcion del nimero de células positivas:

0. No inmunorreactividad.
1. Inmunorreactividad en menos del 30 % de las células.
2. Inmunorreactividad entre un 30 y un 50 % de las células
3. Inmunorreactividad en mas del 50 % de las células.
La distribucion de los valores de la variable “expresion de c-kit” se indica en la figura 30.

Figura 28. Distribucion de los valores
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Aqui se considerd positiva la expresion de c-kit con valores superiores a 1, es decir con un mas de un 30 %
de células positivas. Valores de 0 y 1 fueron considerados como expresion negativa de c-kit.

Tabla 38. Valor global asignado en funcién Nivel A Nivel B Valor
de la inmunorreactividad en los dos nivele 0 0 0
s del bloque de parafina evaluados o del
resultado discordante entre las puntuaciones 0 ! 0
de los dos patélogos 1 0
1 1 1
1 2
1
2 1
2 2
0 2 2
2 0
2 3
3 2 3
3 1
3 3 3
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3-18. Beta-catenina

De forma superponible a otras moléculas ya citadas, la positividad de la beta-catenina se midié de la siguiente
manera:

0. No inmunorreactividad.

1. Inmunorreactividad en menos del 5 % de las células.

2. Inmunorreactividad entre un 5 y un 20 % de las células
3. Inmunorreactividad en mas del 20 % de las células.

La distribucion de los valores de la variable “expresion de beta-catenina” se indica en la figura 31.

Figura 29. Distribucion de los valores B 5.6%

de expresion de beta-catenina 1201

Frecuencia
T

14,4%

10,6% 9.4%

IR N

T T T T
0 1 2 3

Valor de positividad - beta-catenina

Se consider6 positiva la expresion de beta-catenina (251, 252) cuando la positividad fue mayor del 5 % (>
1) o cuando se detectd en la membrana o en nucleo de la célula.

s .z Nivel A Nivel B Val
Tabla 39. Valor global asignado en funcion ve ve alor
de la inmunorreactividad en los dos 0 0 0
niveles del bloque de parafina evaluados o 0 1
del resultado discordante entre las puntuaciones 0
. 1 0
de los dos patologos
1 1 1
1 2
1
2 1
2 2
0 2 2
2 0
2 3
3 2 3
3 1
3 3 3

_ 146 -



Identificacion mediante inmunohistoquimica de factores prondsticos biomoleculares en el carcinoma broncogénico no microcitico en estadio precoz resecado

3-19. c-erb?2

Una vez mas se clasificéd la inmunorreactividad en funcion del nimero de células positivas:
0. No inmunorreactividad.
1. Inmunorreactividad en menos del 5 % de las células.
2. Inmunorreactividad entre un 5 y un 20 % de las células
3. Inmunorreactividad en mas del 20 % de las células.

La distribucion de los valores de la variable “expresion de c-erb2” se indica en la figura 32.

Figura 30. Distribucion de los valores
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Se considerd positiva la expresion de c-erb2 cuando la inmunorreactividad fue positiva en mas del 5 % de
las células, es decir, con valores de 2 6 3 segun lo descrito previamente.

Tabla 40. Valor global asignado en funcién Nivel A Nivel B Valor
de la inmunorreactividad en los dos niveles 0 0 0
del bloque de parafina evaluados o del resultado
. . 0 1
discordante entre las puntuaciones de los 0
dos patologos 1 0
1 1 1
1 2
1
2 1
2 2
0 2 2
2 0
2 3
3 2 3
3 1
3 3 3
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3-20. (iclina- K

En este caso el grado de inmunorreactividad se evalud de forma similar al c-erb2 previamente descrito. Lo re-
cordamos:

0. No inmunorreactividad.
1. Inmunorreactividad en menos del 5 % de las células.
2. Inmunorreactividad entre un 5 y un 20 % de las células

3. Inmunorreactividad en mas del 20 % de las células.

La distribucion de los valores de la variable “expresion de ciclina E” se indica en la figura 33.

Figura 31. Distribucién de los valores 41,9%

de expresion de ciclina E 32,5%

20,6%

Frecuencia

5%

[

T T T T
0 1 2 3

Valor de positividad - ciclina E

Se considerd positiva la expresion de ciclina-E cuando la inmunorreactividad fue positiva en mas del 5 %
de las células, es decir, con valores de 2 6 3.

. .z Nivel A Nivel B Val
Tabla 41. Valor global asignado en funciéon tve e ator
de la inmunorreactividad en los dos 0 0 0
niveles del bloque de parafina evaluados o del 0 1
resultado discordante entre las puntuaciones 0
de los dos patologos 1 0
1 1 1
1 2
1
2 1
2 2
0 2 2
2 0
2 3
3
3 2
3 3 3

_ 148 -



Identificacion mediante inmunohistoquimica de factores prondsticos biomoleculares en el carcinoma broncogénico no microcitico en estadio precoz resecado

3-21. EGFR

Siguiendo estudios previos (253), la inmunorreactividad de las células a la hora de detectar la expresion de
EGFR se clasifico en cuatro categorias, una vez mas:

0. Ausencia absoluta de inmunorreactividad.

1. Inmunorreactividad en no mas del 1 % de las células.

2. Positividad en un porcentaje de células entre el 1 % y el 10 %.

3. Inmunorreactividad positiva en mas del 10 % de las células.

La distribucion de los valores de la variable “expresion de EGFR” se indica en la figura 34.

Figura 32. Distribucion de los valores 40,6%

de expresion de EGFR

] 21,3%

18,8% 19,4%

Frecuencia
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0 1 2 3

Valor de positividad - EGFR

Se considerd positiva la expresion de EGFR cuando la inmunorreactividad fue positiva en mas del 1 % de
las células, es decir, con valores de 2 6 3.

Tabla 42. Valor global asignado en funcion de la inmunorreactividad en los dos niveles del bloque de parafina
evaluados o del resultado discordante entre las puntuaciones de los dos patélogos

Nivel A Nivel B Valor
0 0 0
0 1

0
1 0
1 1 1
1 2

1
2 1
2 2
0 2 2
2 0
2 3

3
3 2
3 3 3

- 149 -



Identificacion mediante inmunohistoquimica de factores prondsticos biomoleculares en el carcinoma broncogénico no microcitico en estadio precoz resecado

4. ANALISIS ESTADISTICOS

Se realizaron los siguientes andlisis estadisticos:

1. Estudio descriptivo de la serie.
Se describen las variables clinicas (demograficas, basales, relacionadas con el tumor y con el tipo de
intervencion quirurgica) que hemos definido previamente. Se muestran en graficos de sectores o en
histogramas de frecuencias. Las variables cuantitativas continuas se expresan como media y mediana
con desviacion estandar. El estudio de la sensibilidad de las pruebas diagnosticas se expresa como el
cociente en porcentaje entre el nimero de pruebas positivas y el total de pacientes con diagnodstico de
tumor, que en esta serie es el N global, es decir 160 casos.

2. Analisis de supervivencia. Estudios univariantes:

a. Supervivencia global y libre de recidiva de la serie, estimada mediante el método de Kaplan y

Meier, expresando la supervivencia global y libre de recidiva a 1, 3 y 5 afios. Se indican también los
estadisticos de frecuencia (medias, medianas y cuartiles para ambas distribuciones de frecuencias). Se
expresan los intervalos de confianza al 95 % para media y mediana, asi como el error tipico para pri-
mer y tercer cuartiles. Se representan a continuacion las curvas de supervivencia global y libre de en-
fermedad del total de la serie, segun el citado método de Kaplan y Meier (221).

b. Patréon de mortalidad y recidivas, clasificando la causa de mortalidad y el tipo de recidiva

segun hemos indicado previamente. Se representan las graficas de densidad de probabilidad de morta-
lidad durante los 5 y los 10 primeros afios de seguimiento, tanto de forma global, como en funcion de
la causa de fallecimiento. Igualmente se representan las funciones de densidad de probabilidad de reci-
diva de la serie global y subdividida en funcion del tipo de recidiva.

c. Supervivencia en funcion de factores demograficos, como el género y la edad (con el punto de

corte que ya hemos definido de 70 afios).

d. Supervivencia en funcién de factores derivados del tumor, como son el tipo histologico, el

grado de diferenciacion, el estadio y la clasificacion TNM.

e. Supervivencia en funcion de factores derivados del procedimiento quirtrgico, concretamente

del tipo de reseccion (segmentaria, lobectomia o neumonectomia), tratando de investigar si hay alguna
de esas resecciones que se diferencia del resto en cuanto a pronostico.

f.  Supervivencia en funcién de factores biomoleculares. La forma de realizar este analisis para

las 21 proteinas estudiadas se detalla en la tabla 43.

3. Patrén de expresion de las distintas proteinas analizadas en funcion de las variables fumador, tipo histologi-
co y grado de diferenciacion.
4. Estudio multivariante. Se plantea desarrollar un modelo de regresion logistica con finalidad predictiva in-

cluyendo las variables de cualquier tipo que se hayan comportado como factor prondstico en el estudio uni-

- 150 -



Identificacion mediante inmunohistoquimica de factores prondsticos biomoleculares en el carcinoma broncogénico no microcitico en estadio precoz resecado

variante. Se desarrollan sendos modelos para supervivencia global y para supervivencia libre de recidiva.

Todos los analisis estadisticos se realizaron con el programa informatico SPSS (IBM Systems®) en su versién
18.0. Para los estudios de variables cuantitativas se ha utilizado el test de Chi cuadrado de Pearson o el test exac-
to de Fisher. La comparacion en el estudio univariante de las curvas de supervivencia en funcion de la expresion
de las distintas proteinas se ha hecho con el test de log-rank (223), como ya hemos dicho. Sin embargo, en todos
los casos se han aplicado también los tests de Breslow (254) y de Tarone-Ware (255, 256). En el modelo de regre-
sion logistica para las variables que resultan comportarse como factor prondstico independiente se expresa el
Hazard Ratio o Tasa de Riesgo, junto con su intervalo de confianza el 95 %. Se considera significativo un valor de
p inferior de 0,05 (p < 0,05). Sin embargo, en el estudio multivariante fueron incluidos factores que en el univa-
riante mostraron unas diferencias bien estadisticamente significativas, o bien solo tendentes a la significacion, con

un valor de p por debajo de 0,1.

Tabla 43

Metodologia de anilisis de supervivencia en relacion con la

expresion de las proteinas estudiadas

“Tasa de expresion de la proteina”: Determinacion de en qué proporcion de las muestras analizadas se
expresan dichas proteinas y a qué intensidad de inmunorreactividad corresponden las categorias positiva
y negativa (ver seccion de material y métodos).

* “Expresion en funcion del tipo histolégico™: Desarrollo de una tabla de contingencia que determine el
nivel de expresion en funcion del tipo histolégico del tumor, buscando si existen diferencias significativas
en funcion de los grupos.
» “Expresion en funcién del grado de diferenciacién™: Desarrollo de una segunda tabla de contingencia en
que se ponga de manifiesto la expresion de la proteina en funcion del grado de diferenciacion del tumor,
analizando igualmente si hay diferencias en funcién de dicha variable.
* “Supervivencia global”: Analisis del nivel de expresion de la proteina como potencial factor pronéstico
de supervivencia global.
Comparacion de curvas de supervivencia estimada mediante test de log-rank
Del global de la serie
Estratificando por tipo histologico y grado de diferenciacion (si la expresion era diferente en
funcion de alguna de dichas variables segln las tablas de contingencia)
Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox
* “Supervivencia libre de recidiva™ Andlisis del nivel de expresion de la proteina como potencial factor
pronostico de recidiva.
Comparacion de curvas de supervivencia estimada mediante test de log-rank
Del global de la serie
Estratificando por tipo histolégico y grado de diferenciacion (si la expresion era diferente en
funcion de alguna de dichas variables segin las tablas de contingencia)
Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox
* “Conclusiones”: resumen de los hallazgos en el estudio de la variable.
En las proteinas en las que la intensidad de inmunorreactividad ha sido cuantificada de mas de una
manera los pasos arriba resefiados se repiten para las distintas formas en que se ha realizado dicha
evaluacion.
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REesuLTapos

La seleccion de forma restrospectiva de casos que cumplian los criterios de inclusion dio lugar a un grupo de
160 pacientes intervenidos entre marzo de 1997 y diciembre de 2005.
Todos ellos habian sido operados con intencion curativa por carcinoma broncogénico no microcitico.
La recogida de todos los datos de la serie se hizo de forma prospectiva y a tiempo real por parte del propio equipo

quirargico.

L.DESCRIPCION DE LA SERIE

1-1. DATOS BASALES Y DEMOGRAFICOS

En la tabla 44 se hace referencia a los datos basales y demograficos de los pacientes. De los 160 pacientes un

total de 150 (93,7 %) eran hombres y 10 (6,3 %) fueron mujeres (figura 33). La edad media en el momento de la
cirugia de reseccion pulmonar fue de 65,8 afios, con una edad maxima de 87 afios y una edad minima de 46 afios.

La mediana de edad fue de 67 afios, con una desviacion tipica de 8,2 afios.

Mujeres
6%

Figura 33. Género de los pacientes de la serie.

Veintisiete pacientes (16,9 %) no eran ni habian sido fumadores, 95 pacientes (59,4 %) eran fumadores activos
y 36 (22,5 %) eran exfumadores, entendiendo como tales los que habian cesado en el habito tabaquico al menos 6
meses antes de la fecha de la intervencion quirtrgica. Los pacientes que habian dejado de fumar en los tltimos 6

meses se consideraron fumadores activos. En dos casos (1,3 %) no se conocia esta variable (figura 34).

1%
Figura 34. Distribucion de la
serie en funcion de
la variable “fumador”

B Nofumadores
B Exfumadores
® Fumadores

m Desconocido
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En el momento de la intervencion quirurgica 89 pacientes (55,6 %) tenian algin sintoma relacionado con su
enfermedad, mientras que 71 (44,4 %) pacientes estaban asintomaticos desde el punto de vista de su tumor prima-
rio pulmonar. Respecto al indice de Karnofsky (tabla 18), 149 de los pacientes de la serie presentaban un indice de
90 6 100. Solo en 8 casos fue inferior, con un performance status de 80. En 3 casos no esta resefiado este dato en
la historia clinica.

La mayoria de los pacientes, un total de 136 (85 %), presentaba algun tipo de comorbilidad asociada en el
momento de la intervencion quirdrgica (tabla 45).

Asi, 55 (un 34,4 % de la serie) estaban diagnosticados de enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC),

bien en su forma de bronquitis cronica o de enfisema pulmonar.

Tabla 44. Caracteristicas demograficas y basales de los pacientes incluidos en el estudio.

Total de pacientes (N = 160)

Caracteristicas Media + desviacién estandar o fre-
cuencia en porcentaje
Edad [afios] 67 £+ 8,2 (rango 46-81)
Género:
Hombre 150 (93,7 %)
Mujer 10 (6,3 %)
Tabaquismo
Activo 83 (51,9 %)
Exfumador/a 71 (44,4 %)
No fumador/a 27 (16,9 %)
Performance status (Karnofsky)
100 55 (34,9 %)
90 94 (58,7 %)
80 8 (5,4 %)
NR 3 (1,9 %)
Comorbilidad asociada
Si 136 (85 %)
No 24 (15 %)

Quince pacientes (9,4 %) tenian antecedentes de tuberculosis pulmonar, con distintos grados de secuelas respi-

ratorias, si bien todos ellos habian recibido un tratamiento completo y correcto y en ningun caso existia contrain-
dicacion para la cirugia de reseccion pulmonar debido a esta circunstancia.

Veinte pacientes (12,5 %) presentaban hipertrofia benigna prostatica, la mayoria de los casos en tratamiento.

Sin embargo ninguno tenia antecedentes o sospecha de neoplasia prostatica. Incluso se descartaron los adenomas
prostaticos.

Un total de 32 pacientes (2,5 %) eran hipertensos en el momento de la intervencion, todos ellos con tratamien-
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to adecuado y buen control de esta patologia. Otros 15 (9,4 %) tenian diagndstico de algin tipo de vasculopatia
periférica, la mayor parte de ellos claudicacion intermitente, insuficiencia venosa cronica, o vasculopatia diabéti-
ca. De hecho 22 pacientes (13,7 %) eran diabéticos, la mayoria de ellos con diabetes mellitus de tipo 2.

Desde el punto de vista cardiologico, 19 (11,9 %) tenian antecedentes de cardiopatia isquémica previa, que en

ningln caso contraindicaba la intervencion, y otros 10 (6,3 %) padecian algtn tipo de arritmia, la mayor parte de
ellos arritmias supraventriculares, destacando la fibrilacion auricular. Finalmente, 79 de los 160 pacientes (49,4
%) tenian algun otro tipo de patologia resefiada en la base de datos como comorbilidad, aunque ninguna tenia

naturaleza oncoldgica ni influia en el momento de la indicacion o el planteamiento terapéutico del paciente.

1-2. PRUKBAS DIAGNOSTICAS

1-2.1. Diagnostico del tumor

Respecto a las pruebas diagndsticas, todos los pacientes contaban con una radiografia de térax y una TC antes
de la intervencion. De los 138 pacientes a los que se realizo citologia de esputo, ésta resultd positiva en 41 de
ellos, lo cual supone una sensibilidad del 29,7 %. Se hizo broncoscopia en 138 de los pacientes (86,2 %). Esta
resulté negativa, es decir, no encontr6 ninguna lesion sospechosa de malignidad en todo el arbol bronquial, en 72
casos (52,2 %). En gran parte de estos casos se realizd cepillado bronquial a ciegas en funcion de la zona donde
las pruebas de imagen mostraban que podria localizarse el tumor. En 13 casos (9,4 %) se aprecid alguna imagen
dudosa e inespecifica que podria ser compatible con lesion tumoral, tomando muestra histologica (citologia y/o
biopsia) de dicha area. En 53 casos (38,4 %) se encontrd una lesion de aspecto tumoral macroscopicamente, de la

cual se tomo biopsia.

Tabla 45. Comorbilidad asociada

a los pacientes del estudio en el momento
de la intervencion quirurgica.

EPOC: Enfermedad pulmonar obstructiva
créonica; HTA: hipertension arterial;

C Isq: cardiopatia isquémica; TBC: tuber-
culosis.

Comorbilidades

De los 128 casos en que se hizo cepillado bronquial (bien a ciegas, bien sobre una lesion macroscopicamente

visible), en 70 casos fue positiva para malignidad, lo cual supone una sensibilidad del 54,6 %, si bien incluye co-
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mo hemos dicho toma de citologia sobre lesiones visibles en unos casos y sobre el bronquio supuestamente mas
cercano al area de la lesion en otros. Por ultimo, de los 64 casos en que se realizo biopsia bronquial de alguna
lesion visible macroscopicamente o bien alguna area sospechosa, en 55 fue diagnostica de malignidad, lo cual
supone una sensibilidad de la prueba en esas circunstancias particulares del 85,9 %.

Se realizoé puncién aspiracidén con aguja fina (PAAF) transtoracica en 51 casos. En todos ellos existia una le-

sion pulmonar visible en la TC y accesible por via transtoracica. Todas estas punciones fueron realizadas por el
mismo equipo de radidlogos bajo control de TC. De ellas, 45 fueron positivas para malignidad y por tanto dia-

gnosticas, lo cual supone una sensibilidad de la prueba en estos pacientes del 88,2 %.

1-2.2. Estadificacion preoperatoria

La estadificacion clinica se realizé mediante tomografia computarizada (TC). En aquellos pacientes en que no
se apreciaban adenopatias mediastinicas de tamafio mayor de 1 centimetro en su eje mayor no se hizo ninguna
prueba destinada a confirmar histolégicamente la negatividad de las mismas. En casos en que se evidenciaba en la
TC alguna adenopatia mediastinica en region N2 con un tamafio superior a 1 centimetro en su eje mayor se proce-
di6 a confirmar histolégicamente la positividad de dichas adenopatias por medio de mediastinoscopia.

Se efectuaron 5 mediastinoscopias, todas las cuales fueron negativas.

La inclusion de pacientes en el estudio se realizé antes de que la tomografia por emision de positrones (PET)
se incluyera de rutina en el estudio de extension del carcinoma broncogénico (lo que ha venido a llamarse “era

pre-PET”), por lo que esta prueba no se realizé en ninguno de los pacientes.

1-2.3. Valoracion funcional preoperatoria

Se realiz6 en la mayor parte de los casos mediante espirometria. Se disponia de los datos espirométricos de 130
de los 160 pacientes.

La capacidad vital forzada media fue en términos absolutos de 3034 centimetros ctibicos (cc), mientras que el
volumen espirado en el primer segundo (VEMS) present6 un valor medio de 2089 cc también medido en términos
absolutos. En el caso del VEMS el valor minimo fue de 840 cc y el maximo de 2510 cc.

La media del valor del porcentaje de la CVF y el VEMS respecto de los valores predichos para cada paciente

fue de 76,5 %y 72,7 % respectivamente.

1-3. CARACTERISTICAS DEL TUMOR

1-3.1. Localizacion anatomica

Setenta y cinco de los 160 tumores (47 %) estaban localizados en el lado derecho, mientras que 85 (53 %) fue-
ron izquierdos (figura 35).

La localizacion especifica en los distintos 16bulos pulmonares se refleja en la figura 36. Mas de la mitad de los
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tumores (61,2 %) se ubicaban en los 16bulos superiores, a partes iguales en el lado derecho e izquierdo (49 casos
en cada lado). En el 16bulo inferior izquierdo se hallaron el 13 % de los tumores. Un 10 % en el 16bulo inferior
derecho, un 8,7 % en bronquio principal izquierdo, un 4,4 % en 16bulo medio, un 1,25 % (2 casos) en el bronquio

principal derecho y otros dos casos en el bronquio intermediario.

Figura 35: distribucion por lado de los tumores.

53%
Lado izquierdo

Figura 36. Localizacién de los tumores
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1-3.2. Clasificacion histologica v grado de diferenciacion

La distribucion de la serie en funcion del tipo histologico se indica en la figura 37. Un total de 99 casos (61,9
%) fueron carcinomas epidermoides, 52 (32,6 %) adenocarcinomas y 9 (5,7 %) indiferenciados de células gran-
des. Respecto al grado de diferenciacién (figura 38) hubo 48 bien diferenciados (30 %), 72 moderadamente dife-
renciados (45 %), 31 pobremente diferenciados (19,4 %) y 9 indiferenciados (5 %).

. células grandes
6%

Figura 37: Tipo histolégico
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Indiferenciados

Figura 38: Grado de diferenciacion Bueno % Plo;;e

Moderado
45%

1-3.3. Estadio tumoral. Clasificacion TNM

Un total de 140 pacientes (87,5 %) presentaban un carcinoma broncogénico no microcitico en estadio quirtirgi-
co-patologico I, mientras que los 21 restantes (12,4 %) lo tenian en estadio 1, es decir, presentaban al menos una
adenopatia positiva en territorio N1 del sistema de estadificacion internacional de Mountain de 1996 (47), es decir
en territorios 10 y/o 11.

La distribucion final fue (figura 39):

" 29 casos (18,1 %) en estadio 1A
" 111 casos (62,5 %) en estadio IB
® 2 casos (8,1 %) en estadio [IA y
" 18 casos (11,3 %) en estadio IIB.
Todos los estadios I incluian tumores T1-T2NOMO (IA-IB), mientras que todos los estadios II incluian tumo-
res T1-T2N1MO (IIA-IIB). No hubo ningtn caso de T3NOMO que también habria podido ser incluido como esta-
dio II (en este caso IIB).

Figura 39: Clasificacion en
funcion del estadio del tumor
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1-4. CARACTERISTICAS DE LA CIRUGIA

1-4.1. Tipo de reseccion

Todos los pacientes fueron intervenidos con intencidn curativa, es decir, con fines radicales, conforme a las re-
comendaciones de reseccion en el carcinoma broncogénico no microcitico (67, 88, 224, 227).

Se realizaron (figura 40):

Resecciones segmentarias: 31 (19,4 %)

Lobectomias: 95 (59,4 %)

Bilobectomias: 6 (3,4 %)

Neumonectomias: 28 (17,5 %). De ellas, 20 fueron izquierdas y 8 derechas.

Los criterios para decidir la realizacion de una reseccion segmentaria en lugar de una lobectomia, bilobectomia
0 neumonectomia, fueron la situacion funcional limite del paciente o su comorbilidad. Por estadios, la distribucion

del tipo de reseccion queda conforme se aprecia en la tabla 46.

Figura 40: Clasificacion en funcion

del tipo de reseccion quirurgica realizada.

Durante el procedimiento quirtrgico, ademas de la reseccion pulmonar, se realizd en todos los casos una di-
seccion ganglionar sistematica del mediastino (67), es decir, una linfadenectomia mediastinica sistematica, inclu-
yendo las siguientes regiones:

- Enel lado derecho:
e Paratraqueal derecha alta (2R)
e Paratraqueal derecha baja (4R)
e Traqueobronquial o hiliar (10)
e Subcarinal (7).
¢ De forma variable en algunos casos se incluyeron:
- Paraesofagica (8)

- Ligamento pulmonar (9).
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- Enel lado izquierdo:
e Lobulo superior izquierdo:
- Para-aortica (6)
- Sub-aértica (5)
- Subcarinal (7)
- Traqueobronquial o hiliar (10)
e [obulo inferior izquierdo:
- Subcarinal (7)
- Traqueobronquial o hiliar (10)
- Paraesofagica (8)
- Ligamento pulmonar (9)

- De forma variable se incluyeron las regiones 5 y 6.

Tabla 36: Tipo de reseccion por estadio tumoral

Tipod

reseccion IA B ITA B Total
S 8 21 | | 05
Lobectomia 20 65 1 9 95
E 1 5 0 0 31
N 0 20 0 8 28

Todas las resecciones quirtirgicas fueron realizadas a través de una toracotomia posterolateral. El paciente se
posicioné en todos los casos en decubito lateral contralateral al lado a intervenir. Se realizé intubacion orotraqueal
selectiva con tubo de doble luz para colapso del pulmoén a operar.

Todos los procedimientos quirurgicos fueron realizados por un mismo equipo de cirujanos con criterios
homogéneos y consensuados en cuanto a indicacion, tipo de reseccion, técnica quirargica, protocolos de cuidados

postoperatorios y seguimiento.

1-4.2. Complicaciones

Aparecieron complicaciones postoperatorias en 45 casos (28,1 %). Entre ellas cabe sefialar:
- Infeccidon de la herida quirtrgica en 8 casos
- Infeccidn respiratoria/neumonia en 8§ casos

- Arritmias en 23 casos (22 de ellos taquicardias supraventriculares)
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- Fuga aérea persistente en 7 casos
- Empiema en 2 casos
- Atelectasias en 22 casos
- Hemotorax en 4 casos
- Tromboembolismo pulmonar, como manifestacion de una enfermedad tromboembdlica venosa
(ETEV), en 1 caso
- Infarto agudo de miocardio, en 1 caso
Como ya hemos dicho, en la muestra seleccionada no se incluye ningtin caso de mortalidad postoperatoria. De
manera que todos los pacientes que presentaron complicaciones postquirtirgicas se recuperaron de ellas satisfacto-

riamente y se consider6 que su presencia no condicion6 su situacion clinica a largo plazo.

2. ANALISIS DE SUPERVIVENCIA

2-1. SUPERVIVENCIA GLLOBAL DE LA SERIE

Para la totalidad de la serie la supervivencia estimada segun el método de Kaplan y Meier a uno, tres y cinco
aflos desde el momento de la reseccion pulmonar fue de 93,1 %, 67,4 % y 54,4 % respectivamente. La supervi-

vencia estimada libre de enfermedad a uno, tres y cinco afios fue 83,7 %, 61,9 % y 51,9 % respectivamente.

SERIE GLOBAL 1 ano 3 anos 5 anos
Supervivencia global 93,1 % 67,4 % 54,4 %

: o i
Supervivencia libre de 83.7 % 61,9 % 51,9 %
enfermedad

Media de supervivencia global: 82,4 meses [IC al 95 % (70,9 —93,9)]
Mediana de supervivencia global: 73 meses [IC al 95 % (52,4 — 93,6)]
Primer cuartil Q1 (25 %): 129 meses (error tipico: 19,3)

Tercer cuartil Q3 (75 %): 27 meses (error tipico: 3,4)

Media de supervivencia libre de enfermedad: 78,1 meses [IC al 95 % (66,1 —90,1)]
Mediana de supervivencia libre de enfermedad: 61 meses [IC al 95 % (40 — 82)]
La mediana de seguimiento fue de 58 meses

Las figuras 41 y 42 muestran las funciones de supervivencia global y de intervalo libre de enfermedad, respec-
tivamente.
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Figura 41: Curva de supervivencia global de la serie. Método de Kaplan y Meier.
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Figura 42: Curva de intervalo libre de recidiva. Método de Kaplan y Meier.
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2-2. PATRON DE MORTALIDAD Y RECURRENCIAS

A lo largo del seguimiento de los pacientes, no todos fallecieron en relacion a su enfermedad neoplasica pul-

monar. En 35 pacientes (39,8 % de los 88 fallecidos durante dicho seguimiento) la causa no estuvo relacionada

directamente con el proceso oncoldgico objeto de estudio.

Causa de muerte 0

(N=88 fallecidos) gzl 7

Cancer de pulmon 53 60,2 %
Otras causas 35 39,8 %

Las figuras 43 y 44 muestran las funciones de densidad de probabilidad de mortalidad y de recidiva, respecti-

vamente. Nos permiten apreciar, especialmente si observamos la correspondiente al riesgo de recidiva, como la

mayor densidad de dicho riesgo tiene lugar durante el segundo y tercer afio, lo cual coincide con una densidad de

mortalidad aumentada. A partir de los 5 afios ambas graficas tienden hacia una meseta.

Figura 43: Funciones de densidad de probabilidad de mortalidad de la serie global para 5 afios (izquierda)

y 10 afios (derecha)
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Figura 44: Funciones de densidad de probabilidad de recidiva de la serie global para 5 aiios (izquierda) y
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Si estratificamos la recidiva por el tipo (figura 45) encontramos que se distribuyen de forma mas o menos uni-
forme, con un claro predominio en los primeros 24 meses. Pasados los 3 afios aproximadamente ya no hay recidi-
vas locorregionales, y pasados los 5 afios ya solo se producen nuevas lesiones pulmonares (marcas de color

verde), lo cual hace pensar que se trata de nuevos tumores, y no de recidivas.

Figura 45: Funciones de densidad de probabilidad de recidiva por tipo para 5y 10 afios
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Del mismo modo podemos estratificar la mortalidad por causa, en funcion de los valores descritos anterior-

mente (figura 46). Vemos también que la mortalidad derivada del propio tumor acontece durante los primeros
aflos, mientras que pasados aproximadamente tres afos, deja paso a mortalidad por otras causas. Si destaca un
pequefio pico de mortalidad por causas ajenas al tumor durante los primeros 12 meses (marcas verdes en la zona

izquierda de las graficas, que se manifiesta mas en la que representa solo los cinco primeros afios desde la resec-

cion).

Figura 46: Funciones de densidad de probabilidad de mortalidad por causa para 5y 10 afios
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Finalmente, analizamos si la causa de muerte por el tumor y la causa de muerte por una circunstancia ajena
al mismo, varian en pacientes por encima y por debajo de 70 afios (figura 47). No se encontraron diferencias en

las curvas de supervivencia en ninguno de los casos.

Figura 47: Curvas de supervivencia considerando como causa de muerte el tumor (A) y una causa distinta
al tumor (B) estratificando en funcion de la edad.
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2-3. SUPERVIVENCIA EN FUNCION DE FACTORES DEMOGRAFICOS

Mujeres
6%

2-3.1. Genero

Entre los pacientes varones la supervivencia estimada segiin
el método de Kaplan y Meier a 1, 3 y 5 aflos desde el momento de
la reseccion pulmonar fue de 92,6 %, 66,1 % y 53,4 % respecti-
vamente. En el grupo de mujeres ascendioé a 100 %, 88,9 % y 66,7

% respectivamente.

La supervivencia estimada libre de enfermedad a 1, 3 y 5 afios fue 86,3 %, 67,4 %y 62,1 % respectivamen-

te para los varones y de 80 %, 80 % y 64 % respectivamente para las mujeres.

GENERO SV a1 afo SV a 3 anos SV a 5 anos Mediana
Masculino 92,6 % 66,1 % 53,4 % 71 meses
Femenino 100 % 88,9 % 66,7 % 88 meses

SV = probabilidad de supervivencia en el tiempo indicado
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GENERO LR a 1 afio LR a 3 anos LR a 5 afos Mediana
Masculino 83,9 % 60,7 % 51 % 61 meses
Femenino 80 % 80 % 64 % 61 meses

LR = probabilidad de mantenerse libre de recidiva en el tiempo indicado

Se encontré una tendencia a un mejor prondstico en términos de supervivencia global y libre de recidiva, si

bien las diferencias no resultaron estadisticamente significativas en el estudio univariante (figura 48).

Figura 48: Funciones de probabilidad de supervivencia (izquierda) e intervalo libre de recidiva (derecha)

en funcion del género.
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2-3.2. Edad

Al ser la edad una variable cuantitativa se ha esta-
blecido un punto de corte arbitrario en 70 afios. Si bien
en la actualidad la mayoria de estudios que buscan clasi-
ficar los pacientes intervenidos por carcinoma bron-
cogénico en funcion de su riesgo quirirgico establecen

habitualmente el punto de corte en los 75 o incluso los

N p=0,08
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> 70 anos
34%
<70 anos
66%

80 afios (225, 257), la edad de 70 afios ha sido durante mucho tiempo la que abria las puertas a ese grupo llamado

de pacientes “longevos” (258, 259).

El primer grupo incluye en nuestro caso pacientes menores de 70 afios (105 casos) y el segundo aquéllos de

70 o mas afios de edad (55 casos).

La probabilidad de supervivencia estimada segun el método de Kaplan y Meier quedo distribuida de la si-

guiente forma:
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EDAD SV al ano SV a 3 anos SV a 5 anos Mediana
<70 afnos 92,3 % 68 % 57,4 % 92 meses
> 70 anos 94,5 % 66,5 % 48,5 % 59 meses

2

V = probabilidad de supervivencia en el tiempo indicado

EDAD LR a1 afio LR a 3 afios LR a 5 afios Mediana
<70 afos 83,7 % 63 % 55,8 % 88 meses
> 70 anos 83,6 % 59,9 % 443 % 44 meses

LR = probabilidad de mantenerse libre de recidiva en el tiempo indicado

Al comparar las curvas de supervivencia se aprecia una tendencia no significativa a favor de pacientes del
grupo de menor edad (p = 0,08). Esta tendencia se convierte en diferencia con significacion estadistica cuando
hablamos de comparar las curvas de probabilidad de ausencia de recidiva (figura 49A). Si comparamos las curvas
de supervivencia de los pacientes fallecidos por su tumor o por otra causa, no encontramos diferencias en el
patron de como se produce esa mortalidad en el tiempo entre pacientes por debajo y por encima de 70 afios (figura
49B).

Figura 49: A. Funciones de probabilidad de supervivencia (izquierda) e intervalo libre de recidiva (dere-
cha) en funcion de la edad (punto de corte: 70 afios). B. Comparacion entre curvas de supervivencia para
los pacientes fallecidos por su tumor (izquierda) y por otra causa (derecha).
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2-4. SUPERVIVENCIA EN FUNCION FACTORES DERIVADOS DEL TUMOR

2-4.1. Tipo histologico L éluas grandes

6%

La probabilidad de supervivencia en funcién del tipo histologico del

tumor se indica en la siguiente tabla:

Tipo Histologico SV al ano SV a 3 afios SV a5 afos Mediana
Epidermoide 93,9 % 65,4 % 58,4 % 65 meses
Adenocarcinoma 92,3 % 71,2 % 54,1 % 64 meses
ICG 88,9 % 66,7 % 66,7 % 88 meses

ICG: Indiferenciado de células grandes
SV: probabilidad de supervivencia

La probabilidad de permanecer libre de enfermedad segun el tipo histoldgico es:

Tipo Histolégico LR a 1 afo LR a 3 afios LR a5 afios Mediana
Epidermoide 83,7 % 60,9 % 50,6 % 61 meses
Adenocarcinoma 82,7 % 63 % 52,3 % 61 meses
ICG 66,7 % 66,7 % 66,7 % 88 meses

ICG: Indiferenciado de células grandes
LR: probabilidad de permanecer libre de recidiva en un tiempo dado

En el estudio por el método de /log-rank no se encontraron diferencias en la probabilidad de supervivencia

global o libre de recidiva al comparar las curvas correspondientes a cada tipo histologico (figura 50).

Figura 50: Funciones de probabilidad de supervivencia (izquierda) e intervalo libre de recidiva (derecha)
en funcion del tipo histologico
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2-4.2. Grado de diferenciacion Indiferanclados -
Bueno 6% obre
19%

30%

La probabilidad de supervivencia en funcion del grado de dife-

renciacion del tumor resecado queda de la siguiente manera:

Moderado
45%

Grado diferenciacién SV al ano SV a 3 anos SV a 5 anos Mediana
Bueno 100 % 77 % 64,3 % 129 meses
Moderado 94,3 % 66,6 % 53,3 % 62 meses
Pobre 80,6 % 54,6 % 40,4 % 43 meses
Indiferenciado 88,9 % 66,7 % 66,7 % 88 meses

SV: probabilidad de supervivencia

La probabilidad de permanecer libre de recidiva en funcion del grado de diferenciacion del tumor es:

Grado diferenciacién LR a1 afio LR a 3 afios LR a 5 afios Mediana
Bueno 85,4 % 68,6 % 61,2 % 104 meses
Moderado 87,3 % 61,2 % 51,2 % 61 meses
Pobre 71 % 51,6 % 36,4 % 39 meses
Indiferenciado 66,7 % 66,7 % 66,7 % 88 meses

LR: probabilidad de permanecer libre de recidiva en un tiempo dado

Al comparar las curvas de supervivencia mediante el método de log-rank (figura 51) se encuentra que el
prondstico en términos de supervivencia empeora de forma casi significativa conforme disminuye el grado de
diferenciacion del tumor (p=0,05). Los tumores indiferenciados, en numero de nueve, parecen no seguir esta ten-
dencia, aunque este escaso numero de ellos no permite establecer conclusiones al respecto.

Esta tendencia también se aprecia al hablar de probabilidad de permanecer libre de recidiva (figura 52); sin

embargo pierde claramente su significacion (p = 0,2).

Figura 51: Funcién de probabilidad de
supervivencia global en funcion del
grado de diferenciacion
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Figura 52: Funcion de intervalo libre
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Para profundizar un poco mas en el valor prondstico de esta variable procedemos a realizar un modelo de re-
gresion de riesgos proporcionales de Cox para variable pronostica con k categorias (en este caso 4). Este modelo
confirma que el riesgo de mortalidad aumenta segiin disminuye el grado de diferenciacion del tumor resecado. Y

pone de manifiesto que dicha mortalidad se duplica cuando el tumor es poco diferenciado en relacion a si el tumor

es muy diferenciado. Exp(B) =2,01. IC 95 % (1,09 — 3,70)
p=0,03
Asimismo se evidencia que la tendencia en términos de supervivencia libre de recidiva se mantiene de forma
significativa. Exp(B) =1,83. IC 95 % (1,02 — 3,28)
p=0.04

A continuacion definimos de forma aleatoria dos grupos en funcién del grado de diferenciacion del tumor,
bajo la hipotesis parcialmente confirmada con el modelo de regresion de Cox de que el empeoramiento significa-
tivo de la supervivencia se producia en el escaldon entre moderadamente y pobremente diferenciado. Se establecie-

ron pues dichos dos grupos:

Bien diferenciados

. . Grupo 1: diferenciados
Moderadamente diferenciados

Poco diferenciados Grupo 2: indiferenciados
Indiferenciados
—
Grado diferenciacién SV a1 afio SV a 3 afios SV a 5 afios Mediana
Grupo 1: diferenciados 96,6 % 70,9 % 57,7 % 73 meses
Grupo 2: indiferenciados 82,5 % 57,4 % 45,1 % 44 meses

SV: probabilidad de supervivencia
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Grado diferenciacién LR a 1 afo LR a 3 afios LR a 5 afios Mediana
Grupo 1: diferenciados 86,6 % 64,3 % 55,1 % 71 meses
Grupo 2: indiferenciados 70 % 55 % 42,1 % 43 meses

LR: probabilidad de permanecer libre de recidiva en un tiempo dado

Con esta subclasificacion la comparacion entre las curvas de supervivencia global demuestra una tendencia a

un peor prondstico para los casos indiferenciados (grupo 2), pero que no resulta estadisticamente significativa al

realizar la comparacion don el test de Breslow (Wilcoxon generalizado), con un valor p de 0,09 (figura 53).

Figura 53: Funcién de probabilidad de supervi-
vencia global en funcion del grado de diferen-
ciacion tras crear dos grupos llamados
diferenciados e indiferenciados.
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Esta falta de significacion se mantiene si comparamos las curvas de intervalo libre de recidiva (p = 0,1) (fi-

gura 54).

Figura 54: Funcion de intervalo libre de re-
cidiva en funcion del grado de diferenciacion
tras crear dos grupos llamados diferenciados
e indiferenciados.
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2-4.3. Estadio

En lo referente al estadio se hizo un primer estudio de posible

120
influencia en el pronostico de la variable estadio entendiendo como 100

80

tal el estadio I 6 II.

60

Recordemos que de los 160 pacientes, 140 presentaban carci- 7

20 1

nomas broncogénicos no microciticos en estadio I y los 20 restantes 0

en estadio II. Comparamos la supervivencia y el intervalo libre de recidiva entre ambos grupos:

Estadio SV a1 afno SV a 3 afios SV a 5 afios Mediana
Estadio I 94,2 % 68,3 % 56,1 % 86 meses
Estadio II 85,7 % 61,9 % 45,7 % 59 meses

SV: probabilidad de supervivencia

Estadio LR a1l afio LR a 3 afios LR a 5 afios Mediana
Estadio I 82,6 % 61,4 % 52,6 % 62 meses
Estadio II 90,5 % 65,3 % 48.3 % 54 meses

LR: probabilidad de permanecer libre de recidiva en un tiempo dado

Al comparar las curvas de supervivencia e intervalo libre de recidiva no se encontraron diferencias en fun-
cion del estadio (figura 55), ni aplicando el test de log-rank ni el modelo de regresion de Cox para variables
prondsticas binarias (p = 0,3 para supervivencia y p = 0,9 para libre de enfermedad).

Figura 55: Funcion de supervivencia global (izquierda) e intervalo libre de recidiva (derecha) en funcién
del estadio tumoral (I 6 II)
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2-4.4. Clasificacion TNM

Si particularizamos para la clasificacion TNM encontrare-

mos que tampoco hay diferencias prondsticas entre los cuatro

grupos. Las tablas de supervivencia e intervalo libre de enfer-

medad quedan de la siguiente manera:

Estadio SV al ano SV a 3 anos SV a 5 anos Mediana
1A (TINOMO) 96,6 % 75,7 % 60,9 % 108 meses
IB (T2NOMO) 93,6 % 66,6 % 55,3 % 73 meses
A (TIN1MO) 50 % 50 % 50 % 11 meses
IIB (T2N1MO) 88,9 % 61,1 % 43,2 % 51 meses

SV: probabilidad de supervivencia

Estadio LR a1 afio LR a 3 afios LR a 5 afios Mediana
IA (TINOMO) 86,2 % 72,4 % 57,5 % 108 meses
IB (T2NOMO) 80 % 58,8 % 51,9 % 50 meses
IIA (TIN1MO) - - - -

IIB (T2N1MO0) 88,9 % 61,1 % 43.2 % 61 meses

LR: probabilidad de permanecer libre de recidiva en un tiempo dado

Figura 55: Funcion de supervivencia global (izquierda) e intervalo libre de recidiva (derecha) en funciéon de

la clasificacion TNM del tumor
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No se incluyen datos de los 2 pacientes en estadio IIA por el reducido nimero de casos. Ambos permanecie-

ron sin recidiva durante todo el seguimiento.

Tampoco haciendo el calculo mediante un regresion de Cox para variable pronostica con k categorias encon-

tramos que la clasificacion TNM sea un factor prondstico independiente (p=0,4).
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2-5. SUPERVIVENCIA EN FUNCION DE FACTORES DERIVADOS DEL
PROCEDIMIENTO QUIRURGICO

2-5.1. Tlipo de reseccion

Resecciones segmentarias: 31 (19,4 %)
Lobectomias: 95 (59,4 %)
Bilobectomias: 6 (3,4 %)

Neumonectomias: 28 (12,5 %)

Al analizar los resultados en términos de supervivencia global y libre de enfermedad en relacion a la técnica

quirurgica resectiva empleada encontramos los siguientes datos:

Tipo de cirugia SV a1 ano SV a 3 anos SV a 5 anos Mediana
Segmentaria 93,3 % 63,3 % 44.4 % 45 meses
Lobectomia 93,6 % 71,2 % 59,1 % 99 meses
Bilobectomia 100 % 66,7 % 66,7 % No alcanzada

Neumonectomia 89,3 % 55,7 % 47,4 % 73 meses

SV: probabilidad de supervivencia

Tipo de cirugia LR a1 afio LR a 3 afios LR a 5 afios Mediana
Segmentaria 83,9 % 60,4 % 41,7 % 45 meses
Lobectomia 84,1 % 65,9 % 55,5 % 99 meses
Bilobectomia 83,3 % 66,7 % 66,7 % No alcanzada

Neumonectomia 75 % 48.9 % 48.9 % 61 meses

LR: probabilidad de permanecer libre de recidiva en un tiempo dado

La comparacion de las curvas de supervivencia global muestra una clara tendencia hacia mejor pronostico en
pacientes en quienes se realizo una lobectomia o bilobectomia. Sin embargo, como se ve en la figura 56 izquierda,
la divergencia de las curvas aparece tardiamente, a partir de los tres afios de seguimiento. La comparacion de di-

chas curvas resulto casi significativa con el test de log-rank (p = 0,006).

Respecto a la supervivencia libre de enfermedad, solo la curva de neumonectomia se “descolgd™ a partir de

los 12 meses, sin alcanzar diferencias significativas (figura 56 derecha).
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Figura 56: Funcion de supervivencia global (izquierda) e intervalo libre de recidiva (derecha) en relacién al
tipo de cirugia de reseccion pulmonar realizada.
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Es cierto que la técnica quirurgica mas frecuentemente realizada fue la lobectomia (95 casos, 59,4 %). Sin
embargo, hay un nimero no desdenable de resecciones segmentarias atipicas (19,4 % de la serie) y de
neumonectomias (17,5 % del total).

Bajo la hipotesis de que la reseccion segmentaria atipica podria ser la Uinica a priori no oncoldgica (aunque
este aspecto es discutible), procedimos a comparar la supervivencia global y libre de enfermedad entre pacientes
con reseccion segmentaria atipica y todos los demas (incluyendo en el mismo grupo lobectomias, bilobectomias y

neumonectomias). Las tablas quedaron de la siguiente manera:

Tipo de cirugia SV al ano SV a 3 anos SV a 5 afos Mediana
Segmentaria 93,3 % 66,7 % 44.4 % 45 meses
Resto 93 % 67,6 % 56,9 % 86 meses

SV: probabilidad de supervivencia

Tipo de cirugia LR a1 afio LR a 3 afos LR a 5 afios Mediana
Segmentaria 83,9 % 60,4 % 41,7 % 45 meses
Resto 83,6 % 62,3 % 54,5 % 86 meses

LR: probabilidad de permanecer libre de recidiva en un tiempo dado

Las curvas de supervivencia (figura 57 izquierda) comienzan a divergir a partir de los tres afios. Sin embargo,

en la curva de intervalo libre de enfermedad no hay tal divergencia, sobre todo si cortamos a los cinco afios de
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seguimiento. En cualquier caso no hubo diferencias en el estudio de log-rank. Interpretaremos este aspecto en la
discusion.
Figura 57: Funcion de supervivencia global (izquierda) e intervalo libre de recidiva (derecha) en relacion al

tipo de cirugia de reseccion pulmonar realizada, agrupando las categorias de la variable en reseccion seg-
mentaria versus el resto de tipos de reseccion
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Dado que no se hallaron diferencias se penso que quiza la tendencia encontrada al evaluar los distintos tipos
de cirugia dependia de una supervivencia disminuida que pudiera venir determinada por el propio procedimiento
que supone la neumonectomia. Asi pues, se recodificd de nuevo la variable agrupando en dos nuevas categorias, a
saber, neumonectomia versus resto de tipos de reseccion quirurgica (incluyendo en el mismo grupo resecciones

segmentarias, lobectomias y bilobectomias). Estos fueron los resultados:

Tipo de cirugia SV a1 ano SV a 3 anos SV a 5 anos Mediana
Neumonectomia 89,3 % 55,7 % 47,4 % 38 meses
Resto 93,9 % 69,9 % 55,8 % 86 meses

SV: probabilidad de supervivencia

Tipo de cirugia LR a1 afio LR a 3 afios LR a5 afios Mediana
Neumonectomia 75 % 48.9 % 48,9 % 24 meses
Resto 85,5 % 64,7 % 52,6 % 72 meses

LR: probabilidad de permanecer libre de recidiva en un tiempo dado

No encontramos tampoco diferencias estadisticas en cuanto al tipo de reseccion, ni en SV (p=0,3) ni en SLE
(p=0,4) (figura 58).
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Figura 58: Funcion de supervivencia global (izquierda) e intervalo libre de recidiva (derecha) en relacién al
tipo de cirugia de reseccion pulmonar realizada, agrupando las categorias de la variable en neumonectomia
versus el resto de tipos de reseccion.
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La interpretacion de estos resultados nos hace pensar que el incremento de la mortalidad en los primeros afios
de seguimiento en pacientes neumonectomizados podria haber estado en relacion con la mortalidad inherente al
propio tipo de reseccion, mas que debida a un peor pronostico derivado del tumor. Sobre todo por cuanto una
neumonectomia puede parecer una reseccion mas radical y oncoldgica que otras de menor cuantia. Por eso se
decidio estratificar al analisis de esta variable (neumonectomia versus resto de resecciones) por la causa muerte
(derivada del tumor o no).

Los resultados hallados se indican en la figura 59. Vemos como la mortalidad aumentada en la curva de
neumonectomia no estaba en relacion a un peor prondstico del tumor en esos pacientes, sino a una mayor mortali-
dad no oncologica (p = 0,01 en el test de log-rank al comparar las curvas de neumonectomia versus resto de resec-
ciones).

Con este resultado pensamos en hacer lo mismo para los casos con reseccion segmentaria, valorando asi si
esa mayor mortalidad no significativa de la reseccion segmentaria atipica se hacia significativa al filtrar por muer-
te de causa oncologica o si la diferencia se tornaba hacia un fallecimiento de los pacientes en los primeros afios

por otra causa distinta.
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Figura 59: Funcion de supervivencia global en relacion al tipo de cirugia de reseccién pulmonar reali-
zada, agrupando las categorias de la variable en neumonectomia el resto de tipos de reseccion y estratifi-

cando por causa de muerte (el tumor, a la izquierda, y otra causa, a la derecha).
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Los resultados de este analisis se muestran en la figura 60. No se aprecian diferencias ni en la muerte asocia-
da al tumor, ni en muerte por otra causa. Esto explica la ausencia de diferencias significativas en el estudio de la

reseccion segmentaria como factor pronostico en nuestra serie (figura 57).

Figura 60: Funcion de supervivencia global en relacion al tipo de cirugia de reseccion pulmonar realizada,
agrupando las categorias de la variable en reseccion segmentaria versus el resto de tipos de reseccion y es-
tratificando por causa de muerte (el tumor, a la izquierda, y otra causa, a la derecha).
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2-6. SUPERVIVENCIA EN FUNCION DE FACTORES BIOMOLECULARES

2-6.1. Introduccion

Aunque ya lo hemos detallado en el apartado de Material y Métodos, reproducimos de nuevo aqui la forma

de desarrollar los resultados para las 21 proteinas analizadas, con el fin de que sea mas sencilla su comprension.

En todos los casos se hace de la misma manera y siguiendo los siguientes pasos:

¢ “Tasa de expresion de la proteina”: Determinacion de en qué proporcion de las muestras analizadas se ex-

presan dichas proteinas y a qué intensidad de inmunorreactividad corresponden las categorias positiva y
negativa (ver seccion de material y métodos).

¢ “Expresion en funcidn del tipo histoloégico”: Desarrollo de una tabla de contingencia que determine el nivel

de expresion en funcidn del tipo histologico del tumor, buscando si existen diferencias significativas en
funcién de los grupos. Se representa con diagrama de barras, indicando sobre la barra correspondiente a
cada valor de la variable el porcentaje de muestras en que la expresion de la proteina es positiva (ejemplo
+61,2%).

e “Expresion en funcion del grado de diferenciacion”: Desarrollo de una segunda tabla de contingencia en

que se ponga de manifiesto la expresion de la proteina en funcion del grado de diferenciacion del tumor,
analizando igualmente si hay diferencias en funcion de dicha variable. También se representa con dia-
grama de barras, indicando sobre la barra correspondiente a cada valor de la variable el porcentaje de

muestras en que la expresion de la proteina es positiva (ejemplo +50,3%).

® “Supervivencia global”: Analisis del nivel de expresion de la proteina como potencial factor pronostico de
supervivencia global.
a. Comparacion de curvas de supervivencia estimada mediante test de log-rank
i. Del global de la serie
ii. Estratificando por tipo histologico y grado de diferenciacion (si la expresion era diferen-
te en funcion de alguna de dichas variables segtn las tablas de contingencia)
b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox

e “Supervivencia libre de recidiva™ Analisis del nivel de expresion de la proteina como potencial factor

pronostico de recidiva.
a. Comparacion de curvas de supervivencia estimada mediante test de log-rank
i. Del global de la serie
ii. Estratificando por tipo histologico y grado de diferenciacion (si la expresion era diferen-
te en funcion de alguna de dichas variables segtn las tablas de contingencia)
b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox

¢ “Conclusiones”: resumen de los hallazgos en el estudio de la variable.

- Nota importante: En las proteinas en las que la intensidad de inmunorreactividad ha sido cuantificada de mas
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de una manera (ver seccion de material y métodos) los pasos arriba resefiados se repiten para las distintas formas
en que se ha realizado dicha evaluacion.
- Puntualizacion respecto a las graficas: las curvas que analizan supervivencia global se presentan en color azul

y verde, mientras que las que hacen referencia a la supervivencia libre de enfermedad lo son en azul y rojo.

2-6.2. Analisis previo. Patron de expresion de las distintas proteinas analizadas en
funcion de la variable fumador.

Dado que en los ultimos afios, y con la tecnologia de Tissue-Arrays, varios estudios han relacionado distintos
patrones de expresion de proteinas en pacientes con carcinoma broncogénico con el patrén de su hébito tabaquico
(260), decidimos hacer nuestro primer analisis de forma similar. De encontrar relacion en alguna o algunas de las
variables, el enfoque de su estudio posterior podria variar.

Como resultados, encontramos que solo la expresion de p27 (considerando positiva cualquier grado de inmu-
norreactividad) mostré una tendencia a expresarse en mayor medida entre pacientes no fumadores, aunque no
alcanz6 significacion estadistica (p = 0,08). No se encontr6 una relacion entre el grado de expresion y el habito

tabaquico para ninguna de las restantes proteinas.
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2-6.3. Proteina Ciclina A

2-6.3.a. Criterio Ginico: positiva si inmunorreactividad > 5 %
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ii. Estratificado por tipo histologico: no hubo diferencias significativas.

b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox
HR =1,06. IC 95 % (0,7 — 1,6). p= 0,78

4. Supervivencia libre de recidiva:
a. Comparacion de curvas de supervivencia estimada mediante test de log-rank

i. Del global de la serie
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ii. Estratificado por tipo histoldgico: No hubo diferencias significativas

b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox
HR =1,07.IC 95 % (0,7 —-1,6). p=0,9.

5. Conclusiones:

La expresion de ciclina A, correspondiente a una inmunorreactividad superior al 5 % fue significativamente
mayor en los tumores de estirpe escamosa que en el adenocarcinoma y el indiferenciado de células grandes (p <
0,05).

No hubo diferencias en la expresion en funcion del grado de diferenciacion del tumor.

La ciclina no se manifiesta como factor prondstico independiente de supervivencia global ni libre de recidiva

en nuestra serie.
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2-6.4. Proteina p53

2-6.4.a. Criterio 1: p53 positiva si inmunorreactividad > 25 %
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ii. No procede estratificacion, ya que no hay diferencias en la expresion ni por tipo histolo-
gico ni por grado de diferenciacion.
b. Comparacion de curvas de supervivencia estimada mediante test de log-rank
HR =0,88. IC 95 % (0,6 — 1,3)

4. Supervivencia libre de recidiva:

a. Comparacion de curvas de supervivencia estimada mediante test de log-rank
i. Del global de la serie
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ii. No procede estratifica-
cion, ya que no hay diferencias en la expresion ni por tipo histolégico ni por grado de di-
ferenciacion.

b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox
HR =0,78.IC 95 % (0,5 - 1,2). p=0,26.

5. Conclusiones:

El patrén de distribucion de p53 fue similar en funcion del tipo histologico y del grado de diferenciacion.
El p53 no se manifiesta como factor prondstico independiente de supervivencia libre de enfermedad en nues-

tra serie.

2-6.4.b. Criterio 2: p53 positiva si inmunorreactividad > 10 %

1. Tasa de expresion de la proteina:

Frecuencia

45,6% Positiva (>10%)
54,4% Negativa (< 10%)

Valor de intensidad de positividad - p53
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2. Expresién en funcion del tipo histologico y grado de diferenciacion:
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ii. No procede estratificacion, ya que no hay diferencias en la expresion ni por tipo histolo-
gico ni por grado de diferenciacion.

b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:
HR =0,99.IC 95 % (0,7 - 1,5). p=0,97

4. Supervivencia libre de recidiva:

a. Comparacion de curvas de supervivencia estimada mediante test de log-rank
i. Del global de la serie
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ii. No procede estratificacion, ya que no hay diferencias en la expresion ni por tipo histolo-
gico ni por grado de diferenciacion.

b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:
HR =0,89.IC 95 % (0,6 — 1,3). p= 0,88

5. Conclusiones:

El p53 no se manifiesta como factor prondstico independiente de supervivencia global en nuestra serie, tampo-

co bajo el criterio de positividad de inmunorreactividad por encima del 10 % de las células.

Con este criterio, el patron de distribucion continué siendo homogéneo en funcion del tipo histologico y el

grado de diferenciacion.
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2-6.5. Proteina cdkl

2-6.5.a. Criterio inico: cdki1 positiva si inmunorreactividad en > 5 %
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ii. No procede estratificacion, ya que no hay diferencias en la expresion ni por tipo histolo-
gico ni por grado de diferenciacion.

b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:
HR =1,03.IC 95 % (0,61 — 1,71). p= 0,92

4. Supervivencia libre de recidiva:

a. Comparacion de curvas de supervivencia estimada mediante test de log-rank
i. Del global de la serie
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ii. No procede estratificacion, ya que no hay diferencias en la expresion ni por tipo histolo-
gico ni por grado de diferenciacion.
b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:
HR =0,93. IC 95 % (0,56 — 1,55). p=0,77

5. Conclusiones:

La proteina cdkl se distribuyé de forma homogénea entre los distintos tipos histologicos y grados de diferen-
ciacion tumoral.

La expresion de proteina cdkl en mas del 5 % de las células no resultd un factor prondstico en nuestra serie.
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2-6.6. Proteina c-mye

2-6.6.a. Criterio 1: c-myc positiva si inmunorreactividad en > 5 %
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i. Del global de la serie
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ii. No procede estratificacion, ya que no hay diferencias en la expresion ni por tipo histolo-
gico ni por grado de diferenciacion.
b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:
HR =1,13.IC 95 % (0,73 — 1,74)

4. Supervivencia libre de recidiva:

a. Comparacion de curvas de supervivencia estimada mediante test de log-rank
i. Del global de la serie

p=0,54
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ii. No procede estratificacion, ya que no hay diferencias en la expresion ni por tipo histolo-
gico ni por grado de diferenciacion.
b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:
HR =1,14. IC 95 % (0,75 — 1,74)
5. Conclusiones:

La proteina c-myc se distribuyd de forma homogénea entre los distintos tipos histologicos y grados de diferen-
ciacion tumoral.

La expresion de proteina c-myc en mas del 5 % de las células no resulté un factor pronostico en nuestra serie.

2-6.6.b. Criterio 2: c-myc positiva si inmunorreactividad en > 20 %

1. Tasa de expresion de la proteina:

16,3%

Frecuencia

Positiva (>20%)
Negativa (£20%)

83,7%

Valor de positividad - c-myc
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2. Expresion en funcion del tipo histologico:
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cmy > 30%
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Encontramos que la expresion de c-myc es diferente en funcion del tipo histologico del tumor, a expensas de

una mayor expresion en los tumores de tipo indiferenciados de células grandes.

Recodificando la variable para valorar si la expresion es homogénea entre los dos tipos histologicos méas preva-

lentes (escamoso y adenocarcinoma), procedemos a repetir el calculo eliminando los indiferenciados de células

grandes (grafico de la derecha).

En efecto, vemos como la expresion de c-myc considerando positiva la inmunorreactividad por encima del

20% de las células, es homogénea entre carcinoma escamoso y adenocarcinoma, y estd aumentada de forma signi-

ficativa en los carcinomas indiferenciados de células grandes.

3. Expresion en funcion del grado de diferenciacion:

+19,4%

80

+8,3%
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p < 0,01
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+55,6%
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Recuento
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+19,49

Moderado
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c-myc > 20%
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W Postiva

De igual manera vemos que la expresion de c-myc segun el criterio definido previamente es significativamente

mayor en los tumores indiferenciados. Si recodificamos eliminando dicho subgrupo de tumores, encontramos que
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la expresion es homogénea entre los tumores bien, moderada y pobremente diferenciados (p = 0,16 en el test de
chi-cuadrado de Pearson).

4. Supervivencia global:
a. Comparacion de curvas de supervivencia estimada mediante test de log-rank
i. Del global de la serie
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Encontramos que la expresion de c-myc con una inmunorreactividad en mas del 20 % de las células se com-

porta como factor pronodstico de supervivencia global para los pacientes del estudio.

EXPRESION SValafio SVa3afios SVa5aios Mediana IC 95 %
Negativa 93,2 % 69,6 % 57,9 % 88 meses 60 — 116 meses
Positiva 92,1 % 56,1 % 37,1 % 43 meses 15,4 — 70,6 meses

ii. Estratificando por tipo histologico.

El estudio univariante ajustado por tipo histolégico mantiene la expresion de c-myc como factor prondstico de

supervivencia global en nuestra serie (p = 0.03).

iii. Estratificando por grado de diferenciacion.

El estudio univariante ajustado por grado de diferenciacion mantiene la expresiéon de c-myc como factor

prondstico de supervivencia global en nuestra serie (p = 0,025).

b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox

La expresion de c-myc actué como factor pronostico independiente de peor supervivencia en los pacientes ana-

lizados, ajustado por tipo histologico, asociandose a un aumento de 1,8 veces del riesgo a fallecer, con un IC al 95

%: 1,08 a 3,1) (p=0,028).
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La expresion de c-myc actud como factor pronéstico independiente de peor supervivencia en los pacientes ana-

lizados, ajustado por grado de diferenciacion, asociandose a un aumento de 1,8 veces del riesgo a fallecer, con un

IC al 95 %: 1,08 a3 (p=0,025).

5. Supervivencia libre de recidiva:

a. Comparacion de curvas de supervivencia estimada mediante test de log-rank
i. Del global de la serie

p = 0,056
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Encontramos que la expresion de c-myc con una inmunorreactividad en mas del 20 % de las células presenta
una tendencia que no llega a ser significativa a comportarse como factor de mal pronéstico de supervivencia libre

de recidiva en la serie (p= 0,056).

ii. Estratificando por tipo histologico y por grado de diferenciacion

No aparecen diferencias en las curvas de supervivencia cuando se estratifica por tipo histologico y grado de di-
ferenciacion. Sin embargo persistio la tendencia de forma similar, de modo que la expresion de c-myc por encima
del 20 % en las muestras mostrd casi actuar como factor de mal pronostico en cuanto a supervivencia libre de
enfermedad (p= 0,055 y 0,064 en ajustes por tipo histoldgico y por grado de diferenciacion, respectivamente.

b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:
HR =1,63. IC 95 % (0,98 — 2,71). p = 0,06

La expresion de c-myc mostré una importante tendencia a actuar como factor de mal prondstico cuando se ana-
lizo la supervivencia libre de enfermedad, si bien no llegd a ser estadisticamente significativa por ser el limite

inferior del intervalo de confianza al 95 % de 0,98, es decir, algo inferior a 1 (p=0,06).
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6. “Conclusiones”

La expresion de c-myc con inmunorreactividad en mas del 20 % de las células no fue homogénea por tipo his-
tologico. Se asocid a una mayor expresion en los tumores indiferenciados de células grandes. Si eliminamos los
casos con ese tipo histologico, la expresion en epidermoides y adenocarcinomas si es homogénea.

Como es de esperar la expresion fue mayor en los tumores con una grado de diferenciacion bajo o tumores in-
diferenciados, como hemos dicho.

Encontramos que la expresion de c-myc con inmunorreactividad en mas del 20 % de las células se comporta
como factor prondstico de supervivencia global para los pacientes del estudio (p=0,02).

La expresion de c-myc actudé como factor pronostico independiente de peor supervivencia en los pacientes ana-

lizados, ajustado por tipo histologico, asociandose a un aumento de 1,8 veces del riesgo a fallecer, con un IC al 95
%: 1,08 a 3,1) (p=0,028).

La expresion de c-myc actué como factor pronostico independiente de peor supervivencia en los pacientes ana-

lizados, ajustado por grado de diferenciacion, asociandose a un aumento de 1,8 veces del riesgo a fallecer, con un
IC al 95 %: 1,08 a 3 (p=0,025).

La expresion de c-myc mostré también comportarse como factor de mal pronostico independiente, aunque no

llego a ser estadisticamente significativo, cuando se analizo la supervivencia libre de enfermedad.
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2-6.7. Proteina cdk?2

2-6.7.a. Criterio 1: cdk2 positiva si inmunorreactividad en > 5 %

1. Tasa de expresion de la proteina:
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3. Supervivencia global:
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ii. No procede estratificacion, ya que no hay diferencias en la expresion ni por tipo histolo-
gico ni por grado de diferenciacion.
b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:
HR =0,72.IC 95 % (0,4 — 1,29). p= 0,27

4. Supervivencia libre de recidiva:
a. Comparacion de curvas de supervivencia estimada mediante test de log-rank
i. Del global de la serie
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ii. No procede estratificacion, ya que no hay diferencias en la expresion ni por tipo histolo-
gico ni por grado de diferenciacion.
b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:
HR =0,74.1C 95 % (0,42 - 1,31). p=0,3

5. Conclusiones:

La proteina cdk2 se expreso de forma homogénea entre los distintos tipos histologicos y grados de diferencia-

cidon tumoral.

La expresion de proteina cdk2 en mas del 5 % de las células no resultd un factor prondstico en nuestra serie.

2-6.7.b. Criterio 2: cdk2 positiva si cualquier valor de inmunorreactividad

1. Tasa de expresion de la proteina:

Frecuencia

AL Positiva (>0%) 07

Negativa (0%)

58,1%

1 2
Valor de positividad - cdk2
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2. Expresién en funcidn del tipo histologico vy el grado de diferenciacion:
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3. Supervivencia global:

a. Comparacion de curvas de supervivencia estimada mediante test de log-rank
i. Del global de la serie
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ii. No procede estratificacion, ya que no hay diferencias en la expresion ni por tipo histolo-
gico ni por grado de diferenciacion.
b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:
HR =1,02. IC 95 % (0,67 — 1,56). p = 0,93

4. “Supervivencia libre de recidiva”

a. Comparacion de curvas de supervivencia esti-
mada mediante test de log-rank p=0,7 k2 >0
i. Del global de la serie - Tt s
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ii. No procede estratificacion, ya que no hay diferencias en la expresion ni por tipo histolo-
gico ni por grado de diferenciacion.
b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:
HR =1,09.IC 95 % (0,71 — 1,66). p=0,7

5. Conclusiones:

La proteina cdk?2 se expres6 de forma homogénea entre los distintos tipos histologicos y grados de diferencia-
cion tumoral.

La expresion de proteina cdk2 en cualquier porcentaje de células no resulté un factor prondstico en nuestra serie.
* %k *k
2-6.8. Proteina caspasa 3a

2-6.8.a. Criterio Ginico: caspasa 3a positiva si inmunorreactividad en > 25 %

1. Tasa de expresién de la proteina:
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3. Supervivencia global:
a. Comparacion de curvas de supervivencia estimada mediante test de log-rank
i. Del global de la serie
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ii. No procede estratificacion, ya que no hay diferencias en la expresion ni por tipo histolo-
gico ni por grado de diferenciacion.

b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:
HR =1,02. IC 95 % (0,69 — 1,65). p= 0,94

4. Supervivencia libre de recidiva:
a. Comparacion de curvas de supervivencia estimada mediante test de log-rank
i. Del global de la serie

p=0,78
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ii. No procede estratificacion, ya que no hay diferencias en la expresion ni por tipo histolo-
gico ni por grado de diferenciacion.

b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:

HR = 1,09. IC 95 % (0,67 — 1,72). p = 0,79
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5. Conclusiones:

La proteina caspasa 3a se expres6 de forma homogénea entre los distintos tipos histologicos y grados de dife-
renciacion tumoral.

La expresion de caspasa 3a con inmunorreactividad en mas del 25 % de las células no result6é ser un factor
prondstico de supervivencia global ni libre de enfermedad en nuestra serie.

2-6.9. Proteina pl16

2-6.9.a. Criterio inico: p16 positiva si inmunorreactividad en > 10 %

1. Tasa de expresion de la proteina:

33,1%
Positiva (>10%)
Negativa (<10%)

Frecuencia

66,9%

T T T T
0 1 2 3

Valor de positividad - p16
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3. Supervivencia global:
a. Comparacion de curvas de supervivencia estimada mediante test de log-rank

i. Del global de la serie
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ii. No procede estratificacion, ya que no hay diferencias en la expresion ni por tipo histolo-
gico ni por grado de diferenciacion.
b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:
HR =1,01. IC 95 % (0,66 — 1,57). p = 0,95

4. Supervivencia libre de recidiva:
a. Comparacion de curvas de supervivencia estimada mediante test de log-rank
i. Del global de la serie
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ii. No procede estratificacion, ya que no hay diferencias en la expresion ni por tipo histolo-
gico ni por grado de diferenciacion.

b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:
HR =0,95. IC 95 % (0,62 — 1,46). P = 0,81
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5. “Conclusiones”

La proteina p16 se expreso de forma homogénea entre los distintos tipos histologicos y grados de diferencia-

cion tumoral.
La expresion de p16 con inmunorreactividad en mas del 10 % de las células no resulto ser un factor pronostico

de supervivencia global ni libre de enfermedad en nuestra serie.

2-6.10. Proteina mdm?2

2-6.10.a. Criterio tinico: mdm?2 positiva si inmunorreactividad en > 10 %

1. Tasa de expresion de la proteina:
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3. “Supervivencia global”

a. Comparacion de curvas de supervivencia estimada mediante test de log-rank

i. Del global
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gico ni por grado de diferenciacion.
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No procede estratificacion, ya que no hay diferencias en la expresion ni por tipo histolo-

b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:
HR =1,21.1C 95 % (0,58 — 2,5). p = 0,61

4. Supervivencia libre de recidiva:

a. Comparacion de curvas de supervivencia estimada mediante test de log-rank

i. Del global
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gico ni por

de la serie

1,0

p=0,27

Supervivencia acumulada

1T 1T 1 T T T T T T T T T T
0 12 24 3 48 B0 72 B4 96 108 120 132 144 156

Tiempo en meses

grado de diferenciacion.
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No procede estratificacion, ya que no hay diferencias en la expresion ni por tipo histolo-

b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:
HR =1,43.1C 95 % (0,74 — 2,78). p = 0,29.

5. Conclusiones:

La proteina mdm?2 se expres6 de forma homogénea entre los distintos tipos histologicos y grados de diferen-

ciacion tumoral. La expresion de mdm2 con inmunorreactividad en mas del 10 % de las células no resultd ser un

factor prondstico de supervivencia global ni libre de enfermedad en nuestra serie.
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2-6.11. Proteina Topoisomerasa 11

2-6.11.a. Criterio tinico: topoisomerasa positiva si inmunorreactividad en > 10 %
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ii. No procede estratificacion, ya que no hay diferencias en la expresion ni por tipo histolo-
gico ni por grado de diferenciacion.
b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:
HR =1,07.IC 95 % (0,67 — 1,71). p= 0,79

4. Supervivencia libre de recidiva:

a. Comparacion de curvas de supervivencia estimada mediante test de log-rank
i. Del global de la serie

o p = 0,99 topoisomerasa Il >10%
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—_rIPosiiva
+  Negativa-censurade
+ Postiva-censurado

Supervivencia acumulada
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0 12 24 36 48 60 72 B4 965 108 120 132 144 156
Tiempo en meses

ii. No procede estratificacion, ya que no hay diferencias en la expresion ni por tipo histolo-
gico ni por grado de diferenciacion.
b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:
HR=1.1C95 % (0,63 - 1,6). p=10,99

5. Conclusiones:
La proteina Topoisomerasa II se expres6é de forma homogénea entre los distintos tipos histoldgicos y grados de
diferenciacion tumoral.

La expresion de Topoisomerasa II con inmunorreactividad en mas del 10 % de las células no resulté ser un fac-

tor prondstico de supervivencia global ni libre de enfermedad en nuestra serie.
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2-6.12. Proteina msh?2

2-6.12.a. Criterio tinico: msh2 positiva si inmunorreactividad en > 5 %

1. Tasa de expresion de la proteina:
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2. Expresion en funcion del tipo histologico v el grado de diferenciacion:
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ii.Supervivencia por tipo histolégico: No hay diferencias en el estudio univariante ajustando
por tipo histolégico.

b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:
HR =1,1.1C 95 % (0,67 — 1,83). p= 10,7

4. Supervivencia libre de recidiva:
a. Comparacion de curvas de supervivencia estimada mediante test de log-rank
i. Del global de la serie

p=0,58

0,8 msh > 5%
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ii. Supervivencia libre de recidiva por tipo histologico: no hay diferencias significativas.

b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de cox:
HR =1,15.1C 95 % (0,7 — 1,86). p = 0,58

5. Conclusiones:

La proteina msh2 se expresd con mayor intensidad en los carcinomas escamosos que en los adenocarcinomas
(p=0,05). No varié la expresion por grado de diferenciacion.
La expresion de msh2 con inmunorreactividad en méas del 5 % de las células no resultd ser un factor prondsti-

co de supervivencia global ni libre de enfermedad en nuestra serie, ni de forma conjunta, ni estratificando por tipo

histolégico.
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2-6.13. Proteina mlhl

2-6.13.a. Criterio tinico: mlh1 positiva si inmunorreactividad en > 5 %
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ii. Supervivencia por tipo histologico: sin diferencias significativas.

b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:
HR =0,98. IC 95 % (0,64 — 1,49). p=0,91

4. Supervivencia libre de recidiva:

a. Comparacion de curvas de supervivencia estimada mediante test de log-rank
i. Del global de la serie

p=0,52

06 mih > 5%
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i
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ii. Supervivencia libre de recidiva por tipo histologico: sin diferencias significativas.

b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:
HR =0,87.IC 95 % (0,58 — 1,33). p=0,53

5. Conclusiones:

La proteina mlhl se expres6 con mayor intensidad en los carcinomas escamosos que en los adenocarcinomas
(p=0,01). No vari6 la expresion por grado de diferenciacion.

La expresion de mlh1 con inmunorreactividad en mas del 5 % de las células no resultd ser un factor pronostico
de supervivencia global ni libre de enfermedad en nuestra serie, ni de forma conjunta, ni estratificando por tipo

histolégico.
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2-6.14. Proteina timidilato sintasa

2-6.14.a. Criterio unico: timidilato sintasa positiva para cualquier grado de
inmunorreactividad

1. Tasa de expresién de la proteina:
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ii. Supervivencia por tipo histologico: no hay diferencias significativas

b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:
HR =1,07.IC 95 % (0,61 — 1,88). p=0,81

4. Supervivencia libre de recidiva:
a. Comparacion de curvas de supervivencia estimada mediante test de log-rank
i. Del global de la serie

p=0,65
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ii. Supervivencia libre de recidiva por tipo histologico: no hay diferencias significativas.

b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:
HR =1,14. IC 95 % (0,65 — 1,99). p = 0,65
5. Conclusiones:

La proteina timidilato sintasa se expresé con mayor intensidad en los adenocarcinomas que en los demas tipos
histologicos (p=0,03).No varid la expresion por grado de diferenciacion.

La expresion de timidilato sintasa con cualquier grado de inmunorreactividad no result6 ser un factor pronosti-
co de supervivencia global ni libre de enfermedad en nuestra serie, ni de forma conjunta, ni estratificando por tipo

histologico.
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2-6.15. Proteina supresora del retinoblastoma (pRb)

2-6.15.a. Criterio tinico: pRb positiva si inmunorreactividad en > 10 %

1. Tasa de expresién de la proteina:
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ii. Supervivencia por tipo histolégico: no hubo diferencias significativas.
b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:
HR =0,98. IC 95 % (0,61 — 1,58). p = 0,94
4. Supervivencia libre de recidiva:

a. Comparacion de curvas de supervivencia estimada mediante test de log-rank
i. Del global de la serie
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ii. Supervivencia libre de recidiva por tipo histologico: no hubo diferencias significativas.

b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:
HR=1.1C 95 % (0,69 — 1,6). p=0,1

5. Conclusiones:

La proteina del retinoblastoma se expresd con mayor intensidad en los tumores de estirpe escamosa que en los
adenocarcinomas que en los demas tipos histologicos (p=0,02). No vario la expresion por grado de diferenciacion.

La expresion de la proteina del retinoblastoma con un inmunorreactividad positiva en mas del 10 % de las
células del tumor no resultd ser un factor pronostico de supervivencia global ni libre de enfermedad en nuestra
serie, ni de forma conjunta, ni estratificando por tipo histologico.

* * *
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2-6.16. Proteina e-cadherina

2-6.16.a. Criterio tinico: E-cadherina positiva si inmunorreactividad en > 75 %

1. Tasa de expresién de la proteina:
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ii. Supervivencia por tipo histoldgico: no hubo diferencias significativas.

b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:
HR =1,15.IC 95 % (0,66 — 1,97). p = 0,63

4. Supervivencia libre de recidiva:

a. Comparacion de curvas de supervivencia estimada mediante test de log-rank

i. Del global de la serie

p=0,89

Supervivencia acumulada
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ii. Supervivencia libre de recidiva por tipo histologico: no hubo diferencias significativas.

e-cadherina >75%
T legativa
_r1Posttiva
+  Megetiva-censuracio
+ Postiva-censurado

b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:
HR =1,07.IC 95 % (0,62 — 1,84). p = 0,81

5. Conclusiones:

La proteina e-cadherina se expresd con mayor intensidad en los tumores de estirpe escamosa que en los adeno-
carcinomas que en los demas tipos histologicos (p=0,02). No varid la expresion por grado de diferenciacion.
La expresion de e-cadherina con inmunorreactividad positiva en mas del 75 % de las células del tumor no re-

sult6 ser un factor prondstico de supervivencia global ni libre de enfermedad en nuestra serie, ni de forma conjun-

ta, ni estratificando por tipo histolégico.
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2-6.17. Proteina p27

2-6.17.a. Criterio 1: p27 positiva con cualquier grado de inmunorreactividad

1. Tasa de expresién de la proteina:
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ii. No procede estratificacion, ya que no hay diferencias en la expresion ni por tipo histolo-
gico ni por grado de diferenciacion.
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b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:
HR =1,34.1C 95 % (0,86 — 2,1). p=10,2

4. Supervivencia libre de recidiva:

a. Comparacion de curvas de supervivencia estimada mediante test de log-rank

i. Del global de la serie 101
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ii. No procede estratificacion, ya que no hay diferencias en la expresion ni por tipo histolo-
gico ni por grado de diferenciacion.

b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:
HR =1,26. IC 95 % (0,81 — 1,96). p = 0,31

5. Conclusiones:

No hubo diferencias en la expresion de p27 (considerando cualquier grado de expresion) por tipo histologico ni
grado de diferenciacion.
La expresion de p27 con inmunorreactividad en cualquier porcentaje de células no resulté ser un factor pronos-

tico de supervivencia global ni libre de enfermedad en nuestra serie.

2-6.17.b. Criterio 2: p27 positiva con inmunorreactividad en > 5 %

1. “Tasa de expresion de la proteina”:
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2. Expresion en funcion del tipo histologico y el grado de diferenciacién:
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ii. No procede estratificacion, ya que no hay diferencias en la expresion ni por tipo histolo-

gico ni por grado de diferenciacion.
b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:

HR = 1,49. IC 95 % (0,93 — 2,38). p > 0,1

Supervivencia libre de recidiva:
a. Comparacion de curvas de supervivencia estimada mediante test de log-rank

i. Del global de la serie
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ii. No procede estratificacion, ya que no hay diferencias en la expresion ni por tipo histolo-
gico ni por grado de diferenciacion.
b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:
HR =1,26. IC 95 % (0,81 — 1,96). p = 0,31

5. Conclusiones:

No hubo diferencias en la expresion de p27 (considerando expresion positiva si inmunorreactividad en mas del
5 % de las células) por tipo histologico ni grado de diferenciacion.
La expresion de p27 con inmunorreactividad positiva en mas del 5 % de las células no resultd ser un factor

pronoéstico de supervivencia global ni libre de enfermedad en nuestra serie.

2-6.17.c. Criterio 3: p27 positiva con inmunorreactividad en > 20 %

1. Tasa de expresion de la proteina:
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2. Expresion en funcion del tipo histologico v el grado de diferenciacion:
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ii. No procede estratificacion, ya que no hay diferencias en la expresion ni por tipo histolo-
gico ni por grado de diferenciacion.

b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:
HR =1,33.1C 95 % (0,74 - 2,41). p= 0,35

4. Supervivencia libre de recidiva:

a. Comparacion de curvas de supervivencia estimada mediante test de log-rank
i. Del global de la serie
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p=0,79
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ii. No procede estratificacion, ya que no hay diferencias en la expresion ni por tipo histolo-
gico ni por grado de diferenciacion.
b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:
HR =1,09.IC 95 % (0,6 — 2). p= 0,79

5. Conclusiones:
No hubo diferencias en la expresion de p27 (considerando expresion positiva si inmunorreactividad en mas del
20 % de las células) por tipo histoldgico ni grado de diferenciacion.

La expresion de p27 con inmunorreactividad positiva en mas del 20 % de las células no result6é ser un factor

prondstico de supervivencia global ni libre de enfermedad en nuestra serie.
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2-6.18. Proteina catepsina D

2-6.18.a. Criterio 1: catepsina D positiva con cualquier grado de inmunorreactivi-
dad

1. Tasa de expresion de la proteina:
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i. Del global de la serie

catepsinaD positiva
1 Negativa

I Posttiva

~+  MNegativa-censurado
-+ Positiva-censurado

Supervivencia acumulada

T T T T T T T T T T T T T T
0 12 24 36 48 B0 72 B4 96 108 120 132 144 156
Tiempo en meses

-224 -



Identificacion mediante inmunohistoquimica de factores prondsticos biomoleculares en el carcinoma broncogénico no microcitico en estadio precoz resecado

ii. Supervivencia por tipo histologico: no hubo diferencias significativas

b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:
HR =0,88. IC 95 % (0,56 — 1,3). p= 0,47

4. Supervivencia libre de recidiva:
a. Comparacion de curvas de supervivencia estimada mediante test de log-rank
i. Del global de la serie
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ii. Supervivencia libre de recidiva por tipo histoldgico: no hubo diferencias significativas.

b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:
HR =0,81.IC 95 % (0,53 — 1,22). p=0,31

5. Conclusiones:

La proteina catepsina D se expresd con mayor intensidad en los adenocarcinomas que en el resto de tipos his-
tologicos (p=0,02). No vari6 la expresion por grado de diferenciacion.

La expresion de catepsina D con inmunorreactividad positiva en cualquier porcentaje de células no resulto ser
un factor pronostico de supervivencia global ni libre de enfermedad en nuestra serie, ni de forma conjunta, ni es-

tratificando por tipo histolégico.
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2-6.18.b. Criterio 2: catepsina D positiva con inmunorreactividad en > 5 %
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2. Expresion en funcion del tipo histologico y grado de diferenciacion:

+20,2%

p=ns

50

+36,5%

Recuento

Epidermoide

Adenocarcinoma
Tipo Histologico

3.

inaD >5%
W Megativa
W rostiva

40|

Recuento
w
T

IcG

Supervivencia global:

+26,4%

p=ns
D >5%

W Negativa
W Positiva

+22,6%

Woderado
Grado de diferenciacion

Pobre Inciferenciado

a. Comparacion de curvas de supervivencia estimada mediante test de log-rank
i. Del global de la serie

10
p=03
L
08+ i
o LI—O-‘
-
=
3
Esl ‘Lwl
g e,
(]
‘s
o
a
>
S 044
2
a
o
=]
w
024
0,0+
T T T T T T T T T T T T T T
0 12 24 36 48 B0 72 B4 96 108 120 132 144 156

Tiempo en meses

catepsinal =5%
—I1Negativa
1 Positiva
-+ Megativa-censurado
-+ Positiva-censurado

- 226 -



Identificacion mediante inmunohistoquimica de factores prondsticos biomoleculares en el carcinoma broncogénico no microcitico en estadio precoz resecado

ii. No procede estratificacion, ya que no hay diferencias en la expresion ni por tipo histolo-
gico ni por grado de diferenciacion.

b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:
HR =0,94. IC 95 % (0,58 — 1,52). p=0,8

4. Supervivencia libre de recidiva:

a. Comparacion de curvas de supervivencia esti-
mada mediante test de log-rank o5 p=0,65 catepsinaD 5%
i. Del global de la serie
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ii. No procede estratificacion, ya que no
hay diferencias en la expresion ni por tipo histoloégico ni por grado de diferenciacion.
b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:
HR =0,89. IC 95 % (0,55 — 1,45). p = 0,65

5. Conclusiones:

La expresion de la proteina catepsina D, considerando su expresion positiva con inmunorreactividad en mas
del 5 % de las células, continué mostrando una tendencia a expresarse con mayor intensidad en los adenocarci-
nomas; sin embargo perdié la diferencia estadistica con respecto a su expresion en otros tipos histologicos
(p=0,08). No varid la expresion por grado de diferenciacion.

La expresion de catepsina D con inmunorreactividad positiva mas del 5 % de las células no resulté ser un fac-

tor prondstico de supervivencia global ni libre de enfermedad en nuestra serie.
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2-6.18.c. Criterio 3: catepsina D positiva con inmunorreactividad en > 20 %

1. Tasa de expresidon de la proteina:
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ii. No procede estratificacion, ya que no hay diferencias en la expresion ni por tipo histolo-
gico ni por grado de diferenciacion.
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b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:
HR =0,91. IC 95 % (0,46 — 1,82). p= 0,79

4. Supervivencia libre de recidiva:
a. Comparacion de curvas de supervivencia estimada mediante test de log-rank

i. Del global de la serie
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ii. No procede estratificacion, ya que no hay diferencias en la expresion ni por tipo histolo-
gico ni por grado de diferenciacion.
b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:
HR =0,89.1C 95 % (0,44 - 1,77). p=0,73

5. Conclusiones:

La expresion de la proteina catepsina D, considerando su expresion positiva con inmunorreactividad en mas
del 20 % de las células, pas6 a distribuirse mucho mas homogéneamente con respecto a los distintos tipos histolo-
gicos. Tampoco hubo variacion en su expresion en funcion del grado de diferenciacion.

La expresion de catepsina D con inmunorreactividad positiva mas del 20 % de las células no resulto ser un fac-
tor prondstico de supervivencia global ni libre de enfermedad en nuestra serie.

* * *
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2-6.19. Proteina c-kit

2-6.19.a. Criterio unico: c-kit positiva con inmunorreactividad en > 30 %

1. Tasa de expresion de la proteina:
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ii. No procede estratificacion, ya que no hay diferencias en la expresion ni por tipo histolo-
gico ni por grado de diferenciacion.
b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:
HR =0,98. IC 95 % (0,43 — 2,26). p = 0,97

4. Supervivencia libre de recidiva:

a. Comparacion de curvas de supervivencia estimada mediante test de log-rank

i. Del global de la serie
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ii. No procede estratificacion, ya que no hay diferencias en la expresion ni por tipo histolo-
gico ni por grado de diferenciacion.
b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:
HR =0,75.IC 95 % (0,3 — 1,85). p=10,53

5. Conclusiones:

La expresion de la proteina c-kit (considerando mas de un 30 % de células inmunorreactivas) se redujo a ape-
nas un 6,9 % de la serie).

La expresion de la proteina c-kit se distribuyo de forma homogénea entre los distintos tipos histologicos y
grados de diferenciacion.

La expresion de c-kit con inmunorreactividad positiva mas del 30 % de las células no resultd ser un factor
pronostico de supervivencia global ni libre de enfermedad en nuestra serie.

* * *
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2-6.20. Proteina beta-catenina

2-6.20.a. Criterio Gnico: beta-catenina positiva con inmunorreactividad en > 5 %
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ii. No procede estratificacion, ya que no hay diferencias en la expresion ni por tipo histolo-
gico ni por grado de diferenciacion.
b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:
HR =1,12.IC 95 % (0,7 — 1,79). p = 0,65

4. Supervivencia libre de recidiva:

a. Comparacion de curvas de supervivencia estimada mediante test de log-rank
i. Del global de la serie
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ii. No procede estratificacion, ya que no hay diferencias en la expresion ni por tipo histolo-
gico ni por grado de diferenciacion.
b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:
HR =0,94. IC 95 % (0,58 — 1,51). p=0,79

5. Conclusiones:
La expresion de la proteina beta-catenina, considerando mas de un 5 % de células inmunorreactivas, se distri-
buyod de forma homogénea entre los distintos tipos histologicos y grados de diferenciacion.

La expresion de beta-catenina con inmunorreactividad positiva mas del 5 % de las células no resultd ser un

factor prondstico de supervivencia global ni libre de enfermedad en nuestra serie.
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2-6.21. Proteina c-erb?

2-6.21.a. Criterio tinico: c-erb2 positiva para inmunorreactividad en > 5 %
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EXPRESION SValafio SVa3afios SVa5afos Mediana IC 95 %
Negativa 93,6 % 71,2 % 58,5 % 86 meses 62 — 110 meses
Positiva 88,9 % 38,9 % 16,2 % 21 meses 13 — 29 meses

SV: Probabilidad estimada de supervivencia

ii. Supervivencia por tipo histoldgico: se mantuvieron las diferencias significativas, siendo
mayor la influencia prondstica en el epidermoide que en el adenocarcinomas.
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p=0,01

b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox (ajustado por tipo histologico):
HR =2,69. IC 95 % (1,46 —4,94). p = 0,01

4. Supervivencia libre de recidiva:

a. Comparacion de curvas de supervivencia estimada mediante test de log-rank
i. Del global de la serie
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ii. Supervivencia libre de recidiva por tipo histologico: se mantuvieron las diferencias signi-
ficativas, siendo mayor la influencia prondstica en el epidermoide que en el adenocarci-
nomas.
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p <0,01

b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox ajustado por tipo histologico:
HR =2,29.1C 95 % (1,25 - 4,17). p < 0,01

5. Conclusiones:

La expresion de la proteina c-erb2, considerando mas de un 5 % de células inmunorreactivas, fue mayor en el
adenocarcinoma que en el resto de tipos histologicos, siendo esta diferencia estadisticamente (p=0,02).

No hubo diferencias en la expresion en funcidon del grado de diferenciacion.

La expresion de c-erb2 con inmunorreactividad positiva en mas del 5 % de las células del tumor, se asocié a un
peor prondstico en cuanto a supervivencia global, con un Hazard Ratio ajustado por tipo histologico de 2,69
(IC95%: 1,46 a 4,94). Existi6 una tendencia a un mayor efecto en el peor pronostico en el carcinoma epidermoide,
si bien el nimero de casos positivos (total de 11,3 %) hizo que no hubiera una clara diferenciacioén por tipo his-
tologico.

La expresion de c-erb2 con inmunorreactividad positiva en mas del 5 % de las células del tumor, se asocié a un
peor prondstico en cuanto a supervivencia libre de enfermedad, con un Hazard Ratio independiente del tipo his-
tologico de 2,29 (IC 95 %: 1,25 -4,17). p <0,01.

& * *
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2-6.22. Proteina ciclina- K

2-6.22.a. Criterio tinico: ciclina-E positiva para inmunorreactividad en > 5 %
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Negativa (<5%)
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3. Supervivencia global:
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EXPRESION SValafio SVa3afios SVa5afos Mediana IC 95 %
Negativa 92.4 % 75,4 % 61,5 % 92 meses 67 — 117 meses
Positiva 95 % 40,5 % 32,7 % 43 meses 52 — 94 meses

SV: probabilidad estimada de supervivencia
ii. No procede estratificacion
b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:

HR =2,22. IC 95 % (1,39 — 3,54). p = 0,001

4. Supervivencia libre de recidiva:

a. Comparacion de curvas de supervivencia estimada mediante test de log-rank
i. Del global de la serie

p <0,01

084 ciclina E > 5%
— I hegativa
—IVPostiva

+ Negativa-censurado
+ Posttiva-censurado

=)
™
1

Supervivencia acumulada
<
1

T T T T T T T T T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72 B4 96 108 120 132 144 156
Tiempo en meses

ii. No procede estratificacion

b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:
HR =2,19.IC 95 % (1,39 — 2,46). p < 0,01

5. Conclusiones:

La expresion de la proteina ciclina E, considerando mas de un 5 % de células inmunorreactivas, fue homogé-
nea para los distintos tipos histologicos y grados de diferenciacion.

La expresion de ciclina E con inmunorreactividad positiva en mas del 5 % de las células del tumor, se asocio a
un peor prondstico en cuanto a supervivencia global, con un Hazard Ratio de 2,22 (IC 95 %: 1,39 a 3,54).

La expresion de ciclina E con inmunorreactividad positiva en mas del 5 % de las células del tumor, se asocio a
un peor pronostico en cuanto a supervivencia libre de recidiva, con un Hazard Ratio de 2,19 (IC 95 %: 1,39 a

2,46).
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6. Expresion de ciclina E en funcidn de otras variables clinicas:

Dados los resultados obtenidos, con un papel significativo de la expresion de esta proteina en la supervi-

vencia, analizamos si su patron de expresion se relaciona con otras variables clinicas (figuras 61 y 62).

Figura 61: Patrones de expresion de ciclina E en relacion a otras variables clinicas. A) Género; b) edad; c)
N+ (estadio I o II) y d) clasificacion TNM.
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Figura 62: Patrones de expresion de ciclina E en relacion a otras variables clinicas. A) N+ (estadio L o II) y

b) clasificacion TNM.
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No se encuentran diferencias significativas en el grado de expresidn de la ciclina E en funcion de ningu-

na de las variables previas.
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2-6.22. Proteina EGFR

2-6.22.a. Criterio tnico: EGFR positiva para inmunorreactividad en > 1 %

1. Tasa de expresion de la proteina:
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ii. Supervivencia por tipo histoldgico: no hubo diferencias significativas.

b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:
HR =0,95. IC 95 % (0,62 — 1,46). p = 0,81

4. Supervivencia libre de recidiva:

a. Comparacion de curvas de supervivencia estimada mediante test de log-rank
i. Del global de la serie
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ii. Supervivencia por tipo histolégico: no hubo diferencias significativas.

b. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox:
HR =0,87.1C 95 % (0,57 - 1,32). p=0,5

5. Conclusiones:

La expresion del EGFR, considerando més de un 1 % de células inmunorreactivas, fue mayor en los tumores
epidermoides que en el resto de subtipos histologicos.

No hubo diferencias en su expresion en funcion del grado de diferenciacion del tumor.

La expresion de EGFR con inmunorreactividad positiva mas del 1 % de las células no se asocié a un peor

pronoéstico ni en cuanto a supervivencia global ni en cuanto a supervivencia libre de enfermedad en nuestra serie.
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Tabla resumen del analisis univariante del valor prondstico de los distintos perfiles de expresion proteica:

Proteina (,I?::'ﬂ';s) histToilpis;ico Diferenciacién 7 ] :]:Ep::l::
ciclina A >5% +Escamoso NS NS NS
p53 =25% NS NS NS NS =
=10% NS NS NS NS =
cdkl =5% NS NS NS NS =
c-myc =5% NS NS NS NS =
>20% NS Indiferenciado p=0.02 p=0,05 Significativo
cdk2 =5% NS NS NS NS =
=0% NS NS NS NS =
caspasa3a =25% NS NS NS NS =
pleé =10% NS NS NS NS =
mdm2 =10% NS NS NS NS =
Topoisom. IT =10% NS NS NS NS =
msh-2 >5% +Escamoso NS NS NS NS
mlhl >5% +Escamoso NS NS NS NS
TS =0% +Adenoca NS NS NS NS
pRb =10% +Escamoso NS NS NS NS
e-cadherina =>T75% +Escamoso NS NS NS NS
p27 =0 % NS NS NS NS -
=5% NS NS NS NS =
=20% NS NS NS NS =
catepsina D >0% +Adenoca NS NS NS NS
=5% NS NS NS NS =
=20% NS NS NS NS =
c-kit =30% NS NS NS NS =
{:E;[‘)rifi;la =5% NS NS NS NS =
c-erb2 >5% +Adenoca NS %;0202; 1-113;{2:319 Significativo
ciclina E >5% Ns Ns I_II’;‘;’EZ I—II};%,{;]Q —
EGFR =1% +Escamoso NS NS NS NS

SV: Supervivencia global

SLE: Supervivencia libre de enfermedad
NS: No diferencias significativas
Adenoca: Adenocarcinoma
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2-7. ESTUDIO MULTIVARIANTIG

DESARROLLO DE UN MODELO DE REGRESION LOGISTICA

CON FINALIDAD PREDICTIVA

Se ha procedido a desarrollar un analisis multivariante con todas las variables clinico-patoldgicas

junto con las variables biomoleculares que han resultado funcionar como factores prondsticos en el estu-

dio univariante, con el fin de valorar si es posible desarrollar un modelo predictivo que pudiera even-

tualmente ser aplicado en la clinica.

Las variables incluidas han sido las siguientes:

[]

[

[

[

Género

Edad

Tipo histolégico

Grado de diferenciacion

Estadificacion del tumor

Clasificacion TNM

Tipo de reseccion

Positividad en la expresion de c-myc (> 20 % de las células)
Positividad en la expresion de c-erb2 (> 5 % de las células)

Positividad en la expresion de ciclina-E (> 5 % de las células)

2-7.1. Estudio multivariante para analisis de supervivencia global

Dentro de variables clinicas, el género masculino, la edad por encima de 70 afios y el grado de dife-

renciacion del tumor, fueron factores prondsticos independientes en supervivencia global.

Entre las proteinas, la expresion de ciclina E, de c-erb2 y de c-myc fueron las variables que se mani-

festaron como factores pronosticos independientes para supervivencia global en el estudio multivariante

(tabla 47).
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Tabla 47: Variables que actuaron como factor prondéstico independiente se supervivencia global en el anali-
sis multivariante.

Variable Hazard Ratio IC 95 % Valor de p
Expresion ciclina E > 5 % 2,50 1,55—-4,05 < 0,01
Expresion c-erb2 > 5 % 3,57 1,89 — 6,77 < 0,01
Expresion c-myc > 20 % 1,97 1,16 — 3,36 0,01
Género masculino 3,54 1,07 — 11,67 0,04
Edad mayor de 70 aios 1,60 1,02 -2,51 0,04
Grado de diferenciacion 2,01 1,09 — 3,70 0,03

Estos datos dan lugar a sendos modelos de regresion logistica con finalidad predictiva, para supervivencia glo-

bal y supervivencia libre de recidiva, que nos permiten estimar el riesgo de mortalidad o recidiva en su caso, para

un paciente con unos valores de variables determinados.

A modo de ejemplo, podemos comparar las curvas estimadas de supervivencia global para dos pacientes si-

tuados en los extremos de la prediccion, es decir:

Paciente 1. Valores menos favorables.

Variable Valor
Género Masculino
Edad > 70 afios
Grado de diferenciacion Bajo
c-myc >20%
c-erb2 >5%
Ciclina E >5%
Paciente 2. Valores mas favorables.
Variable Valor
Género Femenino
Edad <70 afios
Grado de diferenciacion Alto o moderado
c-myc <20 %
c-erb2 <5%
ciclina E <5%

La figura 62 describe las curvas de supervivencia global estimada para ambos modelos de paciente. Por su par-

te, la tabla 48 muestra la probabilidad de supervivencia estimada a 1, 3 y 5 afios desde la cirugia para un supuesto
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paciente con la combinacion de variables mas y menos favorable.

Figura 62: Curvas de supervivencia
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Tabla 48: Probabilidades estimadas de supervivencia global para pacientes con los valores mas y menos
favorables de las variables incluidos en el modelo prondstico.

MODELO PREDICTIVO MAS FAVORABLE MODELO PREDICTIVO MENOS FAVORABLE
Probabilidad de Probabilidad de
TIEMPO supervivencia IC95% TIEMPO supervivencia IC95%
estimada estimada
1 afio 98.3% 99.3% - 100 % 1 afios 91,5% 90,5%-92.6 %
3 afios 89.7% 86.8%-92.7 % 3 afios 57.7% 54.8%-60.7 %
3 afios 83,1% 79%- 873 % 3 afios 39.2% 35,1%-43.4%

2-7.2. Estudio multivariante para analisis de supervivencia libre de recidiva

La edad mayor de 70 afos, el grado de diferenciacion del tumor y la expresion positiva de ciclina E (> 5 %),
c-erb2 (> 5 %) y c-myc (> 20 %) se manifestaron como factor pronosticos independientes de supervivencia libre

de recidiva (tabla R5).
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Tabla R5: Variables que actuaron como factor pronéstico independiente de supervivencia libre de recidiva
en el analisis multivariante.

Variable Hazard Ratio IC 95 % Valor de p
Expresion ciclina E > 5 % 2,18 1,37 — 3,47 <0,01
Expresion c-erb2 > 5 % 2,48 1,34 — 4,59 <0,01
Expresion c-myc > 20 % 1,76 1,04 — 2,99 0,04
Edad mayor de 70 aiios 1,60 1,02 -2,51 0,04
Pobre o nula diferenciacion 1,83 1,02 — 3,28 0,04

Del mismo modo podemos desarrollar un modelo asociando los factores mas y menos favorables, como hemos
hecho para la supervivencia global.

Paciente 1. Valores menos favorables. Paciente 2. Valores mas favorables.
Variable Valor Variable Valor
Edad Mayor de 70 anos Edad Hasta 70 afios
Grado de diferenciacion Bajo Grado de diferenciacion Alto
c-myc >20 % c-myc <20 %
c-erb2 >5% c-erb2 <5%
Ciclina E >5% Ciclina E <5%
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Discusion

1. INTRODUCCION.,

1-1. El carcinoma broncogénico como reto oncologico en el siglo XX1

Ya es el mas frecuente en el mundo (261), responsable de casi el 20 % de las muertes por cancer (casi un
millon y medio de personas cada afio). Incluso va camino de adelantar en incidencia (en mortalidad ya hace déca-
das que esta por delante) al cancer de mama. Su impacto social y econémico esta fuera de toda duda (262, 263).
En los ultimos tiempos, la ciencia ha dedicado importantes recursos para tratar de disminuir su incidencia y su
mortalidad. Lo primero se esta empezando a conseguir, aunque solo parcialmente. La actuacion sobre el tabaco,
factor etiopatogénico mas importante del cancer de pulmon, empieza a dar sus frutos. Sin embargo, el nuevo reto
es el incremento de este tumor entre mujeres (264). En términos de prevencion, en Europa todavia queda mucho
por hacer. Respecto a su mortalidad, en Espafia nos movemos en la media del continente (con datos mas o menos
extrapolables a nivel mundial), con tasas de supervivencia globales a cinco afos de poco mas del 12 %, y al afio
(ajustadas por edad) de en torno al 30 % (265), parametros éstos que poco se han modificado en las ultimas déca-
das.

Esta perspectiva, a priori tan desmotivadora, presenta dos enfoques positivos:

En primer lugar, la alta incidencia y prevalencia de una enfermedad hace que pequefios avances conlleven una
relevancia en términos globales muy alta. Asi, la deteccion de una caracteristica de buen pronostico que aparezca
en tan solo el 5 % de los tumores y sea susceptible de un tratamiento efectivo, supone que el nimero absoluto de
personas que se va a beneficiar es muy grande y por tanto justifique con creces su aplicacion.

Por otra parte, estos datos tan negativos estan sesgados, pues enfocan la enfermedad de manera global, y no
tienen en cuenta la variabilidad clinica y patoldgica (también epidemioldgica) que representa el carcinoma bron-
cogénico.

Si algo hemos aprendido en las ultimas dos décadas es que el cancer de pulmoén (como muchos otros tumores)
presenta una enorme heterogeneicidad. Hablar en términos globales es un error que nos oculta los verdaderos
avances que hemos obtenido. Con el tiempo hemos ido desgranando o diseccionando (utilizando asi términos
quirtrgicos) esta enfermedad.

Primero vimos que el carcinoma broncogénico no microcitico (CBNM) no tenia nada que ver con el carcinoma
broncogénico microcitico (CBM). Dentro del primero, vimos que se comportaban de distinta manera el adenocar-

cinoma que el epidermoide. Supimos que la invasion ganglionar empeoraba el pronostico, pero también que no es
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lo mismo la invasion de un ganglio que de mas de uno, de una estacion ganglionar que de varias..., como tampo-
co era igual que el tumor invadiera la capsula del ganglio o que no lo hiciera. Y la clasificacion que hoy por hoy
sigue siendo la Unica validada de forma amplia y que en la clinica es la que orienta la mayoria de nuestras deci-
siones (TNM) vemos que pronto va a ir quedando atras, al menos en su concepto clasico.

El punto de inflexion fue ir confirmando lo que como concepto basico en oncologia ya sabiamos: que cada tu-
mor en cada paciente tiene unas caracteristicas biomoleculares que determinan su comportamiento, de modo que
ya no solo cada paciente tiene un tumor distinto, sino que en cada momento de la evolucion del tumor en su orga-
nismo sus caracteristicas van a ir cambiando. Mas alin, un mismo tumor en un momento concreto presenta zonas
muy diferentes entre si, tanto desde el punto de vista morfologico como ultraestructural.

Esta realidad ha cambiado la perspectiva tanto del clinico como del investigador. El reto hoy es desentrafiar al
maximo las sefias de identidad de cada tumor en cada momento, y atacarlo de forma individualizada, con las
herramientas de que vamos disponiendo.

Este cambio en la perspectiva del abordaje diagnostico y terapéutico del cancer, y de forma especialmente im-
portante en el CBNM, tiene una gran repercusion en el enfoque quirargico de esta enfermedad. Un enfoque que
todavia muchos cirujanos se resisten a aprehender. Mas alla de las grandes aportaciones técnicas que el cirujano
oncoldgico debe ofrecer a estos pacientes, cada vez mas esta obligado a participar en la toma de decisiones de
manejo multidisciplinar en cada caso, y no puede mantenerse ajeno a los aspectos patologicos y biomoleculares
que son sefia de identidad del tumor que esta tratando y que van a condicionar la evolucion del paciente de forma
tan importante como la destreza técnica que como cirujano despliegue en quir6éfano.

Esta perspectiva es el punto de partida a la hora de explicar al lector por qué un cirujano desarrolla un proyecto
de investigacion de las caracteristicas de este trabajo.

Dentro de los distintos niveles en los cuales podemos establecer clasificaciones biologicas de un tumor, el mas
aplicable en la clinica, por cuanto es una técnica muy extendida y relativamente sencilla y econémica, es el de
caracterizar su perfil de expresion proteica. La determinacion de alteraciones a nivel de DNA o RNA requiere una
tecnologia mas compleja y costosa. Bien es verdad que la gran relevancia clinica que en el CBNM han demostra-
do determinadas alteraciones genéticas como las mutaciones del gen del EGFR o la presencia del gen de fusion
ALK, con el desarrollo de terapias dirigidas, ha hecho que de forma casi rutinaria se trate de identificar la presen-
cia de dichas alteraciones. Sin embargo, el uso de estas técnicas para identificacion de variaciones genéticas cuya
trascendencia clinica no sea tan clara, queda hoy limitado al ambito de la investigacion. Por el contrario, la inmu-
nohistoquimica (IHQ) como herramienta de determinacion y cuantificacion de expresion proteica estd generaliza-
da; a menudo sobredimensionada, pues con frecuencia se usa para ratificar lo que desde el punto de vista
morfologico un patdlogo experto es capaz de determinar. En investigacion, el desarrollo de la tecnologia de tis-
sue-arrays o matrices de tejido, que ya hemos explicado, permite analisis de un importante nimero de muestras
tumorales en una sola lectura, lo cual facilita la obtencidon de mucha informacion sin incrementar demasiado el
coste.

Todos estos aspectos fueron los que nos llevaron a trabajar con perfiles de expresion proteica.
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1-2. Seleccion de la serie

La seleccion de proteinas a estudiar se hizo en base a criterios tanto tedricos como de indole practica. Busca-
mos:

- Aquéllas que hubieran presentado en estudios previos perfiles de expresion diferentes en tumores de la mis-
ma estirpe, bien en cancer de pulmon, bien en otro tipo de neoplasias.

- Proteinas que resultaran representativas de pathways o rutas biomoleculares de conocida implicacion en la
oncogénesis.

- Proteinas que en estudios previos sugiriesen que podian tener algin papel prondstico, pero que no estuviera
definido con claridad el subgrupo de pacientes en quienes su cuantificacion podria tener una relevancia clinica y
por tanto traslacional.

- Proteinas para cuya identificacion y cuantificacion por IHQ se disponia en nuestro centro de la metodologia
necesaria, fundamentalmente los anticuerpos apropiados, bien porque se estaban utilizando para estudios de ex-
presion en otros tumores, bien porque su adquisicion era viable desde el punto de vista estratégico y econémico.

El papel de los patoélogos especializados en oncologia toracica fue fundamental a la hora de realizar esta elec-

cion.

Una vez seleccionadas las proteinas cuya expresion se queria

) ) _ Proteinas analizadas
analizar, resulté fundamental determinar en qué grupo de pacientes
y tumores se queria realizar el estudio. La seleccion de la muestra, e el
conforme a lo que hemos dicho previamente, es fundamental, ya cdk1 Caspasa3a
i i i cdk2 :

que hay que buscar la mayor homogeneidad posible para evitar catepsinaD
sesgos de seleccion y de confusion.

En el servicio de Cirugia General II — Cirugia Toracica del Hos- ciclina B msh2
pital Clinico San Carlos se habia venido trabajando en estudios de plé mihl
identificacion de factores pronosticos biomoleculares en cancer p33 e-cadherina
desde hacia muchos afios, con todo tipo de pacientes, tumores y :

p27 beta-catenina

estadios. Linea de trabajo que sigue muy activa en la actualidad. .
proteina del gen

Parecia 16gico en la seleccion de la muestra, como cirujanos, del retinoblastoma C-myc
elegir una poblacion de pacientes quirirgicos. Y los pacientes mdm?2 topoisomerasa 11
quirurgicos por excelencia en el tratamiento del CBNM son aqué- EGFR timidilato
llos con tumores en estadios precoces. Tratamos entonces de apro- sintasa
vechar las ventajas que nos brindaba nuestro servicio quirtrgico, a c-erb2
saber: Tabla 49: Proteinas analizadas

- Larga tradicion en cirugia oncoldgica por parte de los cirujanos toracicos.
- Homogeneidad entre los mismos a la hora de realizar la técnica quirurgica.

- Formacion y experiencia en el tratamiento y manejo de las muestras de cara a preservar su viabilidad a la

-251 -



Identificacion mediante inmunohistoquimica de factores prondsticos biomoleculares en el carcinoma broncogénico no microcitico en estadio precoz resecado

hora de realizar estudios biomoleculares a partir de ellas.

- Disponibilidad de muestras tumorales en parafina en el biobanco del centro de cara a poder seleccionar pa-
cientes retrospectivamente.

- Funcionamiento de un programa de seguimiento llevado a cabo de forma prospectiva por los propios ciruja-
nos que garantizaba la vigilancia protocolizada de la evolucidon de los pacientes. Este seguimiento estaba por en-
cima del 95 % y en la mayoria de los casos se prolongaba hasta los diez afios (266), hecho este poco frecuente en
la mayoria de servicios quirturgicos. Este protocolo incluia revisiones cada tres meses los dos primeros afios, para
después continuar con TC semestrales hasta los cinco afios y desde ese momento con periodicidad anual al menos

hasta los diez o, en su caso, hasta el fallecimiento o pérdida del paciente.

La cirugia continua siendo la inica herramienta potencialmente curativa en el CBNM. Su papel principal que-
da reservado a los estadios precoces (I y II). Sin embargo cada vez va ampliando sus limites y en la actualidad
juega un papel importante (aunque todavia controvertido en muchos aspectos y con fronteras difusas) en los esta-
dios avanzados, bien localmente (estadios T4) (267), regionalmente (afectacion ganglionar mediastinica N2) (268)
e incluso a distancia (cirugia de las metastasis del carcinoma broncogénico) (269).

Pero nuestro objetivo era centrarnos en pacientes con CBNM en estadios precoces en quienes se realizaba una
reseccion completa, conforme a los criterios que hemos definido en la seccion de material y métodos (tabla 16).
Aun entre estos pacientes, el riesgo de recidiva asciende al 10 — 15 % anualmente (150). ;Por qué tumores de las
mismas caracteristicas clinicas y patologicas (mismo estadio, misma cirugia, mismo tipo histologico) recidivan en
unos pacientes y no en otros? Aun a dia de hoy, cuando se analizan los factores que pueden estar implicados en
las recidivas de estadios precoces tratados con intencion curativa, la mayoria de las revisiones se centran en facto-
res clasicos (152, 154), como son:

Factores quirtrgicos: El tipo de reseccion (lobectomia, segmentectomia, reseccion atipica), el estadio, la afec-

tacion ganglionar, el borde de reseccion, el tipo de linfadenectomia, etc.

Factores patolégicos: La invasion linfovascular, el tipo histologico, el nimero de estaciones ganglionares afec-

tadas.

Factores del paciente: La diabetes mellitus, el indice de masa corporal, el tabaco, el género, etc.

Y sin embargo son factores muy vagos que hoy por hoy no tienen el peso suficiente como para basar en ellos
nuestros programas de seguimiento. Incluso muchos autores dejan en el aire la siguiente pregunta: ;Existe un
subgrupo de pacientes cuyo mayor riesgo de recidiva justifique hoy por hoy un seguimiento mas intensivo? Segun
hemos visto al hablar de lo que distintas guias clinicas internacionales establecen como recomendado para este
seguimiento, en general se realiza de igual manera para todos los pacientes.

Nos parecia pues fundamental intentar investigar las caracteristicas biomoleculares de tumores completamente
resecados en estadios precoces en pacientes que por lo demas constituian una muestra homogénea en cuanto a

factores prondsticos clasicos.
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Esta premisa nos llevo a definir los criterios de inclusion y exclusion que vemos en la tabla 50.

Tabla 50: Criterios de inclusion y exclusion en
el estudio

Criterios de inclusion

Criterios de exclusién

CBNM estadios | y Il

Tumores T3

Reseccion completa (RO)

Antecedente oncolégico de cualquier
tipo

Diseccion ganglionar sistematica del
mediastino

Mortalidad postoperatoria

Muestra de tumor suficiente y
apropiada

Fistulas de mufion bronquial en
neumonectomia

Tipo histolégico diferente a escamoso,
adenocarcinoma o indiferenciado de
células grandes

Estos criterios merecen ciertas consideraciones, que brevemente pasamos a desarrollar:

Estadios I y II. Fuimos bastante estrictos en la seleccion de la muestra. Incluimos solo pacientes en estadios
precoces [A, IB, IIA y IIB. Descartamos los tumores T3, que parecen tener otras peculiaridades que pueden influir
en su pronostico (270). En muchos de ellos se utilizan tratamientos adyuvantes, fundamentalmente de radioterapia
(afectacion de pared toracica) con o sin quimioterapia asociada (tumores del inlet toracico que provocan un
sindrome de Pancoast-Tobias). Por eso se decidid no incluirlos en el estudio. Se descartaron también aquellos
pacientes con alglin tipo de antecedente oncolégico, cuyo tratamiento y pronostico podian condicionar su evolu-
cion.

Reseccion completa. En todos los pacientes se habia hecho una reseccion R0O. Este concepto ha sido durante

mucho tiempo controvertido. Es en 2005 cuando el “Comité de Reseccion Completa” que se crea en 2001 en el
seno de la International Association for The Study of Lung Cancer (IASLC), establece los requisitos que un proce-
dimiento quirtrgico debe cumplir para hablar de reseccion completa (88) y que son los que utilizamos en nuestro
estudio (tabla 51A).

Diseccién ganglionar mediastinica. Se excluyeron también los casos en que no se habia hecho una diseccion
completa sistematica del mediastino. Una vez mas, estamos ante un concepto que incluso entre cirujanos a veces
se utiliza de forma ambigua. Lo que para un cirujano es una diseccion sistematica del mediastino, para otro puede
constituir un muestreo o incluso una biopsia. La terminologia ya la hemos expuesto en la introduccion. Como
cirujanos, hemos valorado siempre el papel de la linfadenectomia mediastinica en la correcta estadificacion
quirtrgica de los pacientes con cancer de pulmoén (271), existiendo homogeneidad por parte de los cirujanos que
han intervenido a todos los pacientes de la serie a la hora de definir el tipo de diseccion mediastinica realizada.

Se comprob6 que en todos los casos se cumplia con los criterios de consenso sobre linfadenectomia estableci-
dos por la SEPAR (224) y por la ESTS (67), que ya hemos descrito previamente (tabla 51B). Estas dos condicio-
nes dotan a la muestra de una homogeneidad en términos quirtrgicos que creemos fundamental para este tipo de

estudios.
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Tabla 51:
A. Requisitos minimos para definir una
reseccion como completa. Rami-Porta et al. (88)

Confirmacion microscopica de margenes libres de Extirpacion de todos los ganglios en todas las estaciones
tumor ganglionares del pulmén y del mediastino del lado operado, a
ser posible en blogue con la grasa circundante, de tal forma que
Diseccion ganglionar sistematica del mediastino no quede constancia visual ni palpatoria de ganglios en ese
hemitérax.

Noinvasion extracapsular de las adenopatias con

infiltracién tumoral El especimen de linfadenectomia hiliomediastinica contendra al

Confirmacion de que la adenopatia resecada mas menos sels adenopatias

distal no presenta infiltracion tumoral
Es obligatorio el estudio anatomopatoldgico de todas las
estaciones N1 (lobares, interlobares e hiliares) sea cual sea la
localizacién del tumor

Dependiendo de la localizacion tumoral se deberan incluir
necesariamente:
Tumores derechos: regiones 2R, 4R y 7.
Tumeor en LSI: regiones 3, 5y 7
Tumor en LIl: regiones 7,8y 9

Se estudiard histologicamente todo el ganglio. Varios fragmentos
deuna misma region se considerardin como unico ganglio salvo

o e . .y ue el cirujano especifique lo contrario.
B. Criterios de consenso para la estadificacion 5 aue ! peciidl
e debe especificar si hay afectacion extracapsular, v en los

ganglionar mediastinica intraoperatoria. ganglios hiliares indicar si la infiltracién es directa por el tumor

En todos los casos se disponia de muestra parafinada de tumor en cantidad suficiente para la realizacion de la
matriz de tejido y la correcta lectura de la misma. Se descartaron los casos en que no era asi.

Exclusion de la mortalidad postoperatoria. Se excluyeron también los pacientes que habian fallecido en el

postoperatorio en relacion a la intervencion quirtirgica. Se consideraron como tales los decesos acaecidos en los
primeros treinta dias de la intervencion quirtrgica.

Exclusion de pacientes con fistula del mufidon bronquial tras neumonectomia. Se excluyeron los casos de fistu-

las de mufion bronquial en el postoperatorio (fueran precoces o tardias) que hubiesen requerido un tratamiento
quirargico agresivo. Esto se reduce al fin y al cabo a fistulas de neumonectomias que fueran tratadas con una plas-
tia y una toracostomia abierta. Es un criterio de exclusion discutible, y esta fundamentado en dos aspectos:

- La alta mortalidad que tedricamente conlleva una fistula de mufion bronquial en neumonectomia, que ascien-
de segun las series hasta el 50 % (272).

- Las peculiaridades de los pacientes que conviven con una toracostomia abierta y que obliga a un tratamiento
local intensivo durante afios, lo cual podria condicionar tanto el seguimiento en si como los propios hallazgos en
las pruebas de imagen, pudiendo sesgar la informacién meramente relativa a su enfermedad oncologica, que en
estos pacientes pasa, de algin modo, a un segundo plano.

De nuevo se trata de un criterio arbitrario, pero que en ningun caso creemos que reste homogeneidad a la serie,

sino en todo caso, al contrario, aun a riesgo de ver disminuido el tamafio muestral.
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Exclusién de tumores con subtipos histologicos poco frecuentes. Como hemos visto en la introduccion, existe

una miscelanea de subtipos histologicos de CBNM que parece que podrian tener un comportamiento diferente a
los mas habituales, y que por su menor frecuencia no pueden ser comparados adecuadamente con el adenocarci-
noma, el escamoso o el indiferenciado de células grandes. Por ejemplo, el carcinoma adenoescamoso, ha demos-
trado en una revision reciente, un comportamiento mas agresivo que empeora el pronostico en términos de
supervivencia (273). En este estudio no hemos incluido otros subtipos histologicos diferentes a los tres mas habi-
tuales. De hecho, la variabilidad que poco a poco van demostrando los tumores, incluso dentro de un mismo tipo
histologico, hace muy probable que todos los estudios de este tipo presenten sesgos de asociacion dificiles de con-
trolar. En condiciones ideales, este tipo de estudios deberia realizarse de forma diferenciada para adenocarcinomas
y escamosos, si bien el tamafio muestral disminuiria, lo cual redundaria en una menor validez del estudio. Noso-
tros, en la linea con la mayoria de estudios de este tipo, incluimos los tres tipos histolégicos mas frecuentes del
CBNM, incluyendo en el analisis estadistico esta variable como posible factor de confusion para mantener el ta-
mafio muestral adecuado sin sesgar los resultados que hemos obtenido. Asi, los analisis de supervivencia se hicie-

ron en todos los casos ajustando la variable “tipo histologico”.

Con estas premisas la serie resultante estaba compuesta por 160 pacientes intervenidos con intencion curativa

por CBNM en estadios [ y II.

2. DESCRIPCION DE LA SERIE

2-1. Datos basales y demograficos

Las caracteristicas demograficas son las propias de las series quirrgicas de este tipo de estudios. Un 93,7 %
fueron hombres. Este dato es caracteristico de la época en que se seleccionan los pacientes. En los ultimos afios
estamos asistiendo a un cambio epidemioldgico en la presentacion del carcinoma broncogénico, con una propor-
cion de mujeres cada vez mayor. Ademas se estan identificando diferencias en los tumores en funcion del género
(con un mejor prondstico en los tumores que se desarrollan en mujeres), por lo que en estudios con un porcentaje
mas equilibrado entre masculino y femenino es obligatorio diferenciar los hallazgos entre ambos sexos. Un 16,9%
eran no fumadores. El resto eran fumadores activos o habian dejado de fumar mas de seis semanas antes de la
cirugia. La media de edad de 65,8 afios (mediana de 67 afios) es habitual para este tipo de series. Destaca el rango,
que oscild entre 46 y 87 anos. Un 34,4 % de pacientes tenian 70 afios o mas en el momento de la intervencion
quirargica. La gran mayoria llegaron a la cirugia en una buena situacion clinica: un 44,4 % totalmente asintomati-
cos y casi el 95 % con un indice de Karnofsky de 90 o 100. Ahora bien, hasta un 85 % presentaban alguna co-
morbilidad, sobre todo EPOC, algin antecedente cardiovascular, o hipertrofia benigna prostatica. Se ha
considerado cualquier antecedente médico como comorbilidad, lo cual ayuda a explicar este porcentaje. En todos
los casos sus patologias de base estaban bien tratadas en el momento de la intervencion, siendo este un dato relati-

vamente subjetivo.
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2-2. Pruebas diagnosticas

Fueron las habituales en el algoritmo de enfoque diagndstico del carcinoma broncogénico. Un 86,3 % tenian
citologia de esputo (sensibilidad del 29,7 %) y un 86,2 % broncoscopia. El cepillado bronquial present6 una sen-
sibilidad del 54,6 %, que ascendio al 85,9 % para la biopsia bronquial (aunque ésta se realiz6 sobre lesiones visi-
bles endoscopicamente o sobre alguna zona sospechosa). La sensibilidad de la PAAF transtoracica con control por
TC fue del 88,2 %, lo cual es un valor realmente significativo. Hay que llamar aqui la atencion sobre el hecho de
que los especialistas en radiodiagndstico que realizaron todas esas punciones fueron siempre los mismos y estaban
especializados en patologia del torax. Una vez mas se pone de manifiesto que la creacion de equipos de trabajo

especializados, homogéneos y estables en el tiempo, influye en la optimizacion de los resultados.

2-3. Estadificacion preoperatoria

Se hizo siguiendo los protocolos habituales. Si hay que destacar que es una €poca en que la tomografia por
emision de positrones (PET) no estd atin instaurada en el hospital y todavia no se incluye en las vias clinicas de
estudio de extension de un carcinoma broncogénico. Por ello se sigue el esquema clasico de estadificacion con TC
toracoabdominal. La presencia de adenopatias mediastinicas con un eje corto mayor de 1 cm es considerada como
sospechosa y requiere confirmacion histologica previa a un abordaje quirurgico con intencion curativa para inten-
tar descartar la afectacion ganglionar mediastinica N2. En ese momento esta confirmacion se hacia directamente
por mediastinoscopia, ya que todavia no estaban implementadas otras técnicas invasivas no quirargicas que des-
pués se han incluido en los protocolos de estadificacion del CBNM (ecoendoscopia, ecobroncoscopia). Llama la
atencion en este sentido que solo se hicieron cinco mediastinoscopias. La explicacion puede ser el alto valor pre-
dictivo negativo de la TC, ya que en los casos con adenopatias clinicamente sospechosas, las mediastinoscopias
confirmaron ese hecho y los pacientes no se incluyeron en el estudio. Sin embargo, no hemos analizado aqui los
datos de los pacientes que no fueron intervenidos, por lo que no podemos establecer rendimientos diagndsticos de
las pruebas de imagen ni de la propia mediastinoscopia. Solo se incluyen los NO clinicos que fueron ademas NO 6
N1 patologicos, y no asi los N2 incidentales, es decir, los casos con afectacion ganglionar mediastinica detectada
incidentalmente en quir6éfano o en el estudio patologico.

El anélisis de estos aspectos queda no obstante fuera de los objetivos de este estudio, que parte de una serie

quirargica homogénea con unas caracteristicas determinadas.

2-4. Valoracion funcional respiratoria

Del mismo modo que en lo referente al estudio de extension, las pruebas funcionales respiratorias se reducian
en la mayor parte de los casos a una espirometria con medida de volimenes y capacidades, con el unico dato rele-
vante del VEMS. Todavia no se habia desarrollado el algoritmo de valoracion funcional respiratoria definido en
2009 por la Sociedad Europa de Cirugia Toracica (ESTS) y la Sociedad Europea de Respiratorio (ERS) y que

actualmente se sigue en la mayoria de los centros (74). Los criterios de inoperabilidad hasta la estandarizacion
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llevada a cabo por este algoritmo eran un VEMS predicho postoperatorio por debajo del 30 % o inferior a 800 cc
en términos absolutos. Actualmente se es mas exhaustivo con la valoracion funcional cardiopulmonar, aunque

tampoco entraremos en ello. En nuestra serie, la media en porcentaje del VEMS fue del 72,7 %.

2-5. Liocalizacion anatomica del tumor
Predominaron los del lado izquierdo, aunque con poca diferencia (53 %). Si fue mayor la afectacion de lobulos
superiores (30,6 % tanto para el 16bulo superior derecho como para el 16bulo superior izquierdo). Este dato coin-

cide con la forma de presentacion topografica habitual del carcinoma broncogénico (274).

2-6. Clasificacion histologica y grado de diferenciacion

El primer elemento que podria romper la homogeneidad de la serie, como hemos dicho anteriormente, es el ti-
po histologico de los tumores. La mayoria de los CBNM son adenocarcinomas o escamosos, dejando los mas
dudosos en el grupo de los indiferenciados de células grandes. Podemos decir que el escamoso y el adenocarci-
noma son tumores distintos. De hecho se han descrito diferentes mecanismos patogénicos para ambos:

Adenocarcinoma. Se ha descrito como lesion preneoplasica precursora de este tipo histologico la Hiperplasia

Adenomatosa Atipica (HAA). Y es que comparten alteraciones moleculares. Asi, hasta en un 39 % de las HAA
aparece mutacion en el codon 12 de KRAS (275). Pero también es frecuente la sobreexpresion de ciclina D1, p53,
survivina y HER2/neu. A nivel epigenético aparecen pérdidas de heterocigosidad en 3p, 9p, 9qy 17q y p. Todos
estos cambios son frecuentes en los adenocarcinomas. Algunos modelos de oncogénesis desarrollados en ratones
han puesto de manifiesto la evolucion desde una HAA (o varios focos de dicha entidad patologica) hasta el desa-
rrollo de un adenocarcinoma de pulmoén (276). Esta via oncogénica se ha descrito predominantemente en fumado-
res. Sin embargo, en los ultimos afios se ha descrito un conjunto de adenocarcinomas de aparicion
predominantemente en mujeres no fumadoras en los que destaca la presencia de mutaciones en el receptor tirosin-
quinasa del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). Sin embargo aun no esta claro como entronca con el meca-
nismo descrito para fumadores, o si estamos ante un tipo de tumor completamente diferente, como parece demos-
trar su comportamiento, respuesta a inhibidores de dicho receptor y prondstico.

Escamoso. Se ha descrito una cascada de alteraciones biomoleculares que van sucediendo desde la célula epi-
telial normal hasta que se convierte en un carcinoma invasivo. Aqui se han visto alteraciones epigenéticas como
pérdidas de heterocigosidad, metilacion de genes, desregulacion de la telomerasa, etc. También aparecen casos de
sobreexpresion de EGFR, asi como patrones de alteracion en la neovascularizacion del tumor (angiogénesis) y
otras alteraciones.

En nuestra serie el 61,2 % fueron epidermoides, un 32,6 % adenocarcinomas y el 5,7 % restante indiferencia-
dos de células grandes. Esta distribucion esta cambiando en la actualidad, y hoy son ya mas frecuentes los adeno-
carcinomas. Parece que este hecho esta en relacion con la disminucion del habito tabaquico. Sin embargo, la
distribucion de nuestra serie en cuanto a tipo histologico ha sido superponible a grandes series quirargicas de

tumores en estadios precoces como la del protocolo NATCH, ensayo clinico randomizado en fase III desarrollado
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por el Grupo Espaiiol de Cancer de Pulméon (GECP) a lo largo de la primera década de 2000, en que los pacientes
con tumores en estadios | y II eran randomizados a cirugia, bien sola, bien con quimioterapia neoadyuvante o
adyuvante, dando lugar asi a tres ramas bien equilibradas. El periodo de inclusion de pacientes (2000 y 2007),
ligeramente posterior al nuestro, asi como el nimero de casos (N = 624), lo convierten en un estudio interesante
para tomarlo como referencia. Eso si, solo en cuanto a parametros descriptivos, ya que los objetivos de ese estudio
en nada se parecen al nuestro (277). La distribucion por tipo histologico en dicho ensayo clinico fue un 50,9 %
carcinomas escamosos, un 31,8 % adenocarcinomas, un 10,7 % indiferenciados de células grandes y un 6,6 % una
miscelanea de otros tipos de tumores. Insistimos aqui también en el razonamiento previo acerca de esa miscelanea
de subtipos histologicos menos frecuentes que presenta el CBNM. En algunos casos han demostrado comporta-
mientos biologicos y pronoésticos diferentes al resto.

Respecto al grado de diferenciacion, en la mayoria era moderado o bueno (75 %). La hipotesis de que la expre-
sion proteica y las alteraciones biomoleculares puedan variar en funcion de este parametro no esta clara. Sin em-
bargo, para intentar evitar de nuevo sesgos de confusion, hemos analizado en todos los casos si la expresion de las
diferentes proteinas variaba en funcion del tipo histologico y del grado de diferenciacion, estratificando los datos
en funcion de estas dos variables. Como hemos visto y después analizaremos, no aparecieron diferencias llamati-

vas en este sentido.

2-6. Tipo de cirugia

En todos los casos la cirugia se realizd con intencion curativa, es decir, con criterios oncolodgicos, como ya
hemos definido al hablar de la seleccion de la muestra. Se realizaron 95 lobectomias (59,4 %), 31 resecciones
segmentarias (19,4 %), 6 bilobectomias (3,4 %) y 28 neumonectomias (17,5 %). Esta distribucion nos lleva a
hacer dos reflexiones:

Proporcién de neumonectomias.

Se puede pensar que el porcentaje de neumonectomias es alto (17,4 %), teniendo en cuenta que se trata de tu-
mores en estadios precoces. Sin embargo, es superponible a la mayoria de series de este tipo. E incluso esta por
debajo de series como la del protocolo NATCH, que presenta un 23,1 % de neumonectomias, o el registro de car-
cinoma broncogénico de la SEPAR, con un 28,5 % de neumonectomias en estadios [ y II (278).

Papel de la reseccion atipica como posible factor de confusion a la hora de establecer el prondstico.

Durante méas de una década, el inico estudio que comparaba la reseccion segmentaria con la lobectomia en es-
tadios precoces, fue el ensayo clinico randomizado del Lung Cancer Study Group (LCSG) de 1995, que incluia a
247 pacientes con CBNM en estadio T1NO. Si bien la diferencia encontrada en términos de supervivencia global
no alcanzo6 significacion estadistica, si encontrd una mayor tasa de recidivas en pacientes con resecciones subloba-
res (91). Un metaanalisis realizado en 2005 por Nakamura concluia que no hay diferencias entre reseccion sublo-
bar y lobectomia en estadio I (92). En este ensayo nos basamos a la hora de incluir pacientes con resecciones
menores en nuestro estudio.

(Cual es la evidencia cientifica en el momento actual a este respecto?
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A falta de conocer los resultados de los ensayos clinicos fase III que actualmente estan en marcha (CALGB
140503 y el japonés JCOG0802), la mayor parte de la informacion procede de estudios observacionales. Si parece
importante la distincion entre tumores en estadio IA y IB. Y dentro del IA, los menores de 2 cm (T1a segtn la
ultima clasificacion). Son esos casos los que estan incluidos en dichos ensayos clinicos en marcha, y donde a prio-
ri parece asumible la reseccion segmentaria como una alternativa oncoldgica equiparable a la lobectomia. La evi-
dencia actual considera valida la reseccion sublobar en pacientes con tumores periféricos de no mas de 2 cm de
diametro, que estan circunscritos a un segmento anatémico y en quienes la estadificacion ganglionar mediastinica
preoperatoria no sugiere la presencia de enfermedad ganglionar hiliar ni mediastinica (grado de recomendacion
1B) (93). Sin embargo, la mayoria de estos estudios analizan la reseccién segmentaria intencionada, es decir, en
pacientes en quienes a priori la lobectomia no esta contraindicada por su funcién pulmonar, su edad u otros condi-
cionantes. También en nuestra serie, para los pacientes en quienes se realizd una reseccion sublobar, fueron las

caracteristicas clinicas de los mismos las que indicaron ese tipo de cirugia.

3. SUPERVIVENCIA Y FACTORES PRONOSTICOS

3- 1. Supervivencia del global de la serie

Encontramos una supervivencia global estimada (SG) por el método de Kaplan y Meier a uno, tres y cinco
aflos desde el momento de la reseccion pulmonar de 93,1 %, 67,4 % y 54,4 % respectivamente. Por su parte la
supervivencia estimada libre de recidiva (SLR) a uno, tres y cinco afios fue 83,7 %, 61,9 % y 51,9 % respectiva-
mente.

Para una serie quirargica como esta, los valores estan en consonancia con la literatura. También las medianas
de 73 meses y 61 meses para SG y SLR respectivamente son superponibles a series similares.

La citada serie del estudio NATCH presenta un supervivencia a 5 afios en la rama de cirugia del 44 %, con
SLR del 34,1 %, los cuales son valores por debajo de los de otras series (277).

Probablemente la serie mas grande y sin duda representativa a la hora de comparar nuestros resultados sea la
utilizada por el grupo de trabajo de la IASLC (Lung Cancer Staging Project) desarrollado para la elaboracion de la
séptima edicion de la clasificacion TNM de 2009 de la que ya hemos hablado. Toman como referencia una serie
de pacientes desde 1990 hasta 2000 (49), que incluye 67.725 casos de CBNM en todos los estadios y tratados de
distintas maneras. Los resultados en términos de supervivencia global a cinco afios en funcion del estadio quirtr-
gico-patolédgico (utilizando la sexta edicion de la clasificacion TNM, de 2002) son: TA: 73 %, 1B: 54 %, I1A: 48
%, 1IB: 38 %. Cuando utilizan la séptima edicion de dicha clasificacion los valores cambian a: 1A: 73 %, IB: 58
%, 11A: 46 %, 1IB: 36 %. En nuestra serie hemos utilizado la sexta edicion (que no ofrecia cambios con respecto a
la quinta, de 1997 en lo referente a las caracteristicas de nuestra) por el hecho de que los pacientes fueron interve-
nidos estando vigente dicha clasificacion antigua.

La supervivencia global a cinco afios en funcion de la estadificacion TNM de nuestra serie fue del 60,9 %, 55,3

%, 50 % y 43,2 % para los estadios [A, IB, 1A y IIB respectivamente, con lo que a excepcion de los pacientes 1A,
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en los cuales es llamativamente menor, en los demds casos son valores practicamente superponibles a esta gran
serie del Lung Cancer Staging Project. Teniendo en cuenta que el 62,5 % de los pacientes de nuestra serie presen-
taban un tumor en estadio IB, nos parece que es bastante representativa como serie quirirgica para estadios preco-
ces.

Nos corresponde hablar ahora de la supervivencia libre de enfermedad (SLE). Todos los analisis de supervi-
vencia de nuestro estudio los hemos hecho por duplicado, considerado como “endpoint” u “objetivo” tanto la
supervivencia global como la supervivencia libre de enfermedad. Desde el punto de vista estadistico son concep-
tos bastante distintos y que requieren una reflexion, basada en la interesante revision que Pilz ha publicado recien-
temente (279). Al analizar la supervivencia global, como ya anticipamos en la introduccioén, se incluye como
evento terminal unicamente el fallecimiento del paciente. Son datos censurados la pérdida del paciente en el se-
guimiento y el permanecer vivo al cierre del estudio. En la supervivencia libre de enfermedad, que se considera un
“surrogate endpoint”, que podemos traducir como “objetivo alternativo”, el evento terminal es la muerte del pa-
ciente o la progresion de la enfermedad. Son censuradas las pérdidas y el permanecer vivo y sin enfermedad al
cierre del estudio.

En la mayoria de estudios que buscan analizar el efecto de un tratamiento oncologico el objetivo principal es la
supervivencia global. De hecho, para la aprobacion de farmacos para uso antineoplasico, la Food and Drug Admi-
nistration (FDA), de forma especial en el CBNM, ha utilizado practicamente siempre ese endpoint.

La SLE no es el Gnico objetivo alternativo, aunque si el mas frecuente. Es un objetivo que se alcanza antes a lo
largo del seguimiento, por lo que permite extraer conclusiones mas precoces y hacer medidas mas faciles. Sin
embargo, esta supeditado a mas factores de confusion que la supervivencia global. Sobre todo, a la determinacion
del momento de la recidiva o a la duda sobre si se trata de una recidiva o un segundo tumor (a veces imposibles de
diferenciar, sobre todo en estadios precoces). Ademas, no estd demostrado desde el punto de vista estadistico en
este tipo de estudios que se correlacione bien con la supervivencia global, y se asume que para que esto sea asi el
tamafo muestral debe ser muy grande (279).

En un caso mas extremo, hay estudios que analizan la SLE, pero incluyendo solo como evento terminal la re-
cidiva, de modo que el paciente que fallece sin enfermedad por otra causa se considera perdido. En este caso el
numero de perdidos seria tan alto que invalidaria el estudio salvo que contdsemos con un enorme tamafio mues-
tral. Ademas, nos encontrariamos con probabilidades de supervivencia menores que probabilidades de recidiva, lo
cual seria de muy dificil interpretacion.

En resumen, hoy por hoy el objetivo estandar en este tipo de estudios es el analisis de la supervivencia global.
Sin embargo, y dado que disponiamos de los datos en nuestra base, hemos incluido el analisis de la SLE en la
practica totalidad de las variables analizadas.

En nuestra serie la probabilidad de estar vivo y sin recidiva a uno, tres y cinco afos de la cirugia fue del 83,7
%, 61,9 % y 51,9 %, lo cual no esta lejos de los valores de supervivencia global. Esto nos da idea de que la ma-
yoria de pacientes que estan vivos a cinco afios, lo estan sin recidiva. No hemos analizado aqui qué ocurrié con

los pacientes que recidivaron, ni hemos hecho distincion entre el tipo de recidiva (local, a distancia, segundo tu-
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mor, etc.) a la hora de hacer los estudios de supervivencia.
3-2. Patron de mortalidad y recurrencias

Vemos que en el 39,8 % de los 88 fallecidos durante el seguimiento, la causa no estuvo relacionada directa-
mente con su enfermedad neoplasica. Es un dato tipico de series quirtrgicas (280). Sin embargo, en los estudios
de supervivencia de este tipo no suele hacerse distincion en funcion de dicha causa de muerte. Es cierto que existe
el concepto muerte especifica por la enfermedad, pero a la hora de comparar el efecto que sobre la supervivencia
tiene un factor bioldgico de un tumor, como es el objetivo principal de nuestro estudio, si asumimos que la proba-
bilidad de fallecer por causas ajenas al objeto del estudio es aleatoria y no esta relacionada con esas variables
biomoleculares que queremos analizar, como es nuestro caso, solo se debe considerar como evento terminal el
fallecimiento, independientemente de la causa.

El patron de mortalidad y recidiva en pacientes con CBNM resecado es bastante homogéneo en la mayoria de
las series. Durante los dos primeros afos tienen lugar el 80 % de las recidivas. En alguna gran serie reciente (co-
mo la publicada a principios de 2013 del Memorial Sloan-Kettering Cancer Center de Nueva York con mas de
1200 pacientes), el pico de incidencia de recidivas se desplaza hacia la derecha, siendo importante hasta los cuatro
afnos (281). Las graficas de densidad de mortalidad y recidiva permiten visualizar la forma de agruparse los even-
tos en nuestra serie (figuras 43 a 46). Vemos que lo hacen entre el segundo y el cuarto afios, para después alcanzar
una meseta mas o menos estable a lo largo de todo el seguimiento por encima de cinco afios. A partir de esos cin-
co anos los datos son mucho mas dificiles de interpretar, ya que la influencia del tumor sobre la mortalidad va
desapareciendo, y a la larga las curvas de supervivencia tienden a unos valores comunes donde ya es complejo
extraer conclusiones sin riesgo de sesgos.

Al estratificar la recidiva en funcion del tipo, es decir, diferenciando recidiva loco-regional, metéstasis pulmo-
nar o metastasis a distancia, vemos como las primeras aparecen dentro de los tres primeros afios, y después son
una rareza. Las metéstasis, aunque mas frecuentes en los primeros 36 meses, siguen apareciendo también en for-
ma de meseta durante todo el seguimiento.

En la grafica que analiza el tipo de recidiva y llega hasta los diez afios de seguimiento vemos coOmo a partir del
quinto afio solo aparecen metastasis pulmonares. Muy probablemente no son tales, y corresponden a segundos
tumores pulmonares. No se ha incluido en el estudio la valoracion de las caracteristicas morfologicas y biomole-
culares de las recidivas, por lo que no podemos saber si se trata del mismo tumor o de un segundo primario pul-
monar.

Del mismo modo decidimos estratificar la mortalidad por causa, en funcidén de los valores descritos anterior-
mente. Vemos también que la mortalidad derivada del propio tumor acontece durante los primeros afos, mientras
que pasados aproximadamente 36 meses, deja paso a mortalidad por otras causas. Si destaca un pequeiio pico de
mortalidad por causas ajenas al tumor durante los primeros 12 meses, lo cual tiene sentido, ya que se trata de tu-
mores en estadios precoces, siendo raro por tanto que aparezca una progresion fatal tan pronto. Si hubiésemos
afiadido la mortalidad postoperatoria este tipo habria sido probablemente mas acusado. Es posible que la cirugia

condicione mortalidad, no solo entre los 30 y los 90 dias (que aqui excluimos) (282), sino también durante todo el
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primer afio mas alla de los 90 dias que hemos establecido aleatoriamente como muerte postoperatoria (283).
Finalmente afiadimos dos graficas que trataban de buscar la influencia que la edad avanzada (en este caso, co-
mo hemos dicho, con un punto de corte arbitrario en 70 afios) podia tener en la causa de muerte. Encontramos que
las curvas que presentan mortalidad por el tumor y por otras causas son similares independientemente del grupo
etario, por lo que parece que las muertes por causas ajenas al tumor estan suficientemente balanceadas como para
pensar que se distribuyen aleatoriamente entre los pacientes y por tanto no restan validez a un estudio que en si
mismo no discrimina a la hora de establecer la variable mortalidad entre la provocada por el tumor y la producida

por otra causa.

3-3. Supervivencia en funcion de posibles factores pronosticos demograficos y del tumor

Una vez hecha una evaluacion que podemos llamar global de la supervivencia de nuestra serie, comenzamos a
intentar identificar factores que pueden condicionar dicha supervivencia e identificar subgrupos de pacientes con
una evolucion diferente.

Insistimos en el punto de partida de este analisis. Lo explica bien Enriqueta Felip en una reciente revision: la
administracion de tratamiento adyuvante en pacientes con CBNM resecado aumenta la supervivencia a los cinco
afios entre un 4 % y un 15 % (284). Sin embargo, no esta exenta de toxicidad, la mayoria de pacientes no se bene-
ficiaran de ella, y no debemos olvidar que estamos hablando de pacientes recientemente sometidos a una impor-
tante intervencion quirirgica que puede condicionar la tolerabilidad del tratamiento adyuvante. Por tanto, contintia
siendo de vital importancia la busqueda de factores prondsticos que identifiquen qué pacientes se beneficiaran del
tratamiento, no solo porque tengan mas riesgo de recidiva, sino también porque su tumor tenga unas caracteristi-
cas biomoleculares que le confieran una mayor capacidad de respuesta a determinados farmacos. Hoy en dia se
trabaja a nivel de estudio de DNA. Sin embargo si las series son homogéneas, los analisis de factores demografi-

cos, quirargicos o histologicos contintian siendo muy relevantes.

3-3.1. Supervivencia en funcion de factores demograficos

3-3.1.a. Género

El cancer de pulmoén ha sido durante décadas una enfermedad predominantemente asociada al género masculi-
no. El motivo principal lo encontramos en la mayor prevalencia de fumadores en hombres que en mujeres.

Es cierto que en los ultimos afios estamos asistiendo a un cambio desde el punto de vista epidemioldgico y so-
cial en cuanto al habito tabaquico. En la Consulta Nacional de Salud 2011/2012 un 27,8 % de los varones y 20,2
% de las mujeres se declaran fumadores activos. Asimismo, un 26,7 % de hombres y un 12,7 % de mujeres adi-

cional dicen haber sido fumadores (285). La tendencia por tanto es a equipararse.

Sin embargo, las caracteristicas de los tumores desarrollados en mujeres parecen ser diferentes a los de aque-
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llos que se presentan en varones. Asimismo existe un grupo de adenocarcinomas tipicos de mujeres no fumadoras
que presentan peculiaridades que hacen que en los Gltimos afios se hayan estudiado de forma especifica. Son ade-
nocarcinomas, habitualmente con patron de crecimiento lepidico, con una incidencia de mutaciones en el gen del
EGFR por encima de la media, y que por tanto les hace susceptibles de ser tratados con farmacos individualizados
como son los inhibidores de la tirosin quinasa. En grandes series el género se comporta como factor prondstico
independiente (286), sobre todos en estadios precoces (especialmente en estadio I). A la espera de contrastar estos
datos tratando de evitar sesgos de confusion, si parece obligado analizar esta variable en los estudios que hacen
referencia al pronostico del CBNM. En nuestra serie se aprecia una tendencia a un mejor pronostico entre mujeres
(66,7 % vs 53,4 %). Sin embargo la diferencia no fue significativa. Hay que tener en cuenta que solo un 6 % de
los pacientes de nuestra serie fueron mujeres. Se trata de una serie relativamente antigua en la que probablemente
aun no estan reflejados los cambios epidemioldgicos que se han producido en los tltimos afios y que hemos co-
mentado. La serie de validacion de la séptima edicion del TNM presenta el género como variable pronoéstica in-
dependiente (287). Una serie reciente de mas de cuatro mil pacientes britanicos mostrd al género femenino como
variable independiente de buen pronostico pero solo en adenocarcinomas resecados en estadio I (288).

Por tanto, actualmente la hipotesis de trabajo es que el género no es en si mismo un factor prondstico. Se ha
visto, eso si, que las caracteristicas de los tumores que aparecen en mujeres son mas favorables: adenocarcinomas,

mejor grado de diferenciacion, menor indice mitotico (Ki-67), e incluso estadios mas precoces (289).

3-3.1.b. Edad

El estudio de la edad como factor de riesgo en estudios de supervivencia es complejo, ya que se trata de una
variable continua que requiere analisis estadisticos muy elaborados si queremos evitar sesgos, o bien establecer
puntos de corte que realmente son aleatorios si no llevan detras todo ese proceso estadistico.

Con el tiempo la perspectiva del cirujano a la hora de considerar a un paciente como “de edad avanzada” o
“afioso” también ha ido cambiando. El riesgo quirtirgico no esta determinado unicamente por la edad. En ningin
caso es contraindicacion por si sola para una intervencion quirurgica de reseccion pulmonar. Los puntos de corte
han ido cambiando también. Durante mucho tiempo se establecia el punto de corte en 70 afios a la hora de analizar
la edad como posible factor de riesgo para el tratamiento del carcinoma broncogénico. Sin embargo, en las series
de los ultimos afios que introducen esta variable de estudio, el punto de corte habitualmente se establece en 75 o
incluso 80 afios (290).

Para estudios de supervivencia en estadios precoces, establecer el punto de corte en edades muy avanzadas nos
lleva a sesgos de confusion. El seguimiento a cinco y diez afios de pacientes por encima de 80 afios de edad (es
decir, en torno a la esperanza de vida media en nuestro entorno sociosanitario) analizando como “endpoint” la
supervivencia global, va a determinar un elevado niimero de fallecidos por causas ajenas al cancer de pulmon.
Como hemos visto que en la mayoria de estudios no se establece una diferenciacion entre causas de muerte nos
parece un punto de corte excesivo. Nosotros lo establecimos en 70 afios, lo que daba lugar a dos grupos de tamafo

aceptable para establecer comparaciones: un 34 % de los pacientes estaban por encima de esa edad.
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Encontramos una tendencia a peor supervivencia entre paciente mayores, que no fue significativa al hablar de
supervivencia global, pero si al analizar la supervivencia libre de enfermedad.

En este caso la ausencia de significacion nos parece importante. Si observamos las curvas de supervivencia
global en funcion de la edad, vemos que comienzan a separarse en torno a los 4 afios (figura 49, apartado 2-3.2.).
Y esta separacion aumenta con la edad, como es logico (hemos representado una grafica con un seguimiento por
encima de 10 afios).

Luego, a modo mas bien de curiosidad, analizamos cémo se comportaban las curvas de mortalidad en pacien-
tes fallecidos por su tumor en comparacion con otras causas, entre pacientes con mas o menos de 70 afios. En este
caso vimos que no habia diferencias. Estas graficas son de dificil interpretacion desde el punto de vista estadistico,
pero nos dieron una idea de que los decesos ya fueran por tumor o por otra causa ocurrian siguiendo mas o menos
el mismo patréon en menores de 70 afios que en mayores de esa edad.

Entre las grandes series, en algunas la edad no actia como factor pronoéstico (291). Sin embargo, nos parece in-
teresante la distincion que hace Goodgame (153) a la hora de analizar esta variable. En una serie quirtrgica de 715
pacientes en estadio I completamente resecados, encuentra una supervivencia global a cinco afios del 52 %, que
asciende al 67 % para menores de 70 afios (p<0,0001). Sin embargo, analiza la probabilidad de recidivas y en este
sentido no encuentra diferencias, 1o cual nos hace pensar que la forma en la que edad influye sobre la superviven-
cia puede no estar en relacion directa con la enfermedad y ser por tanto un dato con sesgos (153). En la gran serie

de validacion de la séptima edicion del TNM la edad se comportd como factor pronéstico independiente (287)

3-3.2. Supervivencia en funcion de factores derivados del tumor

3-3.2.a. Tipo histolégico
Hemos comentado ya que el tipo histologico, fundamentalmente adenocarcinoma y escamoso, determina tu-
mores con diferencias que van mucho mas alld de la morfologia. Cada vez mas se aprecia que su epidemiologia,

su comportamiento, su respuesta al tratamiento, etc., son diferentes.

En los ultimos afios el entusiasmo que ha despertado tanto en la comunidad cientifica como entre los clinicos
el hallazgo de alteraciones biomoleculares en adenocarcinomas que han permitido el disefio de ciertos farmacos
dirigidos contra dianas terapéuticas, como los inhibidores de la tirosin quinasa o el crizotinib, han llevado a cen-
trar los esfuerzos en este tipo histologico. Hoy por hoy, el carcinoma escamoso presenta menos posibilidades de
control mas alla de las opciones quirirgicas de una reseccion completa.

Es cierto que se han identificado alteraciones biomoleculares en los carcinomas escamosos que difieren en su

mayoria de las encontradas en los adenocarcinomas (figura 63).
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Figura 63. Frecuencia de alteraciones genéticas encontradas en CBNM susceptibles de dar lugar a tera-
pias dirigidas.
A. Carcinomas escamosos. Tomada de (292). Mut: mutacion. Amp: amplificacién.
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En nuestra serie no hubo diferencias en la supervivencia global ni libre de enfermedad en funcion del tipo his-
tolégico. El 62 % de los tumores fueron epidermoides. La supervivencia a cinco afios fue del 58,4 % para los es-
camosos y del 54,1 % para los adenocarcinomas. Hubo muy pocos indiferenciados, por lo que su analisis es muy
limitado.

Esta homogeneidad en el pronostico en funcion del tipo histoloégico nos vino relativamente bien porque de este
modo esta variable no se comporté como factor de confusion a la hora de analizar la expresion de las distintas
proteinas. Aun asi en todos los casos, como hemos visto, analizamos la expresion en funcion del tipo histologico y
si era diferente incluimos el estudio de supervivencia por separado en los escamosos y los adenocarcinomas.

Una de las mayores series que comparan la evolucion en pacientes con tumores en estadio precoz completa-
mente resecados analizando la influencia del tipo histologico es japonesa. Maeda y colaboradores examinan una
serie de 1.870 pacientes en estadios I y I completamente resecados de las décadas de los 90 y 2000 (294). Vieron
que los escamosos rara vez se operaban en estadio 1A, a diferencia de los adenocarcinomas, es decir, su tamafio al
diagndstico era mayor. Y dentro de ese estadio IA la supervivencia al afio fue significativamente mayor entre los
adenocarcinomas. Sin embargo, en estadio Il la supervivencia libre de enfermedad fue mayor en los escamosos

que en los adenocarcinomas, con unas diferencias importantes. En nuestro estudio no encontramos esas diferen-
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cias tan llamativas por estadios y los pacientes se comportaron de forma mas o menos homogénea independiente-
mente del tipo histologico. Pese a ello, en series con un tamafio muestral grande nos parece obligado intentar
hacer los estudios de biologia molecular de forma diferenciada entre epidermoides y adenocarcinomas, ya que
cada vez tenemos mas claro que son tumores diferentes (295). En nuestro caso, como en la mayoria de series que
analizan perfiles de expresion proteica, el limitado tamafio muestral condicionado por el elevado numero de mues-
tras a estudiar, no permitié hacer esta distincion. En cualquier caso, la tecnologia de matrices de tejido se puede

aplicar a gran escala, lo que posibilitaria extraer conclusion de peso en este aspecto.

3-3.2.b. Grado de diferenciacion

El grado de diferenciacion si present6 diferencias en cuanto a prondstico en nuestra serie. Se trata, como ya di-
jimos, de un parametro bastante dependiente del observador, por cuanto la estratificacion que establece la AJCC
es estructural (226). En nuestro caso, la uniformidad en los dos patélogos que analizaron todas las muestras garan-
tiza la homogeneidad de criterios. Un 75 % de nuestras muestras tenian un grado de diferenciacion bueno o mode-
rado. La supervivencia a cinco afios para pacientes con tumores bien diferenciados fue del 64,3 %. Un 53,3 %
para los moderadamente diferenciados y un 40,4 % para los pobremente diferenciados. Solo un 6 % fueron indife-
renciados, y aunque €stos presentaron mayor supervivencia su escaso numero convierte a este resultado en poco
valorable. Al comparar las curvas con el test de log rank se encuentra que las diferencias estan justo en el limite de
la significacion estadistica (p = 0,05). Haciendo un estudio de riesgos proporcionales de Cox para los cuatro posi-
bles valores de la variable “grado de diferenciacion” encontramos que el pronodstico empeora conforme disminuye
ésta, con un Hazard Ratio de 2,01. Lo mismo ocurre aplicando este test estadistico al intervalo libre de enferme-
dad, con un Hazard Ratio de 1,83. Este modelo de Cox parece manifestar que el mayor empeoramiento en el
pronostico se produce cuando el tumor pasa de ser moderadamente diferenciado a pobremente diferenciado, por lo
que agrupamos los bien y moderadamente diferenciados por un lado, dejando aparte los pobremente diferenciados
y los indiferenciados. Nos resultan dos curvas de supervivencia separadas, pero con diferencias no significativas
(p = 0,09). La supervivencia a cinco afos para el grupo mejor diferenciado fue de 57,7 %, mayor que el 45,1 %
del grupo de peor diferenciacion. En supervivencia libre de enfermedad las tasas fueron del 55,1 % y el 42,1 %
respectivamente. Tampoco las diferencias encontradas fueron significativas.

Como conclusion de estos andlisis estadisticos podemos decir que la variable, estudiada en su conjunto se
comporta como factor pronostico, de modo que a peor diferenciacion, peor evolucion del paciente. Sin embargo,
no es posible establecer un punto de corte claro que establezca dos grupos pronosticos basados en los valores de
esta variable. Si a este hecho le afiadimos ese aspecto subjetivo que puede tener la adjudicacion de un grado u otro
a la hora de analizar las muestras, sobre todo si no disponemos de uniformidad en el observador, encontramos
dificil de interpretar esta variable.

A la hora de analizar la expresion de nuestras proteinas, al igual que hicimos con el tipo histologico, las corre-
lacionamos con el grado de diferenciacion para ver si encontrabamos diferencias en la expresion de cada una de

ellas, y en su caso estratificamos las curvas de supervivencia para eliminar esta variable como posible factor de
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confusion. En la literatura no hemos encontrado estudios que se centren en el analisis del grado de diferenciacion

del CBNM vy su posible influencia en el prondstico.

3-3.2.c. Estadio y clasificacion TNM

Ya hemos hablado de ello. La supervivencia global a cinco afios en funcion de la estadificacion TNM de nues-
tra serie fue del 60,9 %, 55,3 %, 50 % y 43,2 % para los estadios IA, IB, IIA y IIB respectivamente, paraimetros
mas o menos superponibles a la serie del Lung Cancer Staging Project, cuyos resultados utilizando la sexta edi-
cion de la clasificacion TNM son 1A: 73 %, IB: 54 %, I1A: 48 %, 11B: 38 % (49)

En nuestra serie el estadio y el TNM no funcionaron como factores prondsticos independientes. Probablemente
influy6 el hecho de que el 62,5 % de los casos fueran estadio IB, y solo 20 pacientes tenian tumores en estadio 11
(19,4 %). Habria que ampliar el tamafio muestral para encontrar las diferencias que justifican la propia clasifica-
cion TNM y que estan validadas en la literatura mundial. También nos llama la atencion la tasa de supervivencia a
cinco afios para los casos en estadio 1A, que es del 60,9 %, cuando en las grandes series supera el 70 %. Entre los
36 y los 48 meses se produce en nuestra serie una caida importante en la curva tanto de supervivencia global co-
mo libre de enfermedad. Sin embargo, los pacientes en estadio IA que no habian fallecido permanecieron vivos y
sin recidiva durante muchos afios, a diferencia de los estadios IB, cuya curva mantiene una pendiente bastante
homogénea en el tiempo, mas alla de los primeros cinco afios de seguimiento. Esto justifica pensar que en el esta-
dio IA, transcurridos los primeros cuatro afios, los pacientes podrian considerarse curados.

De nuevo nos favorece en el estudio de nuestra serie tener la mayoria de pacientes agrupados en grupos
pronosticos similares, de modo que se eviten sesgos dentro de lo posible.

Si es cierto que, aunque como hemos visto las resecciones no anatomicas no han demostrado influir negativa-
mente en el pronostico de los pacientes, al menos conceptualmente conllevan una peor estadificacion de las regio-
nes ganglionares N1, lo cual podria plantear la hipétesis de que existan pacientes que hemos clasificado como [A
y que fueran realmente estadio II. Esto podria justificar un peor pronostico de estos pacientes IA (con tumores

muy pequefios periféricos), que aun no siendo significativo, si nos llama la atencion.

3-3.3. Supervivencia en funcion de factores derivados del procedimiento quirargico

3-3.3.a. Tipo de reseccion

Como cirujanos somos conscientes de que la reseccion quirargica estandar indicada en el CBNM es la lobec-
tomia. La hipdtesis de partida es que resecciones menores pueden ser menos completas desde el punto de vista
oncoldgico aunque cumplan los requisitos que hemos descrito de reseccion completa. Y por otra parte sabemos
que la neumonectomia conlleva unos riesgos intra y postoperatorios que hacen que intentemos evitarla siempre
que sea posible.

La serie quirtrgica deseada por un cirujano es aquella que incluya solo lobectomias en pacientes con tumores

en el mismo estadio. Sin embargo, obtener una serie asi con un tamafio muestral suficiente en un unico centro es
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bastante complejo.

Ya hemos hablado de las resecciones segmentarias y de las neumonectomias al discutir las caracteristicas de
nuestra serie. Al hacer el estudio de supervivencia tratamos de encontrar diferencias que pudieran convertir estas
variables en sesgos de asociacion o de confusion. Por eso se hicieron tantas comparaciones.

En primer lugar, comparando los distintos tipos de reseccion, encontrando diferencias en la supervivencia so-

bre todo a los cinco afios. Reproducimos la tabla de resultados.

Tipo de cirugia SV a1 ano SV a 3 anos SV a 5 anos Mediana
Segmentaria 93,3 % 63,3 % 44.4 % 45 meses
Lobectomia 93,6 % 71,2 % 59,1 % 99 meses
Bilobectomia 100 % 66,7 % 66,7 % No alcanzada

Neumonectomia 89,3 % 55,7 % 47,4 % 73 meses

SV: supervivencia

Vemos que al afo no hay diferencias llamativas, como tampoco las hay a los tres afios. Es a los cinco afios
cuando encontramos un empeoramiento importante en la tasa de supervivencia de pacientes sometidos a reseccio-
nes segmentarias y a neumonectomias. Las diferencias halladas en funcién del tipo de reseccion resultaron signifi-
cativas con el test de Tarone-Ware (p < 0,05).

La interpretacion respecto a las resecciones menores que una lobectomia, puede ser que dado que se hacen por
las caracteristicas clinicas del paciente, las cuales no permiten hacer una lobectomia, estamos seleccionando a un
grupo de pacientes con mayor comorbilidad y por tanto con mayor riesgo de presentar otras enfermedades que
puedan condicionar su supervivencia o influir de alguna manera en la evolucion de su tumor, mas alla del riesgo
que una reseccion menor pueda suponer desde el punto de vista oncologico. No tenemos una serie suficientemente
grande como para analizar la causa de muerte de cada paciente fallecido con reseccién segmentaria y ver la in-
fluencia que la podia haber tenido.

En cuanto al peor pronéstico en pacientes sometidos a neumonectomia, y dado que hemos eliminado del estu-
dio los pacientes que fallecieron en los primeros 90 dias tras la cirugia y los pacientes con fistulas de muiién
bronquial que fueron tratados de forma agresiva, hemos de interpretar que, o bien las caracteristicas de los tumo-
res que obligaron a hacer la neumonectomia (localizacion central, tamafio) convertian a estos tumores en mas
susceptibles de recidivar, o bien que las causas de fallecimiento de los pacientes neumonectomizados estaban
relacionadas con las complicaciones tardias inherentes a la propia reseccion, como puede ser el sindrome post-
neumonectomia.

Para tratar de analizar de forma individualizada los subgrupos de pacientes con cirugias que podemos llamar
“de riesgo de empeorar la supervivencia”, hicimos dos analisis de subgrupos:

Primero comparamos los pacientes sometidos a reseccion segmentaria con todos los demas. Aunque las curvas
de supervivencia comienzan a divergir a partir de los tres afios de seguimiento, las diferencias no fueron estadisti-

camente significativas. A largo plazo, probablemente esta vez si debido a las caracteristicas clinicas de estos pa-
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cientes, que los hace mas delicados, las diferencias se hacen mas importantes, si bien ya pasados 8 6 10 afios las
probabilidades de que la causa de muerte sea el tumor son minimas. En cualquier caso, el estudio de las curvas no
dio diferencias significativas estadisticamente, ni en supervivencia global ni libre de enfermedad.

A continuaciéon comparamos los pacientes neumonectomizados con todos los demds. Aqui las curvas presenta-
ron una menor divergencia, si bien la tendencia fue a una peor supervivencia en el caso de las neumonectomias,
mas acusada en los primeros afos de seguimiento (a diferencia de lo que ocurria con las resecciones sublobares).
Pensamos que el peor pronodstico encontrado en estos pacientes podia estar en relacion en esos primeros afios mas
con la mortalidad inherente al paciente neumonectomizado por complicaciones a medio plazo que a factores on-
cologicos. Maxime pensando que la radicalidad oncoloégica de la neumonectomia parece fuera de toda duda (por
margenes, linfadenectomia, etc.).

Estratificamos pues por causa de muerte, y en efecto, comprobamos que la mortalidad aumentada en la curva
de neumonectomia, aunque no significativa estadisticamente, no estaba en relacion a un peor pronoéstico del tumor
en esos paciente, sino a fallecimientos por otras causas.

Con este resultado hicimos el mismo andlisis para las resecciones segmentarias, para ver si las muertes eran
por el tumor o por otra causa, y asi corroborar nuestra hipotesis de unas lineas mas arriba. ;Ocurrié lo mismo?
Pues aunque sin significacion estadistica, si ocurrié lo mismo, ya que las curvas de supervivencia discurren inver-
tidas, es decir, en caso de muerte por el tumor, los fallecimientos fueron mayores entre pacientes sometidos como
minimo a lobectomia, mientras que en la grafica de muertes por otra causa, el peor pronostico correspondio a las
resecciones segmentarias (figuras 59 y 60, apartado 2-5.1.).

Estas reflexiones podrian llevar a confirmar o descartar nuestras hipotesis quirurgicas que planteabamos al
principio, con una serie de mayor tamafo muestral.

En resumen, ;qué papel desempefia el tipo de reseccion a la hora de analizar factores pronosticos biomolecu-
lares en pacientes intervenidos por CBNM en estadios precoces? Porque no debemos olvidar que el objetivo prin-
cipal es ver la influencia que los distintos perfiles de expresion proteica tiene en el prondstico de nuestros
pacientes. El objetivo del analisis de factores demograficos y quirtrgicos es intentar descartarlos como factores de
confusion, identificdndolos primero, y ajustando los resultados en caso de poder sesgarnos el estudio biomolecu-

lar, que es nuestro principal foco en este proyecto.

3-4. Supervivencia en funcion de posibles factores pronosticos biomoleculares

El objetivo principal de nuestro estudio es intentar identificar perfiles de expresion proteica que puedan definir
subgrupos de pacientes con diferente prondstico subsidiarios de actuar de forma especial sobre ellos, bien con la
administracion de tratamiento complementario, bien con un seguimiento mas exhaustivo que incluya pruebas adi-
cionales o un aumento de la frecuencia de las habituales.

Hasta ahora hemos visto que la edad por encima de 70 afios, el grado de diferenciacion y el tipo de reseccion

actuaron como factores pronosticos al hablar de supervivencia libre de enfermedad, supervivencia global o ambas,
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respectivamente.

Pasamos entonces a hacer el estudio univariante para la expresion de las 21 proteinas analizadas.

3-4.1. Consideraciones sobre la metodologia de tissue-arrays utilizada

Ya hemos comentado las ventajas que la metodologia de los tissue-arrays o matrices de tejido aporta para estu-
dios de este tipo, en que para un niimero determinado de muestras tumorales queremos analizar patrones de expre-
sion de diferentes proteinas. La construccion del tissue-array se hizo en el laboratorio del Servicio de Anatomia
Patologica del Hospital Clinico San Carlos. Todos los pacientes fueron operados en dicho centro, por lo que el
protocolo de obtencion, manipulacion y almacenaje de las muestras fue homogéneo. Algunos pacientes fueron
seleccionados retrospectivamente y otros lo fueron prospectivamente. Sin embargo la base de datos tanto a nivel
clinico, como anatomopatoldgico, se hace en ambos servicios de forma prospectiva, de modo que todos los datos
de que se disponia se habian ido obteniendo a tiempo real.

La elaboracion y manipulacion del tissue-array se llevo a cabo por los técnicos especializados del centro. La
metodologia se resume en el Anexo II. Se hizo conforme a las recomendaciones habituales que han validado esta
tecnologia en la literatura cientifica (296).

Por su parte la lectura de los mismos fue llevada a cabo por dos patdélogos independientes, siguiendo los mis-
mos criterios. De cada muestra en parafina se obtuvieron dos cortes para efectuar la lectura a dos niveles del cilin-
dro y promediar el grado de expresion de la manera en que hemos explicado en la seccion correspondiente de
Material y Métodos. En cancer de mama (y se considera una validacion extrapolable a otros tumores) se ha com-
probado que los resultados de la lectura de dos secciones del cilindro de la muestra es comparable a la lectura de
la totalidad de dicha muestra en mas del 95 % de los casos analizados. Esto minimiza de algun modo la posible
falta de representatividad que una muestra tumoral puede presentar, ya que, como hemos dicho, el tejido tumoral
presenta variabilidad entre unas zonas y otras (297).

El método de evaluacion de la expresion las proteinas fue semicuantitativo. Esto hace referencia a que se ana-
liz6 en cada muestra el porcentaje de células en que aparecia sobreexpresada la proteina, es decir, en la que se
detectaba la inmunofluorescencia del anticuerpo marcado. No se tuvo en consideracion la intensidad, que es mas
subjetivo, sino el porcentaje de células positivas. Evidentemente se trata de una evaluacion con cierto grado de
subjetividad. ;A partir de qué porcentaje de células positivas consideramos que la proteina esta sobreexpresada en
esa muestra? En nuestro caso recurrimos a dos criterios, como hemos comentado al describir la técnica:

- La revision de la literatura al respecto

- Una distribucion de los valores de la proteina que permitiese realizar estudios estadisticos. Si un punto de
corte para considerar positiva una proteina daba lugar a dos grupos, de los cuales uno era muy pequefio, este punto
de corte no era apto para hacer analisis con cierto grado de soporte estadistico. De nuevo se trata de ajustes con
cierta subjetividad.

La inmunorreactividad para la valoracion de expresion de una proteina suele dar lugar a una variable cuantita-

tiva discreta con cuatro o cinco categorias. En nuestro caso convertimos esta variable en cuantitativa discreta di-
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cotdmica, es decir, reducida a dos categorias: “positiva” o “negativa”. La distribucion de casos entre estos dos
grupos es la que se intentd que fuera lo mas balanceada posible.

En la seccion de material y métodos hemos detallado el modo de evaluacion de la expresion de cada una de las
proteinas analizadas, con referencias bibliograficas que justifican el modo en que se han establecido las categorias
de cada una de las variables.

La inmunohistoquimica es una técnica no exenta de limitaciones. La mas importante la establece la frecuente
falta de validacion de los anticuerpos que se utilizan. No hay quias clinicas o recomendaciones sobre como debe
realizarse esta validacion. Habitualmente, para comprobar la especificidad que presenta la unién de un anticuerpo
a su supuesto antigeno, se utiliza la técnica de western blot o inmunoblot, que realiza una separacion de proteinas
por electroforesis, para después transferirlas a una membrana absorbente donde se apliquen los anticuerpos que se
desean validar. En algunos casos esos anticuerpos pueden unirse a mas de una proteina, con lo que su especifici-
dad para estudios como el nuestro quedaria en entredicho (298). En una eventual implementacion de un estudio de
este tipo de cara a su potencial aplicacion en la clinica nos parece obligada una validacién de todos los anticuerpos

utilizados para los analisis inmunohistoquimicos.

3-4.2. Resultado obtenido en el estudio de la expresion de cada proteina como posible
factor pronostico.

A la hora de realizar la discusion, hemos agrupado las proteinas analizadas en funcién de los respectivos path-
ways a los que pertenecen, para darle mas coherencia al analisis. En la introduccion realizamos un pequefio resu-

men de cada una de estas vias susceptibles de participar en la oncogénesis. Remitimos al lector a repasar

brevemente los aspectos alli comentados.

3-4.2.a. Ciclo Celular

Vimos en la introduccion la importancia de las distintas fases por las que pasa una célula de forma ciclica des-
de su origen hasta su reproduccion. Los dos eventos mas importantes que ocurren en cada uno de estos ciclos que
transcurren en la vida de una célula son la replicacion de todo el material genético que le es especifico y la divi-
sion celular. La génesis de dos copias exactas de una célula esta sometida a agresiones externas y a errores inter-
nos que deben ser subsanados para que dicha célula no pierda sus caracteristicas y su control. Las alteraciones en
el correcto transcurrir de las fases del ciclo celular pueden dar lugar a una pérdida de control reproductivo, una de
las vias oncogénicas mas estudiada. En este ciclo, la accion de las enzimas que participan en la replicacion del
material genético es fundamental.

Al respecto del papel actual de los genes supresores tumorales y las proteinas que actuan sobre el ciclo celular,
resulta muy instructiva la revision que publican Alfonso Baldi y sus colaboradores del Departamento de Bioqui-
mica de la Universidad de Napoles (299). No entraremos aqui en detalle sobre la revision que realiza, pero su

lectura permite hacerse una idea del conocimiento que tenemos actualmente sobre el ciclo celular y su relacion
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con el desarrollo de tumores, asi como su potencial como discriminador prondstico y como fuente para el estudio
y validacion de terapias dirigidas.

Las proteinas mas importantes implicadas en la regulacion del ciclo celular son las ciclinas y sus respectivas
quinasas, que forman complejos que a su vez catalizan la accion de proteinas como la del gen del retinoblastoma

(pRB). Grupos de proteinas como las INK4 o las p21, p27 y p52 interactiian sobre dichos complejos.

Proteina Ciclina A

En algunos estudios la disminucion de su expresion ha actuado como factor de buen prondstico en pacientes
con CBNM (181, 182). En un estudio ya antiguo de Volm, la sobreexpresion de ciclina A se asocio a un peor
prondstico, con un riesgo relativo HR = 1,9. Ademas se correlaciond con la afectacion tumoral ganglionar. Mas de
dos terceras partes de la serie eran pacientes en estadio III.

El complejo que forma la Ciclina A con cdk2 ha mostrado mediar la apoptosis producida por farmacos como el
pemetrexed, lo cual da mucha informacion a la hora de valorar mecanismos de respuesta a farmaco y en su caso
también posibles mecanismos de resistencia (300).

Asimismo se ha detectado un polimorfismo en el promotor del gen de la ciclina A que aumenta el riesgo de
carcinoma broncogénico entre otros (301).

La tnica serie que encontramos en la literatura que analiza de forma especifica la ciclina A en una serie de pa-
cientes resecados es la de Kosacka. Encuentra que la ciclina se expresa mas en epidermoides que en adenocarci-
nomas. Sin embargo su expresion no se comporta como factor de riesgo (302).

En nuestra serie, la expresion de ciclina A en mas del 5 % de las células de una muestras fue considerada como
positiva, y con este criterio, un 56,3 % de los tumores presentaban sobreexpresion. Coincidiendo con Kosacka, la
expresion fue mayor en epidermoides que en adenocarcinomas (p=0,02). Sin embargo, tampoco en nuestro caso
se comportd como factor prondstico (HR = 1,06; p = 0,78).

Tampoco estratificando por tipo histologico hubo diferencias significativas, si bien la tendencia en tumores
epidermoides fue a un peor pronostico en casos de expresion negativa, mientras que en los adenocarcinomas, la
sobreexpresion fue lo que mostré una menor tasa de supervivencia. Probablemente una serie mayor podria dar
informacion mas clara a este respecto.

Y de nuevo no se encontraron diferencias en cuanto a la supervivencia libre de recidiva en funcién de la expre-
sion de ciclina A (p = 0,76). Las tendencias en funcion del tipo histologico fueron similares a las descritas para la
supervivencia global, aunque sin diferencias significativas.

No hubo diferencias en la expresion de ciclina A en funcién del grado de diferenciacion del tumor.

Proteina p53

Es una de las proteinas mas estudiadas del ciclo celular. Parece que su funcion es primordial en la correcta su-
cesion de fases del mismo. Se trata de un gen supresor tumoral, que se codifica en el brazo corto del cromosoma

17. Su funcioén es bloquear el ciclo celular e inducir la muerte celular programada o apoptosis cuando se producen
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errores o alteraciones en el DNA de las células que podrian hacerla escapar del control normal y convertirla de
algiin modo en tumoral. Esta detencion tiene lugar en el punto de control G1/S (figura 5). La proteina p53 favore-
ce la transcripcion de inhibidores de CDKs, sobre todo p21. Al inhibir los complejos CDK/ciclina, se bloquea la
fosforilacion de pRb y con ello se interrumpe el ciclo celular.

En resumen, p53 bloquea el ciclo celular. Su sobreexpresion puede resultar letal para la célula, que al no poder
dividirse, entra en apoptosis. En células sanas la concentracién de p53 es muy baja.

Las mutaciones en el gen de esta proteina han sido descritas desde hace casi veinte afios en el CBNM, y apare-
cen hasta en la mitad de los mismos, con una importante repercusion en la replicacion celular. En los tltimos afios
la investigacion de esta proteina ha estado més orientada a analizar estas mutaciones que a la expresion propia-
mente dicha de la misma en el nucleo celular. Se espera que estas mutaciones permitan encontrar dianas terapéuti-
cas, asi como entender mejor los fendmenos de quimiorresistencia asociados a esta proteina.

Desde el punto de vista de la significacion pronoéstica que la expresion de p53 puede tener en pacientes con
CBNM, los resultados son controvertidos. Un metaanalisis antiguo encuentra que es un factor importante de mal
prondstico en adenocarcinomas resecados (303). Sin embargo, y también en estadios precoces, Dworakwoska no
encuentra diferencias en la supervivencia (304). Tampoco la serie reciente del European Early Lung Cancer (EU-
ELC) biobank relaciona la expresion de p53 medida por IHQ con el prondstico (305). Landreneau encuentra que
el prondstico en pacientes con expresion de p53 es peor, sobre todo cuando sea asocia a expresion de HER-2/neu
que después nosotros analizamos (306). Y por el contrario, Lee describe una menor supervivencia entre pacientes
con menor expresion de p53, especialmente en adenocarcinomas. Bien es verdad que dos tercios de su serie son
pacientes en estadio III (307).

En nuestra serie, y dada la importancia de esta proteina, establecimos dos criterios de positividad:

Criterio 1. Positiva con inmunorreactividad en mas del 25 % de las células. Con este criterio el 41,9 % de las
muestras presentaban expresion de p53. No habia diferencias en funcidn del tipo histoldgico ni del grado de dife-
renciacion. Las curvas de supervivencia, tanto global como libre de enfermedad, eran practicamente superponi-
bles.

Criterio 2. Positiva con inmunorreactividad en mas del 10 % de las células. Con este segundo criterio, un
54,4% de las muestras eran positivas. Tampoco hubo diferencias por tipo histologico y grado de diferenciacion.

De nuevo las curvas de supervivencia global y libre de enfermedad fueron parejas.

Proteina cdkl

Hace tan solo un afio, el departamento de Biologia Tumoral del Hospital Lee Moffitt Cancer Center & Rese-
arch Institute de Tampa, en el estado norteamericano de Florida, publicaba el hallazgo de una firma génica
desarrollada con la expresion de una bateria de cinco genes en lineas celulares de CBNM capaces de definir un
patron pronostico. Se trata de genes implicados en la condensacion y traslocacion cromosomica (TOP2A,
AURKB, BRRNA, CDK1 y FUS). La sobreexpresion de los cuatro primeros unida a la disminucion en la misma

del gen FUS, configuraba un subgrupo de pacientes con adenocarcinomas de peor pronostico (183). Cuando hici-
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mos la seleccion de proteinas para nuestro estudio, los cuatro genes restantes de la citada publicacion aun no se
habian relacionado desde el punto de vista pronostico con el CBNM. La expresion de esta proteina, y de forma
especifica su presencia en el citoplasma de la célula tumoral, se ha relacionado también en los Gltimos afios con
fendmenos de quimio-resistencia (184).

En nuestro estudio se utilizd como criterio de positividad la inmunorreactividad en mas del 5 % de las células.
Asi, el 24,4 % de las muestras fueron positivas. No hubo diferencias en funcion del tipo histoldgico ni el grado de
diferenciacion. Y la expresion de cdkl no se asocid a cambios en el pronostico, ni como supervivencia global ni

libre de enfermedad (p = 0,92 y p = 0,77, respectivamente).

Proteina cdk2

Es otra quinasa dependiente de ciclina, en este caso ligando de la ciclina E en una unién regulada por los in-
hibidores p27 y p21. Se ha descrito que la expresion de cdk2 es mayor en tumores de estirpe distinta al adenocar-
cinoma. Para Dobashi, en su serie de 190 casos de CBNM, el comportamiento de cdk2 depende de la ciclina a la
cual se una.

Cdk2 es el ligando natural tanto de la ciclina A, que ya hemos analizado, como de la ciclina E. Dobashi en-
cuentra que la union a ciclina A le confiere una gran capacidad catalitica, de modo que el complejo cdk2/ciclina A
dispara de alguna manera el punto critico del ciclo celular que ocurre entre las fases G1 y S, de modo que favorece
la replicacion de la célula, su posible escape a otros mecanismos de control y por ende un mayor potencial expli-
cativo del tumor. Sin embargo, la union a ciclina E da lugar a un complejo cdk2/ciclina E que el autor considera
como formas inactivas de la enzima, asociadas por tanto a células en fase de senescencia y por tanto a tumores de
menor potencial de replicacion y mejor prondstico (240).

Desde el punto de vista farmacoldgico, un estudio reciente en lineas celulares de CBNM ha encontrado que el
complejo que forman ciclina A y cdk2 media el potencial inductor de apoptosis y muerte celular del pemetrexed
(300).

Comparado con un andlisis tan en profundidad, parece que la simple determinacion por inmunohistoquimica de
proteinas tan complejas en su funcionamiento puede resultar bastante imprecisa. Sin embargo, hemos de insistir
en que uno de los objetivos de este estudio es proporcionar un método de valoracion pronodstica de nuestros pa-
cientes que sea sencillo, reproducible y de facil validacion y aplicacion en la clinica, mas alla de profundizar en el
complejo entramado en que todas estas proteinas se imbrican.

En nuestra serie la determinacion de la expresion de cdk2 no resultd pronostica. Tampoco encontramos dife-
rencias en la expresion en funcion del tipo histologico y el grado de diferenciacion.

No hemos estudiado de forma especifica el papel que la expresion aumentada del complejo cdk2?/ciclina A o
cdk2/ciclina E puede desempeiiar. Para Volm, la combinaciéon cdk2 y ciclina A en su estudio de analisis inmu-
nohistoquimico, ofrecié el mayor potencial pronodstico de entre las ocho variables que investigd, dos clinicas
(afectacion ganglionar y estadio) y seis proteicas (ciclina D1, cdk4, pRb y E2F1, ademas de las dos citadas) (182).

Dada la contundencia que estudios tan serios como el de Volm ofrecia, analizamos el papel que cdk2 podia te-
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ner en nuestra serie considerando como positivo cualquier grado de inmunorreactividad, es decir, que con la apa-
ricion de la proteina expresada en una unica célula del corte del tumor examinado, se considerase positiva su ex-
presion. De este modo, el 41,9 % de los tumores presentaron algun grado de expresion de cdk2. Aun asi no hubo
ningun hallazgo estadistico que pudiera confirmar lo descrito por el estudio que hemos comentado.

Definitivamente, en nuestra serie cdk2 no actuaba como factor prondstico.

Proteina ciclina E

Ya hemos visto que se trata de una proteina tremendamente relacionada con las anteriores, especialmente con
ciclina A y con cdk2.

El complejo cdk2/ciclina E, que para Dobashi representa la forma inactiva de la quinasa, y por tanto, poten-
cialmente asociada a tumores de mejor prondstico, ha sido mas analizado en la literatura. De hecho, la ciclina E,
ha resultado pronostica en distintos estudios.

En 2001, Miiller-Tidow, de la Universidad de Munster, en Alemania, junto con colaboradores de la Universi-
dad de Colonia y de la Universidad de California, publicaban un estudio con el contundente titulo de “La Ciclina
E es la tnica ciclina asociada a cdk2 que predice metastasis y supervivencia en estadios precoces de CBNM”
(185). En efecto, en una serie de 70 muestras de tumores en estadios I a IIIA completamente resecados, encuentra
que, especialmente en estadios I y II, la expresion a nivel génico (que a posteriori confirma a nivel proteico por
IHQ, con una buena correlacion) de ciclina E se asocia a un peor prondstico (p < 0,03) y a mayor probabilidad de
desarrollar metastasis (p < 0,01).

Un afio antes, Fukuse también publicaba resultados similares en una serie quirurgica que incluia los mismos
estadios, aunque en este caso con un tamafio muestral mayor (N = 242). Describio la reseccion completa, el
estadio y la sobreexpresion de ciclina E como factores pronosticos independientes (308). Incluso sugiere que se
deberian desarrollar fArmacos dirigidos contra esta proteina o su entorno biomolecular.

El inicio de siglo fue muy prolijo en lo que se refiere al estudio de esta proteina en cancer de pulmon. Prometia
dar mucha informacion y permitir algin tipo de aplicabilidad en la clinica. Otro estudio, en este caso japonés, con
217 CBNM en estadios precoces resecados, encontraba también que la sobreexpresion de ciclina E asociaba un
peor pronoéstico (HR = 2,09; p = 0,03). Asimismo lo asociaba a valores mas altos de ki-67, es decir, a tumores con
mayor proliferacion y mas invasivos (309).

Este optimismo llevé a una interesante revision realizada en 2003 por los oncoélogos de la Universidad de
Munster, en Alemania, que versaba sobre el papel prondstico de las ciclinas A y E en el cancer. No lo hacia es-
pecificamente para el cancer de pulmon, ya que los hallazgos para este tipo de tumor se habian repetido en afios
precedentes para neoplasias de otro origen como mama, colorrectal, cabeza y cuello y prostata (310). De los ocho
estudios que incluyeron en su revision y que habian analizado el papel de la expresion de ciclina E en el prondsti-
co del CBNM, en 7 de ellos la expresion de ciclina E asocié un peor pronéstico. Varias series pasaban de los 200
casos.

Con estos antecedentes, distintos equipos de investigadores trataron de encontrar la posible aplicacion trasla-
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cional de la determinacion y en su caso potencial actuacion sobre la ciclina E. Sin embargo, hasta el momento no
se ha encontrado esta posible relevancia clinica.

Pese a que en alguna serie posterior, aunque con pocos pacientes, no se encontraron diferencias en cuanto a la
expresion de ciclina E y el prondstico de los mismos (302), su interés sigue vigente, como lo demuestra el meta-
analisis que se publica en 2012 (311). Hasta ese momento se incluyen catorce estudios (tabla 52). Todos son de
analisis de expresion proteica por inmunohistoquimica. En todos excepto en uno (el mismo que la revision antes
citada encontraba como unico discordante) la tendencia es a un peor prondstico en pacientes con sobreexpresion
de la proteina. Sin embargo, solo en cinco de ellos las diferencias fueron significativas. A pesar de ello, la poten-
cia de estos cinco estudios peso en el resultado del metaanalisis, que ofrecié un Hazard Ratio de 1,38 (1,07 —
1,79). Por tipo histolégico, sin embargo, las diferencias dejan de ser significativas cuando se analizan los estudios
que se centran en carcinomas epidermoides. La conclusion del metaanalisis insta a disefiar estudios prospectivos
experimentales que permitan validar estos hallazgos.

Desde la publicacion de este metaanalisis no se ha publicado nada mas en relacion al papel de la ciclina E en
cancer de pulmon.

En nuestra serie, los resultados siguen la linea que hemos estado describiendo.

Asi, considerando positivas las muestras con inmunorreactividad para ciclina E en mas del 5 % de las células
(lo que supone un 25,6 % de los tumores), vemos en primer lugar que el grado de expresion fue similar para es-
camoso y adenocarcinoma.

Las curvas de supervivencia global son claramente diferentes. La ciclina E se comportd como factor pronostico
en el estudio univariante, con una probabilidad de supervivencia a uno, tres y cinco afios del 92,4 %, 754 % y
61,5 % respectivamente para pacientes con expresion de ciclina E negativa. Esta supervivencia pasé a 95 %,
40,5% y 32,7 % en los pacientes en quienes la expresion fue positiva. Las diferencias fueron estadisticamente
significativas (p < 0,01). La gran caida en la supervivencia se produjo entre el segundo y tercer afios.

El modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox mostré un Hazard Ratio para expresion positiva de la
proteina ciclina E de 2,22, con un intervalo de confianza al 95 % de entre 1,39 y 3,54. Son valores superponibles a
algunos de los estudios realizados en la tltima década y que Huang incluye en su metaanalisis.

Respecto a la supervivencia libre de recidiva, también hubo una clara diferencia a la hora de analizar las cur-
vas con el método de Kaplan y Meier. De nuevo se produce una importante caida en la supervivencia durante los
primeros 12 a 36 meses, para luego estabilizarse. El Hazard Ratio en este caso de de 2,19, con un intervalo de
confianza al 95 % entre 1,39 y 2,46.

Es decir, que en nuestra serie, la expresion de ciclina E en mas del 5 % de las células de la muestra se asocid a
una recidiva mas precoz y a una supervivencia global peor, con un pico de aparicion del evento terminal (fuera
recidiva o fallecimiento) entre los 24 y los 36 meses. Parece que se trata de un factor pronostico que podria tener
aplicacion en la clinica.

Podria justificar, por una parte la intensificacion del seguimiento durante dicho periodo, y por otro lado, la ad-

ministracion de algun tipo de tratamiento adyuvante en pacientes, que, aun con factores clinicos, quirurgicos y de
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estadificacion habitual, favorables, presentaran una sobreexpresion de esta proteina.

Tabla 52: Estudios incluidos en el metaanalisis de Huang, publicado en 2012, acerca del valor prondstico de
la ciclina E en la supervivencia del CBNM. Tomada de (311)

- % del peso
Autor b‘l?no. . HRazz!rd IC95% enel
publicacién atio metanlisis
1.85

Mishina T 2000 1.14-2.29 10.29
Fukuse 2000 1.92 1.19-3.11 10,32
Anton R 2000 0.84 0.39-1.77 6.63
Muller-Tidow C 2001 1.57 0.65-3,79 5.46
Dasaka-Akita H 2001 2,09 1.09-4,13 7.49
Hayashi H 2001 1.30 0.60-6,79 6.49
Takahashi 5 2002 2,01 0.60-2,80 341
YoolY 2007 0.89 0.52-1,54 9.35
Kosacka 2009 1.63 0.66-4,02 5.28
Gao AF 2001 251 1.28-3.47 10,03
Shou YN 2007 2,13 1.35-3.45 10,51
Filipits M 2007 1.01 0.81-1.25 14,74
Global 1.53 1.19-1.97 100

Asimismo, parece razonable, dados los hallazgos encontrados, no solo en nuestra serie, sino en la literatura en
los ultimos afios, continuar desarrollando lineas de investigacion en torno al pathway que involucra a esta forma
de regulacion del ciclo celular (complejos ciclinas/cdks), buscando posibles dianas terapéuticas en puntos de con-
trol en los que sabemos que tiene un papel importante la ciclina E, por cuanto parece que su actividad tiene mucho
que ver con la invasividad y agresividad del tumor.

En lo que respecta a nuestra serie, parece necesario validar los resultados a ser posible con una serie de mayor
tamafio muestral pero que conserve las caracteristicas y homogeneidad de la que aqui estamos presentando. A este
respecto es importante sefialar que los estudios incluidos en el metaanalisis de Huang y que de algin modo corro-
boran los hallazgos de nuestra series en relacion con esta proteina, son bastante heterogéneos en cuanto al punto
de corte de inmunorreactividad de la proteina utilizado para considerarla positiva, estadios (la mayoria incluyen
estadio III), tipo histoldgico y tamafio muestral (tabla 53).

En nuestra serie, para intentar detectar posibles factores de confusion, analizamos la expresion de ciclina E en
funcion de otras variables clinicas, como fueron el género, la edad, la afectacion ganglionar N1 y el estadio TNM.

En ningun caso encontramos diferencias en la expresion de ciclina E en funcion de estos parametros.

Tabla 53: Caracteristicas de los estudios incluidos en el metaanalisis de Huang, publicado en 2012, acerca
del valor prondstico de la ciclina E en la supervivencia del CBNM. Tomada de (311)
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Mishina T No especificado I-ITIB Epi: 92, AD: 107, Otros: 18
Dobashi Y 1998 190 5% No especificado Epi: 55, AD: 58, MC: 36 ICG: 41
Fukuse 2000 242 20% I-11A Epi: 85, AD: 148, Otros: 6
Anton R 2000 83 50 % I-1l Epi
Muller-Tidow C 2001 70 Mo especificado I-11A Epi: 34, AD-26, ICG: 10
Dosaka-Akita H 2001 214 30% I-1IB Epi: 92, AD: 107, Otros: 18
Hayashi H 2001 o8 3% No especificado AD
Takahashi S 2002 62 5% No especificado Epi: 26, AD: 36
Dobashi Y 2003 144 5% IIITA Epi- 39. AD: 56. ICG:29
Yoo JY 2007 219 30% I-II1 Epi: 100, AD: 119
Kosacka 2009 71 Mo especificado I-IT1A Epi: 43, AD: 17, Otros: 11
Gao AF 2001 86 No especificado No especificado Epi: 54, AD:32
Shou YN 2007 132 10% -V Epi: 38, AD: 86, Otros: §
Filipits M 2007 778 Mo especificado I-111 Epi: 432, AD: 249, Otros: 97

Epi: Epidermoide, AD: Adenocarcinoma, MC: Microcitico, ICG: Indiferenciado de células grandes.

Proteina p16

Ya hemos visto que se trata de una proteina supresora del ciclo celular. Bloquea el punto de control critico del
paso de las fases G1 a S por medio de la inhibicion del complejo cdk4/6. La inhibicion de esta proteina llevaria a
una pérdida de control del ciclo celular, con una proliferacion celular acelerada y, por tanto, hipotéticamente, una
mayor agresividad tumoral.

En los ultimos afios hemos visto cdmo una de las formas mas importantes de inactivacion de p16 es por medio
de la metilacion de su promotor. El papel que esta metilacion, con la consiguiente inhibicion de p16, puede tener
sobre la supervivencia en el CBNM no esta claro. En este sentido, a principios de 2013, el Departamento de
Cirugia Toracica del Hospital Universitario de Nanjing, en China, publico una revision sistematica y metaanalisis
bastante representativo de todo lo estudiado hasta la fecha en relacion a este evento epigenético sobre el promotor
de p16 (312). Incluye un total de 18 estudios, que a su vez combinan diferentes estadios, en la mayoria de los
casos [ a III o incluso a IV. La conclusion de la revision es que la metilacion del promotor de pl6 se comporta
como factor independiente de mal prondstico, tanto para supervivencia global (Hazard Ratio = 1,36) como libre
de recidiva (Hazard Ratio = 1,68). Pero estamos analizando expresion proteica detectada por IHQ. Aqui, aunque
hay variabilidad en los distintos estudios realizados, la tendencia es la deteccion de que una pérdida en su
expresion es factor de mal pronodstico, lo cual parece correlacionarse con cualquier alteracion epigenética que

hiciera que la proteina no se sintetizase en concentraciones normales, como podia ser el fenomeno descrito de la
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metilacion de su promotor (313). Un metaanalisis publicado en 2011 y que incluye 20 estudios desde 1995,
confirma que la expresion aumentada de p16 funciond como factor de buen pronoéstico (desde el punto de vista
estadistico, factor protector) en CBNM, especialmente en epidermoides, ¢ incluyendo diferentes estadios (186).
Como ejemplo, y aunque se trata de una publicacion antigua, en estadios precoces el estudio combinado de las
proteinas p16 y ciclina D1 resulté dar informacion prondstica importante, resultando mas favorable la evolucion
de los pacientes con p16 expresado y ciclina D1 no expresada (314).

En nuestra serie la expresion de pl6 no difirié en funcion del tipo histoldgico y el grado de diferenciacion.
Consideramos positiva la expresion cuando la inmunorreactividad fue detectada en mas del 10 % de las células de
la muestra. Con este criterio, p16 se expreso en un 33,1 % de los pacientes.

No encontramos diferencias en la supervivencia global ni libre de enfermedad ni al comparar las curvas con el
test de log-rank ni al hacer un estudio de riesgos proporcionales de Cox.

Las diferencias que pueden existir entre el nivel protedmico, es decir, el analisis de la expresion proteica por
IHQ y las alteraciones a nivel epigenético pueden ser importantes. En ocasiones no es tanto la diferencia en la
expresion de la proteina como la posible disfuncion de la misma. Esto es importante en la regulacion del ciclo
celular, muy complejo y sometido a controles de unas proteinas sobre otras y en las que a veces la expresion pro-
teica no significa la normofuncién de la misma. En cualquier caso, buscamos factores pronosticos biomoleculares
faciles de identificar y con una perspectiva traslacional. Repetimos con insistencia esta declaracion de intenciones,
pero es facil al reflexionar sobre distintos aspectos de los resultados obtenidos, caer en la trampa de intentar desci-
frar a partir de una curva de supervivencia el complejo entramado de informacion biomolecular que manejamos al
estudiar las células neoplasicas, lo cual lleva con frecuencia a grandes divagaciones si no se concreta inicialmente

de forma adecuada qué es lo que se desea analizar y con qué fin.

Proteina p27

Se trata de una proteina de la familia de los inhibidores de las cdks. En condiciones normales se expresa en al-
tas concentraciones en las fases GO y G1 del ciclo celular, para disminuir cuando la célula comienza a dividirse y
el ciclo comienza a progresar. De modo que controla la replicacion de la célula. Se le ha atribuido la capacidad de
inducir la apoptosis celular. También se ha relacionado con mecanismos de quimio-resistencia. De hecho, en los
pacientes del Ensayo Internacional de Adyuvancia en Cancer de Pulmén (IALT), su sobreexpresion se ha asocia-
do a una menor respuesta a tratamiento quimioterapico, hasta el punto de que solo se beneficiaron de adyuvancia
tras reseccion quirurgica los pacientes tratados son p27 negativo (315). Su ausencia en animales de experimenta-
cion parece aumentar su susceptibilidad al desarrollo de neoplasias, lo que le ha valido la condicion de proteina
supresora de tumores.

En diferentes neoplasias, su diminucion se ha asociado a un peor pronodstico. En el caso del CBNM los resulta-
dos son dispares. Sin embargo, un metaanalisis junto con la revision sistematica de lo publicado al respecto hasta
el afio 2011, ha confirmado que se trata de una proteina cuya sobreexpresion confiere un mejor prondstico a pa-

cientes con CBNM, si bien la mayoria de estudios incluyen pacientes del este asiatico (316). Incluye once publi-

-279 -



Identificacion mediante inmunohistoquimica de factores prondsticos biomoleculares en el carcinoma broncogénico no microcitico en estadio precoz resecado

caciones de entre 1997 y 2010, bastante heterogéneos. Encuentra un Hazard Ratio para el metaanalisis de dichos
estudios de 1,55 (IC al 95 %: 1,09 —2,21). Los puntos de corte de inmunorreactividad para el estudio de IHQ var-
ian del 5 % al 50 %. Solo un estudio incluye en exclusiva pacientes en estadio I (317). En este caso la tendencia
de la expresion de p27 (en este caso con un punto de corte del 30 %) también es a funcionar como factor de buen
pronostico, si bien de forma no significativa.

De entre los estudios que en su momento nos llevaron a incluir esta proteina en nuestro proyecto destaco el de
Tsukamoto, publicado en Lung Cancer en 2001 (318). Estudia la expresion por IHQ en pacientes completamente
resecados. No define la positividad de un modo semicuantitativo, sino que compara la inmunorreactividad del
nucleo de la célula tumoral en relacion con la normal en linfocitos normales. Encuentra una supervivencia a cinco
afios del 35,4 % en el grupo con expresion reducida de p27, claramente menor que el 63,2 % que alcanza el sub-
grupo de alta expresion de esta proteina.

En nuestra serie, dada la heterogeneicidad encontrada en la literatura, analizamos la expresion de p27 por tri-
plicado, con distintos puntos de corte de inmunorreactividad: > 0 %, > 5 %, > 20 %. El porcentaje de muestras
que segun los diferentes criterios fueron positivas fue del 28,1 %, 22,6 % y 12,5 %, respectivamente. En ningin
caso vimos diferente expresion en funcion del tipo histologico ni el grado de diferenciacion.

En la actualidad sabemos que las alteraciones que vemos en la expresion de p27 (hasta en el 30 % de los
CBNM aparece una pérdida de dicha expresion) tienen su origen a nivel epigenético. Su regulacion depende de
una fosforilacion traslacional y su degradacion por la via ubiquitina/proteasoma 26. Conceptos que superan las
intenciones de nuestro proyecto, pero que pueden explicar distintos comportamientos de tumores a priori semejan-
tes en relacion a la expresion de proteinas como p27 (como ella muchas otras) y su posible relacion traslacional
con el comportamiento y la historia natural de los tumores pulmonares (319). Quiza la epigenética pueda explicar
las diferencias encontradas al estudiar perfiles de expresion proteica. Aunque hay que sefalar que el principal
factor de confusion es la heterogeneicidad de las series en que se estudian dichos perfiles, y que en el CBNM sue-
len englobar, como estamos viendo hasta el momento, estadios muy dispares incluso con tratamientos muy vario-
pintos. Volvemos a insistir en el esfuerzo realizado al disefiar nuestra serie para intentar mantener la mayor
homogeneidad posible y minimizar asi este tipo de sesgos. Solo el tiempo y la validacion en series mas grandes

confirmaran si lo hemos hecho correctamente.

Proteina supresora del retinoblastoma (pRB)

Se trata de una de las proteinas mas trascendentales en la regulacion del ciclo celular, por cuanto participa en el
paso limitante o punto de control del mismo. En una célula en situacion de reposo o estabilidad permanece unida a
la proteina E2F1, un factor de transcripciéon capaz de activar toda la cascada del ciclo celular (figura 64). La
union a dicho factor la mantiene inactiva. La fosforilacion de pRb conlleva un cambio conformacional que la libe-
ra de E2F1, permitiendo que se active de forma irremediable la replicacion celular, pasando de la fase G1 a la fase
S. En el cancer de pulmoén son muy frecuentes las alteraciones de pRb, bien a nivel de codificacion de la proteina,

sobre todo en el carcinoma microcitico, bien por trastornos relacionados con la fosforilacion de la proteina, mas
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tipico del CBNM. Algunos autores han relacionado la disminucion en la expresion de pRb con un peor prondstico
en pacientes son CBNM resecados (192), aunque los hallazgos una vez mas son dispares. También aparece impli-
cada en fenémenos de quimio-resistencia. Se ha correlacionado con p53 a la hora de establecer patrones prondsti-
cos, sin resultados claros al respecto.

En nuestra serie establecimos como criterio para considerar positiva la expresion de pRb una inmunorreactivi-
dad superior al 10 %. Con este criterio la proteina se expresé en un 30,6 % de las muestras. En este caso el con-
cepto es diferente a las proteinas con supuesto potencial oncogénico o de invasividad tumoral, ya que la expresion
de la proteina seria en teoria sefial de buen control del ciclo celular. La alteracion en la expresion de pRb, que en
nuestra serie aparece en el 69,4 % de los tumores analizados, coincide con la literatura, en el sentido de que alre-
dedor de dos tercios de los casos de CBNM presentan alteraciones a nivel de esta via oncogénica.

La expresion de la proteina fue mayor en tumores escamosos que en adenocarcinomas. O, dicho de de otro
modo, las alteraciones en su expresion fueron mayores en los adenocarcinomas. Este dato coincide con la literatu-
ra (320).

No encontramos diferencias en la supervivencia global ni libre de enfermedad en los pacientes de nuestro estu-
dio en funcién de la expresion de esta proteina. Tampoco estratificando por tipo histologico.

Una vez mas el complejo entramado que establecen las proteinas implicadas en el ciclo celular probablemente
hace que la cuantificacion aislada por IHQ de una de ellas no tenga el peso suficiente para definir grupos de pa-
cientes con distinto pronostico susceptibles de ser tratados o vigilados de una manera especial, que es lo que per-
seguimos en nuestro proyecto entre pacientes con CBNM en estadios precoces resecados.

Figura 64: Regulacion de la activacion del ciclo celular por la via de pRb. Tomada de (310)
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Proteina mdm2
Mdm2 es un inhibidor natural de p53 (via bloqueo o via destruccion por ubiquitinacion). Cabe pensar pues que

su accion, inhibiendo a una proteina supresora del ciclo celular, seria la de favorecer la replicacion de la célula y
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por tanto favoreceria el crecimiento y la agresividad de un tumor. Hay pocos estudios que analicen la expresion de
mdm?2 con resultados significativos. La mayoria no le dan un papel relevante como condicionante del prondstico
en pacientes resecados. Tanto es asi que, en contra de lo que podria pensarse, la expresion de esta proteina se
comportd en varios estudios como factor de buen prondstico (193). Si parece que la expresion es mayor en esta-
dios avanzados, pero no esta claro si en estadios precoces puede influir en el pronostico (321). Si ha demostrado
comportarse como factor de mal prondstico su amplificacion génica, estudiada por PCR (322).

En nuestra serie pocos tumores expresaron mdm2. Considerando positivas aquellas muestras con deteccion en
mas del 10 % de las células, solo un 8,8 % de la serie lo fue. Una vez mas no hubo diferencias por tipo histologico
y grado de diferenciacion. Tampoco aparecieron variaciones en la supervivencia global o libre de enfermedad
determinadas por la expresion de la proteina. Coinciden estos hallazgos con la mayoria de estudios de la literatura
al respecto que no encuentran la expresion de mdm?2 como factor pronostico, aunque si aparece relacionado con
otras proteinas reguladores del ciclo celular y podria tener importancia a nivel epigenético o de respuesta a farma-

COS.

3-4.2.b. Receptores de membrana

Como hemos comentado en la introduccion, la funcion de la célula esta controlada en gran medida por las se-
fiales que recibe de su entorno. Estas sefiales, en forma de hormonas, factores de crecimiento, enzimas, etc., pro-
vocan cambios bioquimicos en su membrana y su citoplasma, que van a terminar en la mayoria de los casos en
acciones sobre el nicleo, y mas concretamente sobre el genoma de la célula, nivel en el cual se gestara la respues-
ta final de la misma a la sefial que recibio.

Los factores que interaccionan con las células lo hacen a través de receptores de membrana. La mayoria de
ellos son receptores proteicos transmembrana, con un dominio extracelular, otro propiamente a través de la mem-
brana y un tercero a nivel intracelular. La interaccion extracelular de cualquiera de estos factores induce cambios
en la conformacion intracelular de los receptores que desencadenan una respuesta en cascada por todo el cito-
plasma hasta llegar al nucleo. La expresion patologica de genes con un papel critico en estas vias de sefializacion
puede contribuir a la alteracion del crecimiento celular que a su vez se asocie con el desarrollo de un cancer. Asi-
mismo, alteraciones en esos receptores de membrana pueden provocar un descontrol en informacion que la célula
recibe, con consecuencias potencialmente lesivas para su entorno. Los receptores mas estudiados en oncologia y
que han demostrado hasta el momento una implicacion fundamental en el desarrollo del cancer constituyen la
familia de sefializacion ErbB. Como la mayoria de receptores de este tipo, cuentan con un dominio intracelular de
tipo tirosin quinasa que activa la cascada de reacciones moleculares intracelulares que desembocaran en una acti-
vacion de la replicacion y crecimientos celulares. De este modo, la mayoria de miembros de la familia de recepto-
res ErbB se comportan como oncogenes cuando estdn sobreexpresados o mutados. Entre ellos, el mas

significativo en la actualidad, sobre todo por la implicacion que en la clinica tienen sus alteraciones, es el EGFR.
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Proteina EGFR (receptor ErB-1)
El receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR) se detecta por IHQ en un 40 % a 80 % de los

CBNM. La desregulacion de la sefial ErB-1 se ha implicado en el desarrollo o progresion de diferentes tipos de
tumores. Parece que la simple existencia de un receptor activado no es suficiente para la transformacion celular, y
que seria necesaria la presencia del ligando para desencadenar la sefial proliferativa. En varios tumores se ha ob-
servado un incremento de produccion de ligandos para ErB-1 asociado a la sobreexpresion del receptor. Algunos
de estos ligandos son el Factor de Crecimiento Epidérmico, la anfiregulina y el Factor de Crecimiento Tumoral
alfa (TGF-a), entre otros.

En hasta un 17 % - 18 % de los CBNM aparecen pequefias mutaciones o deleciones en el dominio tirosin qui-
nasa del EGFR. Su presencia se ha asociado a una respuesta en ocasiones espectacular a inhibidores selectivos de
dicho dominio, los llamados agentes anti-EGFR o anti tirosin quinasa (TKI). La sobreexpresion del receptor desde
el punto de vista inmunohistoquimico no ha demostrado una clara influencia directa en el prondstico (como si lo
ha hecho en otros tumores). Sin embargo, es uno de los factores mas estudiados al respecto.

Llama la atencioén como al realizar biisquedas bibliograficas que relacionen las proteinas que estamos aqui ana-
lizando con el prondstico en el cancer de pulmoén, la mayoria de dichas proteinas dan lugar a entre 150 y 200 re-
sultados en forma de publicaciones cientificas. Sin embargo, cuando se trata del EGFR, el nimero de estudios que
devuelven los buscadores digitales médicos habituales supera los 1600.

La causa de tal prolifica investigacion en lo referente a esta proteina es esa aplicacion que ya en la clinica tiene
desde hace afos la deteccion de dichas alteraciones genéticas en su genoma. Las mutaciones son mas frecuentes
en adenocarcinomas de mujeres no fumadores de raza asidtica. Parece que en ellas el crecimiento de este tipo de
tumores (de forma especial los antes llamados bronquioloalveolares) depende directamente de la activacion de
esta via del EGFR. Las mutaciones relacionadas con una mayor respuesta a los TKI se localizan en los cuatro
primeros exones del gen. Se han descritos tres tipos, en orden de frecuencia de aparicion: la delecion del exon 19,
la mutacion antisentido (missense) del exén 21 (L858R) y casos de mutaciones puntuales de los exones 18, 20 y
21, asi como duplicaciones o inserciones del exén 20. La presencia de mutaciones de EGFR en aquellos pacientes
que inicialmente responden a TKI se ha asociado a una mejor supervivencia (198).

La relacion entre los grados de expresion de EGFR y el pronostico no esta clara. En algunos estudios la sobre-
expresion del receptor se asocia a peor prondstico (323). Incluso su deteccion o no como proteina soluble en san-
gre se ha relacionado con la evolucion de los pacientes (324). Sin embargo, no hay datos fidedignos como para
utilizar estos hallazgos en la clinica, ya que en otras series no existe este comportamiento. Para otros autores es
necesaria la sobreexpresion de Erb-2 para que el EGFR se comporte como factor prondstico.

En nuestra serie debemos recordar que hemos analizado expresion proteica por IHQ; no hemos investigado las
alteraciones en la codificacion del receptor a nivel genético. No esta claro hasta qué punto esas alteraciones gené-
ticas influyen en la deteccion por IHQ del receptor. Conceptualmente los datos que podemos obtener de la valora-
cion de la expresion proteica pueden no estar en correlacion con la realidad del receptor a nivel de DNA. Sin

embargo, investigadores del Departamento de Anatomia Patologica del Mount Sinai School of Medicine de Nue-
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va York si encuentran esta relacion que podria permitir ahorrar costes en lo que a deteccion de mutaciones se re-
fiere, ya que parece ser que hay una buena correlacion con la IHQ (325).

Dicho esto, nuestra serie no mostro la expresion del EGFR como factor pronostico. Llama la atencidon que casi
un 60 % de las muestras present6 inmunorreactividad para esta proteina en la IHQ en menos del 1 % de las célu-
las, criterio que se considerd negativo, siendo el resto de muestras positivas. Con esta clasificacion, el 40,6 % de
las muestras fueron positivas.

Encontramos asimismo que la expresion de EGFR fue positiva de forma mucho mas significativa en los carci-
nomas escamosos que en los adenocarcinomas (p < 0,01). Este dato coincide con series destacadas de la literatura
al respecto (326). No hubo diferencias, sin embargo, en el grado de diferenciacion.

En relacion al pronostico, tanto las curvas de supervivencia global como libre de enfermedad discurren practi-
camente superpuestas. Si es cierto que cuando estratificamos por tipo histologico, la tendencia es a un mejor
prondstico en los epidermoides con sobreexpresion de EGFR, y sin embargo, a la inversa en los adenocarcinomas,
donde la disminucion en su inmunorreactividad es lo que se relaciona con una mejor evolucion. No son diferen-
cias significativas, pero las tendencias son llamativas. No hay que olvidar que hablamos de estadios precoces. En
ningun caso han sido pacientes tratados con quimioterapia a lo largo de toda la historia natural de su enfermedad.
Y el pronostico en las alteraciones genéticas del EGFR viene dado en estadios avanzados ya en los ultimos afios
por la buena respuesta al tratamiento con TKIs. Aun asi, cabe pensar que no esta todo descrito en relacion al papel
de la IHQ en la cuantificacion de la expresion de EGFR y su potencial papel pronostico, posiblemente en subtipos
histolégicos determinados y en contextos concretos aun por definir.

Merece la pena no dejar de lado la protedomica en el estudio de este receptor de membrana y tratar de desarro-

llar series con la misma homogeneidad, pero a ser posible de un tamafio muestras mayor que la de nuestro estudio.

Proteina receptor ErB-2

Tiene varias denominaciones, que a menudo parecen proteinas diferentes: ErB-2, HER2/neu, CD340 o p185.
En realidad podemos considerar que el proto-oncogén ErB-2 codifica la proteina de membrana p185. Pero pode-
mos encontrar las nomenclaturas utilizadas de forma variada en la literatura.

Codificada en el brazo largo del cromosoma 17, se trata de una proteina con actividad tirosin quinasa de su
dominio citosolico, como hemos dicho, y receptora natural de diferentes factores de crecimiento como el EGFR o
Erb-1. Ha sido muy estudiado en cancer de mama, donde aparece sobreexpresado con frecuencia. Incluso se ha
podido desarrollar un farmaco que se une selectivamente al receptor, el trastuzumab.

La amplificacion del gen de c-Erb-2 da lugar a una sobreexpresion de su proteina p185, lo que favorece de
algin modo la activacion de la replicacion celular. Esta sobreexpresion aparece en un 20 % - 30 % de los CBNM,
especialmente en los adenocarcinomas. Meert y su equipo del Laboratorio de Investigacion Clinica y Oncologia
Experimental del Institut Jules Bordet de Bruselas, realizaron una revision sistematica y metaanalisis del papel
que la sobreexpresion de p185 habia demostrado en el prondstico de pacientes con CBNM. Hasta ese momento la

mayoria de las series, de nuevo con resultados dispares, eran bastante limitadas en cuanto a tamafio muestral. Sin
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embargo, para el metaanalisis retinen mas de 4500 pacientes de un total de 30 estudios. Se trata de estudios muy
dispares. La mayoria no diferencian entre tipos histologicos (escamosos vs adenocarcinomas, e incluso un estudio
de microciticos) e incluyen estadios de I a III o incluso IV. La gran mayoria utilizan la IHQ para la deteccion de la
expresion de la proteina y en la gran mayoria de casos también se trata de muestras quirtrgicas.

Finalmente incluyen 21 estudios, méas o menos repartidos al 50 % en cuanto a sus resultados de p185 como
factor pronoéstico (327). En ningun caso, eso si, la expresion de la proteina se asocié a un mejor pronostico. Es
decir, aun en casos en que no fue significativa la diferencia, la tendencia fue que la sobreexpresion del receptor se
asociaba a una peor supervivencia de los pacientes. Encuentran un factor de heterogeneicidad significativo (p =
0,001). El resultado del metaanalisis es que la sobreexpresion de p185 (proteina de c-Erb-2) se asocio a un peor
prondstico con un Hazard Ratio de 1,55 (IC 95 %: 1,29 — 1,86). Cuando se analizan los 17 estudios que utilizan la
IHQ como método de deteccion de dicha expresion, las diferencias contintian siendo significativas, con un Hazard
Ratio de 1,59 (IC 95 %: 1,23 — 2,04). Pese a los sesgos que los autores analizan en los estudios incluidos, las con-
clusiones del metaanalisis resultan muy interesantes de cara a incluir esta proteina en todo estudio que analice
protedmica y factores pronosticos en CBNM, como nosotros hicimos.

Efectivamente se trata de una publicacion antigua. En los tltimos afios, los resultados no han variado mucho.
Destacan los hallazgos de Takenaka, que presenta 236 casos de CBNM resecados de forma consecutiva. El anali-
sis por IHQ de la expresion de p185 concluyd que su positividad (por encima del 30 % de células inmunorreacti-
vas) se asocio a peor pronostico de forma significativa, con una supervivencia global a 5 afios por encima del 75
% entre los casos con inmunorreactividad en menos del 30 % de las células, y apena un 20 % para tumores con
mayor expresion (328). Sin embargo, los casos con ese grado de expresion de p185 son pocos, por lo que instan a
desarrollar series mayores.

Por su parte, desde la Universidad noruega de Tromso, analizan la expresion de EGFR y p185 tanto a nivel
protedmico por IHQ como gendmico por hibridacion in situ. Si bien encuentran que la amplificacién genomica de
c-ErB-2 se asocia a un peor pronostico entre mujeres con CBNM, hacemos referencia aqui a este estudio porque
concluyen que la IHQ no se correlaciona bien con los hallazgos a nivel de amplificacion genética (328).

Recientemente Xhua y sus colaboradores presentan una serie bastante parecida a la nuestra, con 177 pacientes
en estadio | en quienes la deteccion de p185 por IHQ muestra que su sobreexpresion se asocid a un peor pronosti-
co (p = 0,014). Encuentra asimismo una mayor expresion en adenocarcinomas que en epidermoides (329).

Los resultados de nuestra serie van en consonancia con lo que hemos resefiado de la literatura al respecto de c-
ErB-2. Nos llam¢ la atencion que la expresion de la proteina ocurrié en pocos casos: con un criterio de positividad
de inmunorreactividad en mas del 5 % de las células, solo el 11,3 % de la serie fue positiva. Esto limita bastante
los hallazgos, aunque no los invalida desde el punto de vista estadistico, como comprobamos.

En primer lugar, la expresion fue mayor en adenocarcinomas que en epidermoides (p = 0,02). No hubo dife-
rencias para el grado de diferenciacion.

La supervivencia global fue significativamente menor entre los pacientes con sobreexpresion de p185, con una

supervivencia a 5 afios en positivos y negativos del 16,2 % y 58,5 % respectivamente (p = 0,001). Con una me-
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diana de tan solo 21 meses, la supervivencia esperada del subgrupo de pacientes con c-ErB-2 positivo fue de las
mas bajas de todo nuestro estudio.

La estratificacion por tipo histologico mantuvo las diferencias estadisticas. Asi, el Hazard Ratio de modelo
predictivo definido por la sobreexpresion de esta proteina fue de 2,69 (IC 95 %: 1,46 — 4,94), resultados bastante
en consonancia con la literatura. Llama la atencion que aunque escasos en nimero, a los dos afios de la cirugia
casi la totalidad de los casos de CBNM epidermoide con expresion de c-ErB-2 positiva habian fallecido. No ocu-
rri6 de esa manera significativa en los adenocarcinomas.

En cuanto a la supervivencia libre de recidiva, se mantuvieron las diferencias, con un Hazard Ratio ajustado
por tipo histologico de 2,29 (IC 95 %: 1,25 —-4,17). p <0,01.

Parece que estamos ante un proto-oncogén (c-ErB-2) y su proteina p185 que confieren un claro peor pronosti-
co al CBNM. Nuestra serie tiene la limitacion del tamafio muestral, que en el caso de esta proteina se hace espe-
cialmente pequefio para el subgrupo de pacientes con expresion positiva (un 11,3 % de la serie para un criterio de
positividad situado solo en el 5 % de las células). Sin embargo, la homogeneidad en cuanto a las caracteristicas
quirurgicas de la misma compensan de alguna manera ese posible sesgo y animan a desarrollar series de carac-
teristicas similares pero con mayor tamafio muestral. La mayoria de estudios, como hemos visto, no analizan de
forma especifica pacientes quirrgicos en estadios precoces (327), por lo que la informacion queda mas “diluida”,
de cara a establecer potenciales patrones de actuacion en la practica clinica.

El modo en que este gen confiere ese peor pronostico no estaba claro hace una década, en el momento de la
publicacion del metaanalisis de Meert, y sigue sin estar claro ahora. Aunque parece que esta proteina puede dotar
a la célula de capacidad de migracion y por tanto de metastatizacion, el caso es que lo hace incluso en situaciones
de escasa actividad angiogénica, por lo que su potencial de malignizacion se sugiere independiente de la via de la
neovascularizacion. No hay que olvidar la relacién que parece mostrar con otros receptores de la familia ErB,
como el propio EGFR, pero también con elementos de adhesion celular, como el complejo e-cadherina-catetina
que luego analizaremos, pues esta formado por dos proteinas incluidas en nuestro estudio.

La implicacion de este gen y su proteina en la historia natural del CBNM contintia siendo objeto de estudio,
toda vez que existe, como hemos dicho, un ligando especifico en forma de agente terapéutico como es el trastu-

zumab, que ya ha demostrado resultados esperanzadores en la clinica en el ultimo lustro (330).

Proteina c-kit

Se trata de una proteina de membrana conocida también como CD117, con actividad tirosin quinasa. Es pues
un receptor, en este caso para el stem cell factor, que induce a través de esta via sefiales de crecimiento celular. El
gen c-kit, identificado en 1987, es un proto-oncogén, en tanto en cuanto sus posibles mutaciones y otras alteracio-
nes son capaces de favorecer el desarrollo de un cancer. Se ha relacionado con tumores del estroma gastrointesti-
nal (GIST), seminomas, melanomas o algunos tumores hematolégicos como la leucemia mieloide aguda. Su
determinacion por IHQ permite la identificacion entre otros de dichos GISTs, pues es caracteristica en ellos su

positividad. En el cancer de pulmon se ha demostrado asociacion entre la expresion de c-kit y el prondstico en
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carcinoma microcitico (331). Sin embargo, en CBNM no esta tan clara esta asociacion (201).

Como receptor de membrana, c-kit puede funcionar como potencial diana terapéutica para farmacos de tipo
TKI, como el imatinib (que hemos visto en el caso del EGFR). El analisis de la sobreexpresion del receptor podria
seleccionar grupos de pacientes subsidiarios de ser candidatos a estas terapias (332). Algunos estudios, publicados
hace ya una década, llamaban la atencion sobre esta proteina y su posible papel como factor prondstico. Sin em-
bargo, ha quedado de algiin modo en el olvido, al menos en lo que se refiere al CBNM. Es cierto que la tasa de
sobreexpresion no es muy alta (10 % - 15 % segun las series, de forma bastante homogénea entre adenocarcino-
mas y escamosos). Pero si hay datos para pensar en un posible rol, a determinar con mas estudios (333). En nues-
tra serie definimos la positividad de c-kit en la expresion en mas del 30 % de las células. Con este criterio, solo un
6,9 % de la serie resulto positiva, lo cual va en consonancia con la escasa tasa de sobreexpresion en series simila-
res que hemos comentado. Incluso en nuestro caso esta tasa esta por debajo de lo habitual. Nosotros no encontra-
mos diferencias en la expresion en funcion del tipo histologico ni del grado de diferenciacion. Tampoco hallamos
relacion entre la expresion de este receptor y el prondstico, tanto hablando de supervivencia global como libre de
enfermedad. Asi pues no hemos podido aportar mucha luz en el posible papel de esta proteina a la hora de definir
grupos de pacientes de riesgo o que podrian beneficiarse de farmacos dirigidos a bloquearla. No obstante, los
hallazgos que en la literatura si defienden el papel de c-kit son practicamente en su totalidad referidos a estadios

avanzados de CBNM y, como hemos dicho, a carcinomas de células pequefias.

3-4.2.c. Apoptosis o muerte celular

Cada dia mueren entre 50 y 70 billones de células por apoptosis en un adulto. La regulacion de este fendémeno
es fundamental. Mueren las células que deben hacerlo, y de no ser asi, los tejidos crecerian de forma descontrola-
da. Es lo que ocurre (y acepte el lector esta simplificacion al maximo) en el cancer.

Lo que es cierto es que son muchos los factores implicados en la muerte celular programada (anexo IV). Y el
complejo equilibrio que lleva a que cada célula viva sola y exclusivamente durante el tiempo que debe hacerlo, es
uno de los aspectos que la ciencia lucha desde hace tiempo por desentrafiar, ya que en ¢él radica la explicacion y
potencialmente tratamiento de muchas enfermedades, no solo dentro de la oncologia.

Las diferentes vias de activacion de la apoptosis, entre las que se encuentran implicadas la via del Ligand In-
ductor de la Apoptosis relacionado con el Factor de Necrosis Tumoral Alfa (TRIAL), la familia de bcl-2 o la pro-
pia k-ras, suelen llevar a la activacion de proteinas efectoras o ejecutoras como las caspasas, que inician la fase
final de la muerte celular a través de la degradacion de proteinas del mismo nucleo.

Hace unos 10 afios la expresion de algunas de estas caspasas o de proteinas como la catepsina D, una proteasa
sobreexpresada en distintos tipos de tumores, era objeto de estudio por parte de la comunidad cientifica tratando
de dilucidar su posible papel prondstico en el CBNM. Hoy las vias conocidas son mas, y los datos que tenemos de
ellas son mayores, de modo que se han desarrollado incluso farmacos que actiian sobre diferentes niveles de esas
vias apoptoticas (334).

A la hora de disefiar este estudio, y siguiendo los criterios que ya hemos definido para elegir las proteinas a
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analizar, fueron seleccionadas como representantes de este mecanismo oncogénico la caspasa 3 y la catepsina D,

que pasamos a analizar brevemente.

Proteina caspasa 3

Como hemos dicho, se trata de una proteina efectora en la compleja cascada intracelular que conduce a la
apoptosis. No es de las mas estudiadas. Sin embargo, ya desde hace mas de una década se ha sugerido que puede
tener un papel importante en la oncogénesis del CBNM (208). La expresion de caspasa 3 se ha asociado en alguna
serie a buen prondstico en pacientes con CBNM resecado. Sin embargo, como en otras proteinas y segin comen-
taremos mas adelante, el tipo de anticuerpos que se utilice puede modificar los resultados. Por ejemplo, otros es-
tudios que analizan la forma activa de la caspasa 3 nos llevan a la conclusion bastante logica de que su
sobreexpresion se asocia a una peor evolucion de los pacientes, con diferencias muy significativas con respecto a
aquellos en que no se expresa (335). Incluso en asociacion con c-myc, del que hablaremos después, la disminu-
cion en la expresion de la forma activa de la caspasa 3 ha demostrado definir un grupo de pacientes con medianas
de supervivencia 10 veces mayor que en aquellos sin dicha sobreexpresion (208).

En nuestra serie consideramos la expresion de caspasa 3 como positiva si al menos un 25 % de las células de la
muestra presentaban inmunorreactividad. Con ese criterio, en un 25 % de la serie podemos hablar de una sobreex-
presion de esta proteina.

No encontramos diferencias en la expresion entre adenocarcinomas, epidermoides e indiferenciados de células
grandes. Tampoco el grado de diferenciacion influyd en la misma.

Las curvas de supervivencia global y libre de enfermedad fueron totalmente superpuestas, de modo que la cas-
pasa 3 no se comportd como factor pronostico en nuestra serie. En general la literatura va en consonancia con
estos hallazgos, ya que los casos antes descritos son realmente anecdoéticos en el contexto del estudio general de la
expresion de esta proteina en el CBNM. Ademas, como hemos visto, no hay estudios que se centren en series

quirurgicas de estadios precoces como la nuestra.

Proteina catepsina D

Se trata de una proteasa implicada en la degradacion proteica. Conocida desde 1949, ha sido recientemente
cuando se ha identificado su papel en las vias apoptoticas celulares. Asimismo, su secrecion de forma aberrante y
su expresion descontrolada se han relacionado con el desarrollo y la progresion de tumores malignos, destacando
los de origen mamario. En pulmon los resultados son dispares. Recientemente, Mimae y colaboradores presentan
en 2012 una cohorte de 150 pacientes con adenocarcinoma de pulmoén resecado (204). De ellos, la tercera parte
corresponden a estadios III y IV. En primer lugar, llama la atencion que existen diferencias significativas respecto
a la expresion de catepsina D en los distintos tipos de adenocarcinoma conforme a la nueva clasificacion que
hemos descrito de la IASLC. Asi, apenas destaca su expresion en los de patron lepidico, mientras que es significa-
tivamente mas intensa en los de predominio sélido con produccion de mucina. Los autores tratan de relacionar la

expresion de esta proteina con los factores pronoésticos y de respuesta a tratamiento mas destacados de los ultimos
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afos: EGFR, kras y ALK. Encuentran que la mayoria de casos con expresion de catepsina D no tienen alteracio-
nes genéticas en el EGFR, mientras que si tienen algiin caso mas de presencia del gen de fusion ALK (si bien son
pocos los casos, debido a la escasa incidencia de la presencia de esta traslocacion). No encuentran diferencias con
las alteraciones en kras. Asimismo encuentran que la expresion aumentada de catepsina D se comporta como fac-
tor pronostico de supervivencia a cinco afos

Paralelamente, el grupo del Servicio de Anatomia Patoldgica de Shenyang, en China, encuentra también una
influencia de esta proteina analizada por IHQ en la supervivencia en el CBNM (336). Encuentra ademas una po-
tenciacion de ese riesgo cuando aparece asociado a una disminucion en la expresion de caspasa 3. Tiene sentido
pensar que esta ultima tiene un papel apoptdtico importante para el control celular. De hecho, su potencial papel
como diana terapéutica pretenderia conservar su funcion efectora de la muerte celular programada. Sin embargo,
la catepsina D parece que actia a otro nivel, y es su sobreexpresion la que asocia un menor control celular y con
ello una mayor progresion tumoral.

En nuestra serie, catepsina D tampoco ofrecié mucha informacion relevante comparable a la de estas dos re-
cientes publicaciones. Dada la variabilidad de criterio que encontramos en la literatura y la distribucion de nuestra
serie en cuanto al grado de expresion, repetimos el analisis con dos criterios:

1. Expresion positiva para cualquier porcentaje de células inmunorreactivas. Con ello el 48,8 % de las mues-
tras fueron positivas. En este caso encontramos una mayor expresion de la proteina en los adenocarcino-
mas, lo cual coincide con las publicaciones previamente resefiadas (p < 0,01). No hubo diferencias en
funcion del grado de diferenciacion. No analizamos los distintos patrones histologicos del adenocarcinoma
segun la nueva clasificacion promovida por Travis. Respecto a su posible funcién como factor prondstico,
no encontramos tal asociacion con la supervivencia global ni libre de enfermedad, ni en el estudio univa-
riante ni ajustando por tipo histologico.

2. Positividad con inmunorreactividad en mas del 5 % de las células. En este caso el 25,6 % de la serie se con-
sider6 positiva. Las diferencias en funcion del tipo histoldgico no desaparecieron, pero dejaron de ser sig-
nificativas (p = 0,08). No hubo relacion con el prondstico.

3. Muestras positivas para captacion de mas del 20 % de las células. El porcentaje de la serie considerada po-
sitiva con este tercer criterio descendio al 10,6 %. Desaparecen las diferencias en funcion del tipo histolo-

gico, sin que exista ninguna variacion en los estudios de supervivencia.

Parece pues que el punto de corte adecuado para aumentar el papel diferenciador de la expresion de catepsina D
es considerar negativas solo aquellas muestras sin ninguna inmunorreactividad en la THQ, toda vez que con este
criterio la serie se estratifica en dos grupos mas o menos similares en niimero. En ninglin caso encontramos dife-
rencias en la supervivencia en nuestra serie. Dado que se trata de estadios precoces y que la literatura aglutina
generalmente todos los estadios de CBNM al hablar de esta proteina (aun en el caso de tratarse de series quirtrgi-
cas) podemos intuir que la catepsina D puede tener un papel relevante en la definicién de subgrupos prondsticos,

pero especialmente (si no de forma exclusiva) en estadios avanzados del CBNM. Sin embargo, habria que realizar
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una serie especifica para comprobar o desmentir esta hipdtesis, no siendo objetivo de este proyecto el hacerlo.

3-4.2.d. Vias de reparacion del DNA

Ya comentamos en la pequena reseiia de los diferentes pathways a analizar en este proyecto, que uno de los
mas estudiados en los ultimos afios en el CBNM es el de las vias de reparacion del DNA. La disfuncion de dicha
reparacion puede provocar que las alteraciones que por agentes internos o exdgenos se producen en el DNA de
forma continua puedan trascender y dar lugar a la activacion de sefiales anomalas que puedan repercutir en el con-
trol del crecimiento celular y favorecer el desarrollo y progresion de neoplasias.

En el momento de disefiar nuestro estudio y escoger las proteinas que analizariamos, las vias de reparacion de
DNA todavia no habian sido tan estudiadas como en la actualidad, lo cual hizo que fueran apenas dos las protei-
nas representantes de esta via oncogénica las que se incluyeran en nuestros tissue-arrays: MSH2 y MLHI1. La

expresion de ambas proteinas habia demostrado estar disminuida en muestras de CBNM (97, 210-212).

Proteina MSH2

Codificada en el brazo corto del cromosoma 2, esta implicada en varias vias de reparacion del DNA. Ubicada
en el citoplasma, forma un heterodimero con MSH6, que a su vez se combina con MSH3 para formar el complejo
activo reparador propiamente dicho que accede al nucleo e interacciona directamente con el DNA. Aparece gené-
ticamente alterada en distintos tipos de cancer, algunos de ellos con perfiles hereditarios como el sindrome de
Lynch (forma de cancer de colon hereditario autosémico dominante). Al estudiar esta proteina por IHQ, la inmu-
norreactividad se produce en el ntcleo, con los anticuerpos que se utilizan habitualmente. Es por ello que en el
caso de esta proteina lo anomalo es su ausencia de expresion a nivel nuclear. Skarda y col. realizan un analisis de
la expresion de esta MSH2 en 179 casos de CBNM, si bien se trata de una serie heterogénea en cuanto a estadio
tumoral y tratamientos recibidos. Destaca la ausencia de expresion en el 10 % de la serie, lo cual, insistimos, es lo
anomalo. No encuentran relacion entre el patron de expresion de la proteina y diferentes factores demograficos y
tumorales analizados, asi como tampoco hallan asociacién con la supervivencia (337). Tampoco encuentra rela-
cion Couso, que sin embargo si relaciona la expresion de MSH2 con el status de fumador (247). Sin embargo, en
los ultimos afios, ha resurgido el interés por el papel de estas proteinas reparadoras en el cancer de pulmon. Asi,
en los pacientes del ya comentado ensayo IALT se ha descrito que la expresion de MSH2 se asocia a un mayor
beneficio de la adyuvancia con platinos en pacientes con CBNM completamente resecado (315), sobre todo en
casos con niveles disminuidos de p53 y de ERCC1.

También se ha encontrado un comportamiento distinto en funcion del tipo histologico. En el estudio de Vageli
(2013) niveles elevados de MSH2 se asociaron a un mejor pronostico y mejor respuesta a quimioterapia en tumo-
res de estirpe escamosa. Sin embargo esta sobreexpresion paso a ser deletérea a la hora de analizar los adenocar-
cinomas. De hecho, conllevo una peor sensibilidad al tratamiento médico (212, 338).

En nuestra serie un 23,1 % de las muestras no present6 expresion de MSH2, lo que hemos definido como ano-

malo. Aceptamos como negativa la inmunorreactividad en menos del 5 % de las células, no solo en las que habia
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una total ausencia de expresion a nivel nuclear. La expresion fue mayor en los epidermoides que en los adenocar-
cinomas (p=0,05). No hubo diferencias en funcion del grado de diferenciacion. Sin embargo no encontramos nin-
guna diferencia en la supervivencia, ni global ni libre de enfermedad. MSH2 no se comporté como factor
prondstico ni en escamosos ni en adenocarcinomas. Sin embargo, si se aprecia una leve tendencia que viene a
confirmar los hallazgos de Vageli: el pronostico tendié a ser mejor en escamosos con MSH?2 positiva (a partir de
los cuatro afios de seguimiento) y en adenocarcinomas con MSH2 negativas (durante todo el seguimiento). Puede
que esta proteina, sobre todo ahora que comenzamos a saber las alteraciones epigenéticas que condicionan las
alteraciones en su expresion (metilaciones, polimorfismos, inestabilidad de microsatélites), todavia nos pueda

aportar mucha informacion en el estudio biomolecular del CBNM.

Proteina MLH1

Muy relacionada con MSH2 y codificada en este caso en el cromosoma 3, su gen aparece alterado también en
el sindrome de Lynch. En el estudio de Vageli que hemos comentado se comporta de manera parecida a msh2
(338). De similar manera, polimorfismos en su gen la han relacionado recientemente con fenémenos de quimio-
sensibilidad en estadios avanzados (339, 340). La expresion por IHQ no se ha estudiado en los ltimos afios. Su
papel pronostico no esta claro (337).

En nuestra serie, con criterio de positividad similar a MSH2, es decir, > 5 % de células inmunorreactivas, la
mitad de la serie (49,4 %) se considerd asi, mientras que la otra mitad fue negativa. La diferencia en la expresion
en funcioén del tipo histologico fue mucho mas llamativa que para MSH2 (p=0,01). Sin embargo, como en aquélla,
no hubo diferencias en la supervivencia en funcioén de su expresion, ni de forma general, ni estratificando por tipo
histologico. Pero se repitio el patron de la historia natural de estos tumores, diferente para escamosos y adenocar-
cinomas, aunque hablamos de tendencias no significativas.

Probablemente el papel de estas dos proteinas reparadoras del DNA sea mas relevante en estadios avanzados
de CBNM, sobre todo por su correlacion con la sensibilidad a tratamientos basados en platinos. Merece la pena
ahondar en el posible rol de estas proteinas, con potenciales implicaciones traslacionales.

En el momento actual son muchas las vias de reparacion de DNA que se conocen, y muchas mas las alteracio-
nes a nivel biomolecular que relacionan estas vias con el desarrollo y evolucion de muy diversos tipos de tumores.
Probablemente existen proteinas implicadas en estos pathways que puedan dar mucha informaciéon prondstica y

sean de facil deteccion por IHQ. Son pues merecedoras de un estudio mas especifico.

3-4.2.e. Vias de invasion y metastasis

Ya comentamos en el repaso inicial a las vias oncogénicas estudiadas en este proyecto el fendmeno de la “cas-
cada metastasica”, todo el proceso que lleva a una célula tumoral a salir de su entorno, trasladarse a otro punto del
organismo y dar lugar a una metastasis que a su vez prolifere lejos de su origen. La adhesion celular esta mediada
por un complejo entramado de moléculas, con un papel muy relevante de las proteinas transmembrana que inter-

accionan con el entorno extracelular.
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Proteinas e-cadherina/beta-catenina

Entre estas proteinas destacan las cadherinas, una familia de péptidos transmembrana cuya unién a elementos
extracelulares estd mediada por calcio. Familia que a su vez cuenta con diversos miembros. Destacamos para
nuestro estudio la e-cadherina, situada en tejido epitelial (de ahi su prefijo). Conocemos su papel en el manteni-
miento de la estructura tisular y en la movilidad celular.

La proteina e-cadherina guarda una estrecha relacion con beta-catenina. Se trata ésta de una proteina cito-
plasmatica que se une al dominio intracelular de e-cadherina. Simplificando mucho, podemos decir que sirve de
puente entra la proteina transmembrana y el esqueleto de la célula, en concreto los filamentos de actina (figura
65). Entre otras funciones su presencia regula el crecimiento celular una vez que ha terminado la formacion del
tejido epitelial, impidiendo un sobrecrecimiento del mismo. En los ultimos afios beta-catenina se ha identificado
como una de las proteinas intracelulares claves en la via de sefializacion celular wnt (341).

El fenémeno por el cual las células dejan de estar ancladas de forma estable en un tejido y adquieren movilidad
se ha denominado recientemente la Transicion epitelial-mesenquimal (con sus siglas en inglés EMT). Las protei-
nas implicadas en esta propiedad son las cadherinas, la beta-catenina y la vimentina. Han demostrado un papel
muy relevante durante el desarrollo embrionario, etapa de movilidad celular por excelencia. Sin embargo, han
pasado a tener también un rol muy destacado en fenomenos de invasion y expansion tumoral (342). Incluso han
demostrado funcionar como posibles dianas terapéuticas con resultados prometedores en distintos tipos de tumo-
res.

El papel prondstico de la expresion de estas proteinas cuantificadas por IHQ ha sido bastante estudiado. Desta-
camos aqui por su actualidad la publicacion del grupo coreano de Kim (2013) que analiza de forma retrospectiva
muestras en parafina de adenocarcinomas de pulmoén (casi el 80 % de la serie son estadios precoces). Encuentra
que la ausencia de expresion de e-cadherina y la expresion aberrante de beta-catenina se asocian a una menor su-
pervivencia global y libre de enfermedad (342). Para nuestro estudio nos resulta especialmente relevante porque
metodologicamente es muy similar (de hecho emplea puntos de corte de expresion de estas proteinas semejantes a
los nuestros) y pone de manifiesto la actualidad de la valoracion de las mismas por IHQ.

(Como interpretamos los resultados obtenidos en nuestra serie?

En relacion a e-cadherina el punto de corte para considerar positiva su expresion en una muestra fue el 75 % de
las células. Con este criterio, el 15 % de la serie fue positiva. Llama la atenciéon que mas de la mitad de nuestra
serie no mostro expresion de e-cadherina en la IHQ.

La expresion fue significativamente mayor en los tumores de estirpe epidermoide (p=0,02). Dicho de forma
mas relevante, teniendo en cuenta el papel que hemos descrito para la proteina, su pérdida de expresion fue mas
significativa en el adenocarcinoma. En cuanto a la supervivencia, las variaciones en su expresion no actuaron
como factor pronoéstico ni en lo referente a la supervivencia global ni libre de enfermedad, con curvas de Kaplan-
Meier practicamente superpuestas.

Si aparecio una tendencia a la hora de estratificar por tipo histolégico a un mejor prondstico en el escamoso
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con pérdida de expresion de e-cadherina, y al efecto inverso en el adenocarcinoma (es decir, peor prondstico al
disminuir su inmunorreactividad). Esta tendencia quedo lejos de ser significativa, pero nos han llamado la aten-

cion las diferencias encontradas, sobre todo teniendo en cuenta la publicacién que hemos comentado de Kim.

Figura 65: Esquema de la relacion entre E-cadherina y beta-catenina. Tomada de
www.bms.ed.ac.uk/research/others/smaciver/encyclop/Abp-c¢/Catenin.htm. Universidad de Edimburgo.

Microfilaments

Cadherin

Cl=actimin

Vinculin

Y es que hace ya mas de una década que la expresion disminuida de e-cadherina se asocio a un peor pronostico
en CBNM (343). Un metaanalisis publicado en 2012 que agrupa trece estudios y 2274 pacientes confirma esta
peor evolucion de los pacientes con disminucion en la expresion de la proteina (344). En este caso el porcentaje de
casos con dicho decremento en la IHQ no lleg6 a la mitad de la serie (41 % en el caso de estadios I), lo cual difie-
re de nuestros resultados. Si hay cierta variabilidad en la interpretacion de los tissue arrays a la hora de dar valor
de expresion en funcion de la inmunorreactividad observada. La influencia de esta menor expresion en el pronds-
tico arroja en dicho metaanalisis un Hazard Ratio de 1,49 en asiaticos y apenas 1,01 en el resto de razas. Ademas
ese efecto pronostico deja de ser estadisticamente significativo en tumores en estadio I, que, recordemos, es pre-
dominante en nuestra serie, que no es, evidentemente, asiatica. Estos posibles factores de confusién como son la
raza y el estadio pueden explicar que nuestra serie se comporte de manera aparentemente diferente a como se re-
sefa en la literatura. De hecho no son muchas las series propiamente quirurgicas publicadas.

Por su parte, respecto a beta-catenina, establecimos su punto de corte de expresion en el 5 % de las células,
también en relacion a la literatura. Con ello, el 23,8 % de la serie mostr6 expresion, mientras que el 76,2 % de las
muestras fueron negativas (expresion en menos del 5 % de las células). Aunque la tendencia fue a una mayor
pérdida de expresion en tumores epidermoides, es decir, al contrario que la e-cadherina, las diferencias en funcion
del tipo histoldgico no fueron significativas. Tampoco encontramos diferencias en funcion del grado de diferen-
ciacion.

Las curvas de supervivencia global y libre de enfermedad fueron totalmente superponibles, con Hazard Ratio
de en torno a 1, es decir, sin ninguna diferencia apreciable en relacidon a la expresion de la proteina.

Ha sido descrito en la literatura que la disminucion en la expresion de beta-catenina se ha asociado a una ma-
yor capacidad metastasica de ciertas células neoplasicas (345). Aunque en los tltimos afios se ha intensificado el

estudio del valor pronostico de esta proteina en el CBNM los resultados no permiten extraer conclusiones dada su
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disparidad. Un metaanalisis de muy reciente publicacion incluyendo doce articulos entre 2000 y 2012, muestra un
peor prondstico en pacientes con disminucion de su expresion en CBNM, con un Hazard Ratio de 1,91 (IC 95 %
1,14 — 2,50) para estudios con analisis multivariantes, y un Hazard Ratio de 1,91 (IC 95 % 1,51 — 2,41) para pu-
blicaciones con estudios Unicamente univariantes (346). Una vez mas encontramos posibles sesgos a la hora de
extraer conclusiones: no hay homogeneidad en cuanto al estadio, se mezclan series quirtirgicas sin tratamientos
adyuvantes con series de pacientes que han recibido quimioterapia o radioterapia, no se incluye una analisis mul-
tivariante con otros posibles factores de riesgo como son el estadio o el tipo histolégico, y el punto de corte para
considerar positiva o negativa la expresion de la proteina varia entre el 5 % y el 88 % de las células. Nos parece
que estos mas que posibles sesgos restan validez a un metaanalisis con estudios tan heterogéneos. No en vano los
autores instan a realizar estudios prospectivos para intentar llegar a determinar el valor prondstico de esta protei-
na. En nuestra serie gran parte de estos posibles sesgos son evitados. Sin embargo, no estamos exentos de otros
factores de confusion recientemente sugeridos. Asi, Li y colaboradores encuentran que el comportamiento de los
tumores, y por ende, su pronostico, varia en funcion de en qué parte de la célula se detecte el aumento o disminu-
cion de la expresion de beta-catenina. En efecto, una disminucion en la expresion en la membrana se asocia a un
peor prondstico. Sin embargo, un aumento en la concentracion en el citoplasma conllevé también una menor su-
pervivencia (347). Incluso describen una traslocacion de beta-catenina al interior del nucleo de la célula en res-
puesta a sefiales del EGFR, unido a la implicacion el pronostico de un factor de transcripcion llamado Nanog.
Como vemos la red de sefales internas de la célula es tan compleja que probablemente existan siempre factores de
confusion en estos estudios que no llegamos a conocer. Esto nos obliga a homogeneizar al maximo aquellas va-

riables que si podemos controlar.

3-4.2.f. Factores de transcripcion

Habitualmente activados por diferentes sefiales intracelulares, estos factores son capaces de actuar sobre el
crecimiento y proliferacion celulares, la diferenciacion, la apoptosis, y la propia amplificacion del DNA. La hipo-
tesis de su posible papel como inductor de tumores y favorecedor de su invasion, parte del hecho de que su sobre-
expresion conlleva una actividad perpetuada que rompe con la regulacion y el control de la proliferacion celular.
Para nuestro estudio seleccionamos c-myc, que es considerado un proto-oncogén, pues sus alteraciones molecula-
res conducen a errores en la transcripcion que llevan a una actividad descontrolada de su proteina, lo cual podria
justificar la hipodtesis planteada. Existen muchos otros factores de transcripcion. Su analisis supera con mucho los

objetivos de este estudio.

Proteina c-myc

Codificada por el proto-oncogén c-myc, situado en el cromosoma 8, se considera capaz de regular la transcrip-
cion de hasta el 15 % de los genes del DNA. Es capaz de actuar a muchos niveles y de diferente manera en fun-
cion de las sefiales de activacion que reciba. Por ejemplo, hace ya tiempo que se comprobd que en respuesta a

sefiales de activacion puede favorecer la mitosis y proliferacion celular, si bien en ausencia de las mismas es proa-
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poptotico.

Se estudia fundamentalmente la expresion del gen, asi como las posibles alteraciones epigenéticas que alteran
la codificacion y funcién del mismo. Sin embargo, son pocos los estudios de expresion de la proteina. Hace ya
tiempo que se relacion6 con una posible influencia prondstica en el CBNM, vinculado de algin modo a la via de

la apoptosis, de la que ya hemos hablado (348).

En nuestra serie utilizamos dos criterios de positividad:

Criterio 1. Expresion de c-myc positiva con inmunorreactividad en mas del 5 % de las células de la muestra.

Con este criterio el 35 % de la serie fue considerada positiva. Aunque la expresion fue ligeramente superior en
adenocarcinomas no hubo diferencias con respecto al tipo histologico ni al grado de diferenciacion. Con este crite-
rio no encontramos diferencias en la supervivencia (p=0,58) si bien la tendencia fue a una mayor mortalidad en
pacientes con sobreexpresion de la proteina, tanto a la hora de hablar de supervivencia global como libre de en-
fermedad.

Criterio 2. Expresion de c-myc positiva para una inmunorreactividad superior al 20 % de la célula. En este ca-
so los hallazgos si fueron significativos. En primer lugar, la expresion fue mayor en tumores indiferenciados o con
bajo grado de diferenciacion. Como resultado en consonancia con este hallazgo, y pese a su escaso niumero, des-
taco la sobreexpresion en los tumores indiferenciados de células grandes. Sin embargo, eliminando este pequefio
subgrupo no encontramos diferencias entre el adenocarcinoma y el epidermoide.

La sobreexpresion de c-myc con este criterio si resultd asociarse a un peor pronostico, con una supervivencia a
1,3 y 5 afos de 93,2 %, 69,6 % y 57,9 % respectivamente para tumores sin sobreexpresion de c-myc, y de 92,1
%, 56,1 % y 37,1 % para aquéllos con un aumento de la inmunorreactividad de la proteina. Las diferencias fueron
significativas (p=0,02). Estas diferencias se mantuvieron para los estudios estratificados por tipo histolégico y por
grado de diferenciacion. De hecho, en el analisis multivariante, utilizando un modelo de regresion de riesgos pro-
porcionales de Cox, la expresion de c-myc mantuvo ese efecto como factor de mal prondstico, con un Hazard
Ratio de 1,8 (IC 95 % 1,08 — 3,1;p=0,028).

En la literatura reciente Iwakawa, del Instituto Nacional de Investigacion del Cancer de Tokio, encuentra resul-
tados parecidos en adenocarcinomas en estadios I. Sin embargo, su estudio analiza amplificacion del gen por
PCR. Los resultados (p=0,013) llevan a los autores a concluir que la amplificacion del gen c-myc podria ser una
alteracion genética crucial a la hora de convertir las células de los adenocarcinomas en potencialmente capaces de
metastatizar. Y defienden que los pacientes con estos hallazgos serian buenos candidatos a recibir tratamiento
adyuvante en el postoperatorio (215). No son ajenos en su discusion a las diferencias que establece la nueva clasi-
ficacion del adenocarcinoma a la que hemos hecho mencion en varias ocasiones en el presente estudio. En efecto,
habria que validar estos hallazgos en los distintos tipos histologicos de adenocarcinoma antes de plantear en qué
pacientes deben llevarse a la practica terapias adyuvantes o seguimientos mas intensivos.

También habria que relacionar los hallazgos desde el punto de vista gendmico (amplificacion del gen de c-

myc) con los que encontramos nosotros en protedmica. La transcripcion de un gen amplificado a un pool de pro-
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teinas aumentado en numero y funcion es algo que hay que demostrar en cada caso.

Si hacen referencia los autores a los hallazgos de Socek y colaboradores, quienes en 2008 publican en Nature
que la inhibicion de myc en adenocarcinomas inducidos en ratas por mutacion de ras supone una regresion muy
importante de tumores incipientes o ya bien establecidos, con escasa patogenicidad sobre tejido, por lo que podria
ser una diana terapéutica de alcance (349). Fukazawa, dos afios después, confirma que la inhibicidon de c-myc
bloquea el crecimiento de lineas celulares de adenocarcinoma humano con k-ras mutado en células con sobreex-
presion de c-myc (350).

Nuestra serie demuestra que la determinacion de la expresion de c-myc por IHQ puede tener un papel destaca-
do en la definicion de subgrupos pronosticos en CBNM precoces completamente resecados. El hecho de que pue-
da inhibirse este gen podria abrir puertas al desarrollo de terapias dirigidas.

Una de las limitaciones principales de estos hallazgos es el hecho de que c-myc es un gen implicado, como
hemos dicho, en multitud de vias de sefializacion celular. No se trata de un gen que se active especificamente en el
cancer de pulmon y por tanto habra que ser muy cautos a la hora de analizar los posibles efectos que se pueden
obtener por su inhibicion en vivo. Los estudios antes resefiados muestran sus hallazgos en lineas celulares de ade-
nocarcinoma.

Al hablar de supervivencia libre de enfermedad los hallazgos de nuestra serie son parecidos a los de supervi-
vencia global. En este caso no se alcanza la significacion estadistica, pero c-myc continua actuando como factor

de mal prondstico, con un Hazard Ratio ajustado por tipo histologico de 1,63 (IC 95 % 0,98 —2,71; p =0,06).

3-4.2.g. Otras proteinas

Proteina Topoisomerasa 2 alfa

Ya comentamos que las topoisomerasas se encargan de mantener la estructura del DNA y permitir que a la
hora de la transcripcion se “desenrolle y vuelva a enrollar” adecuadamente sin perder su configuracion tridimen-
sional. Por este papel tan relevante de forma directa e inmediata en la transcripcion del material genético, evento
trascendental para la replicacion celular, son dianas terapéuticas de quimioterapias de uso habitual en la clinica,
como son las antraciclinas o el etoposido. Interrumpir su funcion conlleva a la muerte celular. También vimos que
su papel como factor prondstico en CBNM no estaba bien establecido, aunque en carcinoma microcitico ha de-
mostrado no solo influir en dicho prondstico, sino también definir fenémenos de quimiorresistencia en tumores
que presentan una expresion aumentada de la proteina, analizada por IHQ.

En mamiferos existen dos isoformas de la Topoisomerasa 2 (alfa y beta). La analizada en este estudio es la iso-
forma alfa, que es la que ha demostrado aparecer sobreexpresada en tejido neoplésico en relacion con tejido sano.
La isoforma beta, por su parte, muestra una expresion similar en células tumorales y en sanas.

En nuestra serie consideramos positiva la expresion de Topoisomerasa 2 en muestras con inmunorreactividad
en mas del 30 % de las células. Con este criterio el 26,3 % de la serie fue positiva.

No encontramos diferencias en la expresion en funcion del tipo histoldgico ni del grado de diferenciacion.
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Tampoco encontramos relacion con la supervivencia global ni libre de enfermedad.

Estos hallazgos estan en consonancia con la literatura mas reciente. Asi, una serie turca publicada en 2012,
bastante equiparable a la nuestra aunque con un tamafio muestras menor (100 pacientes completamente reseca-
dos), tampoco encuentra diferencias en funcidon de la expresion de Topoisomerasa 2 alfa (351).

Sin embargo la serie China de Yan con 151 pacientes con CBNM resecado en estadios I a III, demuestra que la
quimioterapia adyuvante mejora de forma significativa la supervivencia de los pacientes con sobreexpresion de
Topoisomerasa 2 alfa (352).

Con estos hallazgos, pensamos que el papel que la expresion de estas proteinas nucleares puede desempenar a

la hora de definir la quimiosensibilidad de un tumor merece continuar con la investigacion en esta linea.

Proteina Timidilato Sintasa

De forma similar a las topoisomerasas la relevancia de la timidilato sintasa radica en que es diana de quimio-
terapicos de uso frecuente en clinica como el 5-fluorouracilo y el pemetrexed. Su sobreexpresion se ha asociado a
un peor prondstico en pacientes con estadios avanzados de CBNM. Asimismo, la respuesta al pemetrexed parece
mayor en esos casos (353).

En nuestra serie encontramos que la mayoria de las muestras tumorales presentaban algin grado de expresion
de esta proteina. Consideramos positiva cualquier intensidad de inmunorreactividad, y con ello, el 82,5 % de la
serie lo fue.

La expresion fue significativamente mayor en el adenocarcinoma, hasta el punto de que practicamente no hubo
ningln caso de adenocarcinoma sin expresion de la proteina (p<0,01).

En el estudio de supervivencia global no encontramos diferencias en funcién de la expresion, ni de forma glo-
bal, ni estratificando por tipo histologico. Tampoco al hablar de supervivencia libre de enfermedad.

En la literatura se ha relacionado la expresion de timidilato sintasa con el pronoéstico, si bien la mayoria de las
series con pacientes con CBNM resecado incluyen estadios III, por lo que son pacientes que reciben en algin
momento de la historia natural de la enfermedad tratamientos con quimioterapia (354). Este hecho podria hacer
que el prondstico viniera definido mas por los distintos fenomenos de quimiosensibilidad que por la sobreexpre-
sion de la proteina per se.

Uno de los estudios més importantes en relacion con esta proteina y su capacidad de predecir la respuesta a tra-
tamiento con pemetrexed es el publicado por Tanaka en 2011, que incluye una serie de 2621 pacientes de 21 cen-
tros japoneses con cancer de pulmon (casi todos no microciticos, aunque incluyeron 35 microciticos). Todos ellos
fueron pacientes quirurgicos sin tratamientos neoadyuvantes. Midieron la expresion génica de timidilato sintasa
por PCR. La expresion fue mucho mayor en microciticos, escamosos, pacientes por encima de 67 afios de edad y
tumores indiferenciados. Aunque en el estudio univariante hubo correlacion entre la expresion del gen y el estadio
tumoral, esto no se confirmoé en el estudio multivariante. Los autores dejan en ese momento pendiente el analisis
de supervivencia para un estudio ulterior, avanzado el tiempo de seguimiento minimo necesario en estos casos

para extraer conclusiones. Estudio que, hasta la fecha, no hemos encontrado publicado.
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La serie mas homogénea a la nuestra es la americana de Zheng, publicada en 2008. En este caso si se trata de
una serie quirdrgica estricta con 160 pacientes en estadio I que no recibieron tratamiento adyuvante en ninglin
momento. La supervivencia en los casos de expresion aumentada del gen fue significativamente menor
(p=0,013). Este dato parece ir en contra de los hallazgos en estadios avanzados en que los pacientes reciben qui-
mioterapia. Cabe destacar que Zheng utiliza un punto de corte de inmunorreactividad en mas del 25 % de las célu-

las para considerar positiva la muestra (355).

4. MODELOS PRONOSTICOS EN CARCINOMA BRONCOGENICO NO MICROCITICO

4-1. Introducecion

Como ya hemos comentado a lo largo de este trabajo, en la actualidad la hoja de ruta para el tratamiento del
CBNM la establece la estadificacion TNM. Documentos de consenso, vias clinicas, guias a nivel nacional o inter-
nacional, recomendaciones de sociedades cientificas, etc., tratan de acotar un poco mas el tratamiento en funcion
de otros hallazgos. Sin embargo, no esta claro si la evidencia cientifica permite por ahora aplicar otros factores en
la practica asistencial habitual. Es cierto que se han identificado diversos y muy variados factores de riesgo capa-
ces de predecir un peor pronostico a nivel general, pero pocos con peso suficiente como para generalizar su uso.
La combinacion de algunos de esos factores y su estudio conjunto, con la ayuda de analisis estadisticos multiva-
riantes, permiten establecer grupos de pacientes con mejor o peor prondstico en funcion de las distintas variables
(que pueden ser demograficas, patologicas, quirirgicas, de respuesta, etc.). Se intentan crear asi modelos predicti-
vos. A su vez estos pueden ser modelos predictivos de supervivencia, de respuesta al tratamiento, de riesgo
quirurgico, etc. En el CBNM en estadio precoz el TNM ha hecho ya una primera clasificacion practica en los
ultimos afios. Cuando comenzamos a desarrollar este proyecto la literatura incluia como precoces los estadios | y
II, pues no habia evidencia cientifica de peso como para separar ambos estadios a la hora de hablar de estos pa-
cientes. Por eso, muchos estudios que buscaban factores pronosticos en estadios precoces incluian en sus series
los pacientes sin afectacion ganglionar mediastinica (es decir, no N2), sin diferenciar a menudo entre estadios [ y
II. Asi hemos hecho nosotros. El hecho que correlaciona claramente ambos estadios es que son pacientes subsi-
diarios de cirugia, lo cual da una mas que notable homogeneidad a las series, por las peculiaridades que tienen
estos pacientes. La gran diferencia entre la afectacion ganglionar N1 y N2 es la supuesta reseccion completa que
la cirugia oncoldgica del cancer de pulmon hace de las adenopatias N1, mientras que, en general, se ha hablado de
cirugia incompleta cuando el paciente intervenido es N2, germen del eterno debate acerca de si la enfermedad N2

es quirargica, puede serlo en algun caso, o nunca lo es.

El caso es que los estudios que analizan estadios precoces del CBNM en general se estan refiriendo a pacientes
con tumores resecados, independientemente del estadio. A nosotros nos parece que mezclar en una serie de esta-

dios precoces pacientes NO-1 con pacientes N2, independientemente de que sean todos quirtrgicos con reseccion
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presumiblemente completa, introduce un factor de confusion muy importante como es el propio N2, ya que se ha
demostrado una enorme heterogeneicidad dentro de este subgrupo. Hablar de estadios precoces deberia restringir

el analisis a estadios [ y II.

Incluso con este nivel de restriccion los pacientes con afectacion ganglionar N1 tienen un pronostico claramen-
te peor que los NO, y se benefician de tratamientos adyuvantes. Incluso los tumores en estadio Ib que retinen cier-
tas peculiaridades (tamafio mayor de 4 cm, linfadenectomia subdptima, reseccion sublobar) pueden ser candidatos
a adyuvancia en casos seleccionados (97). Es por eso que hoy es dificil encontrar tumores en estadio I que no
hayan recibido tratamiento complementario a la cirugia, bien de quimioterapia, bien de quimiorradioterapia adyu-

vante.

Por este motivo los estudios de factores prondsticos en estadios precoces CBNM que se desarrollan en la ac-
tualidad y pretenden ser restrictivos no incluyendo casos con afectacion N2 resecados, tampoco suelen incluir los
estadios I, y se reducen a los pacientes con CBNM en estadio 1. En nuestra serie ya hemos dicho que no encon-
tramos diferencias estadisticamente significativas entre pacientes con CBNM en estadios [ y II, probablemente por
el tamafo muestral del estadio Il y porque dentro del mismo se han seleccionado los casos mas favorables. Esto
mantiene el valor de nuestro estudio y su representatividad a la hora de argumentar que hemos analizado clara-
mente pacientes con estadios precoces.

La mayoria de factores prondsticos que se han identificado en los Gltimos afios son biomoleculares. Al fin y al
cabo, factores demograficos tan de relieve en la actualidad como el género, vienen determinados por caracteristi-
cas biomoleculares como pueden ser los receptores estrogénicos. Es pues a este nivel protedmico o gendmico al
que estamos avocados a movernos en nuestra investigacion en cancer. La terminologia al hablar de modelos tiene
también sus matices (tabla 54).

Por tanto los modelos predictivos clasicos, como puede ser la propia clasificacion TNM, iran dando paso de

forma irremediable a modelos basados en hallazgos biomoleculares.

Tabla 54. Terminologia al hablar de la influencia de biomarcadores en la evolucién de pacientes con
CBNM.

Dan informacidn acerca del curso
Factores prondsticos natural que seguird la enfermedad,
independientemente del tratamiento

Predicen la respuesta a un determinado
tratamiento o la influencia del
tratamiento en la historia natural de la
enfermedad

Factores predictivos

Mixtos Dan infonnacién sobre ambos aspectos:
son los mas relevantes, pues pemmiten
seleccionar a qué pacientes tratar v cuil
s el mejor tratamiento a emplear
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4-2. Factores clinicopatologicos clasicos y su relevancia clinica en términos de adyuvancia
en el CBNM en estadio precoz completamente resecado.

Distintos factores clinicos como el estadio o el género, o patologicos como la diferenciacion celular, la vascu-
larizacion del tumor o la propia invasion neoplasica de estructuras vasculares o linfaticas, influyen en las decisio-
nes terapéuticas en estadios precoces de CBNM, sobre todo en términos de adyuvancia. Es cierto que hasta la
fecha, como hemos comentado, solo el TNM (al fin y al cabo basado en tamafio del tumor, invasion local y afec-
tacion ganglionar) es el unico biomarcador clinicopatologico prospectivamente validado que act@ia como factor
prondstico y predictivo.

Segun las guias clinicas de mas prestigio a nivel internacional, como son la European Society of Medical on-
cology (ESMO), la American Society of Clinical Oncology (ASCO), la National Comprehensive Cancer Network
(NCCN) y el American College of Chest Physicians (ACCP), esta indicada la adyuvancia con quimioterapia ba-
sada en platinos como tratamiento estandar en CBNM en estadios II y IIIA, con un beneficio estimado en la su-
pervivencia del 4 % - 5 % a cinco afios (112, 136, 356). Los resultados en estadio IA no tienen peso como para
recomendar adyuvancia, mientras que los hallazgos favorables encontrados en el IB no estan validados y estan
basados en analisis de subgrupos, con la consiguiente pérdida de poder estadistico.

Si parece importante el tipo de estadificacion, que hemos defendido en este estudio desde el principio, en tanto
en cuanto un reciente analisis retrospectivo con mas de 20.000 pacientes con CBNM en estadio I resecado de-
mostré que el nimero de ganglios extirpados en la linfadenectomia podia ser un factor predictivo, si bien las dife-
rencias podrian atribuirse a un efecto terapéutico directo de la propia diseccion ganglionar (357). Otros estudios
también recientes y casi todos retrospectivos, han investigado el alto grado tumoral, la invasion vascular, o la
afectacion de la pleura visceral como factores de mal pronostico, con resultados significativos que en un momento
determinado puede apoyar la indicacion de un tratamiento adyuvante sin evidencia clara del beneficio que puede
aportar al paciente (358, 359). Otros factores pronostico clinicopatoldgicos que parecen ser independientes son la
edad avanzada, el género masculino y la histologia no escamosa. Solo el Performance Status ha actuado como
factor predictivo clinico de respuesta al tratamiento (123, 133, 135). El valor de los factores pronosticos y predic-
tivos clinicopatologicos en la actualidad es tal que en la practica clinica no hay ningin modelo genético que aporte
mas informacion que la proporcionada por la combinacion de estos factores clasicos. Si a este le unimos la corre-
lacion que existe entre los patrones biomoleculares y las caracteristicas histologicas, podemos decir que hoy la

clinica y la anatomia patoldgica morfologica siguen siendo elementos de alta precision predictiva (360, 361).
4-3. Factores biomoleculares: su papel actual en el CBNM.
En la actualidad, como hemos dicho, conocemos alteraciones o peculiaridades genéticas en algunos tumores

que los hacen susceptibles de tratamientos dirigidos con buenos resultados en algunos casos, como aquellos basa-

dos en TKIs o el uso del crizotinib en pacientes con tumores portadores del gen de fusion ALK. Sin embargo estos
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no son propiamente modelos predictivos, pues no combinan un conjunto de variables a la hora de decidir los tra-
tamientos en la clinica. Y sin embargo, como hemos repasado aqui, la expresion de diferentes genes y sus protei-
nas ha actuado como factor pronoéstico en series bien seleccionadas para estudios bien realizados. En los tltimos
veinte afios numerosisimas publicaciones con estudios de este tipo concluyen con aseveraciones del tipo: “la ex-
presion de la proteina o del gen analizado funcion6 como factor prondstico y puede servir para definir subgrupos
de pacientes subsidiarios de un tratamiento mas intensivo o un seguimiento mas exhaustivo”. La figura 66 da
ejemplo de la variabilidad de estos hallazgos en una revision realizada hace ya varios afios por Zhu.

La pregunta es: ;jestamos preparados para utilizar marcadores biomoleculares para la estadificacion, el pronos-
tico y la seleccion del tratamiento en estadios precoces de CBNM?

Desde el Grupo Espafiol de Cancer de Pulmon se realiza una interesante revision al respecto de muy reciente
publicacion en respuesta a esa misma pregunta (361). Massuti y el resto del equipo dirigido por el Dr. Rosell, en
lo més puntero en cuanto a este aspecto del estudio del cancer de pulmoén, defienden que en efecto, diferentes
perfiles de expresion génica pueden facilitar las decisiones a tomar en CBNM.

Figura 66: Numero de publicaciones sobre marcadores que habian sido analizados por al menos de grupos
de investigadores. Para cada biomarcador se puede ver el nimero de estudio en que su sobreexpresion se
ha comportado como factor de mal prondstico, buen pronéstico o neutro. Tomada de (362)
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Se han publicado modelos predictivos biomoleculares (a la postre llamados perfiles de expresion, ya sea génica
o proteica) que han tratado de definir subgrupos de pacientes con mejor o peor pronostico y candidatos a recibir
tratamientos especificos. Sin embargo se hacen eco de las limitaciones que tienen este tipo de estudios: la mas que
probable influencia de diferentes factores de confusion que actiian sobre la historia natural de la enfermedad y
repercuten en la supervivencia de los pacientes, analisis estadisticos y metodologia insuficiente para extraer con-
clusiones de peso, dificultad en la validacion de los hallazgos que se publican y que en ocasiones no es posible
cuando se aplica el estudio a una serie diferente, etc. De manera que estudios de este tipo con resultados meto-
dologicamente sustentados y bien validados hay realmente pocos (362-367). Destaca una firma génica determina-

da por 15 genes publicada recientemente por Zhu (362) a partir del ensayo JBR.10 del Grupo de Ensayos Clinicos
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del Instituto Nacional del Cancer de Canada. Utiliza 133 muestras tumorales en parafina recogidas de forma pros-
pectiva y encuentra un perfil génico capaz no solo de definir el pronéstico de los pacientes, sino también la res-
puesta al tratamiento quimioterapico. Estos hallazgos fueron validados en cuatro series independientes de
microarrays publicadas. A su vez, al utilizar esta serie para validar los hallazgos de otros estudios que previamente
habian identificado posibles firmas génicas con influencia en la supervivencia en estadios precoces de CBNM,
encontramos que solo los seis genes de una de ellas, la del grupo de Boutros (367), se comportan como factores
pronosticos y a la vez predictivos. La serie mas recientemente publicada hasta el momento en este sentido es la del
grupo de Jablons, de la Universidad de California. Aqui los investigadores desarrollan una firma compuesta por
14 genes, de los que 11 son genes relacionados con el cancer (366). A posteriori validan su serie en dos poblacio-
nes distintas: una serie de 433 pacientes con carcinomas no epidermoides en estadio I completamente resecados
del norte de California, y una cohorte de 1006 resecciones de CBNM en estadios IA a IIIB del Consorcio de En-
sayos Clinicos de China. La firma génica resultd en todos los casos actuar como factor pronostico independiente
en todos los estadios TNM (I, II y III). Esta serie, publicada en Lancet, ha relanzado en el ultimo afio el interés por
el desarrollo de firmas génicas de estas caracteristicas, por cuanto aporta una metodologia seria y sus dos valida-
ciones le confieren un rigor de sumo interés. Sin embargo, no esta exenta de limitaciones. Por una parte, excluye a
los pacientes con carcinoma escamoso. Y por otro lado, adolece de falta de homogeneidad en cuanto a la linfade-
nectomia: un 18 % de las resecciones por CBNM en Estados Unidos carecen de estudio linfoganglionar.

Hemos de decir que casi ninguno de los genes que estas series incluyen en sus firmas codifican proteinas de las
analizadas en nuestro estudio (MDM?2 es una excepcion), si bien, la gran mayoria de ellos estan relacionados,
como la proteina 1 asociada a cdk?2 o el receptor de membrana erbB-3, perteneciente a la familia de receptores con
actividad tirosin quinasa de los que hemos hablado.

Nuestro grupo de trabajo, perteneciente al Instituto de Investigacion Sanitaria del Hospital Clinico San Carlos,
en Madrid (IdISSC), ha desarrollado recientemente una firma constituida por 50 genes utilizando la tecnologia de
microarrays y la metodologia de clusters de genes que parece predecir la supervivencia en estadios precoces de
CBNM resecados. Se trata de una serie con la misma rigurosidad desde el punto de vista quirargico y de segui-
miento que hemos definido en este estudio, por lo que puede aportar datos importantes y metodologicamente bien
sustentados en el ambito de la evolucion de los estadios precoces de cancer de pulmoén intervenidos. Llama la
atencion que la firma desarrollada involucra en la influencia pronostica de nuestros pacientes una bateria de genes
relacionados con la inmunidad humoral B (368). La firma ha sido validada con éxito en la serie de Roepman, una
cohorte de 172 pacientes con CBNM en estadios [ y Il resecados.

Estos estudios permiten analizar cientos o miles de genes (en esta serie de nuestro grupo 2160 genes) de forma
sistematica sobre todas las muestras gracias a la tecnologia de microarrays (en este caso por doble hibridacion a
partir del RNA mensajero extraido). La tecnologia de clusters nos permite agrupar genes con patrones de expre-
sion similares.

(Hallazgos de estas caracteristicas y a este nivel hacen que nuestro estudio, analizando perfiles de expresion

proteica de genes previamente seleccionados de forma mas o menos arbitraria quede superado y pierda utilidad?
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Creemos que no. Y la prueba es que hasta el momento actual los grandes avances en cuestion de terapias dirigidas
en cancer se han desarrollado sobre la expresion aislada de determinados genes, y no sobre firmas génicas. Son
vias paralelas de investigacion en cancer que no se excluyen mutuamente.

Comentabamos al inicio de esta apartado el papel de los inhibidores de receptores tirosin quinasa o del crizoti-
nib en el tratamiento del CBNM. Mencionaremos brevemente cuales son los biomarcadores prondsticos y predic-
tivos individuales que han demostrado utilidad en estadios precoces de CBNM:

a. Excision repair cross complementation group 1 (ERCCI). Implicado en diferentes vias de reparacion del

DNA, hoy sabemos que su sobreexpresion en las células tumorales favorece la resistencia a distintos tipos
de platinos (cisplatino, oxaliplatino, carboplatino). Esta implicacion ha sido demostrada tanto a la hora de
medir niveles de RNA mensajero como en la cuantificacion de la proteina por IHQ (369). Curiosamente,
esta expresion de ERCC1 que en pacientes tratados se asocia a peor respuesta, en pacientes que no han re-
cibido tratamiento conlleva un mejor pronostico en estadios precoces. En relacion con este gen ya hemos
hablado del papel de p27 y MSH2 a lo ahora de predecir respuesta al tratamiento en pacientes en estadios
precoces (315).

b. Ribonucleotide reductase subunit M1 (RRM1). Enzima clave en la regulacion de la sintesis del DNA, su

funcién es bloqueada por la gencitabina. Distintos estudios han demostrado que su sobreexpresion, tanto a
nivel génico como proteico, se asocia a una peor respuesta al tratamiento con dicho farmaco (370). Sin
embargo, el Spanish Customized Adjuvant Trial (SCAT), estudio multicéntrico de biomarcadores desarro-
llado por el Grupo Espafiol de Cancer de Pulmén (GECP) y en el que nuestro centro participa, encuentra
que la expresion de la proteina RRM1 predice el resultado a tratamientos con cisplatino y vinorelbina, pero
no influye en pacientes tratados con cisplatino, paclitaxel y gemcitabina (371, 372). Independientemente
de estos fendmenos predictivos, RRM1 actia como factor prondstico en pacientes en estadios I y II no tra-
tados tras la reseccion, de modo que su sobreexpresion parece conferir una mejor supervivencia a los pa-
cientes.

c. Breast cancer susceptibility gene 1 (BRCAT1). Uno de los genes mas estudiados en cancer de mama, pero

que ha demostrado ser fundamental en diferentes tipos de tumores. Actlia en parte como gen supresor
tumoral, y recientemente ha demostrado actuar como uno de los principales factores predictivos para
desarrollar terapias dirigidas en cancer de pulmon (373). Parece que predice resistencia a cisplatino y
respuesta a docetaxel. Ademads, entre pacientes sin tratamiento adyuvante, la expresion de BRCA1
funciond como factor de mal pronostico en pacientes del citado GECP (373).

d. Timidilato Sintasa. Ya hablamos del papel de este gen y su proteina en el apartado correspondiente, por lo

que no entraremos en detalles. Hemos querido incluirlo en esta lista dada la importancia que mantiene en
la actualidad a la hora de definir biomarcadores pronoésticos y predictivos en CBNM.

e. Kirsten-rou avian sarcoma (KRAS). Pertenece a la familia de proteinas RAS que codifican GTPasas impli-

cadas en fenomenos de transduccion celular. Entre un 10 % y un 25 % de los CBNM presentan mutaciones

en KRAS. La mayoria de ellas afectan a los codones 12 y 13. Las mutaciones de KRAS se asocian a fuma-
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dores y adenocarcinomas. Hace tiempo que se sugirio el posible papel de las mutaciones de este gen en el
pronéstico del adenocarcinoma de pulmon (374). Sin embargo, atin hoy no esta claro (375). Si se ha des-
crito recientemente que los tumores con mutaciones de KRAS parecen predecir un menor efecto de la ad-
yuvancia con quimioterapia en casos de tumores resecados, como muestran los estudios biomoleculares de
ensayos como el CALGB 9633 o el LACE.

f. Beta-tubulina. La formacién de microtubulos, paso fundamental en la mitosis celular, es diana de un grupo
de farmacos entre los que destaca, por su aplicacion en el CBNM el paclitaxel. La sobreexpresion de la be-
ta-tubulina clase III (BTUBIII) se ha asociado a mayor riesgo de recidiva y a menor respuesta al tratamien-

to con estos antimicrotubulos (376).

Con todos estos datos, ;podemos hablar del uso de biomarcadores en la clinica para decidir el tratamiento mas
adecuado para los pacientes? Probablemente “atin no, pero casi”. Es cierto que la quimioterapia ha ido demostran-
do un beneficio en determinados pacientes con CBNM en estadios precoces resecado. Y parece cada vez mas
claro que la estadificacion TNM no es suficiente para seleccionar qué pacientes se beneficiaran de la misma. Son
varios los biomarcadores identificados como posibles factores pronosticos o predictivos (tablas 55 y 56), pero en
la clinica todavia muy pocos se han incorporado a la toma de decisiones. Las mutaciones en el gen del EGFR, asi
como la presencia del gen de fusion ALK son las unicas alteraciones que por el momento deben hacerse de rutina

en los adenocarcinomas que pudieran ser subsidiarios de un tratamiento adyuvante a la cirugia.

Parece cuestion de tiempo, no obstante, que el numero de biomarcadores que condicionen el tratamiento de los
pacientes se incremente. Sin embargo, todavia hay limitaciones en los estudios que hemos ido comentando, como

que la mayoria corresponden a series seleccionadas retrospectivamente.

Por eso, se esperan con gran interés los resultados de cuatro ensayos clinicos multicéntricos randomizados que
tratan de identificar terapias a la carta en funcién de la expresion de los genes ERCC1, RRM1 y BRCA1 (361). En
resumen, aunque parece que pronto se abrirdn puertas en la aplicacion traslacional de los numerosos hallazgos en
cuestion de factores prondsticos y predictivos en estadios precoces de CBNM, todavia su uso no esta recomenda-
do en la clinica, como leemos en la guia de practica clinica de la ESMO sobre tumores de estas caracteristicas

(377).
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Tabla 55: Biomarcadores prondsticos en CBNM en estadios precoces. Tomada de Massuti et al (361)

Tamafio -
Disefio del estudio Biomarcador
muestral

Hazard Ratio para supervivencia

Olaussen et al,
2006

Kamal et al.
2010

Tsao et al, 2007

Graziano et al,
2010

Seve, 2007

Rosell, et al,
2007

I-I11

IB-II

1B

IB-112

I-ITTA:

IB-IIB

1867/761

1867/673

482/253

344/250

482/265

126:58
(cohorte de
validacion)

Retrospectivo (en el
seno del IALT)

Retrospectivo (en el
seno del IALT)

Retrospectivo (en el
seno del JBR.10)

Retrospectivo (en el
seno del CALBG 9633)
Retrospectivo (en el
seno del CALBG 9633)

Analisis retrospectivo
de una cohorte

ERCC1 (IHQ)

sobreexpresado

MSH2 (IHQ)

sobreexpresado

P53 (IHQ)
sobreexpresado
(=15 % de células)
P53 (THQ)
expresion positiva
BTUBII (IHQ)
sobreexpresada

BRCA1(RT-
qPCR)

gl or de p}

0.66 (0,009)

0.66 (0.01)

1,89 (0..03)

2.30(0,0005)

1.72 (0.04)

1.98 (0.02); 2.4 (0.04)

Tabla 56: Biomarcadores predictivos en CBNM en estadios precoces. Tomada de Massuti et al (361)

Tamafio .~ . .
Disefio del estudio Biomarcador
muestral

Qlaussen et al,
2006

Kamal et al.
2010

Kamal et al.
2010

Kamal et al.
2010

Tsao et al, 2007

Filipits et al,
2007

Pirker et al.
2007

I-I11

I-III

I-II1

IB-II

I-I11

I-II1

1867/761

1867/673

1867/673

1867/673

482/253

1867/778

1867/778

Retrospectivo (en el
seno del JALT)

Retrospectivo (en el
seno del TALT)

Retrospectivo (en el
seno del TALT)

Retrospectivo (en el

seno del JALT)

Retrospectivo (en el
seno del JBR.10)

Retrospectivo (en el
seno del TALT)

Retrospectivo (en el
seno del TALT)

ERCCI1({THQ)
expresion negativa
vs positiva
MSH2/ERCC1
(IHQ) ambos bajos
vs ambos altos
MSH2 (THQ) baja
vs alta expresion
MSH2/p27(IHQ)

ambos bajos vs
ambos altos

p53 (IHQ)

expresion positiva
(»15 % de células)

vs negativa

p27 (IHQ)
expresion negativa

ws positiva
ERCC1/p27(IHQ)

ambos negativos
Vs positivos

4-4. Interpretacion de nuestro modelo pronostico

(Cual es la informacion que nos proporciona nuestro modelo prondstico? Los hallazgos de nuestro estudio nos

Hazard Ratio para supervivencia global;

valor de p en el test de interaccién

0.65 (0,002) vs 1.14 (0.40): 0,009

0.65 (0.01) vs 1.32 (0,19); 0.01

0.76 (0.03) vs 1,12 (0.48): 0.06

0.65(0.01) vs 1,31 (0.22); 0.01

0.54 (0,02) vs 1,40 (0.26): 0,02

0.66(0.006) vs 1.09 (0.34); 0,02

0,52 (95 % CI:0.36-0.74) vs 1,27 (95
% IC: 0.87-1.84); no especificado
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dicen que pacientes con CBNM en estadios precoces (I y II) completamente resecados que reinen ciertas carac-
teristicas tienen una supervivencia significativamente mayor. Dichas caracteristicas son las definidas en la tabla
57 (para supervivencia global) y 58 (para intervalo libre de enfermedad).

Como ya hemos comentado al hablar de los distintos periodos de tiempo a que se puede hacer referencia en es-
tudios de factores prondsticos, nos centraremos en el que resulta mas representativo y de mas adecuada validacion

en otras series: la supervivencia global.

Tabla 57: Variables incluidas en el mo- Variable Valor en el modelo de | Valor en el modelo de
delo prondstico resultante de nuestro peor prondstico mejor pronéstico
estudio mediante la realizaciéon de una Género Masculino Femenino
regresion logistica con los factores " "
.. . . Edad z 70 afios <70 afos
pronostico obtenidos de los estudios
. . . . Grado de Diferenciacion Bajo Alto
univariantes. Supervivencia global.
c-myc positivo negativo
c-erb2 positivo negativo
ciclina-E positivo negativo
Tabla 58: Variables incluidas en
el modelo pronéstico resultante Variahle Valor en el modelo de | Valor en el modelo de
de nuestro estudio mediante la peor prondstico mejor pronéstico
realizacion de wuna regresion Edad =70 afios <70 afios
logistica con los factores prongs- Grado de Diferenciacion Bajo Alto
tico obtenidos de los estudios
univariantes. Intervalo libre de cmyc [LREILGE pEEARE
enfermedad. c-erb2 positivo negativo
ciclina-E positivo negativo
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Reproducimos de nuevo la tabla y la grafica que explican

el modelo.

104
%%
+
i .
b4 ¥ Madelo mas favarable
+
B+ b ™
08 + Tty +oa
+ +
% .
t"i- i, *4
P +
bod it%m‘h¢ + +
! +
4 {hl +
. o,
e .
044 4 +
% T

+*

Madelo menos favarable

60
Tiempo en meses

MODELO PREDICTIVO MAS FAVORABLE MODELO PREDICTIVO MENOS FAVORABLE
Probabilidad de Probabilidad de
TIEMPO supervivencia IC95% TIEMPO supervivencia IC95%
estimada estimada
1 afio 98.3 % 99.3 % - 100 % 1 afios 91,5% 90,5 % - 92.6 %
3 afios 89.7 % 86.8% - 92.7 % 3 afios 57.7 % 54.8%- 60.7 %
5 afios 83.1% 79%- 873 % 5 afios 39.2% 35.1%-43.4%

La probabilidad de supervivencia entre dos supuestos pacientes con los valores mas y menos favorables de las
variables incluidas en el modelo es claramente distinta sobre todo a partir de los tres afios de seguimiento. Es
decir, un paciente varéon, con un CBNM pobremente diferenciado y que presente una sobreexpresion de c-myec, c-
erB2 y ciclina E (con los criterios que hemos definido previamente) presenta una probabilidad de estar vivo a 3 'y
5 afios del 57,7 % y el 39,2 % respectivamente. Sin embargo, una mujer con un CBNM bien diferenciado y sin
sobreexpresion de las proteinas anteriores ve aumentada su probabilidad de supervivencia a 3 y 5 afios hasta un
89,7 % y un 83,1 % respectivamente.

Asi reflejado, pueden parecen unos resultados altamente provocadores, pues parece que queda definido un mo-
delo pronostico de gran valor estadistico (la comparacion de estas curvas presenta un valor de p inferior a 0,001).
Y podria inferirse de dichos resultados que la aplicacion del modelo nos permitiria con una base de evidencia
cientifica seleccionar qué pacientes son candidatos a un tratamiento adyuvante o a un seguimiento mas exhaustivo
tras la reseccion quirurgica, conforme hemos planteado en la hipotesis de trabajo del presente proyecto de investi-

gacion. Sin embargo, centrarnos solamente en la mejor y peor curva de supervivencia tiene una seria limitacion:

a. El nimero de pacientes de nuestra serie que cumple los requisitos que definen el perfil de mejor pronos-
tico es de tan solo dos. Ello es debido basicamente a que esta curva mas favorable incluye el género fe-
menino, y en nuestro estudio solo aparecen incluidas diez mujeres.

b. De la misma manera, el nimero de pacientes de la serie que cumple los requisitos que dan lugar al
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patrén menos favorable es de 11, condicionado sobre todo porque solo 18 pacientes presentan sobreex-

presion de c-erb2.

Esto no exime de valor al modelo, que de hecho queda avalado estadisticamente en la serie. Como ocurre en
este tipo de modelos pronosticos, fijarnos tan solo en lo que ocurre con los pacientes con el mejor y el peor perfil
da informacion muy visual y llamativa pero no refleja una correcta interpretacion de los resultados. Hemos encon-
trado unas variables que se han comportando como factores pronésticos independientes en nuestra serie, con un
peso estadistico representado por las tasas de riesgo (Hazard Ratio) que definimos en la tabla 47 y que combina-
das podrian definir grupos de mas o menos riesgo de mortalidad tras la reseccion de su tumor. Seria necesario
correlacionar unas variables con otras para intentar definir no subgrupos de pacientes con mejor o peor prondstico,
sino subtipos de tumores de diferente comportamiento sobre los que poder actuar. Ademads estaria por ver si la
intervencion sobre los pacientes de peor pronostico, bien con un seguimiento mas intensivo, o bien con la admi-
nistracion de tratamiento adyuvante, modifica la historia natural de la enfermedad en estos pacientes, para lo cual
habria que definir si estos factores que aqui nos han resultado pronosticos se comportan en su caso también como
predictivos de respuesta a tratamiento, conforme a las definiciones que de estos dos términos hemos indicado
previamente. Maxime cuando la quimioterapia adyuvante en estadios precoces ha demostrado un beneficio limita-
do a un 4-5 % de mejora en la supervivencia de manera global. Esto exige un nimero de pacientes a tratar para
beneficiar a uno solo que podria no justificar su administracion salvo que en efecto se definan factores predictivos

de respuesta que complementen nuestros hallazgos.

Es por ello que la interpretacion de un modelo pronoéstico de estas caracteristicas debe ser muy prudente, sin
caer en la tentacion de encasillar a pacientes de forma prospectiva en grupos de riesgo con fines traslacionales sin

antes haber comprobado los hallazgos de este estudio.

5. ANALISIS CRITICO DE LA METODOLOGIA PARA LA REALIZACION DE ESTE
PROYECTO

Son muchos los estudios que a lo largo de las ultimas dos décadas han tratado de identificar marcadores bio-
moleculares con repercusion prondstica en oncologia, y de forma particular en CBNM. Segin hemos visto, los
que realmente alcanzan relevancia clinica son muy limitados, y casi todos ellos lo deben a una susceptibilidad
aumentada a un determinado tratamiento, que se presenta de forma poco menos que casual.

Son abundantes los estudios publicados (muchos de ellos los hemos ido refiriendo) que presentan diferentes
marcadores que se comportan como factor pronostico en varias series, e incluso en algiin metaanalisis. Y sin em-
bargo, series similares con metodologias de estudio equiparables no muestran este comportamiento, por lo que su
posible aplicacion practica queda en el aire. ;Por qué encontramos tantas diferencias en estudios a priori compa-

rables? A la hora de responder a esta pregunta se sefialan diferentes problemas (378):
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o o o®

i

Diferencias metodoldgicas

Mal disefio de los estudios

Estudios y técnicas no estandarizados o no reproducibles

Tamafios muestrales pequefios que limitan los analisis estadisticos

Seleccion de los pacientes de forma retrospectiva y con frecuencia condicionando su inclusion a 1 disponi-
bilidad de tejido suficiente para las determinaciones (que a su vez puede depender del propio tamano del
tumor o de las necesidades previas de material para el diagndstico)

Variabilidad en las propias técnicas de analisis, como la heterogeneicidad demostrada entre anticuerpos de

distintas casas comerciales a la hora de hacer determinaciones mediante IHQ

Probablemente hay mas limitaciones, que hacen que muchos de los estudios publicados adolezcan de falta de

rigor y en el momento que los hallazgos tratan de ser validados en series externas pierden toda significacion.

De esta situacion se hicieron eco en el afio 2000 el Instituto Nacional del Cancer de Estados Unidos (NCI) y la

Organizacion Europea para la Investigacion y Tratamiento del Cancer (EORTC) en su primera reunion sobre

“diagnoéstico en cancer” que tuvo lugar en Dinamarca. De ella surgio un comité encargado de desarrollar un do-

cumento de consenso con las lineas de trabajo que deberian guiar a los estudios de marcadores biomoleculares en

cancer. Estas son las veinte recomendaciones que surgieron de ese grupo de trabajo sobre como debe estructurarse

y qué debe incluir un estudio como el del presente proyecto:

Introduccion

1.

Definir el marcador o marcadores a analizar, los objetivos del estudio y una hipétesis de trabajo.

Material vy métodos

2.
3.

Describir las caracteristicas de los pacientes y los tumores, asi como los criterios de inclusion y exclusion.

Describir los tratamientos recibidos y las indicaciones de cada uno de ellos

Describir el tipo de material biologico utilizado (incluidas las muestras de control), asi como los métodos
de preservacion y almacenamiento

Describir el método de analisis empleado, incluyendo un protocolo detallado de la metodologia de las
técnicas empleadas, incluyendo los agentes o kits utilizados, los procedimientos de control de calidad, los
analisis de reproducibilidad, métodos de cuantificacion y definicion de scores.

Diseiio del estudio

Definir el método de seleccion de los casos, haciendo hincapié en si es prospectivo o retrospectivo y si se
hizo algun tipo de estratificacion (por ejemplo por estadio o edad). Incluir el periodo de tiempo en el que
se incluyeron pacientes, el tiempo de seguimiento y la mediana de este tiempo de seguimiento.

Definir las variables clinicas analizadas

Enumerar las posibles variables candidatas a ser incluidas en modelos pronosticos

Razonar la conveniencia del tamafio muestral. Si el estudio se disefio para detectar un efecto concreto, defi-
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nir la potencia y tamafio de dicho efecto.
Metodologia estadistica

10. Describir los métodos estadisticos, incluyendo seleccion de variables, creacion de modelos y actuacion an-
te los valores perdidos.

11. Dejar claro como se manejaron los valores de los marcadores en el andlisis. De ser relevante, hacer refe-
rencia a los métodos utilizados en la determinacion de puntos de corte.

Resultados

Datos

12. Describir el diagrama de flujo de pacientes a lo largo del estudio, incluyendo el ntimero de pacientes en ca-
da paso del estudio y justificando las exclusiones. Para el analisis de subgrupos definir claramente el
numero de pacientes y de eventos.

13. Indicar la distribucion en funcion de caracteristicas demograficas basicas (al menos edad y género), varia-
bles pronosticas estandar (propias de la enfermedad) y marcadores tumorales (incluyendo el nimero de va-
lores perdidos).

Analisis y presentaciéon

14. Mostrar la relacion entre el marcador y una serie de variables pronosticas estandar.

15. Presentar analisis univariantes que muestren la relacion entre el marcador y la supervivencia, con una esti-
macion del efecto (Hazard Ratio y probabilidad de supervivencia). Preferiblemente hacer estudios simila-
res para todas las variables analizadas. Se recomienda el método de Kaplan-Meier para analizar el efecto
de un marcador en el tiempo.

16. Para analisis multivariantes presentar el efecto estimado con su intervalo de confianza para cada marcador
y en caso de desarrollar un modelo final, para todas las variables incluidas en el mismo.

17. Entre los resultados que se presentan mostrar los efectos estimados con su intervalo de confianza para un
analisis donde se incluya el marcador y variables pronosticas estandar.

18. Si se han hecho, presentar resultados de otras investigaciones suplementarias, como analisis de sensibilidad
o tests de validacion interna.

Discusion

19. Interpretar los resultados en el contexto de las hipotesis planteadas inicialmente y de otros estudios rele-
vantes. Incluir una discusion acerca de las limitaciones del estudio.

20. Discutir las implicaciones de los hallazgos para investigaciones futuras y su posible valor clinico.

Los autores de esta guia clinica, publicada de forma simultanea en diferentes revistas internacionales del ambi-
to de la oncologia y la biologia molecular, sugieren que estas directrices deben tenerse en cuenta no solo por los
investigadores a la hora de desarrollar un estudio de estas caracteristicas, sino también por editores y revisores de
cara a optimizar la calidad de las publicaciones de este tipo e intentar asi disminuir la heterogeneidad y variabili-

dad existentes en la actualidad en los resultados sobre efectos de posibles marcadores pronoésticos en cancer. Asi-
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mismo defienden que el estudio de posibles factores predictivos debe realizarse en el seno de ensayos prospecti-

vos a ser posible randomizados, para minimizar también el riesgo de sesgos y darles la validez necesaria.
Pensamos que nuestro estudio, si bien presenta importantes limitaciones a las que haremos referencia mas ade-

lante, se amolda aceptablemente bien a los parametros establecidos por los grupos de trabajo de la NCI y la

EORTC.

6. ASPECTOS DESTACABLES DEL ESTUDIO

En relacion con la guia clinica comentada, y haciendo una aproximacion critica a nuestro proyecto de investi-
gacion, su metodologia y resultados, procede una reflexion razonada de los puntos que dan valor a los hallazgos

aqui presentados:

Homogeneidad de una serie quirtrgica

Lo hemos mencionado en muchos momentos a lo largo del estudio. De hecho nos parece la caracteristica mas
importante del proyecto. La seleccion de la serie ha sido muy rigurosa. Si queremos hablar de pacientes con
CBNM en estadios precoces, lo mas importarte es unificar al maximo las variables quirtrgicas. El equipo quirtr-
gico ha sido el mismo (tres tinicos cirujanos), todas las resecciones han cumplido criterios de “oncoldgicamente

completas”, se ha realizado diseccion ganglionar mediastinica sistematica en todos los procedimientos, etc.

Ajuste adecuado de las variables demograficas y las propias del tumor

Salvo el género y la edad, que influyeron en el prondstico y ya hemos comentado, el resto de variables de-
mograficas de los pacientes y los tumores no afectaron a la supervivencia global ni libre de enfermedad. Tampoco
algunas que podrian a priori limitar la homogeneidad de la serie , como el estadio (I o II), el TNM (T1 vs T2 o NO
vs N1), el tipo histolégico o el tipo de reseccion quirrgica. El grado de diferenciacion presentd una tendencia casi
significativa a actuar como factor pronoéstico. La utilidad clinica de un modelo predictivo basado en variables
biomoleculares, como defienden Subramanian y Simon (379), pasa porque prediga mejor el prondstico que un
modelo basado en variables clasicas, como el género, la edad, el tipo de reseccion o el propio TNM. En nuestro
caso los factores clasicos no llegan a definir grupos pronoésticos claros, por lo que los hallazgos relacionados con
los factores biomoleculares tienen mas valor. Ademas, pese a que el estudio comenzé hace mas de una década y
la estadificacion se hizo en base a la sexta edicion del TNM, no se ha visto influenciado por la modificacion en la
clasificacion de los tumores realizada a raiz de la definicion de la séptima edicion, por lo que el estudio es valido y
homogéneo a dia de hoy.

Este hecho (la relativa antigiiedad) nos ha permitido evitar un sesgo muy importante que se ha venido demos-
trando en los ultimos afios y del que hemos hablado: el género. Se trata de una serie con mas del 90 % de varones.
Probablemente el CBNM de la mujer, sobre todo no fumadora, es una enfermedad diferente al de varones, o al

menos al de varones fumadores. Esto reduce el campo de aplicacion de los resultados de nuestro estudio, pero una
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vez mas muestra que la serie objeto del mismo esta bastante bien definida.

Por ultimo, cabe destacar que variables como la del diagndstico preoperatorio no influyen en los resultados ni
en la seleccion de los pacientes, por cuanto ésta comienza cuando se ha realizado la reseccion quirdrgica y se con-
firma que se trata de un CBNM en estadio precoz. Tampoco influye que los pacientes fuesen intervenidos sin la
realizacion previa de un PET-CT, dada la época en que se realiz6 la cirugia. Por el mismo motivo, lo que paséd

antes de la intervencion no influy6 en la seleccion de pacientes, que es posterior.

Seguimiento vy recogida prospectiva de los datos

Todos los pacientes del estudio fueron seguidos durante al menos cinco afios. El seguimiento se hizo de forma
homogénea, con implicacion del equipo quirturgico, de manera que la introduccion de los datos se realizo de forma
prospectiva a tiempo real. Solo los analisis biomoleculares se realizaron a posteriori. Los protocolos de segui-
miento fueron los mismos durante todo el estudio, por lo que la interpretacion de los datos derivados de medir el
intervalo libre de enfermedad fue homogénea. Al estar basado el momento de recidiva en una interpretacion de
datos radiologicos, hemos de decir que el equipo de radidlogos que interpretd las imagenes fue también el mismo,

reducido a un nimero de dos.

Homogeneidad en la manipulacion de las muestras v en el protocolo de estudio de laboratorio

Todas las muestras fueron tratadas desde el momento de su obtencion en quirdéfano hasta la lectura del tissue-
array de forma homogénea y siguiendo protocolos de actuacion muy estrictos. Los dos patélogos que realizaron
las lecturas de los arrays fueron los mismos durante todo el estudio. En el centro existia desde el principio expe-

riencia en el manejo de estas muestras, el diseflo de matrices de tejido y la lectura de las mismas.

Implicaciones traslacionales

En unos tiempos en que los estudios de expresion génica parecen hacer dejado de lado los analisis de expresion
proteica, encontrar proteinas (cuantificables por inmunohistoquimica) que pueden actuar como factor prondstico
nos parece suficiente como para llamar la atencion sobre el papel de la protedmica en la seleccion de pacientes de
riesgo para posibles terapias adyuvantes. La accesibilidad a la inmunohistoquimica en cualquier laboratorio de
anatomia patologica y los costes mas reducidos de esta técnica frente a otras mas complejas para identificacion de
perfiles génicos (basados habitualmente en técnicas de reaccion en cadena de polimerasa cuantitativa a tiempo
real (RT-PCR) y a otras técnicas de secuenciacion de DNA, dan un valor afadido a las conclusiones que pudiesen
derivarse de nuestros hallazgos a la hora de plantear una eventual aplicacion préctica a corto y medio plazo. No es
objetivo de estudio el analisis de costes de los medios técnicos utilizados en comparacion con técnicas de analisis
genomicos, y mucho menos de su posible repercusion a nivel traslacional, pero la citada universalidad de la IHQ

nos puede hacer pensar en llevarlo a cabo en un segundo tiempo.
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Valor tanto de las proteinas que han resultados prondsticas como las que no han mostrado ese efecto

A menudo encontramos publicados estudios que han obtenido resultados positivos en la identificacion de fac-
tores pronosticos. Sin embargo muchas investigaciones sin resultados en este sentido no llegan a ver la luz en el
magma a veces confuso de la literatura cientifica. Sin embargo, creemos que todos los hallazgos son importantes,
y los resultados positivos se sirven para su interpretacion de los hallazgos negativos, pues a menudo los protoco-
los o la metodologia de los estudios difieren. Por ello nuestro estudio tiene tanto valor potencial por las variables
que han funcionado como factores prondsticos, como por aquellas que no lo han hecho, en tanto en cuanto la me-
todologia utilizada ha sido la misma para todas. A la hora de plantear una validacion de los hallazgos, bien en una
serie interna, como en una serie ajena, habra que tener también en cuenta los resultados de aquellas variables que

no han dado resultados positivos en nuestra serie de partida.

7. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Es este uno de los aspectos mas importantes en investigacion, pero adquiere si cabe mayor trascendencia al
hablar de biologia molecular potencialmente aplicable a la practica clinica. En nuestro caso son varias las limita-

ciones que obligan a ser cautos con los hallazgos que hemos presentado:

Posibles sesgos en la seleccion de pacientes y proteinas a analizar

Si bien se trata de una serie bastante homogénea, es cierto que se ha seleccionado de forma retrospectiva. De

los criterios de inclusion utilizados, alguno puede dar lugar a sesgos:

a) El criterio “disponibilidad de muestra en parafina adecuada para la determinacion de expresion proteica por
IHQ” puede introducir sesgos si pensamos que la existencia o no de este material adecuado puede distri-
buirse de forma no homogénea en la muestra.

b) Aunque la seleccion incluye pacientes con CBNM completamente resecado en estadio precoz, se han con-
siderado dos grupos con a priori peor prondstico como son los estadios I y los estadios II. Mas atin, no se
trata de una serie de estadios I y II, ya que algunos de dichos estadios Il se han descartado (como los T3).
Si bien en nuestra serie no ha habido diferencias en la supervivencia en funcion del estadio o del TNM, si
podrian darse en una serie que se utilizara como validacion de nuestro modelo, o con intencion de reprodu-
cir los hallazgos, lo cual podria dar lugar a diferencias en los resultados encontrados.

¢) Se han incluido resecciones segmentarias, que si bien en nuestra serie no se han asociado a un peor pronos-
tico, per se pueden conllevar peores resultados, especialmente si se trata de resecciones no anatomicas.

d) No se ha discriminado en la seleccion entre adenocarcinomas, epidermoides y tumores indiferenciados. Hoy
sabemos que desde el punto de vista de perfiles genéticos y de expresion proteica parecen comportarse de
forma diferente. Aunque en nuestra serie los analisis estadisticos en relacion a expresion de proteinas y re-
sultados en términos de supervivencia o intervalo libre de enfermedad se han ajustado por tipo histologico,

muchos investigadores abogan en el momento actual por seleccionar de entrada series de un solo tipo his-
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tologico, especialmente orientadas al adenocarcinoma, que por el momento es el tipo de tumor que presen-
ta mas mutaciones y alteraciones biomoleculares susceptibles de condicionar terapias dirigidas.

e) No se han descartado los 10 casos de mujeres incluidos en nuestro estudio. Muchos hallazgos recientes
hacen pensar, como ya hemos comentado, que el CBNM tiene un comportamiento y un perfil diferente por
género. Nuestras conclusiones deberian entenderse como dentro de una serie de gran predominio masculi-
no.

f) El panel de proteinas a analizar se ha realizado de forma relativamente aleatoria, tomando como referencia
los antecedentes publicados en la literatura en el momento de hacer la seleccion, pero también la disponibi-
lidad de anticuerpos para su determinacion en el laboratorio de anatomia patologica donde se ha realizado

el estudio.

Posibles variaciones en las determinaciones inmunohistoquimicas

Se ha demostrado que el tipo de anticuerpo utilizado para la determinacion de la expresion de las distintas
proteinas puede conllevar una pequefia variabilidad que podria influir en la reproducibilidad de los analisis.
Por eso detallamos la marca comercial de los mismos. En el tiempo, estas marcas pueden no estar disponibles,
dando lugar a posibles variaciones dificiles de controlar.

Asimismo los puntos de corte para la consideracion de la positividad de una proteina han sido establecidos
en base a estudios previos publicados y a algunos factores subjetivos, como son la distribucion de frecuencias
de los distintos scores o puntuaciones dadas a cada patrén de expresion. Hay diversidad de opiniones acerca de
como deben establecerse esos puntos de corte.

Por ultimo, seria importante correlacionar los hallazgos que hemos descrito a nivel IHQ con la determina-
cion a nivel génico de la expresion de las correspondientes proteinas analizadas para ver si es extrapolable un

tipo de analisis a otro.

Necesidad de validacién de los resultados

Todo modelo pronostico exige una doble validacion a la hora de plantear su posible aplicacion en la clinica.
Inicialmente una validacién en una serie equiparable; pero idealmente es importante desarrollar un estudio
prospectivo que permita la inclusion de pacientes tomando como referencia el modelo prondstico desarrollado
y comprobando en el tiempo que se comporta como tal. Este paso se realizard necesariamente como comple-

mento a esta tesis doctoral.

Aplicacion en la clinica en funcién de los resultados

Como indica claramente Subramanian (379), un modelo pronéstico biomolecular en CBNM puede conside-
rarse util desde el punto de vista traslacional si cumple dos condiciones: 1) que es mas efectivo que un modelo
prondstico clasico como puede ser el propio TNM, pero también el basado en factores histoldgicos, como la in-

filtracion vascular o linfatica, el grado de diferenciacion, etc.), y 2) que no solo identifica pacientes en estadio |
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candidatos a tratamiento quimioterapico, sino que también es capaz de determinar qué pacientes en estadio II
(supuestamente con indicacion de adyuvancia segin estudios clasicos) no se beneficiaran de tal adyuvancia,
pudiendo por tanto evitarla. La comparacion entre el modelo pronostico clasico y un eventual modelo pronos-
tico biomolecular como el nuestro se hace desde el punto de vista estadistico comparando las areas bajo las co-
rrespondientes curvas ROC (acronimo de Receiver Operating Characteristic, o Caracteristica Operativa del
Receptor).

Nosotros no hemos partido de un modelo pronostico basado en factores clasicos en nuestra serie, por lo que
no hemos hecho esta comparacion y no podemos decir si predice mejor el modelo biomolecular desarrollado
que uno distinto clasico que pudiéramos disefiar. En cualquier caso los factores clasicos los hemos analizado
convenientemente y aquellos que han funcionado como prondsticos los hemos incluido en el modelo, por lo
que no pensamos que se trate de un método exclusivo biomolecular llamado a sustituir a otros establecidos
como el TNM. En cualquier caso, en el momento actual, pese a que muchas de las variables de las que habla
Subramanian han resultado comportarse como pronosticas en series parecidas a las nuestras, en la practica
clinica la utilizacion de estos resultados para la toma de decisiones es muy limitada, por lo que no constituyen

un modelo con el cual comparar nuestros resultados.
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CoNcLUSIONES

» CONCLUSIONES AL OBJETIVO PRINCIPAL.:

La sobreexpresion de las proteinas c-myc, c-erb2 y ciclina E en muestras tumorales de carci-
noma broncogénico no microcitico completamente resecado en estadios [ y II, se asoci6 de forma
independiente y estadisticamente significativa a un peor pronostico de los pacientes, en términos
de supervivencia global y supervivencia libre de enfermedad, mientras que la sobreexpresion de
las proteinas ciclina A, cdkl, cdk-2, p16, p53, p27, pRb, mdm2, EGFR, c-kit, caspasa 3a, catep-
sina D, msh2, mlhl, e-cadherina, beta-catenina, topoisomerasa Il alfa y timidilato sintasa no in-

fluyo en el pronostico.
= CONCLUSIONES A LOS OBJETIVOS SECUNDARIOS:

1. Las proteinas ciclina A, msh2, mlhl, pRb, e-cadherina y EGFR se sobreexpresaron en mayor
medida en el carcinoma epidermoide. Las proteinas timidilato sintasa, catepsina D y c-erb2 lo
hicieron en el adenocarcinoma. Las restantes proteinas (c-myc, cdkl, cdk-2, p16, p53, p27,
mdm?2, c-kit, caspasa 3a, beta-catenina y topoisomerasa Il alfa) no presentaron diferencias en

la expresion en funcidn del tipo histologico.

2. La edad a partir de 70 afios y el grado de diferenciacion se comportaron como factores de mal
pronostico de supervivencia global y libre de enfermedad. El género, el tipo histologico, el

estadio, la clasificacion TNM vy el tipo de reseccidon no actuaron como factores pronosticos.

3. Las variables “expresion de c-myc”, “expresion de c-erb-2”, “expresion de ciclina E”,
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’

“género”, “edad” y “grado de diferenciacion”, constituyeron un modelo prondstico de su-

pervivencia global.

Las variables “expresion de c-myc”, “expresion de c-erb-2”, “expresion de ciclina E”,
b

“edad” y “grado de diferenciacion”, constituyeron un modelo pronostico de supervivencia

libre de recidiva.
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ANEXO L
Resefia del origen y la evolucion historica de la Cirugia Toracica
como disciplina y especialidad

La cirugia toracica en la actualidad tiene en el cancer de pulmon uno de sus principales retos. Una alta propor-
cion de los procedimientos quirtirgicos sobre el torax tiene como finalidad la reseccion de un carcinoma bron-
cogénico. Sin embargo, los inicios de la cirugia toracica, no ya como especialidad, que es relativamente reciente,
sino como region anatdémica a operar, encontraron su fundamento en las enfermedades supurativas del pulmon. El
impacto epidemiologico que durante el siglo XIX tuvo la tuberculosis en Europa, junto a sus caracteristicas fisio-
patoldgicas y la ausencia de tratamiento especifico, hizo de esta enfermedad uno de los grandes retos de la medi-
cina de la época. La neumologia se desarroll6 para intentar prevenir y paliar los efectos de la enfermedad. Sin
embargo, las importantes secuelas que dejaba sobre el térax, con unos pulmones practicamente destruidos por
efecto de las micobacterias, llevaron a la implicacion de los cirujanos para intentar tratar algunas de las manifesta-
ciones de la enfermedad y las complicaciones derivadas de ella. Estaba naciendo la cirugia toracica.

El primer objetivo de la cirugia toracica en el tratamiento de la tuberculosis se basaba en la comprobacion de
que las cavidades tuberculosas, infestadas de micobacterias, mejoraban si eran colapsadas artificialmente. Era una
forma mecénica de eliminar a los microorganismos. Asi, en 1895 Forlanini provocé en un paciente el primer
neumotorax artificial. Era el inicio de la colapsoterapia como herramienta terapéutica contra la tuberculosis. Le
siguieron las toracoplastias, el neumotorax extrapleural, el plombaje, u ocupacion del espacio pleural con distintos
materiales, la seccion del nervio frénico para elevar el hemidiafragma, o la cavernostomia. Podemos afirmar que

estas técnicas fueron las primeras que realizaron cirujanos que ya podemos llamar toracicos.

Tenian asi un volumen de pacientes muy importante, por la citada prevalencia que la tuberculosis presentaba
ya desde la Revolucion Industrial. Desde el punto de vista técnico, fue necesario implementar dos aspectos mas:

1. Poder trabajar con la cavidad toracica abierta. La elasticidad del

pulmoén, que necesita de una presion negativa pleural para evitar su colapso,
condicionaba el acceso quirtrgico a la cavidad toracica. La camara de pre-
sion negativa de Sauerbruch, que presenté en 1904, creaba esos 5 — 10
mmHg negativos necesarios (380). La camara de Brauer, por el contrario,
era de alta presion, y buscaba insuflar aire en los pulmones a través de una
mascarilla aplicada sobre la boca del paciente; la base, al fin y al cabo, de la
ventilacidon mecanica actual. El complemento a estas técnicas fue el drenaje
pleural y el fundamento del sello de agua que explicod Biilac en Hamburgo en

1891 (381).

2. El reto técnico quirurgico de realizar resecciones pulmonares mediante e

la diseccioén anatémica del hilio. Pese a las descripciones anatomicas que a lo largo de la historia iban precisando
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cada vez mas la morfologia del organismo humano, y dentro de ella de forma especial la del torax, no fue hasta
1912 cuando Davis pudo hacer una lobectomia con diseccion aislada de los elementos del hilio pulmonar (382).
Sin embargo, tuvo poca repercusion, y pasaron varias décadas hasta que la lobectomia se entendiese como técni-
ca de reseccion pulmonar estandar. De hecho, hubo que esperar a que Blades y Kent describieran en 1940 las
técnicas de ligadura individualizada para una lobectomia inferior (se pensaba que la superior no era posible).
Queda de manifiesto pues como desde el principio los cirujanos han tenido un enorme respeto al hilio pulmonar,
por el tamafio y fragilidad de sus estructuras.

Hasta el citado desarrollo del drenaje pleural, las resecciones pulmonares se hacian en dos tiempos, ligando el
hilio primero, y extirpando el pulmon necrotico resultante después, una vez que el resto del parénquima, debido al
empiema resultante, se adheria y ya no se colapsaba. Es comprensible la alta mortalidad de estos procedimientos,
que superaba el 40 %. La primera lobectomia en un tiempo la hizo Brunn en 1928 (383). Fue el primer paciente
con un tubo de torax conectado a un sello de agua. Como las primeras lobectomias en humanos de principios del
siglo XX fueron catastroficas, la reseccion quirurgica pulmonar se orientd hacia la neumonectomia. Nissen en
1931 y Haight en 1932 hicieron neumonectomias en dos tiempos con ¢éxito. Y Graham en St. Louis en 1933 hace
la primera neumonectomia en un tiempo con ligadura del hilio en bloque en un paciente con cancer de pulmén
(384). Tres meses mas tarde, y casi a la par, Archibald en Montreal y Rienhoff en el Johns Hopkins, hacen sendas
neumonectomias con diseccion individualizada del hilio pulmonar (385, 386).

Las resecciones pulmonares se constituyeron en una técnica mas para el tratamiento de la tuberculosis. Mas ra-
dical, con muchas complicaciones en ese momento, pero bastante resolutiva. Su generalizacion permitid que
cuando llego a su fin la epidemia de tuberculosis gracias al desarrollo de los antibidticos a mediados del siglo XX,
los cirujanos tuviesen el bagaje necesario para afrontar la que seria desde entonces, y ya hasta la actualidad, nueva
fuente de pacientes: el cancer de pulmon. Patologia que en los afios 30 del siglo XX era tan infrecuente que ni
siquiera estaba incluida en el Sistema de Clasificacion Internacional de Enfermedades. No en vano la tasa de

muertes por cancer de pulmon era de cinco por cada 100.000 habitantes.

Las neumonectomias de Graham, Archibald y Rienhoff fueron en pacientes
con cancer de pulmoén. La generalizacion del habito tabaquico a partir de esa épo-
ca dio lugar al incremento progresivo en la incidencia de esta enfermedad, hacia
la que se oriento la cirugia toracica y que probablemente justifica el que naciera
esta disciplina como especialidad. Fue la experiencia adquirida por Churchill
después de realizar con ¢éxito la primera lobectomia por cancer de pulmoén en
1950 la que convirtio a esta técnica en la cirugia estandar (387).

La reseccion segmentaria fue la técnica de eleccion en las resecciones pulmo-

nares por tuberculosis en las dos ultimas décadas de pico epidemioldgico antes de
la aparicion de la estreptomicina. La descripcion anatémica de las resecciones anatomicas de segmentos pulmona-

res data de en torno a 1940. A partir de los afios 70, y en la actualidad con evidencia cientifica en cuanto a su pa-
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pel oncologico, la reseccion segmentaria se convierte en una técnica factible en pacientes con cancer de pulmon.
Desde mediados de siglo la cirugia evoluciona hacia la maxima radicalidad oncoldgica con las minimas secue-
las y respetando la mayor cantidad de parénquima sano posible. Asi, una vez conocido el mayor riesgo postopera-
torio de la neumonectomia, ésta pasd a intentar ser evitada. Y de esta manera surgen técnicas como la
broncoplastia o reseccién en manguito, realizada por primera vez por Price Thomas en 1947 (388). La reseccion
pulmonar se amplia asimismo a estructuras vecinas que el tumor infiltra por contigiiidad y pueden ser resecadas,
como elementos de la pared toracica, el pericardio, estructuras vertebrales, vasculares, etc. A menudo estas gran-
des resecciones se complementan con reconstruccion de estructuras con materiales protésicos (mallas, protesis

vasculares, elementos biologicos, etc.).

No podemos dejar de mencionar aqui que en el desarrollo de FEFTCTIEn
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la cirugia torécica la aportacion de médicos espafioles ha sido
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Como hemos visto, la cirugia del cancer de pulmon busca ser lo mas radical posible, pero tratando de minimi-
zar las secuelas sobre el paciente, de modo que su calidad de vida se vea afectada lo menos posible.

En los ultimos afios, en el abordaje del torax se intenta ser lo menos mutilante posible. La toracoscopia co-
mienza a ser via de eleccion en muchos casos de cirugia de reseccion del cancer de pulmoén. La técnica la inicio
Jacobeus con fines terapéuticos hace mas de un siglo. Sin embargo, su aplicacioén para las resecciones mayores
pulmonares se remonta a las tltimas dos décadas. En la actualidad, la aportacion de cirujanos espafoles en este
sentido esta siendo muy significativa (390) .

En conclusion, aunque la cirugia toracica como especialidad es relativamente reciente (en Espaiia la especiali-
dad esta incluida en el sistema MIR desde 1978), la trayectoria de la patologia quirurgica toracica es larga y de

gran riqueza. Sirvan estas lineas para acercar al lector el camino que ha llevado hasta la cirugia toracica actual.

- 347 -



Identificacion mediante inmunohistoquimica de factores pronésticos biomoleculares en el carcinoma broncogénico no microcitico en estadio precoz resecado

- 348 -



Identificacion mediante inmunohistoquimica de factores prondsticos biomoleculares en el carcinoma broncogénico no microcitico en estadio precoz resecado

ANEXO 11

Protocolo de construccion y almacenamiento de Tissue-Arrays
(Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas — CNIO)

1. Recogida de bloques y preparaciones:

Un técnico cualificado o patdlogo recogera la informacion necesaria de la base de datos referente a todos los
casos requeridos para la confeccion del array. Se revisaran al microscopio todas las preparaciones de cada caso
elegido.

Es importante seleccionar bloques de mas de 2 mm de profundidad tisular y con adecuada preservacion anti-
génica en el proceso de fijacion.

2.  Recogida de bloques y preparaciones:

Teniendo las hematoxilinas de los bloques, se miran al microscopio y se selecciona el area en el porta, mar-
cando con rotulador. Enfrentamos el porta de hematoxilina-eosina con el bloque correspondiente para marcar las
areas en el bloque.

3. Preparacion del bloque receptor:

El receptor del array es un bloque de parafina normal. Es conveniente alisar el bloque antes de empezar a in-
troducir los cilindros. Esto se hace desgastando un poco la parafina en el microtomo para que los cilindros tengan
el mismo angulo.

4. Disefio del array:

Hay que plantear el didmetro del cilindro (el nimero méaximo de cilindros en el array), el nimero total de
casos y el numero de cilindros por caso (minimo dos para que el tumor sea representativo). Finalmente se
confecciona una plantilla en el ordenador, identificando todos los cilindros en el orden en que van a estar
dispuestos en el array.

5. Construccion del array. Se siguen los siguientes pasos:

a. Ajustar el bloque de parafina (receptor) en el portabloques imantado

b. Ajustar a cero los micrometros que marcan la alineacion de las filas y las columnas de los ci-
lindros

c. Elegir el juego de agujas apropiado. La aguja mas pequena de cada juego es la que hace el agu-
jero en el bloque receptor; la mas gruesa hace el cilindro del tejido donador.

d. Ajustar la profundidad de bajada de las agujas, aproximadamente a 3 mm.

e. Hacer primero el agujero en el bloque de parafina; a continuacion se coloca el bloque de tejido
donador sobre el puente y €ste sobre el bloque de parafina. Cambiamos la posicion de la aguja
y pinchamos el tejido.

f. Retirar el puente con el bloque donador y expulsar el cilindro de tejido exactamente encima del
agujero hecho en la parafina, de forma que quede justo al nivel de la misma, sin hundirlo.

g. Cambiar la medida del micrometro para hacer el siguiente agujero.

h. Una vez terminado el array meter el bloque en una estufa a 37 °C durante 15 minutos aproxi-
madamente. Esto permitira que los cilindros de tejido se adhieran mejor a la parafina en los
agujeros del array.

i. Sacar el bloque-array de la estufa y presionar sobre ¢l con un porta para alisar la superficie.

6. Corte del array. Método tradicional (con bafio) o con luz ultravioleta y cinta adhesiva.
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Para el corte con cinta adhesiva se coloca el bloque en el microtomo y se aproxima. Cuando esté listo para el
corte a 5 micras, se pone la cinta adhesiva sobre la superficie del bloque y se hace el corte despacio. Se vuelve a
poner otro trozo de cinta y se hace otro corte, y asi sucesivamente. Hay que tener cuidado de no dejar burbujas
entre el bloque y la cinta. La cinta evita la posible distorsion y pérdida de cilindros debido al impacto de la cuchi-
lla al cortar.

Cada corte de coloca sobre un porta especial, otra vez teniendo cuidado de no dejar burbujas. Estos portas
estan tratados para que, con luz ultravioleta, el tejido se fije mejor al cristal. Cada porta con la seccion cortada del
array se introduce en una lampara UV durante 45 segundos.

A continuacion hay que desprender la cinta adhesiva del porta, sumergiendo éste en un solvente organico
aproximadamente durante 2 segundos. La cinta se retira con unas pinzas o con la mano. Si se deja mas tiempo en
el disolvente, puede adherirse mas y se desprenderan cilindros con la cinta. Los portas, ya sin cinta, se dejan en
xilol durante 1 minuto. Y después se dejan secar.

7. Almacenamiento de cortes:

Introducir los portas en parafina liquida, meter y sacar rapidamente. Dejar enfriar. Esto permite guardar los
cortes durante bastante tiempo, protegiendo el tejido de la oxidacion u otros dafios y manteniendo la antigenicidad
después del corte.

Para eliminar la parafina hay que introducir los portas en xilol, en estufa a 56 °C durante 15 a 30 minutos.

8. Factores a tener en cuenta:

a. El cilindro de tejido no esta perfectamente alineado con el agujero de parafina. Hay que tener cuidado de
no mover la pieza basculante de las agujas mientras se introduce. Realinear las agujas a menudo, sobre
todo cuando se han cambiado.

b. Para evitar la variacion en la distancia entre cilindros hay que asegurarse de que las agujas estan bien co-
locadas. Si se aprecia cierta variacion en dicha distancia es posible que la aguja se haya torcido al pin-
char.

c. Si el cilindro de tejido no sale de la aguja facilmente puede que el borde afilado de la misma se haya me-
llado, por lo que seria necesario cambiarla.

d. Si el cilindro de tejido lo introducimos demasiado en la parafina hay que retirar el cilindro con la aguja
pequefia y reemplazarlo por un cilindro nuevo.

e. Otras veces el cilindro de parafina para hacer el agujero se adhiere y no sale del bloque. Hay que presio-
nar de nuevo y mover el émbolo con la aguja dentro del bloque para intentar condensar la parafina.

f. Si hay problemas con el micrometro puede ser necesario cambiar la pila. Si ha llegado al limite de su
lectura antes de acabar el array, debemos dar la vuelta al bloque array y alinear de nuevo el array para
que coincidan los cilindros con nuestra plantilla.

Cantidad maxima de cilindros segtn su diametro:

0,6 mm - 28 x 16 =448 cilindros (1 mm de separacion)
I mm—> 18 x 11 =198 cilindros (1,5 mm de separacion)
1,5 mm - 15 x 9 = 135 cilindros (2 mm de separacion)
2 mm > 10x 6 =60 cilindros (3 mm de separacion)
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Inmunorreactividad positiva para c-erb?2

Inmunorreactividad negativa para c-erb?2
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ANEXO I1T
Mapa de los territorios ganglionares mediastinicos, base de la estadificacion del factor N
en el carcinoma broncogénico no microcitico. Desarrollado por el “Lung Cancer Staging
Project” de la “International Association for the Study of Lung Cancer (IASLC)”
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ANEXO IV

Esquema de las vias oncogénicas del ciclo celular y la apoptosis.
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