UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE MEDICINA

Departamento de Medicina I

MODELO PRONOSTICO MULTIDIMENSIONAL EN
CARCINOMA BRONCOGENICO NO MICROCITICO
RESECADO

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR
PRESENTADA POR

Rodrigo Alonso Moralejo
Bajo la direccion de los doctores
Angel E. Lopez Encuentra
Carlos J. Alvarez Martinez

Ricardo Garcia Lujan

Madrid, 2013

© Rodrigo Alonso Moralejo, 2012



UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE MEDICINA

MODELO PRONOSTICO MULTIDIMENSIONAL
EN CARCINOMA BRONCOGENICO NO
MICROCITICO RESECADO

Rodrigo Alonso Moralejo
Madrid Mayo de 2012






Modelo 054 010

Gestién Académica

INFORME DEL DIRECTOR/ES DE LA TESIS

Fecha Fecha Fecha
Firma Firma Firma
D.N.I D.N.I D.N.I

EVALUADORES ESPECIALISTAS EN LA MATERIA (7)

art°. 4.9 b y 4.9 ¢ de la Normativa de desarrollo del R.D. 1393/2007 (Debera indicarse cual de los especialistas esta incluido en el programa de Doctorado)

Nombre D.N.|
[ INTERNO

Centro

Nombre D.NL.I

Centro

Nombre D.NL.I

Centro

APROBACION DEL ORGANO RESPONSABLE DEL PROGRAMA DE POSTGRADO (3)

(Se debers reflejar la aprobacion de la admision a tramite por el Organo Responsable del Programa de Postgrado, acompariando a este
impreso los informes sefialados en el art. 4.6, y los emitidos por los especialistas sefialados en el apartado anterior, de acuerdo con la
Normativa de Desarrollo de la UCM, del R.D. 1393/2007, por el que se establece la ordenacion de las ensefianzas universitarias oficiales.

Fecha Firma




Angel E. Lopez Encuentra, Doctor en Medicina y Cirugia, Profesor Titular de Medicina

de la Facultad de Medicina de la Universidad Complutense de Madrid,

CERTIFICA

Que D. Rodrigo Alonso Moralejo, Licenciado en Medicina por la Universidad
Complutense de Madrid, ha realizado bajo mi direccion el trabajo titulado “MODELO
PRONOSTICO MULTIDIMENSIONAL EN CARCINOMA BRONCOGENICO
NO MICROCITICO RESECADO” .Tras examinar y revisar dicho trabajo considero
que retne los criterios de originalidad, rigor cientifico y calidad, por lo que doy mi
conformidad para su presentacion y defensa como Tesis Doctoral.

Y para que asi conste, a los efectos oportunos, firmo el presente certificado en

Madrid a de dos mil doce

Fdo.: Dr. Lopez Encuentra



D. Carlos J. Alvarez Martinez, Doctor en Medicina y Cirugia, Profesor Asociado de

Medicina de la Facultad de Medicina de la Universidad Complutense de Madrid,

CERTIFICA

Que D. Rodrigo Alonso Moralejo, Licenciado en Medicina por la Universidad
Complutense de Madrid, ha realizado bajo mi direccion el trabajo titulado “MODELO
PRONOSTICO MULTIDIMENSIONAL EN CARCINOMA BRONCOGENICO
NO MICROCITICO RESECADO” .Tras examinar y revisar dicho trabajo considero
que retne los criterios de originalidad, rigor cientifico y calidad, por lo que doy mi
conformidad para su presentacion y defensa como Tesis Doctoral.

Y para que asi conste, a los efectos oportunos, firmo el presente certificado en

Madrid a de dos mil doce

Fdo.: Dr. Alvarez Martinez



D. Ricardo Garcia Lujan, Doctor en Medicina y Cirugia, Profesor Asociado de

Medicina de la Facultad de Medicina de la Universidad Complutense de Madrid,

CERTIFICA

Que D. Rodrigo Alonso Moralejo, Licenciado en Medicina por la Universidad
Complutense de Madrid, ha realizado bajo mi direccion el trabajo titulado “MODELO
PRONOSTICO MULTIDIMENSIONAL EN CARCINOMA BRONCOGENICO
NO MICROCITICO RESECADO” .Tras examinar y revisar dicho trabajo considero
que retne los criterios de originalidad, rigor cientifico y calidad, por lo que doy mi
conformidad para su presentacion y defensa como Tesis Doctoral.

Y para que asi conste, a los efectos oportunos, firmo el presente certificado en

Madrid a de dos mil doce

Fdo.: Dr. Garcia Lujan



A Belén,



AGRADECIMIENTOS:

Son muchas las personas a las que quiero agradecer su ayuda y conocimiento para
conseguir terminar esta tesis. A todas ellas querria expresarles mi agradecimiento mas
sincero:

A mis co-directores de tesis, a los Dres. Garcia Lujan y Alvarez Martinez, sin su ayuda
y paciencia, éste proyecto seguiria en el limbo de lo tedrico y posiblemente atin en fase
de redaccion.

Al Dr. Lopez Encuentra, alma de ésta tesis, sin su tenacidad, su direccion sutil e
implicacion en la transmision de los elementos mas basicos de esta patologia, hubiese
resultado imposible llegar a buen puerto.

A los anatomopatologos Dra. Enguita Valls, Dr. R.Peralto, Dr. Lépez Rios y Dra.
Conde Gallego, sin su trabajo actual y pasado, un clinico habria capitulado ante los
misterios de la biologia molecular.

Al profesor Cuezva, con sus entrevistas y generosidad en la difusion del conocimiento,
con sus participaciones en nuestros cursos y con sus animos permanentes, ha permitido
encajar las diversas piezas de este puzzle.

A los miembros del Instituto de Investigacion Sanitaria i+12, Dr. David Lopez y Dr.
Gomez de la Camara que han empleado su valioso tiempo en iluminar un mar de dudas.
A mis compafieros de servicio, sin su formacion durante el periodo de la residencia y su
confianza en mi trabajo, no seria la persona que soy ahora, ni se hubiese despertado el
gusanillo de saber mas y porqué ocurren las cosas. Mencionando especialmente a Javier,
Eduardo y Fefa que ademas de su apoyo profesional, han convertido en un placer el ir a
trabajar cada mafiana.

A mi familia, mis padres y mi hermana, que en los momentos malos creyeron en mi y
en mis posibilidades, dedicindome carifo, apoyo incondicional y disciplina, ademas de
los valores necesarios para ser persona y médico.

A la proxima generacion, a Javier y a Nacho, que son presente y futuro.

A Belén, anima mea, compafiera y amiga, sin tu amor y alegria, seria mucho mas dificil
y aburrido terminar con estos retos.

A Juan, Borja M., Enrique, Blanca, Ricardo, Raquel, Tolkien, Fernando, Borja A.,
Almu, amigos de la infancia, compafieros de la vida, colegas de viaje, gracias por dejar

vuestro sello indeleble en mi persona y trabajo.


http://www.google.es/url?q=http://www.madrid.org/cs/Satellite%3Fcid%3D1142599158145%26language%3Des%26pagename%3DHospital12Octubre%252FPage%252FH12O_contenidoFinal&sa=U&ei=QCraT8aDEsjS0QW0z4isAg&ved=0CBQQFjAB&usg=AFQjCNEKPz0U2cHBxPHDBEyhRWJ0hLFJOg

Glosario de abreviaturas

ACC: Acetil Coenzima A Carboxilasa.

AJCC: American Journal Cancer Committee.

AKTp: Proteina Kinasa Activada Fosforilada.

ATS: American Thoracic Society.

BM: Biologia Molecular.

B-F1-ATPasa:subunidad catalitica B del complejo H -ATP-sintetasa.
CB: Carcinoma Broncogénico.

CBM: Carcinoma Broncogénico Microcitico.

CBNM: Carcinoma Broncogénico No Microcitico.

CDK2: Ciclina Dependiente de Kinasa 2.

CDKaé: Ciclina Dependiente de Kinasa 6.

COX2: Ciclooxigenasa 2.

DS: Desviacion estandar.

EGFR: Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico.
ENS: Encuesta Nacional de Salud.

EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica.

ERS: European Respiratory Society.
GADPH:gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa.
GCCB-S: Grupo Cooperativo de Carcinoma Broncogénico de SEPAR.
IASLC: International Association for the Study of Lung Cancer.
IHQ: Inmunohistoquimica.

Hsp60: Heat shock proteins 60.

L-R: Test de Log rank.

MSC: Ministerio de Sanidad y Consumo.

MTe: Matrices de Tejido.

MM-MTe: Marcadores Moleculares de Matrices de Tejido.
NV: No Valorable.

OMS: Organizacion Mundial de Salud.

OR: Odds Ratio.

PK: Piruvatokinasa.

RB: Retinoblastoma.

RR: Riesgo Relativo.


http://en.wikipedia.org/wiki/Heat_shock_proteins

Rx: Radiografia de Torax.

SEPAR: Sociedad Espaiola de Neumologia y Cirugia Toracica.

TAC: Tomografia Axial Computarizada.

TC-LD: Tomografia Computarizada de Baja Radiacion.
TTF1: Factor de Transcripcion Tiroideo 1.

TNMe: Clasificacion TNM clinica.

TNMp: Clasificacion TNM quirurgico-patoldgica.

UE: Unién Europea.

UICC: Unién Internacional Contra el Céancer.

W-G: Test de Wilcoxon-Gehan.

10



Indice:

LN 23 DX 10 0 00 P 15
B. INTRODUCCION......uiittuiiriteeriieeerneeeraeeerantesrsneesssseeesssseesssssesssnesens 18
1. EPIDEMIOLOGIA DEL CARCINOMA BRONCOGENICO............... 18
1.1 PREVALENCIA......couuiiiiie e 19
1.2 MORTALIDAD . ..ottt 20

2. CLASIFICACION ANATOMO-PATOLOGICA DEL CARCINOMA
BRONCOGENICO....uucuuuiiunieuneeineetnereneeeseeeeneeesnssennssmmmmssssssssesns 21
3. CLASIFICACION TNM DEL CARCINOMA BRONCOGENICO........ 23
3.1 CLASIFICACION CLINICA . .ooieiie e, 23
3.2 CLASIFICACION QUIRURGICO-PATOLOGICA..............24
4. BIOLOGIA MOLECULAR Y CARCINOMA BRONCOGENICO........ 25
4.1 ASPECTOS BASICOS DE LA CARCINOGENESIS.......... 25

42 GENES RELEVANTES EN CARCINOMA

BRONCOGENICO.......coieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e s e 26

42.1 CLASIFICACION SEGUN CARACTERISTICAS
MUTACIONALES Y SU FUNCION BIOLOGICA........... 26
42.1.1  ONCOGENES ......oiiiiiiiiiiieaeiiieeeei, 26

42.12  GENES SUPRESORES TUMORALES........27
422 CLASIFICACION SEGUN VIA BIOQUIMICA......28
43 MARCADORES MOLECULARES E HISTOLOGIA.........29
4.4 MARCADORES MOLECULARES Y PRONOSTICO........ 29
5. FACTORES MOLECULARES DE ACTIVIDAD MITOCONDRIAL Y
PRONOSTICO EN CARCINOMA BRONCOGENICO........................33
6. MATRICES DE

£ 1 00 1) 10 TR 35
6.1 CONSTRUCCION DE MATRICES DE TEJIDO.............. 35

6.2 UTILIDADES Y APLICACIONES EN CARCINOMA
BRONCOGENICO.....coeuit et 36

7. FACTORES PRONOSTICOS EN CARCINOMA BRONCOGENICO...36
7.1 FACTORES RELACIONADOS CON LA EXTENSION

ANATOMICA (TNM)....ooooeeieeeeeeeeeee et 37
7.2 FACTORES CLINICOS. ..ottt eeneeeen 38
73 FACTORES MOLECULARES......oevtrteeeseeeeeeeseeseeeeeenees 38
8. CARACTERISTICAS DEL PACIENTE O DE LA TERAPIA EN SU

RELACION CON CARCINOMA BRONCOGENICO.........ccccvvveernnn. 39
8.1 TABACO Y CARCINOMA BRONCOGENICO............... 39

8.1.1 FACTOR DE RIESGO........uviiiiiieiiieeeiieeeee, 39

8.1.2 BIOLOGIA MOLECULAR........cccuviiieiieeiae, 40

8.1.3 FACTOR PRONOSTICO.......veveeiieiieaiiee, 41

8.2 ENFERMEDAD PULMONAR OBSTRUCTIVA CRONICA

(EPOC) Y CARCINOMA BRONCOGENICO...........cccoveeeeenn 42

8.2.1 INCIDENCIA. ..o, 42

8.2.2 FACTOR DE RIESGO.....ccouieiieeeiieeaiieeeee, 42

8.2.3 FACTOR PRONOSTICO.......viveeiiiiieeeieee, 43

11



8.3 EDAD Y CARCINOMA BRONCOGENICO..........cov...... 43

8.3.1 FACTOR DE MORBI-MORTALIDAD
PERIOPERATORIA.....cooveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e seeeeees 43
8.3.2 FACTOR PRONOSTICO.......ccuueeieeiieaieannn . 44
8.4 DEMORA QUIRURGICA COMO FACTOR
PRONOSTICO ...t e e e e eees e eeraneees 44
C. HIPOTESIS YOBJETIVOS.....ccvuuiittueeerueerrneerrneeessneeessseeesssneessuesessans 46
D. DISENO, POBLACION Y METODOS....ccucttuutttueeennereneeerneeeneeeeneeesesennesen 47
1. DISENO DEL ESTUDIO.....cceuuttuuiirueerneernneenneerneernnerseerseeenneerns 47
2. POBLACION ELEGIBLE........cccuuuiittuieirieeineeerrneernneeenseessson 47
KT\ 0 O3 10 110 1 J 47
3.1 METODOS CLASIFICATORIOS DEL CARCINOMA
BRONCOGENICO NO MICROCITICO (CBNM...........c....cc.. 47
3.2 REALIZACION DE LAS MATRICES DE TEJIDO (MTe)............ 48
3.3 VALORACION DE LAS MUESTRAS......uetveteie e, 49
3.4 ELABORACION DE BASES DE DATOS....ceueeeeieieeieeeenn, 50
3.5 VARIABLES MOLECULARES MITOCONDRIALES................ 50
3.6 ANALISIS PRONOSTICO DE LAS VARIABLES DE EXTENSION
ANATOMICA DEL TUMOR, CLINICAS Y ANALITICAS.......... 52
3.7 ANALISIS PRONOSTICO LOS MARCADORES
MOLECULARES. ...ttt 52
3.8 ANALISIS DE LOS FACTORES DE ACTIVIDAD
MITOCONDRIAL. ...ttt 53
3.9 ELABORACION DE MODELO PRONOSTICO
MULTIDIMENSIONAL . ....eeu et 53
| O 23 1] 6 0 W 010 1T 56
1. POBLACION DEL ESTUDIO.......cccuuiittteirineerrnneeersneeerseeeesnneessnnnn 56
2. ESTUDIO DESCRIPTIVO DE LAS VARIABLES RELACIONADAS CON
LA EXTENSION TUMORAL.....uucvuuiiitirtnierneeneernneerneersneersessneesnone 56
3. ESTUDIO DESCRIPTIVO DE VARIABLES CLINICAS Y ANALITICAS
10) ) O 22NC6) § D1\ N O 56
4. ESTUDIO DESCRIPTIVO DE MARCADORES
MOLECULARES. ....uttuutttteeneetueetneeeeneeeseeenesesnesesseesnssessessnssssnssme 56
5. ESTUDIO DESCRIPTIVO DE LOS FACTORES DE ACTIVIDAD
MITOCONDRIAL.......ceuuiirueernierteerneerneereerseerseerseeesseeesseesnsesseens 57
6. ANALISIS PRONOSTICO UNIVARIANTE....cccutvuuiernerneerneerneeenneenns 57
6.1 VARIABLES RELACIONADAS CON LA EXTENSION ANATOMICA
TUMORAL Y LA ESTIRPE ... ...uitet e 57
6.2 VARIABLES RELACIONADAS CON EL PACIENTE..................... 58
6.3 MARCADORES MOLECULARES .......oivuuiiiiiieiiiieei e 58
6.4 FACTORES DE ACTIVIDAD MITOCONDRIAL........c..vvvueevnee. 59
7. ANALISIS MULTIVARIANTE POR PARTICION RECURSIVA............ 60
| N 0) K] 01 513 (0], PP 63

1.

ANALISIS DESCRIPTIVO Y PRONOSTICO UNIVARIANTE DE LAS
VARIABLES RELACIONADAS CON LA EXTENSION ANATOMICA DEL

12



2. ANALISIS DESCRIPTIVO Y PRONOSTICO UNIVARIANTE DE LAS

VARIABLES CLINICAS Y ANALITICAS....ccuvieeeeiineerrneeenneeeenneeennnn 64

3. ANALISIS DESCRIPTIVO Y PRONOSTICO UNIVARIANTE DE LOS
MARCADORES MOLECULARES. ......ccuuutittereinneeeeneeeesneseennesessm 66

4. ANALISIS DESCRIPTIVO Y PRONOSTICO UNIVARIANTE DE LOS
FACTORES DE ACTIVIDAD MITOCONDRIAL ..c..ucvvvuereienneeenneeennene 68

5. ANALISIS DESCRIPTIVO Y PRONOSTICO MULTIVARIANTE POR
PARTICION RECURSIVA ....ctvutiiiiiiiiiiieeirieeerineerrneersaeeesneessannon 69
G. CONCLUSIONES ...cvuutituueeietneeersneeersneeeesneseesssesesssesessnessessssesssossesnnnss 73
1. GENERALES.....ccuuitttteiitteeetneeerneeeesneeessuesesssssessssesssnesessnnne 73
2. ESPECIFICAS POR HIPOTESIS.....ctuuiiiuierneeeneeeneeeneerneeenneeennes 75
H. TABLAS 77
I. FIGURAS 110
J. BIBLIOGRAFIiA 117

13



14



A) RESUMEN

Introduccién

En la célula tumoral existen cambios en la via del metabolismo energético, participando
en la célula eucariota la mitocondria de forma fundamental. En la actualidad se
considera que la estimacién de la supervivencia en el Carcinoma Broncogénico (CB)
estd basada fundamentalmente en los descriptores de extension anatdmica (clasificacion

TNM), aunque existen otras variables que también influyen en la valoracion prondstica.

Objetivo:

El objetivo del estudio actual es determinar el valor prondstico de la expresion de los
marcadores de la firma bioenergética mitocondrial (B-F1-ATPasa) en una poblacién de
pacientes con carcinoma broncogénico no microcitico (CBNM) resecado, asi como
elaborar un modelo prondstico de supervivencia que integre factores anatomicos, de
acuerdo con la estadificacion TNM del afio 2010, junto con marcadores clinicos,

marcadores moleculares y factores de expresion mitocondrial.

Hipdtesis:

En CBNM, el analisis conjunto de factores pronosticos multiples (clasificacion TNM,
marcadores moleculares, factores mitocondriales y variables clinicas) aporta mejoras,
bioldgica y clinicamente relevantes, y estadisticamente significativas, en la prediccion
de la supervivencia sobre los métodos cladsicos, basados Unicamente en la extension

anatomica del tumor (clasificacion TNM).

Poblacion y métodos:

Estudio prospectivo y longitudinal de pacientes con CBNM en estadios I-IIp
(estadificacion TNM de 2010) intervenidos con reseccion completa en el Hospital
Universitario 12 de Octubre entre el 01/10/1993 y el 30/09/1997. Las variables TN
patoldgicas (Grupo A), clinicas (Grupo B), analiticas (Grupo C), marcadores moleculares
(grupo D) y factores mitocondriales (grupo E) fueron recogidas en 134 pacientes. La
capacidad de discriminacién pronostica de cada grupo de variables, y su conjunto, se

determind mediante el calculo del area bajo la curca ROC o C-index.
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Resultados

El 90% de la poblacion son varones, con una edad media de 66,8 anos (DE: 8), siendo
el 66% tumores epidermoides. No se ha objetivado que exista una relacion
estadisticamente significativa entre la intensidad de expresion de B-F1-ATPasa y la
supervivencia, aunque los casos con mayor intensidad de expresidon muestran una
tendencia a una mejor supervivencia clinicamente relevante (53% de supervivencia a 5

afos vs 36%; p=0,14).

El valor pronostico de los distintos factores analizados y agrupados presentan las
siguientes areas bajo la curva ROC (C-index): 0,58 (Grupo A), 0,68 (Grupo B), 0,61
(Grupo C), 0,66 (Grupo D) y 0,58 (Grupo E). En el modelo prondstico multidimensional,
considerando de forma conjunta las variables seleccionadas para los cinco grupos el C-
index fue de 0.72 (IC 95% 0,63 — 0,81), con diferencias estadisticamente significativas al
compararse con los grupos de variables individuales A, C y E (desde p=0,005 a p=0,05).
Las variables con mayor discriminacion pronostica son la existencia de diabetes mellitus,
el tamafio tumoral, la expresion molecular del marcador del ciclo celular p27 y la demora

temporal entre diagnostico y cirugia.

Considerando los patrones obtenidos en cada rama del arbol prondstico del modelo
conjunto, la supervivencia global a cinco afios fue calculada para cada nodo terminal. Dada
la similitud (o semejanza) pronostica de alguna de las ramas, éstas fueron combinadas de
acuerdo a su probabilidad de supervivencia a 5 afos en tres grupos: Grupo 1 (n=55) con
una probabilidad de supervivencia a 5 afios que abarca entre el 67% y el 72,4%; Grupo 2
(n=33) con una supervivencia del 40,5% y el grupo 3 (n=45) con una supervivencia del

24,5%

Conclusiones:
En esta serie de pacientes con estadios iniciales de CBNM resecado los casos con
mayor intensidad de expresion de la proteina mitocondrial 3-F1-ATPasa tienen una mayor

supervivencia, aunque esta diferencia no es estadisticamente significativa.
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En pacientes con carcinoma broncogénico no microcitico en estadios iniciales, la
integracion de factores anatomicos, clinicos y moleculares en un modelo conjunto

discrimina el pronodstico mas eficazmente que el uso exclusivo de la clasificacion TNM.
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B) INTRODUCCION

1. EPIDEMIOLOGIA DEL CARCINOMA BRONCOGENICO

El carcinoma broncogénico (CB) es el tumor que da lugar a la mayor
mortalidad por cancer, tanto a nivel mundial como en Espaia’.

En el comienzo del siglo XX el CB era una enfermedad rara, con el
incremento del consumo de tabaco a lo largo del siglo, su incidencia aument6 de tal
modo que ha constituido una epidemia de dimension internacional, que ha afectado
tanto a paises desarrollados, como en vias de desarrollo, y ya bien entrado el siglo XXI
se trata de una entidad muy prevalente y sin perspectiva de disminuir.

En Espafa se dispone de datos de la mortalidad relacionada con el CB desde
1951% Desde 1990, las enfermedades cardiovasculares han sido superadas por el cancer
como primera causa de muerte en Espafia’.

Este aumento se debe fundamentalmente a la generalizacion del consumo de
tabaco, de forma que la tasa de muerte por CB ha aumentado en los tltimos 30 afios un
224% en varones y un 331% en mujeres, reemplazando desde 1985 en éstas ultimas al
cancer de mama como primera causa de muerte por cancer en EEUU®Estudios
pronosticos demuestran que en las proximas dos décadas el CB se incrementard un
2,7% en mujeres, mientras que en varones decrecera un 1,3%5’6

Entre los hombres, el CB es la principal causa de muerte por cancer en
Espaiia’, suponiendo el 27,5% del total de fallecimientos por neoplasia, seguido por el
de prostata (9,1%) y el de colon (12,3%)

Entre las mujeres espafiolas la mortalidad por CB pas6 de 3,3 por 100.000
habitantes en 1973 a 6,4 en 1997%, con un incremento del 1,5% desde 1988°, ocupando
el sexto lugar en mortalidad por cancer. Sin embargo, el gran incremento de mujeres
fumadoras del 17% en 1978 al 27% en 1997'°presagia un claro aumento de la incidencia
en los proximos afios. En los ultimos afios se ha descrito una estabilizacién con un
ligero descenso de la mortalidad por CB en varones (-0,8%) y un aumento en mujeres

(6.3%) "
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1.1 PREVALENCIA

Los registros espafioles, junto con otros registros europeos, han constituido la
Red Europea de Registros de Cancer (European Network of Cancer Registries, ENCR)
que recoge la informacidon sobre prevalencia y mortalidad por cancer en la Unidon
Europea (UE).

Las fuentes proceden habitualmente de los servicios de documentacion clinica
y anatomia patologica asi como de los registros de mortalidad. Hay algunas limitaciones
que podrian justificar la falta de exactitud de los datos existentes, como la falta de
exhaustividad en la recogida de datos, su deficiente clasificacion y la falta de precision
en las variables.

La tasa de prevalencia de CB en Espana en 2006 fue de 68,3 casos/100.000
habitantes en varones frente a los 71,8 casos/100.000 habitantes en la UE, y de 13,8
casos/100.000 habitantes en mujeres frente a los 21,7 casos/100.000 de la UE". Segun
las estimaciones de prevalencia en la UE, el CB fue el tumor mas frecuente en los
hombres tanto en Espafia como en el resto de sus paises; sin embargo, en mujeres
mientras que en la UE ocupaba el tercer lugar, en las espafiolas ocupaba el duodécimo'.
El porcentaje de cambio anual en la mayor parte de los paises de Europa Occidental era
de -2% -4%, mientras que en mujeres, éste porcentaje variaba entre el -0,6% de
Inglaterra y un aumento entre 2-6%, siendo el pais con mayor crecimiento el nuestro.'*
15

Respecto a la histologia, en Espafia, aun continua predominando los CB de
estirpe epidermoide seguidos de adenocarcinomas y tumores de células pequefias en los
varones, mientras que en mujeres son mas frecuentes los adenocarcinomas '°, pero esta
distribucion se esta modificando en direccion similar a la de otros paises europeos,
detectandose un incremento significativo en el porcentaje de adenocarcinomas y
descenso de la estirpe epidermoide.

Esta distribucion, aunque ain es diferente a la de otros paises donde son mas

. 18, 19
frecuentes los adenocarcinomas

, es probable que con el tiempo y relacionado con
las cambios en los habitos de consumo de tabaco, vaya disminuyendo la frecuencia de

CB epidermoides y aumentando la de adenocarcinomas.
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1.2 MORTALIDAD

Dada la escasa supervivencia de los pacientes que padecen un CB, las tasas de
incidencia y mortalidad, mantienen una relacion estable y proxima a la unidad en todos
los paises. Respecto a la mortalidad, ésta varia segun los diferentes estudios, siendo para
Espana de 49,2 muertes/100000 habitantes y en mujeres 4,7 muertes/100000 habitantes
en 2002"*

La tasa de mortalidad por esta neoplasia en Espafia se ha incrementado en los
ultimos 25 afos de forma muy significativa pasando del 31,4 por 100.000 habitantes en
1973 al 58,6 en 1997°. Respecto a la relacién con otros paises del entorno, nuestro pais
se encuentra en una posicion intermedia en cuanto a la mortalidad, siendo mayor en
varones en paises como Hungria y Bélgica e inferior en paises nordicos como Suecia o
Islandia. En mujeres también la tasa de mortalidad mayor es en Hungria, y Polonia, y la
menor en paises nordicos™

Dentro de nuestro pais existen también diferencias notables siendo regiones
como Asturias y Extremadura las de mayor mortalidad en varones y las de menor las

Islas Canarias'®
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2. CLASIFICACION ANATOMO-PATOLOGICA DEL CARCINOMA
BRONCOGENICO

La primera clasificacion histologica del Cancer de pulmon data de 1924 y la
ultima, que fue propiciada por la OMS y la Asociacion Internacional para el Estudio del
Cancer de Pulmén (I4SLC), fue publicada 1999, y actualizada en 2004 *'estableciendo
algunas diferencias con las anteriores:

1) En esta clasificacion se hace referencia a técnicas especiales no
orientadas a la investigacion, sino al diagnostico rutinario, como por ejemplo la
inmunohistoquimica (IHQ), microscopia electronica y biologia molecular (BM).

2) Seavanza en la sistematizacion de las lesiones preinvasivas.

3) Se establecen criterios definidos para el diagnostico diferencial de
los distintos tipos de tumores neuroendocrinos.

4) Se sistematizan las formas de carcinomas de células grandes,
combinados y pleomorficos, y se incluyen las entidades nuevas reconocidas en
los ultimos afios.

El nimero de variantes histologicas de cancer de pulmon se eleva a 46, de las
que el 95% son de tipo epitelial (carcinomas), por lo que en general, los distintos
subgrupos se reducen en 5 tipos principales: escamoso o epidermoide, células pequeiias,
adenocarcinoma, células grandes o tumor carcinoide. El1 CB incluye los 4 primeros y
sus combinaciones.

A pesar de los avances que ha supuesto esta nueva clasificacion, sigue
existiendo una gran dificultad diagndstica y un importante confusionismo terminologico
en diferentes aspectos:

- Los carcinomas neuroendocrinos se engloban en un gran grupo, aunque existen
tumores con un abanico de agresividad muy diferente.

- Hay una utilizacion excesiva del diagnostico genérico “carcinoma de células
grandes”, al ser un diagnostico de exclusion.

- Existe una gran heterogeneidad histologica en los carcinomas epidermoides, no
siendo infrecuente la existencia de carcinomas epidermoides tipicos que
presentan areas de atipia y pleomorfismo.

22,23

Recientemente se ha publicado una nueva clasificacion internacional para el estudio

del adenocarcinoma pulmonar que ha supuesto una modificacion respecto a las previas:
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e Desaparece el término carcinoma bronquioloalveolar y el adenocarcinoma
mixto.

e Para las muestras de tejido resecado se introducen conceptos como el
adenocarcinoma in situ, el adenocarcinoma minimamente invasivo y el
adenocarcinoma invasivo con cinco variantes histologicas (tabla I).

e En muestras de pequeio tamafio o citologicas se establece la necesidad de
clasificar como escamoso y adenocarcinoma o en caso de no poderse definir con
certeza, por no presentar caracteristicas histologicas definitivas, clasificarlos
como CB “no células pequefias” (CBNCP) con probabilidad de adenocarcinoma
o CBNCP con probabilidad de escamoso, basados en estudios
inmunohistoquimicos. Los restantes se clasificaran como CBNCP no
especificos.

e Asi mismo se considera la necesidad de tipificar la mutacion EGFR en los
adenocarcinomas extendidos y aquellos CBNCP no especificos también

extendidos, debido a su implicacion terapéutica.

El empleo de técnicas de biologia molecular (BM) es muy importante en el
desarrollo de esta clasificacion histologica ya que, por un lado, permite confirmar la

heterogeneidad del CB y por otro permitir4 renovar esta clasificacion en el futuro® >,
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3. CLASIFICACION TNM DEL CARCINOMA BRONCOGENICO

La clasificacion del CB esta basada en su extension anatomica, y utiliza tres
parametros (T, N, M) para describir la extension tumoral. Los objetivos de esta
clasificacion serian:

a) Seleccionar el tratamiento.

b) Estimar el prondstico.

c) Evaluar los resultados del tratamiento.

d) Permitir el intercambio de informacion entre diferentes grupos de trabajo.
e) Contribuir a la investigacion de los tumores.

La Gltima edicion de la clasificacion TNM es la aparecida en 2010, que es
idéntica para la Unién Internacional contra el Cancer (UICC) y para el Comité
Americano Contra el Cancer (AJCC). Esta clasificacion ha sido reconocida por la
American Thoracic Society (ATS), la European Respiratory Society (ERS) y la SEPAR.

La unificacién de estas clasificaciones permite homogeneizar las series y
favorece los objetivos de la clasificacion. Esta clasificacion se basa en 3 parametros
anatomicos (tabla II):

a) Extension del tumor primario (T): se define por el tamafio tumoral, localizacion
endobronquial del tumor y estructuras locales afectadas.

b) Ausencia o presencia de metastasis regionales (N): define la ausencia o
presencia de afectacion ganglionar, y si esta existe, el grado de extension.

c) Ausencia o presencia de metastasis a distancia (M).

Una vez clasificados esos 3 parametros los tumores se agrupan en diferentes
estadios tumorales de similar extension anatdémica y parecido pronostico, que permite
simplificar las multiples categorias del TNM en unos pocos estadios (tabla I1I- IV).

La clasificacion del céncer de pulmén puede realizarse en diferentes

momentos de la enfermedad. En general se distinguen dos tipos de clasificaciones:

3.1) Clasificacion clinica (TNMc)
Es la realizada antes del tratamiento y su objetivo es establecer la extension
tumoral para adjudicar el mejor tratamiento a cada paciente. En la practica es util para

seleccionar aquellos casos que serian candidatos a tratamiento quirtrgico.
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Las pruebas necesarias para esta clasificacion responden a diferentes grados de
certeza, existiendo diferentes guias o recomendaciones que orientan sobre el modo de
indicar las pruebas necesarias para la estadificacion clinica entre las que se encuentra la

de la Sociedad Espafiola de Neumologia y Cirugia Toracica (SEPAR)” .

3.2) Clasificacion quirargico-patolégica (TNMp)

Es la que se realiza tras el acto quirtrgico en los tumores resecados y que se
basa en los datos de la clasificacion clinica, los obtenidos en el acto quirurgico y los del
estudio anatomo-patologico de la pieza resecada.

Tiene la ventaja de que es mas fiable a la hora de establecer el prondstico del
paciente pero el inconveniente de que solo entre el 18-20% de los CB son intervenidos.
En décadas previas se publicaron distintos trabajos que comparaban las clasificaciones
clinicas y patologicas del cancer de pulmén, encontrdndose acuerdos que oscilaban
entre el 47 y 55% de los casos™ >

En un estudio del Grupo Cooperativo de Carcinoma Broncogénico de la
Sociedad Espafiola de Neumologia y Cirugia Toracica (GCCB-S) %, de los 2337 casos
en los que se pudo efectuar la comparacion clinica-patologica, en 1108 casos (47%)
coincidian las 2 estadificaciones. Este indice era mayor (75%) en los estadios mas
precoces (IA y IB), siendo muy escaso en estadios mas avanzados (8-23%) (Estadios
IIB al I1IB).

En la determinacion de la clasificacion quirargico-patoldgica resulta esencial
la evaluacion de la afectacion ganglionar regional (N).La mejor forma de clasificar la
reseccion pulmonar es la estadificacion ganglionar intraoperatoria. El impacto de la
afectacion ganglionar en el pronodstico facilita la toma de decisiones sobre la indicacion
de tratamientos adyuvantes. Se considera un elemento clave para considerar una cirugia
completa y un requerimiento esencial en el control de calidad de la cirugia’' La
extension de la evaluacion ganglionar dependera de las implicaciones pronosticas, de la
posible inclusion en tratamientos complementarios, incluso de la posibilidad de recidiva
local de la enfermedad.

Por tanto, la clasificacion anatomica de la extension tumoral tiene la ventaja
de que es un método consistente y reproductible para establecer el prondstico del cancer
de pulmon, aunque no es el tinico elemento que juega un papel prondstico importante en

el CB.
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4. BIOLOGIA MOLECULAR Y CARCINOMA BRONCOGENICO

El actual sistema de estadificacion es insuficiente para predecir con certeza la
evolucion ante un tratamiento y el prondstico en un paciente individual. Los marcadores
moleculares pueden aportar informacion adicional respecto al prondstico de
supervivencia y pueden predecir que pacientes se van a beneficiar de un tratamiento
quimioterapico dirigido, ya sea basado en el platino o en otros farmacos especificos>> >
Muchos marcadores presentan utilidad en la prediccion de supervivencia

34,35,36,37
22 (K-ras,

independientemente de la estadificacion TNM, incluyendo oncogenes
Bclll, Her2/neu, EGFR), genes supresores tumorales (p53, RB, p16, p27) , moduladores
del ciclo celular (cyclinas), moléculas relacionadas con la invasién tumoral (CD44),
moléculas relacionadas con la angiogénesis y factores de actividad mitocondrial®®*’.

En los ultimos afios se ha producido un gran avance en los conocimientos acerca
de la identificacion de las diversas alteraciones genéticas relacionadas con el cancer y

en especial con el desarrollo del CB***.

4.1 ASPECTOS BASICOS DE LA CARCINOGENESIS

Hay que considerar algunos aspectos basicos en la carcinogénesis del CB, asi
como los principales genes y vias moleculares relacionadas, y el papel de los
marcadores moleculares como factor pronostico en el CB**™,

Generalmente los genes cuyas mutaciones se encuentran relacionadas con el
cancer se dividen en dos grandes grupos en base a sus caracteristicas mutacionales y a
su funcion bioldgica:

1) Oncogenes: son genes cuya funcion bioldgica conlleva la activacion de vias
que promueven el crecimiento y la division celular. Son genéticamente dominantes y es
suficiente la variacion de un alelo para desarrollar la alteracion reproductora celular.

Sus alteraciones genéticas dan lugar a un aumento de la funcion de la proteina
para la que codifican. Las principales anomalias genéticas son mutaciones puntuales,
amplificacion génica y traslocaciones cromosdmicas.

2) Genes supresores tumorales: estos genes regulan de forma negativa los

procesos que conllevan un crecimiento y division celular. Son genes recesivos, es decir,
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para su disfuncion requieren la mutacion de los dos alelos. La inactivacion bialélica de
estos genes se suele producir mediante la mutacion de un alelo y la pérdida (LOH, Loss
of Heterozigosity) del otro.

Gracias a las mutaciones en estos genes, la célula adquiere una serie de
actividades que permiten el crecimiento y desarrollo del tumor que incluyen: capacidad
de generar sus propias seiales mitogénicas, resistencia a la influencia de senales
inhibitorias, evasion de la apoptosis, capacidad ilimitada de proliferacion, capacidad

para desarrollar una red vascular propia y capacidad para invadir tejidos.

4.2 GENES RELEVANTES EN CARCINOMA BRONCOGENICO.

Hasta la actualidad se han descrito algunos genes y proteinas claramente
relacionados con la carcinogénesis de los tumores pulmonares (figura 1). Estos genes

pueden clasificarse de diferentes maneras.

4.2.1 CLASIFICACION SEGUN CARACTERISTICAS MUTACIONALES Y SU
FUNCION BIOLOGICA

Segun esta clasificacion hay 2 tipos de genes:
4.2.1.1) ONCOGENES:

1. Oncogen K-RAS: Pertenece a la familia de genes RAS, si bien el 90% de las
mutaciones encontradas en el CB pertenecen al KRAS. Se encuentra predominantemente
en el CBNM especialmente adenocarcinomas (entre el 29% al 57% casos) ***. La
mayoria de mutaciones consisten en un cambio del aminoacido guanina por timina y
esta claramente relacionado con los carcindgenos del tabaco.

Las mutaciones K-ras se han relacionado con la baja respuesta a tratamiento con
inhibidores del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y baja respuesta a
quimioterapia sistémica*®.

2. Receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR): pertenece a la
familia erbB (en la que también se incluye el C-erB-2 también llamado HER2/neu).
Ambos son receptores tirosina quinasa.

Influye en la activacion de la proteina RAS y por tanto en la division celular y
apoptosis. Estd presente en un 25% de CBNM en poblacion caucasiana, siendo mas

frecuente en carcinomas epidermoides y carcinomas bronquioloalveolares y se presenta
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mas frecuentemente en no fumadores®” ***°. En poblacién oriental este porcentaje es
significativamente mayor, especialmente en adenocarcinomas de pacientes no
fumadores.’® *!

Las mutaciones del EGFR y del KRAS tienen la misma consecuencia bioldgica
ya que participan en la misma cascada de sefiales y por tanto son mutuamente
excluyentes.

3. Familia MYC: la alteracion suele consistir en la amplificacion génica y son
mucho més frecuentes en el carcinoma broncogénico microcitico (CBM) o de células
pequefias (40% frente al 20% de CBNM) >*>. Su funcién es activar la transcripcion de
genes relacionados con el crecimiento celular como la B-Catenina.

4. Oncogen BCL-2: se encuentra mas frecuentemente en el CBNM (95%
frente a 75% en el CBM) y se encuentra aumentado en las células basales del epitelio
peritumoral®*.
4.2.1.2) GENES SUPRESORES TUMORALES

1 Gen supresor p53: es el gen mas frecuentemente mutado en todos los

. s 55, 56,57
canceres y también en el CB ™ >

siendo mas frecuente en el CBM que en el CBNM
(70% frente a 50%), y dentro de éstos ultimos mas frecuentemente en la estirpe
epidermoide. Su inactivacion esta relacionada con el tabaco ™ >’. Regula la expresion de
genes relacionados con el ciclo celular, apoptosis y reparacion celular destacando entre
ellosel p21 y el MDM?.

2 Genes supresores pl6 y Retinoblastoma (RB): son genes implicados en el
ciclo celular. Las alteraciones del gen p/6 son mas frecuentes en el CBNM mientras que
las del RB lo es en el CBM %,

Se inactivan por mutaciones puntuales o hipermetilacion del DNA. El gen p/6 es
un inhibidor de proteinas quinasas dependientes de ciclinas (CDK2- ciclina E, CDK4-
ciclina D) que permiten la progresion del ciclo celular. Su alteracion permite el paso de
la célula de fase de reposo a replicacion de DNA.

3 Genes supresores LKBI y PTEN: El gen LKBI suele alterarse por
mutaciones puntuales y es tipico de pacientes fumadores con histotipo de
adenocarcinoma®. Es capaz de inhibir directamente a la proteina mTORp que estd
directamente implicada en el crecimiento celular e inhibicion de la apoptosis. Esté
mutado en el 30% de los CBNM vy parece tener un papel prominente en el desarrollo de

metastasis®.
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El gen PTEN se encuentra alterado fundamentalmente en el CBM y promueve el

crecimiento también a través de la via del mTORp.

4.2.2 CLASIFICACION SEGUN LA ViA BIOQUIMICA

Clasificandose seguin la via en la que intervienen, e incluyendo so6lo aquellos
marcadores relevantes en CB incluidos en nuestro estudio, se dividen en diferentes
subgrupos (tabla V).

1) Ciclo celular: (figura 2) incluye la familia de las ciclinas (4, Bl, D1, E)
834 Ciclinas kinasa dependientes 2 y 6 (CDK2 y CDKG6), oncogén myc, gen supresor
pl6 63, gen p2l, gen p27, gen Ki-67, gen supresor RB, y Cdcé.

2) Via del p53: incluyen el gen supresor p53 y el gen MDM2%°,

3) Apoptosis (muerte celular programada): (figura 3) oncogén BCL-2,
receptor FAS (sus niveles se reducen en los CB adenocarcinomas escapando de la
apoptosis) ', caspasa 3 (efector final de la apoptosis con actividad proteasa) °°,
Survivina y Factor de Transcripcion NF-KB.

4) Reparacion del DNA

5) Moléculas de adhesién: Beta- Catenina, E- cadherina® .

6) Factores de crecimiento y receptores que permiten la transduccion de
sefiales: proteina Kinasa p activada (AKTp), EGFR, oncogén c-erbB2, proteina mTORp,
p-Acetil- coenzima A carboxilasa (ACC), proteina S6 (PS6) y gen supresor tumoral
LKBI.

7) Marcadores de células epiteliales.

8) Detoxificadores.

9) Relacionados con la angiogénesis.

10) Hormonas.

11) Otras: Ciclooxigenasa 2 (COX-2), p63, Factor de Transcripcion del tiroides
1 (TTF-1) y alpha-CPA.

En general en un tumor no se encuentra una unica alteracion de un solo

marcador, sino que suelen existir alteraciones genéticas simultineas en distintos

oncogenes y genes supresores tumorales.
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4.3 MARCADORES MOLECULARES E HISTOLOGIA

No todas las alteraciones génicas se encuentran igualmente representadas en
los diferentes tipos de tumores. En la tabla VI se resumen las alteraciones moleculares
mas importantes segun la estirpe histologica de CB en la que es mas frecuente que se
presenten, si bien la mayor parte de los marcadores se han encontrado, salvo
excepciones, en casi todas las estirpes histologicas de CB.

Un caso excepcional es el del gen supresor p53 que es la mutacion mas
frecuente en CB y que tiene una distribucion muy similar entre las diferentes estirpes

histoldgicas, ya que se da en un porcentaje similar en el CBM y en CBNM.

4.4 MARCADORES MOLECULARES Y PRONOSTICO

Se esta realizando un gran esfuerzo para analizar el papel que podrian jugar
los marcadores moleculares en el prondstico del CB, de forma que se pudieran afadir a
los factores pronosticos derivados de la estadificacion anatomica (TNM) y a otras
variables clinicas con significado prondstico.

En los ultimos veinte afios cientos de articulos han aparecido proponiendo
diferentes biomarcadores moleculares que puedan tener un significado pronoéstico en el
carcinoma broncogénico no microcitico. Actualmente existen marcadores que se han
descrito como factores prondsticos independientes, como la Ciclina E, la Ciclina B1,
p21,p27, pl6, survivina, colageno XVIII y el EGFR"'; en otros no se ha encontrado un
significado pronostico al incluirlos en analisis multivariante’".

Esta disparidad de resultados se debe, entre otras causas, a la complejidad
clinica e histoldgica del CB. Probablemente, mas que estudiar una sola alteracion debe
considerarse un conjunto de alteraciones moleculares o un enfoque muldimensional.

Los diferentes resultados que se obtienen entre los estudios podrian explicarse
por diferentes causas’:

1.- Los estudios estan basados en series pequefias.

2.- Los seguimientos de la supervivencia se realizan a corto plazo.

3.- Hay problemas en la seleccion de las variables en los estudios multivariantes,
ya que se pueden excluir variables que hayan demostrado tener una significacion
pronostica.

4.- Existen diferencias en la determinacion de las variables moleculares (técnicas

y valores).
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La necesidad de aplicar unos estindares de calidad en la publicacion de
articulos de marcadores tumorales pronosticos desembocod en la publicacion de las
llamadas normas REMARK™ a mediados de la década pasada. En una revision
bibliografica posterior encaminada a la determinaciéon de la aplicacion de dichas
normas’”~ demuestra, una escasa adherencia a las mismas encontrando que en menos de
la mitad de las publicaciones evaluadas se reflejaba adecuadamente los items
recomendados en dichas normativas. A pesar de ello existen bastantes estudios que
hacen mencidon a alteraciones de factores moleculares individuales, que parecen
condicionar el pronostico del CB.

Se analizan los datos existentes en la literatura para cada uno de los
marcadores incluidos en nuestro estudio, de forma individual, y posteriormente los
datos existentes seglin la estirpe histologica expresando en cada caso si se trata de un
factor predictor positivo (mejor prondstico) o negativo (peor prondstico) para la
supervivencia en CB.

Estos estudios hacen referencia en su mayor parte a pacientes con CBNM
resecado y por tanto en estadios precoces. En la mayoria de ellos el estudio del
marcador se realiza en muestra de tejido tumoral resecado y el andlisis del marcador se
obtiene, en general, mediante técnicas de inmunohistoquimica (IHQ).

A continuacion se reflejan los datos pronosticos existentes para cada marcador
molecular incluido en nuestro estudio (tabla VII), ordenados segin la via bioquimica en
la que intervienen (tabla V):

1) Marcadores del ciclo celular:

- Ciclina A: su expresion parece estar asociada a peor pronostico en todos los
subtipos histologicos .

- Ciclina B1: su expresion estd asociada a peor supervivencia en pacientes con
CB resecados en estadio clinico I, especialmente en los carcinomas epidermoides’” ™

- Ciclina D1: su expresion se asocia a peor supervivencia. Este resultado
afecta fundamentalmente a la estirpe adenocarcinoma " %" #!52,

- Ciclina E: existen estudios en los que su expresion se asocia a peor
supervivencia en CBNM resecados en adenocarcinoma y en combinacion con expresion
negativa de p27 *- 8%,

- CDK2 y CDKG6: su expresion también estd relacionada con una peor

supervivencia fundamentalmente en carcinomas epidermoides, que es donde se

expresan mas frecuentemente®®.
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- pl16: En CB escamoso en estadios iniciales su sobreexpresion se asocia a
mejor prondstico®’.

- p21 yp27: la sobreexpresion del gen p2l1 especialmente asociada a la
expresion de EGFR *** y la sobreexpresion de p27 indican mejor pronostico’™ *!

- RB: la pérdida o inactivacion de este gen se asocia a peor prondstico tanto en
carcinomas epidermoides como en adenocarcinomas’?, mientras que la sobreexpresion
parece relacionarse con un mejor prondstico’”.

- Ki-67: es una proteina nuclear involucrada en la regulacion de la
proliferacion celular. La expresion de este marcador predice peor prondstico en
CBNM™**,

- Cdc6: no hay datos que lo relacionen con la supervivencia.

2) Via del p53:
- p53: el valor pronodstico de las mutaciones en este gen es controvertido si

bien en general se le adjudica un factor prondstico adverso’ *°

especialmente en
adenocarcinomas’’ .Existen otros trabajos que no han demostrado diferencias en la
supervivencia’®

- MDM2: su expresion parece relacionarse con una peor supervivencia en
CBNM resecado”, especialmente asociado en forma de indice apoptotico con otros
marcadores moleculares.'*
3) Apoptosis celular

- BCL-2: Su sobreexpresion se ha descrito como factor adverso'”' en CBM;
en CBNM hay estudios que no demuestran influencia en la supervivencia '° mientras

que otros describen como favorable su expresion en CBNM resecado'*.

. . . . , .. 103
-Caspasa 3: Varios estudios lo relacionan con un mejor pronostico .

.. .y . , . 104
- Survivina N: su CXpresion parcCe asociarse con peor pI'OIlOSthO

- Factor de transcripcion NFKB: no hay datos que lo relacionen con la
supervivencia
- Receptor FAS: los pacientes con CBNM que expresan este receptor tienen
mejor supervivencia que los que no lo expresan'®, especialmente en CBNM en estadios
avanzados.
4) Moléculas de adhesion:
- Beta-catenina: el incremento en su expresion parece predecir un mejor

fepiand
pronostico 0
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- E- cadherina: por un lado hay datos que relacionan su expresion con un

mejor pronodstico en CBNM resecado'”’

por otro, hay estudios que relacionan su falta de
expresion con un mayor poder metastatico y tendencia a la escasa diferenciacion
celular'®

5) Factores de crecimiento y receptores que permiten la transduccion de sefiales:

- AKTp: su sobreexpresion se asocia con un pronostico favorable
fundamentalmente en epidermoides'.

- mTORp: Existen datos contradictorios, por un lado su sobreexpresion esta
relacionada con peor pronodstico''’ mientras que otros articulos defienden que en
adenocarcinomas se relaciona con mejor prondstico.'"!

- EGFR: hay datos que relacionan su expresion con un peor pronostico en
CBNM resecados'' > '* y muchos estudios demuestran asociacién entre mutaciones del
EGFR y la respuesta al tratamiento con inhibidores de la tirosina quinasa en
adenocarcinomas, con mejoria de la supervivencia.'™*

La expresion de mutaciones de EGFR también se ha visto incrementada en
aquellos pacientes con adenocarcinoma que desarrollan derrame pleural asociado, en
comparacion a los que no (68,5 vs 50%). '

- c-erbB2: su sobreexpresion se asocia con peor pronostico en CBNM en
estadios ITI-IV''® y en adenocarcinomas'"’.

- ACC: no hay datos que lo relacionen con la supervivencia.

- PS6: no hay datos que lo relacionen con la supervivencia.

- LKB1: no hay datos que lo relacionen con la supervivencia.

6) Otras

- COX-2: parece jugar un papel en la angiogénesis del CB si bien este papel
no estd muy aclarado. Hay estudios que informan de que su expresion tiene un papel
prondstico negativo en el CBNM resecado' .

- TTF 1: parece que los pacientes con CBNM resecados que expresan TTF1
tienen un mejor prondstico que los que no lo tienen'"”.

- p63: su expresion parece asociarse con mejor prondstico en CBNM en

especial en la estirpe epidermoide'*’.

- yCP4: no hay datos que lo relacionen con la supervivencia.
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5. FACTORES MOLECULARES DE ACTIVIDAD MITOCONDRIAL Y
PRONOSTICO EN CARCINOMA BRONCOGENICO.

La mitocondria ocupa un papel central por su implicacion en la génesis y

. . : . 121
progresion de patologias humanas muy diversas como son el cancer = y las
enfermedades neurodegenerativas'**. La mitocondria es el organulo sensor y ejecutor

del programa de apoptosis'>

. La mitocondria en respuesta a distintos estimulos de
muerte libera al citoplasma proteinas que son esenciales para la ejecucion y el
desmantelamiento ordenado de la célula. Se ha demostrado que alteraciones de la
funcién apoptotica de la mitocondria contribuye a la progresion del cancer'*.

La relacion de la mitocondria y del metabolismo energético en la etiologia —
patogenia del cancer ha sido un tema poco desarrollado. Recientemente, se ha producido
un renacimiento de la mitocondria en la biologia del cdncer motivado por la relevancia
observada en la ejecucion de la muerte celular. En este sentido se ha demostrado que los
cambios en el metabolismo energético de la célula tumoral son una caracteristica
fenotipica que comparten la inmensa mayoria de los tumores de higado, mama, colon,

’ i~ r 7 125-128
pulmon, rifion, eséfago y estomago

. Estos cambios consisten en la represion
selectiva de la expresion de la proteina "cuello de botella" de fosforilacion oxidativa de
la mitocondria (subunidad B-F1-ATPasa del complejo H+-ATP sintasa) con la
consiguiente induccidon de enzimas del metabolismo glucolitico, con aumento en la
expresion de sus marcadores gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GADPH) y
Piruvato Quinasa (PK) a medida que se produce la progresion del tumor'>>'%°.

Este cambio fenotipico de la célula tumoral tiene importantes aplicaciones

clinicas desde el punto de vista del diagndstico y del prondstico de los pacientes **'*

127 138 ¢ previsiblemente, para el disefio de futuras pautas de tratamiento del CBNM.
Asi la represion selectiva de la expresion de la proteina B-F1-ATPasa en la célula
tumoral se ejerce mediante control de la traduccion de su mRNA (B-mRNA) '*°.

Hace ya mas de 80 afios, Warburg sugirié que la alta glucolisis aerdbica que
caracteriza a la mayoria de las células tumorales debia ser el resultado de la alteracion
de la funcién productora de energia de sus mitocondrias'®'. La denominada hipdtesis de
Warburg ha sido considerada durante mucho tiempo como un epifenémeno del cancer
aunque resultados recientes de varios grupos de investigacion han contribuido a su
revitalizacién'** siendo variadas las hipotesis que se han propuesto para explicar el
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fenotipo glucolitico de los tumores “°. Una primera evidencia experimental demostro la
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alteracion del proteoma de la mitocondria en tumores humanos, asi como su potencial

125, 128 134-138

utilidad en clinica , que fue posteriormente confirmada por otros autores
Esta alteracion mitocondrial ocurre de forma pareja a la induccion de marcadores
glucoliticos en el tumor '*'?* lo que apoya la hipétesis original de Warburg y aporta
una base solida para contemplar la posibilidad de que la alteracion de la funcion
productora de energia de la mitocondria esté intimamente ligada a la progresion
tumoral. Hay que resaltar como la expresion de B-F1-ATPasa, asi como de otros
indices protedmicos que expresan la actividad mitocondrial de la célula y que hemos
venido en denominar como “la huella bioenergética y/o mitocondrial del cancer”, tienen
un gran valor como marcadores de la supervivencia global y libre de enfermedad en
pacientes con carcinomas de colon'®.

Mas recientemente se ha demostrado la gran sensibilidad de estos marcadores
(>97%) para el diagnostico y el prondstico de pacientes con carcinomas de pulmén'?’ y
de mama'®®. Es previsible que la “huella bioenergética” del tumor tenga ademas valor
para el disefio de nuevas estrategias terapéuticas asi como para la prediccion de la
respuesta al tratamiento en los pacientes oncoldgicos. En este sentido, otros autores'’
han realizado la primera aportacion que indica que la expresion de las proteinas que
definen “la huella mitocondrial del cancer” constituyen marcadores predictivos de la
respuesta al tratamiento con 5-fluorouracilo.

Finalmente, la importancia del metabolismo energético en la progresion del
cancer esta avalada por la constatacion de que la ejecucion de la apoptosis esta
molecular y funcionalmente ligada al metabolismo energético de la célula
constituyendo, muy posiblemente, dos caras de una misma moneda'*"'**.

Los parametros de estudio de la actividad mitocondrial mencionados (B-F1-
ATPasa, GAPDH) se complementan con el estudio de la expresion de Hsp60 y de la
piruvato kinasa (PK), permitiendo el calculo de diversos indices que interrelacionan la
actividad de fosforilacioén oxidativa con la via glucolitica. A partir de los marcadores de
actividad de fosforilacion oxidativa y glucolitica, se han descrito diferentes indices
metabodlicos que sirven para determinar la actividad bioenergética de estas células
tumorales, siendo los més empleados el cociente B-F1-ATPasaX/Hsp60X (ICBB) y el
indice bioenergético celular (BEC). El ICBB relaciona la actividad de las proteinas
mitocondriales B-F1-ATPasa (proteina fundamental en la fosforilacién oxidativa) y

Hsp-60 (proteina estructural mitocondrial), mientras que el indice BEC relaciona las

proteinas mitocondriales B-F1-ATPasa y Hsp60 con el marcador de glucolisis GADPH.
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6. MATRICES DE TEJIDO

La idea de estudiar muchos tejidos simultdneamente en una Unica seccidon surge
en los afios 1980. Sin embargo, la técnica de las matrices de tejido (MTe) o arrays
tisulares no fue descrita con detalle hasta 1998 y permite estudiar de manera rapida y
precisa una gran cantidad de cilindros histologicos en una sola seccion histologica. Los
beneficios de ésta técnica son la rapidez, la estandarizacion (las mismas condiciones
experimentales se aplican a todas las muestras), y debido al gran nimero de muestras
usualmente incluidos, generalmente son ttiles para determinar asociaciones genotipicas-

fenotipicas con alto poder estadistico.'** '*!

6.1 CONSTRUCCION DE MATRICES DE TEJIDO

Las MTe permiten el analisis de cientos de marcadores tumorales (usando
fundamentalmente técnicas de IHQ o hibridacion in situ) en secciones consecutivas de
un bloque tumoral, con un minimo requerimiento de tejido, permitiendo la
homogeneidad de las muestras.

Los pasos necesarios para su construccion son los siguientes:

1) Seleccionar areas de interés en los sucesivos bloques de parafina obtenidos
del tejido tumoral (“bloques donantes”).

2) Obtencion de cilindros de tejido mediante sondas de aproximadamente 0,6
mm de didmetro de esos bloques.

3) Construccion de un bloque de parafina que actuard como receptor (“bloque
receptor”) y posterior realizacion de huecos cilindricos para poder albergar los cilindros
de tejido donante.

4) Se traslada el cilindro del bloque donador al receptor con lo que se acaba el
bloque de la matriz (array).

5) Corte del bloque de la matriz con el microtomo.

6) Deposito de las secciones en portas.

El tUnico problema que podria plantear esta técnica es que la propia
heterogeneidad del tumor influyera en los resultados de los andlisis, pero esto no suele
suceder ya que, como regla general, cada tumor debe ser incluido al menos en duplicado
y en un primer paso se realiza una selecciéon muy cuidadosa de las areas de tumor que

van a ser muestreadas.

35



6.2 UTILIDADES Y APLICACIONES EN CARCINOMA BRONCOGENICO

Los estudios de MTe tienen dos utilidades fundamentales en CB:
1- Validacién conjunta de marcadores individuales publicados previamente: es la
aplicacion mas inmediata de las matrices de tejido, ya que permite estudiar una
gran cantidad de proteinas de forma conjunta en muestras de diferentes pacientes
con CB',
2- Confirmacion de la informacion procedente de matrices de DNA, de forma
que los genes identificados puedan validarse, en su expresion proteica, con

matrices de tejido'*.

Por otra parte desde el punto de vista clinico las principales aplicaciones de las MTe son
similares a los de la expresion génica:
1- Correlacion de marcadores moleculares con datos clinicos, en especial con la
supervivencia, de manera que se puedan identificar marcadores con valor
prondstico'®.
2- Correlacion de los marcadores moleculares con datos clinicos como la
recurrencia de la enfermedad_144
3- Diagnostico diferencial entre los diferentes tipos histologicos de CB.
4- Diagnostico diferencial entre neoplasia y tejido pulmonar sano.

5- Correlacion con otros datos moleculares o genéticos.

7. FACTORES PRONOSTICOS EN CARCINOMA BRONCOGENICO.

En los pacientes con CB existen varios desenlaces de interés como pueden ser
el de supervivencia global, el de supervivencia especifica por cancer, el de calidad de
vida o el de respuesta o resistencia terapéutica, pero los mas estudiados son el de
supervivencia global o especifica para CB.

En general, los factores prondsticos de supervivencia en CB pueden

englobarse en tres grandes grupos: anatdmicos (TNM), clinicos y moleculares.
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7.1 FACTORES RELACIONADOS CON LA EXTENSION ANATOMICA
(TNM).

La clasificacion TNM es una escala clasificatoria en la que se recogen
elementos individuales del tumor. Actualmente estd activa la Gltima clasificacion TNM
del afio 2010, resultado de la evaluacién de una base de datos de mas de 80.000
pacientes, y cuyas diferencias principales fueron reflejadas anteriormente. Esta
clasificacion ofrece muchas ventajas pero también plantea una serie de limitaciones:

- la estadificacion mas exacta a nivel prondstico es la quirargica, existiendo el
problema de que sélo se consigue extirpar aproximadamente un 20% de los CB
diagnosticados; la estadificacion TNMc tiene una baja certeza clasificatoria si se
compara con la estadificacion TNMp*" '+,

- otras limitaciones son secundarias a la duda sobre el valor pronostico de
otros descriptores de la clasificacion T (neumonitis obstructiva, afectacion a mas o
menos de 2 cm de carina, derrame pleural, etc.).

En los estadios iniciales I-II, el tratamiento es quirargico, siempre y cuando el
paciente cumpliera criterios de operabilidad. A pesar de esto, cuando se analizan
supervivencias a largo plazo en CB, se detectan grandes diferencias entre pacientes con
estadios similares; por ejemplo, en CBNM TINOMO se han observado supervivencias
que oscilan entre el 68 y 93% a 5 afios' **.Esto implica que deben existir otros factores
con significado pronoéstico, dentro y fuera de la propia clasificacion que justifiquen esas
diferencias.

Hay estudios de CBNM resecado, en los que en andlisis multivariante se ha
demostrado el peso del tamafio tumoral como factor independiente en el pronostico
147198 "E] problema fundamental radica en que se han establecido diferentes puntos de
corte con significacion pronostica entre los diferentes estudios. Hay estudios que

establecen el punto de corte prondstico en el valor TNM clasico de los 3 cms'*’

Segun
otros estudios habria que establecer 3 puntos de corte: < 3 cm; 3-5 cm; > Sleso,
subdiviendo por tanto el estrato T2. Los estudios publicados por el Grupo Cooperativo
de Carcinoma Broncogénico de la Sociedad Espafiola de Neumologia y Cirugia
Toracica (GCCB-S) "'no han encontrado diferencias pronosticas cuando establecen el

punto de corte en 3 cm.

37



7.2 FACTORES CLINICOS.

Existen muchos estudios en los que se observa que hay numerosos factores
clinicos que podrian influir de forma independiente en el prondstico del CB, y hay
ademas de los factores pronodsticos relacionados con el tumor, otros factores
dependientes del propio paciente.

Dentro de estos factores se incluirian las determinaciones de laboratorio
(calcio, Hemoglobina, LDH o albumina) y los datos clinicos: pérdida de peso, estado
clinico general (performance status), edad, sexo, tabaco, estado marital, comorbilidad,
EPOC, tabaquismo, calidad de vida o presencia de sintomas'>%> 173 134153,

Existen trabajos en los que se elaboran “indices de comorbilidad” en los que
se incluyen diferentes enfermedades asociadas como factor pronostico independiente en
CB"®* 7 Se describen factores como la cardiopatia isquémica, la edad y la pobre
funcién pulmonar como factores predictores del éxito de una cirugia curativa'™.

Cuando se han elaborado métodos multivariables con los factores de extension
TNM vy los factores clinicos'”’, se ha demostrado que el 4rea bajo la curva ROC para
predecir el prondstico a 5 afios no es mayor de 0,7, por lo que existiria un margen para
la mejora predictiva en el CB. Es en este sentido donde los factores moleculares y los
factores de actividad mitocondriales podrian jugar una labor pronostica, lo que

permitiria incrementar esa capacidad predictiva mejorando el area bajo la curva.

7.3 FACTORES MOLECULARES.

Este apartado se expone en el capitulo previo de biologia molecular y cancer.
Existen datos que afirman que hay determinados marcadores que parecen jugar un papel
independiente en la prediccion del prondstico de supervivencia en CB. Sin embargo, en
ocasiones los datos no son concluyentes, y en otros contradictorios.

Es por esta razon que probablemente sean necesarios estudios que, en lugar de
dirigirse a un marcador o un pequeiio grupo de marcadores, engloben conjuntos de
alteraciones moleculares mas amplias. Por tanto, es fundamental en el CB una buena
interrelacion entre las bases de datos clinicas, que incluyen la supervivencia a largo
plazo de pacientes no seleccionados, y las técnicas de andlisis masivos de genes o de

proteinas.
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8. CARACTERISTICAS CLINICAS DEL PACIENTE O DE LA TERAPIA EN
SU RELACION CON EL CB.

8.1 TABACO y CARCINOMA BRONCOGENICO

8.1.1 FACTOR DE RIESGO

El consumo de tabaco es responsable de unos 4,8 millones de muertes
anualmente en el mundo y la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) estima que para
el afio 2030 esa cifra pueda ascender a 10 millones de personas, lo que hara del tabaco
la principal causa de muerte global'®. En paises de nuestro entorno se considera causa
atribuible de la muerte en el 19% de los fallecimientos (27% en varones y 11% en

: 161
mujeres) .

162 .
, siendo

Es conocido que el consumo de tabaco es la principal causa de CB
sus productos toxicos los responsables del 90% de tumores en varones y del 60-80% en
mujeres’. Dado que solo el 10-15% de los pacientes fumadores acaban desarrollando la
enfermedad y que aparezca en personas no expuestas al humo, sugiere que debe existir
algun componente de susceptibilidad genética. A éste respecto existen casos muy raros
de sindromes de herencia mendeliana asociadas a un CB. Se ha estimado que el riesgo
relativo de padecer un CB, cuando se tenia familiares afectos, era de 1,8; si el familiar
lo padecia antes de los 60 afios ese riesgo era de 2,6'®. Entre los genes posiblemente
implicados existen diversos polimorfismos de los que se encargan de modular la
respuesta del organismo frente a sustancias cancerigenas (genes CYP, Citocromo p450).
En definitiva, la combinacion de una predisposicion genética con la exposicion a
carcindgenos ambientales conducen al desarrollo de un CB.

Existen diversos estudios epidemioldgicos prospectivos que demuestran el
papel que juega el tabaquismo en la génesis del cancer ya que el riesgo relativo (RR) de
padecer CB oscila entre 15-30 veces en relacion con los no fumadores'®*.

El tabaco contiene un gran numero de agentes cancerigenos, demostrados o
potenciales; al menos 55 de los méas de 2000 componentes del tabaco tienen ese
potencial'®.

No parecen existir diferencias en cuanto al sexo'® como factor de riesgo
individual, en cuanto a la predisposicion de desarrollar CB entre los fumadores, y las

diferencias en incidencia parecen estar en relacion con las caracteristicas del consumo.
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Algo similar sucede en relacion con la raza, en que la diferencia de incidencia
entre ellas también parece relacionarse con los habitos del consumo y no con factores
bioldgicos.

La tendencia creciente del consumo de tabaco en la poblacion espafiola se
refleja en la Encuesta Nacional de Salud (ENS) del Ministerio de Sanidad y Consumo
(MSC) de 2006, en la que se establece el porcentaje de fumadores en la poblacion adulta
en un 26% (32% en varones y 21,2% en mujeres). '’

En este sentido hay una clara tendencia en el sexo masculino a reducir la
prevalencia del consumo de tabaco (en 1972 era el 70%) y en el sexo femenino a
incrementarla (en 1972 era del 15%). Entre el 89 al 95% de los pacientes diagnosticados
de CB son fumadores activos o exfumadores'®.

El 50% de los CB se diagnostican en pacientes ex fumadores, lo que supone
un dato importante, ya que en las futuras estrategias de cribado poblacional se deberian
incluir probablemente tanto fumadores como ex fumadores. En la ultima ENS del MSC
del afio 2006 solo el 20% de la poblacién se declara ex fumadora '*".

En cuanto al tabaquismo pasivo el RR de desarrollar carcinoma broncogénico
no microcitico (CBNM) oscila entre 1,24 y 1,48 en relacion con los que no tienen

. 168,169.
contacto habitual con personas fumadoras '**'®

8.1.2 BIOLOGIA MOLECULAR

Existen diversos estudios que demuestran la diferente expresion génica en CB
de pacientes no fumadores y fumadores.

De todas las diferencias encontradas hay 3 familias de genes en las que existen
diferencias en relacion con la exposicion al tabaco:

a) Factores moleculares relacionados con fumadores

- Mutaciones del oncogeén K-RAS: se ha demostrado que son mas frecuentes en
los tumores de pacientes fumadores (presente en un 30-50%) que en los no

170, 171,172, 173

fumadores . Existe una mutacioén con una conversion de una guanina por

una timina, vista exclusivamente en pacientes con adenocarcinomas asociadas al

consumo de tabaco, comparando con pacientes nunca fumadores (43% vs 0%) "+ '
Tiene la peculiaridad de que estas mutaciones son también mas frecuentes en

ex fumadores de mas de 15 afios desde su supresion que en no fumadores, lo que hace

suponer que se trataria de mutaciones irreversibles.
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- Mutaciones del gen supresor p53: los pacientes fumadores tienen un riesgo
tres veces superior a los no fumadores de mutaciones de este gen. Se han descrito
mutaciones de éste gen en el 70% del CBCP y en el 50% del CBNCP'”.

Gran cantidad de estudios han detectado transversiones de guanina - citosina

. . I . 1 1
por timina - adenosina, tipicamente en pacientes con CB de no fumadores'’® '

b) Factores moleculares relacionados con no fumadores
- Mutaciones del EGFR: se han demostrado mas frecuentemente en individuos

1 1 1
no fumadores que en fumadores'’® ' %

, generalmente cuando aparecen, no suele
existir mutacion K-ras asociada, y como se ha dicho antes mas frecuentemente en

mujeres y estirpe adenocarcinoma.

8.1.3 FACTOR PRONOSTICO

En relacion al valor prondstico del habito tabaquico en la supervivencia del
CBNM, existen estudios que demuestran que el tabaquismo activo es un factor
independiente de mal pronostico en CB; asi los pacientes fumadores tienen peor
pronostico que los ex fumadores y que los no fumadores, tanto en supervivencia global
como en tiempo libre de enfermedad'®'. Un meta-analisis del afio 2005'®, asegura que
el beneficio del cese del hdbito tabaquico en pacientes con CB en fases iniciales, genera
un beneficio en la supervivencia, mas por disminucion de la progresion del CB, que por
reduccion del nimero de muertes por causa cardiorrespiratoria.

Existen otros estudios en los que aunque la mediana de supervivencia es
mayor en los no fumadores que en los fumadores, esta diferencia no llega a tener
significacion estadistica'®’.

En un andlisis retrospectivo de 400 casos con CBNM con estadios
extendidos'®*se ha objetivado que el tratamiento con quimioterapia en los pacientes no
fumadores, o que tienen un indice de paquetes/aiio < 10, consigue mejor supervivencia

que en pacientes que tienen un mayor indice acumulado de carga tabaquica.
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8.2. ENFERMEDAD PULMONAR OBSTRUCTIVA CRONICA Y CARCINOMA
BRONCOGENICO

8.2.1 INCIDENCIA

La asociacion entre CB y enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) es
bastante frecuente. Existen series quirurgicas en los que la apariciéon de ambas entidades
ocurre en el 50% de los casos'®, logicamente ya que el tabaco es el principal agente
etiologico de ambas enfermedades. Aunque la relacion causal entre ambas entidades
no es completamente conocida, algunos estudios'® sugieren que puedan coexistir en
ambas entidades la inflamacion cronica, una disfuncion inmunolégica, la alteracion de
la activacion de los NF-KB, la alteracion de las sefales de adhesion o la degradacion de
la matriz extracelular.

Existen varios trabajos que reflejan la mayor incidencia de CBNM en
pacientes con diagndstico de EPOC y que la presencia de EPOC es un factor de riesgo
independiente del tabaco para desarrollar CB'®" '*®. En éste ultimo estudio'™, realizado
con pacientes con alta carga tabdquica, la existencia de enfisema radiologico en
tomografia computerizada de baja dosis, actuaba también como factor de riesgo
independiente para el desarrollo de ésta enfermedad.

Los pacientes con EPOC tienen una mayor frecuencia de CB de la estirpe

: . 1189, 190
epidermoide "

, y muchas veces esta enfermedad puede modificar la terapéutica del
CBNM, bien haciendo al paciente inoperable u obligando a realizar cirugias de
reseccion menores. Estudios recientes'” establecen guias de manejo ligeramente
distintas a la evaluacion pulmonar preoperatoria clasica, incluyendo de forma
sistemdtica el uso de rehabilitacion pulmonar, cese del habito tabaquico y evaluacion

individualizada en aquellos casos con areas de enfisema pulmonar, con el fin de ofrecer

cirugias oncoldgicas ttiles a éstos pacientes.

8.2.2 FACTOR DE RIESGO

En cuanto a la posible inclusién de pacientes EPOC en politicas de deteccion
precoz, existen algunos trabajos que afirman que en el seguimiento de pacientes con el
diagnostico de EPOC es mas frecuente el hallazgo incidental de cancer de pulmoén, en
relacion con la poblacion general'®®.Por otra parte, parece que el hallazgo incidental de

CB estaria relacionado directamente con el grado de obstruccion (FEV1%), incluso en
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seguimiento de pacientes a corto plazo (1 a 3 afos), y que la incidencia de CB aumenta
cuanto mayor es el grado de EPOC medido en términos de FEV1%'*.
Estos datos son bastante relevantes ya que van a favor de incluir los pacientes

con EPOC, sobre todo los moderados - graves, en las politicas de cribado de CB.

8.2.3 FACTOR PRONOSTICO

La EPOC tiene un papel adverso en la morbi - mortalidad operatoria del CB, y
este papel estd en relacion directa con el grado de obstruccion. Trabajos recientes
demuestran mayor porcentaje de complicaciones en aquellos pacientes con EPOC
estadios Gold III y IV comparandolos con otros pacientes con estadios menores'”".
También el bajo FEV1 postoperatorio se relaciona con mayor tasa de eventos
cardiovasculares en pacientes con CB operados'”’, con mayor probabilidad de
desarrollo de taquicardias supraventriculares, generalmente en pacientes sometidos a
una reseccion quirtrgica mas extensa'°. Se ha relacionado el grado de obstruccion de la
EPOC, por tanto el FEV1, bien en términos absolutos'’o en porcentaje del tedrico'®
con la morbi-mortalidad perioperatoria.

Existe cierta controversia respecto al factor pronostico de la EPOC. Existen
grupos que afirman que la EPOC es un factor prondstico negativo en la supervivencia
global condicionada a partir de los 2 afios en los casos de CBNM resecado y que existe
una correlacion entre el grado de alteracion del FEV1% en EPOC y el prondstico'.En
el sentido contrario hay otros estudios en los que no se han encontrado diferencias
significativas en la supervivencia a los 5 afos entre el grupo de pacientes de CB con
EPOC*” Por 1ltimo es ampliamente conocido que el FEV1 es uno de los principales

factores pronosticos en la EPOC*"",

8.3. EDAD Y CARCINOMA BRONCOGENICO

Se esta incrementando la mediana de edad de la poblacién mundial, y en

185

Espana ~ el CB es una enfermedad tipica de edades por encima de los 64-68 afios.

8.3.1 FACTOR DE MORBI-MORTALIDAD PERIOPERATORIA

Se ha demostrado en analisis multivariante el papel de la edad avanzada como

factor de riesgo de morbi-mortalidad perioperatoria en CBNM resecado”"”.
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Ademas, en la practica clinica habitual, el tipo de cirugia, al igual que sucedia
con la comorbilidad con la EPOC, puede estar condicionado por la edad avanzada del
paciente, con una menor frecuencia de neumonectomias y mayor de lobectomias; en
cualquier caso estudios de series de pacientes operados no demuestran diferencia de
supervivencia cuando se comparan con jovenes, siendo el tinico factor prondstico en el

analisis multivariante el tamafio del tumor*®.

8.3.2 FACTOR PRONOSTICO

El papel que tiene la edad en la supervivencia a largo plazo de los casos de
CBNM resecado ha sido ampliamente estudiado y los datos existentes son también
contradictorios.

Existen publicaciones que no han demostrado diferencias en la supervivencia a
5 afios en pacientes con CBNM resecado por encima de 70 afios”*. Es secundario,
probablemente, a la seleccion exhaustiva que se realiza en los pacientes de mayor edad,
usando criterios muy restrictivos a la hora de indicar la cirugia, excluyendo aquellos
casos con peor funcion pulmonar o con comorbilidad asociada.

Sin embargo, existen otros articulos que demuestran que la edad juega un
papel independiente en el prondstico a largo plazo de casos con CBNM en estadios
quirargicos .

Respecto al tratamiento quimioterdpico estudios recientes demuestran que en
pacientes ancianos, éste es tan seguro como en jovenes, y la supervivencia y evolucion
similar a la de éstos®”. Respecto a la radioterapia adyuvante postcirugia existen dudas
respecto a su beneficio en éstos pacientes, por lo que se debe limitar su uso a casos

T . 206
individualizados™ .

8.4. DEMORA QUIRURGICA COMO FACTOR PRONOSTICO

Uno de los problemas éticos y sociales que afrontan los sistemas publicos de
salud es el de la demora quirtrgica entre el diagnostico y la fecha del tratamiento de los
tumores malignos. Es conocido, y respaldado por ciertas publicaciones, que ésta demora
tiene importancia en patologia tumoral diferente del cancer de pulmon, especialmente
en el cancer de mama®”’, suponiendo un mal prondstico y peor supervivencia en ésta
patologia.

La demora quirtrgica media para ser sometido a una toracotomia en el GCCB-S

~ . ;2 ’ 7 .
en Espafia es aproximadamente de 45 dias™®. Respecto al cancer de pulmon existe una
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mayoria de trabajos publicados
relevancia respecto a la supervivencia y el tiempo libre de enfermedad posterior a la
cirugia, con la Unica excepcion de una serie’” donde existe peor supervivencia en

pacientes con mayor demora quirtrgica.
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C) HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis:

En CBNM el analisis conjunto de factores prondsticos multiples (clasificacion
TNM, factores clinicos, marcadores moleculares y factores de actividad mitocondrial)
aporta mejoras, bioldgica y clinicamente relevantes, y estadisticamente significativas, en
la prediccion de la supervivencia sobre los métodos clasicos, basados Uinicamente en la

extension anatomica del tumor (clasificacion TNM).

Objetivos:

e Determinar el valor pronoéstico de la expresion de los factores mitocondriales de
la firma bioenergética celular B-F1-ATPasaen una poblacion de pacientes con

carcinoma broncogénico no microcitico resecado.
e Elaborar un modelo pronostico de supervivencia que integre factores

anatomicos, de acuerdo con la estadificacion TNM del afio 2010, junto con

variables clinicas, marcadores moleculares y factores de expresion mitocondrial.
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D) DISENO, POBLACION Y METODOS

1. DISENO DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio observacional, de cohorte, concurrente y con muestreo desde

el diagnostico de enfermedad.

2. POBLACION ELEGIBLE

Todos los pacientes incluidos en el estudio tenian un CBNM en estadios iniciales,
cumplian criterios de resecabilidad y operabilidad y en todos ellos se realizd una
toracotomia con intencion curativa.

Se incluyen todos aquellos pacientes recogidos de forma prospectiva que fueron
tratados quirurgicamente en el Hospital Universitario 12 de Octubre de Madrid entre el 1
de Octubre de 1993 y el 30 de Septiembre de 1997. Por definicion se trata de pacientes con
CBNM en estadios iniciales de la enfermedad (IAp, IBp, IIAp y IIBp) con reseccion
pulmonar considerada completa. Se trata de una cohorte total de 136 pacientes con un
seguimiento por un espacio de 10 afios.

Los criterios de exclusion fueron los siguientes: cuando se realizd terapia de
induccion, cirugia incompleta, toracotomia exploradora o casos de mortalidad operatoria
definida como todas aquellas muertes directamente relacionadas con el acto quirurgico

independientemente del momento y lugar en que se produjera.

3. METODOS

3.1 METODOS CLASIFICATORIOS DEL CBNM

Los criterios de operabilidad funcional del paciente y de operabilidad oncologica
del tumor son los descritos en la Pauta de CB del Grupo Cooperativo Médico-
Quirtrgico del Hospital Universitario 12 de Octubre*'*

de SEPAR?",

y del Grupo Cooperativo de CB

El grado de certeza de la clasificacion TNM depende de los métodos
diagnoésticos empleados. En este sentido, y de acuerdo con las organizaciones

internacionales de clasificacion tumoral (Union Internacional contra el Cancer; UICC)
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el mayor grado corresponde con los estudios necropsicos y el menor a los hallazgos
clinicos.

La clasificacion quirargico-patologica NOp precisa de diseccion ganglionar de
al menos 4 areas linfaticas (areas 2, 4, 7 y 10 ipsilaterales al tumor), y ademas no deben
existir en la ventana aortopulmonar ni en el drea mediastinica anterior (regiones
ganglionares 5 y 6) si el tumor afectaba el bronquio principal izquierdo o lobulo
superior izquierdo.

Como método de estadificacion quirtirgica ganglionar (Np) se ha utilizado en
esta serie el muestreo ganglionar sistematico. Estos requerimientos (muestreo
ganglionar sistematico o diseccion ganglionar sistematica) son imprescindibles para
clasificar un tumor como NOp. Durante el periodo de reclutamiento prospectivo de los
casos de esta serie (1993-7) no se disponia de tomografia de emision de positrones ni de
ultrasonografia endobronquial.

Se utilizé la 7* edicion de la clasificacion TNM para la estadificacion del

tumor.216

3.2. REALIZACION DE LAS MATRICES DE TEJIDO (MTe)

3.2.1.- Seleccion del material

A) Seleccion de las preparaciones histologicas

De cada uno de los casos se evaluaron todas las preparaciones histologicas de
la pieza quirurgica contenidas en el archivo de patologia de nuestro hospital,
seleccionando so6lo aquellas que contuviesen una cantidad Optima de tumor,
representativa de toda la lesion. Se excluyeron para el estudio aquellas areas de tumor
que tuvieran necrosis, inflamacion o queratinizacion extensa.

B) Seleccion de los bloques donantes

Se selecciona de cada uno de los casos y los controles el bloque con la mejor
relacion grosor-representatividad tumoral.

C) Seleccion de la zona a pinchar en el bloque

D) Diseiio de las matrices de tejido

El disefio incluye los siguientes puntos:

« N°total de casos: 136.

« N°total de controles: 15 pulmén no tumoral y 3 amigdalas
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3.2.2 Realizacion del bloque receptor

Para su realizacion se empled un arrayer de la marca Beecham Instruments
(Hackensack, USA), dotado de medicion digital micrométrica.

El proceso de realizacion del bloque receptor se realizd en una serie de pasos
que describimos a continuacion

- PASO 1: Se toma una “biopsia” de la zona marcada en el bloque donante con
una aguja de centro hueco.

- PASO 2: Con otra aguja similar a la anterior pero de calibre mas fino, se
extrae un molde de parafina del bloque receptor.

- PASO 3: Se introduce el cilindro tomado del bloque donante en el hueco del
bloque receptor.

- PASO 4: Se fija el bloque receptor a una temperatura de 37° C.
3.2.3 Corte de las MTe: se realiza mediante microtomia.
3.24 Almacenamiento de los cortes: se almacenaron en parafina liquida.
3.2.5 Protocolo del método inmunohistoquimico (IHQ): Los marcadores
moleculares en matrices de tejidos (MM-MTe) se estudian con anticuerpos especificos
comercializados mediante la técnica de visualizacion LSAB (Labelled streptavidin-

biotin) y el método DAKO EnVision.

3.3 VALORACION DE LAS MUESTRAS

Se consideran tres categorias en los resultados inmunohistoquimicos de los

marcadores moleculares no mitocondriales: “positivo” (valor 1), “negativo” (valor

0) y “no valorable (NV)” (valor 6), basdindonos en criterios establecidos en la literatura
para 29 de los 32 anticuerpos utilizados o por criterios basados en la correlacion entre la
expresion proteica y el estado genético en los restantes 3 marcadores (LKBI, ACC y
PSo6).

Todas las preparaciones de IHQ fueron evaluadas independientemente por dos
patdlogos, quienes valoraron en cada cilindro, de forma semicuantitativa, la intensidad
de la expresion proteica y el porcentaje de células positivas. La valoracion se hizo sin
tener conocimiento de ningtin dato clinico, asi como tampoco se conocia la distribucion
de los cilindros del mismo caso dentro de la MTe.

Respecto a los factores de actividad mitocondrial, la creacion de las matrices

tisulares (tissue microarrays) se efectio a partir de la adecuada seleccion de las
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porciones tumorales mas representativas de la pieza tumoral resecada. Posteriormente se
realizd el andlisis de la expresion de las proteinas mitocondriales (B-F1-ATPasa y
Hsp60), y de la via glucolitica (GADPH y Piruvato Quinasa) mediante técnicas de
inmunohistoquimica.

La intensidad de expresion de cada proteina se defini6 como: débil (1);
moderada (2); fuerte (3); no valorable (NV). Se estableci6 un limite, que fue el resultado
de la media de los valores de expresion observados en los tejidos normales control.
También se estimo el porcentaje de células que expresaban cada uno de los marcadores.
En todos los casos el andlisis inmunohistoquimico se realiz6 por la unidad de
inmunohistoquimica del Servicio de Anatomia Patologica del Hospital Universitario 12
de Octubre. Los casos se valoraron primero de forma independiente por dos
observadores, y posteriormente se estudiaron de forma conjunta, analizando el grado de
consistencia intraobservador. Cualquier discrepancia entre los patélogos, se resolvid via
consenso en el momento de la evaluacion.

Para el analisis de la supervivencia se excluyeron los casos considerados como

no valorables para cada marcador.

3.4 ELABORACION DE BASES DE DATOS

Por disefio, se estableci6 la existencia de dos bases de datos independientes, la
clinica y la patolégico-molecular.

Durante todo el proceso, las bases de datos clinicas (datos TNM,
caracteristicas del paciente, tipo de terapia) y las de estirpe con los datos moleculares se
rellenaron de forma independiente, con desconocimiento por ambos grupos de
investigadores de los resultados de la base de datos que no disponian de los datos
conjuntos hasta la fase final con los resultados de los analisis.

Ademas se mantiene oculta la filiacién de los casos durante todo el estudio y
para ambas bases de datos. Se realiza la fusion informatica de las dos bases de datos

mediante un cddigo alfanumérico inico por caso.

3.5 VARIABLES MOLECULARES MITOCONDRIALES:

Se crearon cuatro nuevas variables consistentes cada una de ellas en el producto
de la intensidad de expresion de las proteinas mitocondriales (B-F1-ATPasa y Hsp60) y
de los marcadores glucoliticos (GADPH y PK) por el porcentaje de células que lo
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expresan (B-F1-ATPasaX; Hsp60X; GADPHX; PK X). Se realizo el célculo de los

indices metabdlicos; ICBB e indice bioenergético celular (BEC) definidos como:

B-F1--ATPasaX
- ICBB=

Hsp60X

B-F1-ATPasaX / Hsp60X
- BEC=

GADPHX

Las variables moleculares mitocondriales en estudio son:

- P-F1-ATPasa i: intensidad de expresion de B-F1-ATPasa.

- B-F1-ATPasaX: producto de intensidad de expresion por el porcentaje de

células que la expresan.
- Hsp60 i: intensidad de expresion de Hsp60.

- Hsp60X: producto de intensidad de expresion por el porcentaje de células

que la expresan.
- GADPH i: intensidad de expresion de GADPH.

- GADPHX: producto de intensidad de expresion por el porcentaje de células

que la expresan.
- PKii: intensidad de expresion de piruvato quinasa.

- PK X: producto de intensidad de expresion por el porcentaje de células que

la expresan.
- ICBB.

- lIndice BEC.
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3.6 ANALISIS PRONOSTICO DE LAS VARIABLES DE EXTENSION
ANATOMICA DEL TUMOR, CLINICAS Y ANALITICAS:

Se realiza un analisis bivariante de prondstico de cada factor relacionado con
el paciente y con el tumor, en relacion con la supervivencia a 5 afos tras la reseccion.
La supervivencia global considera el evento muerte como mortalidad por todas las
causas a 5 afios tras la reseccion.

Se decide que estos factores tienen un significado prondstico cuando presentan
una diferencia significativa en supervivencia a un nivel de p<0,05 entre los casos con el
evento o sin éste por cualquiera de los dos métodos de analisis efectuados:

- Test de Wilcoxon — Gehan.
- Test de Log rank.

3.7 ANALISIS PRONOSTICO DE CADA MARCADOR MOLECULAR.

Se realiza un analisis bivariante de prondstico de cada MM-MTe, en relacion
con la supervivencia a 5 afios tras la reseccion. La supervivencia global considera el
evento muerte como mortalidad por todas las causas a 5 afos tras la reseccion.

Para el analisis de cada MM-MTe se excluyen aquellos casos con valores no
concluyentes para cada marcador, y comparamos la supervivencia entre los casos con
marcador ausente o presente.

Se considera que los MM-MTe tienen un significado prondstico cuando
presentan una diferencia significativa en supervivencia a un nivel de p<0,05 entre los
casos con expresion de MM y los casos sin ella por cualquiera de los dos métodos de
analisis efectuados:

- Test de Wilcoxon — Gehan.
- Test de Log rank.

El sentido pronostico en cada marcador fue considerado de 3 formas:

a) Positivo: Mayor supervivencia cuando el MM-MTe estd expresado.
b)  Negativo: Menor supervivencia cuando el MM-MTe esté expresado.

c) No significativo: No diferencias de supervivencia.
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3.8 ANALISIS PRONOSTICO DE LOS FACTORES DE ACTIVIDAD
MITOCONDRIAL.

Para analizar el valor prondstico de las variables se utilizo el método de Kaplan-
Meier para las curvas de supervivencia, y el test de Log Rank para su comparacion,
considerando p< 0,05 como valor estadisticamente significativo.

Para el estudio prondstico de las variables de intensidad de cada marcador se
agruparon los casos de intensidad débil y moderada, y se compararon con intensidad
fuerte.

Para el andlisis pronostico de las variables resultado del producto de intensidad
de expresion por el porcentaje de células que la expresan se calculd inicialmente la
mediana para cada variable y posteriormente se comparo la supervivencia de los casos
con valores por debajo y los casos con valores por encima o igual a la mediana.

En los indices metabolicos se calculd la mediana de cada uno de ellos y se
dividié en dos grupos, por debajo y por encima o igual a la mediana, estudiando su

valor pronostico mediante los test anteriormente mencionados.

3.9 ELABORACION MODELO PRONOSTICO MULTIDIMENSIONAL

Las variables iniciales (mas de 200) fueron divididas en 5 grupos. Grupo A con las
variables relacionadas con el tumor, en el que se incluyen variables cuantitativas y
cualitativas que define cada categoria T-N de los estadios I-II, asi como el subtipo
histolégico, Grupo B o grupo de variables clinicas, Grupo C donde se incluyen parametros
analiticos del paciente, Grupo D o grupo de marcadores moleculares con la determinacion
de la expresion de 32 marcadores que exploran distintas vias bioquimicas de la
carcinogénesis y finalmente el Grupo E o grupo de factores de actividad mitocondrial.

Se siguieron distintas fases de analisis para construir el modelo pronoéstico:

1. Primera fase. En primer lugar se realizé separadamente en cada Grupo (A, B, C, D,
E) un andlisis univariante mediante el método de Kaplan Meyer, para seleccionar las
variables prondsticas con significacion estadistica. Se eligié un valor p<0,3 como limite
para su seleccion.

2. Segunda fase. A continuacion, con las variables seleccionadas de cada Grupo se
construyd un arbol de clasificacion pronodstica elaborado mediante un sistema de

particion recursiva usando el algoritmo supervisado de clasificacion C4.5*'" del Interfaz
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R de Weca. Se consideraba el estado vital tras un seguimiento de 5 afios como una variable
dependiente de cada nodo terminal del arbol de clasificacion. Paralelamente se retuvieron
todas las variables con un valor p<(0,3 para el andlisis de la tercera fase.

3. Tercera fase. El Grupo final del modelo pronostico multidimensional consideraba
conjuntamente todas las variables de todos los Grupos seleccionadas previamente en el
analisis multivariante por Grupo (ver segunda fase previa). Se construyd un arbol de
clasificacion pronostica elaborado mediante un sistema de particion recursiva tal y como
se ha descrito antes.

4. Cuarta fase. Con los datos prondsticos de los nodos terminales del arbol de
clasificacion final del modelo prondstico multidimensional se calculé la probabilidad de
supervivencia a 5 afios con el método de Kaplan-Meier*'®

5. Quinta fase. La habilidad del modelo para discriminar entre pacientes con o sin el
evento se evaluaba mediante el calculo del area bajo la curva caracteristica operacional
(ROC) y midiendo el indice de concordancia (C-index) *'°, y su capacidad predictiva
global, con el coeficiente de determinacion usando el parametro R* de Nargelkerke, que
expresa la variabilidad en los resultados que pueden ser explicados por las variables
predictivas seleccionadas™’. El programa STATA se utilizo para el resto de
resultados™'.

Este método de particion recursiva se ha usado para el analisis multivariante debido a
su habilidad para identificar grupos con similar prondstico, colocando los distintos grupos
de forma jerarquica, y demostrando la relacion entre ellos. El sistema de particion
recursiva puede reutilizar la misma variable en los distintos segmentos del arbol. En cada
segmento se elige el punto de corte mas conveniente que optimiza el criterio de particion.
Las variables continuas son dicotomizadas para crear dos grupos con diferente
probabilidad de ocurrir el evento. Las variables ordinales y continuas, se separaron en X<c
versus X>=c.

El arbol de clasificacion se realizo con las siguientes condiciones: en el caso de que
un nodo esté amplificado, debe haber solamente dos ramas por nodo; el nimero minimo
de individuos por rama debe de ser mayor de diez; los factores de confianza usados para
la seleccion de variables fue de 0,05; 0,10; 0,15; 0,20; 0,25. (asi valores mas pequefios
provocan menor profundidad del arbol, lo que asocia menos variables al modelo). El
arbol que combina menor complejidad (menor nimero de perfiles) y mayor capacidad
discriminatoria (mayor area bajo la curva) es el seleccionado. No se utilizé un contraste

estadistico para seleccionar el arbol.
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La validez interna del modelo multidimensional fue realizada mediante la
técnica “bootstrap”. Esta técnica consiste en obtener multiples muestras a partir de la
muestra original donde se desarrolla el modelo mediante un muestreo aleatorio de casos,
con remplazamiento, de la muestra original. En cada una de las submuestras se aplica el
mismo método empleado para el desarrollo original del modelo, obteniéndose tantos
modelos como submuestras “boostrap” tengamos. Cada uno de los modelos obtenido en
las sub-muestras “boostrap”, se evalua en la muestra original. La diferencia entre el
promedio de los estimadores en los modelos obtenidos en las muestras bootstrap y el
promedio de los mismos en la evaluacion de los modelos bootstrap sobre la muestra
original nos permite conocer el optimismo de nuestro modelo. El optimismo nos indica
cuanto mds estamos sobrevalorando el modelo desarrollado, y nos ofrece una
estimacion de la bondad del modelo cuando se aplica en una nueva muestra ajena a la
muestra original.

En nuestra base de datos se detectd una distribucion de la medida del tamafo
tumoral en centimetros con preferencia de digito. Por ello, la variable tamafio tumoral

fue categorizada usando el procedimiento Schoenfeld **2.
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E) RESULTADOS:

1. POBLACION DEL ESTUDIO

El estudio inicial incluye 136 pacientes que son todos los casos con CBNM en
los que se realiz6 una toracotomia con intencion curativa, en estadios iniciales (IAp, IBp,
ITAp y IIBp), recogidos de forma prospectiva en el Hospital Universitario 12 de Octubre
de Madrid entre Octubre de 1993 y Septiembre de 1997, y una vez excluidos en los que se
realizd terapia de induccion o que presentaron mortalidad perioperatoria.

De estos 136 casos, 2 se excluyen del estudio por ausencia de bloque
parafinado de material tumoral en el archivo de patologia. Por tanto, la poblacion final

de nuestro estudio es de 134 casos.

2. ESTUDIO DESCRIPTIVO DE VARIABLES RELACIONADAS CON LA
EXTENSION TUMORAL

El analisis descriptivo de éstas variables esté reflejado en la tabla VIII. Se trata
de una poblacion con una mayoria de pacientes en estadio I (82%), con un predominio
de la estirpe escamosa (66%), seguido de adenocarcinomas (22%), un predominio de
tumores con clasificacion T2 (76%), mayor cantidad de NO (82%) y un 77% de los

casos con poca o moderada diferenciacion celular.

3. ESTUDIO DESCRIPTIVO DE VARIABLES CLINICAS Y ANALITICAS DEL
PACIENTE

El analisis descriptivo de éste conjunto de variables se detalla en la tabla IX.
Existe una mayoria de varones 123 (90%) frente a 11 mujeres (8%), una mayoria de no
fumadores en el momento del diagnéstico (50%), frente a un 48% de pacientes
fumadores, un 30% de pacientes que padecen EPOC, y un 60% que presentan otras

comorbilidades.

4. ESTUDIO DESCRIPTIVO DE MARCADORES MOLECULARES

El andlisis descriptivo de éstas variables esta sintetizado en la tabla X. En casi
todos los marcadores a excepcion del NFKB y COX-2, el porcentaje de casos no

valorable no supera el 10% del total de casos.
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El MM-MTe que estuvo menos presente en las muestras de tumor de CBNM
resecado fue el Survivina C y el que mas el COX2. Los datos definitivos de cada MM-
MTe se obtuvieron tras la lectura independiente de dos patélogos. El acuerdo
interobservador supero el 95% en todos los MM-MTe; en el resto, el resultado final se

obtuvo por consenso.

5. ESTUDIO DESCRIPTIVO DE FACTORES DE ACTIVIDAD
MITOCONDRIAL

El andlisis descriptivo de estos factores estd sintetizado en la Tabla XI. En
todos los factores, a excepcion de la medida de la intensidad de GADPH, el porcentaje
de casos no valorables no supera el 15% del total de casos. El marcador de actividad
mitocondrial que tuvo menos intensidad de expresion en las muestras de tumor de
CBNM resecado fue la GADPH: en el 64% de los casos. Los datos definitivos de cada
factor se obtuvieron tras el acuerdo entre dos patdélogos. Cuando existia discrepancia el

resultado final se obtuvo por consenso.

6. ANALISIS PRONOSTICO UNIVARIANTE
6.1. Variables relacionadas con la extension anatémica tumoral y la estirpe

Los resultados de éste andlisis estan resumidos en la tabla XII. El analisis
prondstico univariante realizado muestra diferencias estadisticamente significativas
respecto a la probabilidad de supervivencia a 5 afios (test log Rank) en las siguientes
variables:

e Respecto a la escala TNM, presentan mayor probabilidad de supervivencia en 5
anos aquellos casos con menor T (p=0,046).

e Respecto al tamafio tumoral agrupado en estratos, aquellos con menor tamafio
tumoral presenta mayor probabilidad de supervivencia a cinco anos (p=0,04).

e La ausencia de afectacion de la pleura visceral se asocia a mejor prondstico (p=

0,02).

En éste anélisis prondstico también objetivamos otras variables relacionadas con
el tumor que presentan una probabilidad de supervivencia a los 5 afios aumentada, sin
alcanzar significacion estadistica, pero si con relevancia clinica. Estas variables son las
siguientes: Estadio clinico, factor Nq, histologia, diferenciacion celular. Todas ellas

tienen una p<0,3, y se seleccionaron para el posterior analisis multivariante.
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6.2 Variables relacionadas con el paciente

Los resultados de éste andlisis estdn resumidos en la tabla XIII. El analisis
prondstico univariante realizado muestra diferencias estadisticamente significativas
respecto a la probabilidad de supervivencia a 5 afos (test log Rank) en las siguientes
variables:

e La demora diagnostico — terapéutica, agrupada en menor o igual — mayor
que la mediana: los pacientes con menor demora presentan mayor
probabilidad de supervivencia a 5 afos (p=0,003).

e La existencia de hipertension arterial sistémica (HTA) se asocia a peor
pronostico (p=0,007).

e La EPOC se asocia a peor pronostico (p=0,021).

e La existencia de leucocitosis, agrupada en menor o igual — mayor que la
mediana: los que tienen menor leucocitosis tienen mayor probabilidad de
supervivencia a 5 afios (p=0,029).

e El valor de la albimina, agrupada en menor que la mediana o igual —
mayor que la mediana: aquellos con menor alblimina plasmatica tienen

peor supervivencia (p=0,042).

En éste andlisis prondstico también se objetivan otras variables relacionadas con
el paciente que presentan relevancia clinica respecto a la probabilidad de supervivencia
a los 5 afios, sin alcanzar significacién estadistica. Estas variables son las siguientes:
Comorbilidad, edad, presencia de tumor previo o diabetes, sexo y valor de la
hemoglobina- Todas ellas tienen una p<0,3, por lo que se seleccionan para el andlisis

multivariante.

6.3 Marcadores moleculares
Los resultados de éste andlisis estdn resumidos en la tabla XIV. El andlisis
prondstico univariante detecta diferencias estadisticamente significativas respecto a la
probabilidad de supervivencia a 5 afos (test log Rank) en las siguientes variables:
e La expresion de pl6 presenta menor probabilidad de supervivencia a 5
afios (p=0,017).
e La expresion de RB presenta mayor probabilidad de supervivencia a 5

afios (p=0,048).
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En éste andlisis pronodstico también se objetivan otras variables asociadas a la
probabilidad de supervivencia a los 5 afios, sin alcanzar significacion estadistica pero
con una p < 0,3, seleccionadas por tanto para el posterior analisis multivariante. Estas
variables son las siguientes: la expresion molecular de Cdk2, p27, Ki67, Caspasa 3, Fas,

mTORp y PS6.

6.4 Factores de actividad mitocondrial

Los resultados de éste andlisis estan resumidos en la tabla XV. No se encuentran
diferencias significativas respecto a la probabilidad de supervivencia a 5 afos (test log
Rank) en las variables analizadas.

La expresion de B-F1-ATPasa, agrupada en intensidad leve y moderada vs
intensidad fuerte, tiene un potencial valor prondstico. Aquellos tumores con mayor
expresion presentan mayor probabilidad de supervivencia a 5 afios (53% vs 36%)
(p=0,14), que es clinicamente relevante, incluyéndose ésta variable en el posterior

analisis multivariante.
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7. ANALISIS MULTIVARIANTE POR PARTICION RECURSIVA

Las variables seleccionadas para la realizacion del analisis multivariante con
p<0,3 en el analisis univariante fueron 28. Distribuidas por cada Grupo se detallan en la
tabla XVI.

El andlisis multivariante por cada Grupo selecciona diferentes variables
prondsticas independientes. Las variables prondsticas seleccionadas permiten generar
multiples arboles de clasificacion. La seleccion de estos arboles se realizd con las
siguientes condiciones: los nodos deben tener el menor nimero de ramas,
preferiblemente dos; el nimero de individuos por rama debe de ser mayor de diez; los
factores de confianza usados para la seleccion de variables oscilaba entre 0,05 y 0,25,
prefiriéndose valores menores si mantenia igual capacidad prondstica. (valores mas
pequenios generan menor profundidad en el arbol, y menor nimero de variables en el
modelo final de arbol de clasificacion).

De los diferentes arboles clasificatorios se eligieron las variables que generaban
mayor capacidad pronostica. En los grupos A, C y E, la mayor capacidad
discriminatoria venia determinada por una séla variable:, en el Grupo A por el tamafio
tumoral, en el Grupo C por la mediana de leucocitos, y en el grupo E por la intensidad
de expresion de BF1 ATPasa. En el Grupo B (variables clinicas) se obtuvieron dos
arboles clasificatorios distintos eligiendo aquel que generaba mayor profundidad y
capacidad prondstica, donde las variables con mayor influencia eran la diabetes
mellitus, la hipertension arterial, la presencia de EPOC, la demora quirturgica y la edad.
En el Grupo D (marcadores moleculares), también se generaron dos arboles
clasificatorios diferentes, eligiéndose en base a los mismos criterios que el previo; en
éste caso las variables con mayor capacidad pronostica fueron la expresion del Rb, la
expresion de ki67, la expresion de p27, y la expresion de cdK2.

La tabla XVII describe dicha seleccion, por grupos, mostrando el C-index de
discriminacion pronostica y los valores extremos de probabilidad de supervivencia a 5
anos.

El valor pronostico de los distintos factores analizados y agrupados presentan las
siguientes areas bajo la curva ROC C-index (CI 95%). Ordenadas de mayor a menor
capacidad de discriminacion prondstica: Grupo B (variables clinicas) 0,68 (0,58-0,77);

Grupo D (marcadores moleculares) 0,66 (0,56-0,75); Grupo C (variables analiticas)
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0,60 (0,51-0,68); Grupo A (variables relacionadas con el tumor) 0,58 (0,50-0,66);
Grupo E (marcadores de actividad mitocondrial) 0,57 (0,48-0,65).

En el Modelo Multidimensional, considerando de forma conjunta las 28
variables seleccionadas por los cinco grupos, el C-index fue de 0,72 (CI 95%, 0,64-
0,81), con diferencias estadisticamente significativas (desde p=0.005 a p=0.05).La
comparacion del C-index del modelo conjunto frente a los grupos de variables
individuales se muestra en la tabla XVIII y en la figura 4.

No es significativa la diferencia entre el C-index del Modelo Multidimensional y
las variables del Grupo B (clinicas) (p=0,32) ni con las del Grupo D (marcadores
moleculares no mitocondriales) (p=0,077). El coeficiente de determinacion R? del
Modelo Multidimensional fue de 0,20.

El espectro de probabilidad de supervivencia a 5 afios también aumenta con el
modelo conjunto; entre 0,25 y 0,72; una diferencia entre extremos del 47%.

Las variables con mayor discriminacion prondstica en el Modelo
Multidimensional son la existencia de diabetes mellitus, el tamafio mayor de 3 cm, la
expresion molecular del marcador del ciclo celular p27 y la demora temporal
diagnostico — terapéutica.

En la figura 5 se muestra el arbol pronoéstico final del Modelo Multidimensional
tras el analisis multivariante por particion recursiva considerando todas las variables de
todos los grupos. Las mayores supervivencias se detectan en el subgrupo de pacientes
(n=14) con diabetes mellitus (supervivencia a 5 afios del 71%), independientemente de
las demas variables del modelo. En caso de NO estar presente la diabetes, y
dependiendo del tamafio tumoral y de la expresion de la proteina p27 (n=22), la
probabilidad de supervivir 5 afios también es elevada (72%). Finalmente, en la rama
restante, dependiendo de la demora diagnostico — terapéutica y del tamafio tumoral hay
un subgrupo de pacientes (n=19) con una supervivencia del 67% a los 5 afos.

Dada la similaridad pronostica de alguna de las ramas, éstas fueron combinadas
de acuerdo a su probabilidad de supervivencia a 5 afios en tres grupos: Grupo 1 (n=55)
con una probabilidad de supervivencia a 5 afios que abarca entre el 67% y el 72%, en
éste grupo se incluyen la presencia de diabetes mellitus, la NO expresion de p27, y el
tamafio 3-5cm; Grupo 2 (n=33) con una supervivencia del 40,5%, en éste grupo se
incluyen la expresion de p27 y el tamafio tumoral > Scm ,y el grupo 3 (n=45) con una
supervivencia del 25,5% (figura 6), que corresponde a los pacientes con mayor demora

mediana.
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La validacion interna del modelo multidimensional se realiz6 calculando el
optimismo mediante la técnica de muestreo “bootstrap”, y sus resultados vienen

reflejados en la Tabla XX.
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F) DISCUSION

Este trabajo selecciond, por disefio, la poblacion de CBNM con mas
probabilidades de que los resultados prondsticos pudieran generalizarse a poblaciones
similares. Por ello se ha controlado que se recogieran todos los casos de estadios
iniciales operados consecutivamente durante un periodo de estudio dado que es esa la
poblacion que universalmente accede a la cirugia con intentos curativos. Ademas que
tuviera un suficiente tiempo de observacion (mas de 10 afos) al ser un estudio
pronéstico. Los casos deberian tener la maxima certeza clasificatoria en la
estadificacion (la realizada con la pieza quirGrgica y con disecciéon ganglionar
apropiada) y ser tratados con la méxima potencia curativa (reseccion completa). Para
evitar que la estadificacion patologica no estuviera artefactada por tratamientos previos
se descartaron los pocos casos con terapia de induccién o neoadyuvante. Dado que el
evento en estudio es la mortalidad a medio — largo plazo y por todas las causas, se
excluyeron los pocos casos de mortalidad perioperatoria. Todas las variables en andlisis
fueron recogidas prospectivamente en el momento del diagndstico y de la terapia
quirargica, salvo las de biologia molecular que se realizaron en un tiempo posterior

sobre los bloques de parafina archivados en el banco de tumores del Hospital.

1. ANALISIS DESCRIPTIVO Y PRONOSTICO UNIVARIANTE DE LAS
VARIABLES RELACIONADAS CON LA EXTENSION ANATOMICA DEL
TUMOR

En nuestra poblacion la mayoria de pacientes tienen estadio Ip (82%), hay un
predominio de tumores con estadio T2p (76%), mayor frecuencia de NOp (82%) y de
estirpe escamosa (66%), seguido de adenocarcinomas (22%). Estos datos son similares
a los descritos en las series nacionales, entre los que los tumores epidermoides'® son,
con diferencia, los més frecuentes, pero diferente a la de otros paises en las que la
histologia més prevalente es el adenocarcinoma'”'® 2%,

Aunque podria interpretarse que una de las limitaciones de éste estudio radica
en que el analisis se ha hecho considerando la mortalidad a 5 afios por todas las causas y
no exclusivamente la mortalidad relacionada con el CB es necesario subrayar que en un

analisis multidimensional del prondstico tanto los factores prondsticos como las causas

de los fallecimientos pueden no estar relacionados directamente con el CB. En este

63



sentido en algunos trabajos la mortalidad por CB puede suponer el 85% del total***, si
bien este porcentaje disminuye si se trata, como sucede en nuestro estudio, de pacientes
con CBNM resecado™.

El analisis prondstico univariante realizado aporta informacion significativa,
respecto a la probabilidad de supervivencia a 5 afios. Similar a lo detectado en otras
series de casos'*®, los casos con menor T presentan mayor probabilidad de
supervivencia a 5 anos en relacion a los més avanzados (p=0,046),

También se objetiva que aquellos casos con menor tamafio tumoral presentan
mayor probabilidad de supervivencia a cinco anos (p=0,04), en concordancia con lo
publicado por otros autores'*®.

La afectacion de la pleura visceral presenta también significacion pronostica
(p=0,02), con mayor supervivencia a los 5 afios de los casos que no la tenian afecta,
concordante con la informacion publicada por otros grupos®® .

En éste analisis prondstico otras variables relacionadas con la extension tumoral
se asociaban al pronostico aunque sin alcanzar significacion estadistica, como el estadio
TNM, factor Nq, diferenciacion celular, que son factores con influencia prondstica

148,228,229

comprobada en la literatura Fueron incorporadas al andlisis multivariable al

superar el nivel prefijado de asociacion (<0,3).

2. ANALISIS DESCRIPTIVO Y PRONOSTICO UNIVARIANTE DE LAS
VARIABLES CLINICAS Y ANALITICAS

En nuestra poblacion destaca un claro predominio de varones (n=123; 90%), en
concordancia con otras series espafiolas'® '’ lo que no refleja el aumento de incidencia
de CB en mujeres que se esta produciendo en los tltimos afios, en similar direccion a lo
descrito en otras series'®.

La edad media de ésta serie es avanzada (66,7 afios) que coincide con datos de
otras series'™.

Existe una mayoria de no fumadores en el momento del diagndstico (50%), la
mayoria ex fumadores, frente a un 48% de pacientes fumadores activos, al igual que en
otros trabajos de nuestro entorno, donde el porcentaje de tabaquismo es del 50%°.

Existe un 30% de pacientes que padecen EPOC; en otras series éste porcentaje
188

alcanza casi el 50%'™. Estos datos confirman la relacion CB y EPOC'®"

Recientemente se ha descrito el seguimiento de una serie de pacientes con EPOC
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durante 5 afios detectando una densidad de incidencia de CB de 16,7/1000 persona-afio
afectando més a pacientes con clasificacion GOLD de la EPOC grados 1 y 2 con

difusion alterada®®

. Existe comorbilidad (cualquiera) en un 60% de los pacientes de
nuestra serie, similar a lo ya comunicado (64%) 21

El anélisis pronostico univariante realizado encuentra diferencias significativas
en algunas de las variables analizadas. Asi, a menor demora diagnostico — terapéutica
hay mayor probabilidad de supervivencia a 5 afos (p=0,003). En éste caso la literatura
consultada presenta cierta controversia, pues existen articulos que demuestran que no

209, 210, 211,212 . 213 . . .
, mientras que otros” ~ indican que si la

tiene impacto en la supervivencia
tendria.

La existencia de HTA sistémica parece tener relacion prondstica en ésta
poblacion. Aquellos que padecen HTA tienen menor probabilidad de supervivencia a 5
afos (p=0,007). Hasta el extremo de mi conocimiento, no existe literatura, que
determine que la HTA pueda presentar influencia pronoéstica en el CB. La existencia de
distintas comorbilidades en el momento del diagnéstico del CB estd documentado™’, y
el acumulo de éstas parecen tener influencia prondstica negativa en los pacientes con
CB!%6 157

En nuestra serie, los pacientes con EPOC tienen menor probabilidad de
supervivencia a 5 afios (p=0,021). Existe controversia respecto a la EPOC como factor
pronostico. En una poblacion de CBNM operados la EPOC es un factor prondstico
negativo en la supervivencia global condicionada a partir de los 2 afios desde la cirugia
en los casos de CBNM resecado, existiendo una asociacion entre el grado de alteracion
del FEV1% en EPOC y el prondstico'*”.En el sentido contrario hay otros estudios en los
que no se han encontrado diferencias significativas en la supervivencia a los 5 afios
entre el grupo de pacientes de CB con EPOC*™.

La existencia de leucocitosis parece tener relacion prondstica en ésta poblacion.
Los casos que tienen mayor leucocitosis tienen menor probabilidad de supervivencia a 5
los afios. (p=0,029). En otras series™?, éste parametro parece tener también influencia
negativa en la supervivencia, ya sea en el andlisis univariante o en el multivariante
asociado a otras discrasias sanguineas, como la anemia y la trombocitosis.

Los pacientes de esta serie con cifras mas bajas de albimina plasmatica tienen

peor supervivencia (p=0,042); éste hecho esta descrito en diversos articulos®™> Z**E

n
233 . . . ;. ,
uno de ellos™, se revisan 54 trabajos relacionados con el prondstico en cancer de

diferentes origenes en estadios extendidos, entre ellos el CB, estando la
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hipoalbuminemia asociada a peor prondstico. Esta hipoalbuminemia parece estar

relacionada con el indice de masa corporal, pérdida de peso e incremento de proteina C

reactiva 2.

3. ANALISIS DESCRIPTIVO Y PRONOSTICO UNIVARIANTE DE LOS
MARCADORES MOLECULARES

La seleccion de los marcadores moleculares estudiados con matrices

tisulares (MM-MTe) es clasicamente uno de los puntos mas delicados siendo este

apartado donde se encuentran algunas de las principales limitaciones de éste estudio:

©)

No existe un acuerdo acerca de los MM-MTe que deben estudiarse en los
casos de CBNM resecado. De esta forma existen gran cantidad de
articulos de proteinas expresadas en CB, la mayoria de los cuales hace
referencia exclusivamente a uno o unos pocos marcadores.

Tampoco existe unanimidad en las técnicas de estudio de matrices
tisulares en CB si bien en la gran mayoria de casos se emplean como
método las de inmunohistoquimica.

Para un mismo MM-MTe pueden existir diferentes anticuerpos
pertenecientes a diferentes casas comerciales.

Aun empleando un mismo anticuerpo, la positividad o negatividad de
expresion de un determinado MM-MTe en la muestra de tumor resecado
depende en la gran mayoria de casos del porcentaje de células tumorales
que lo expresan y de la intensidad con que lo hacen, siendo ambas
variables muy dificiles de cuantificar, lo que denota en gran medida la
posible falta de exactitud de la interpretacion final.

Por ultimo, el hecho de aceptar los resultados de la expresion de un
determinado MM-MTe como una variable dicotémica (positivo /
negativo), aunque simplifica en gran medida la interpretacion de los
datos, no es aceptado por un gran numero de expertos en este tipo de

estudios.

Teniendo en cuenta todas estas limitaciones, la seleccion de los marcadores moleculares

de éste estudio se efectud tras una revision de la literatura teniendo en cuenta tres

factores fundamentales:

a) Existencia de datos en la literatura que apoyaban el papel de cada MM-

Mte en estudios de CB.
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b) Disponibilidad de anticuerpos especificos homologados para ese marcador.

c) Existencia de una indicacion para su empleo en material parafinado, ya
que la muestra de tejido tumoral resecado fue conservada en parafina en el
banco de tumores de nuestro hospital.

Finalmente se eligieron 32 MM-MTe (tabla V) de distintas vias bioquimicas
de la carcinogénesis.

Utilizando matrices de tejidos, 8 de los 32 marcadores estudiados se
expresaron en mas del 50% de los casos (tabla X): COX2, LKB1, CiclinaA, RB, CDK2,
Ki67, NFKBy p53, representando a la mayoria de las cinco vias bioquimicas exploradas.

El porcentaje de los casos no valorables para los diferentes marcadores no
supero el 10% de los casos, a excepcion de dos MM-MTe (tabla X): NFKB y COX-2 lo
que refleja la escasa pérdida de casos por marcador.

El analisis prondstico univariante de estos marcadores en nuestra serie encuentra
asociaciones estadisticamente significativas en las siguientes variables:

e Laexpresion de pl6: Aquellos tumores que lo expresan presentan menor
probabilidad de supervivencia a 5 afios (p=0,017), lo cual es contrario a
otros articulos publicados®’

e La expresion de RB: Los tumores que lo expresan presentan mayor
probabilidad de supervivencia a 5 anos (p=0,048), similar a otros trabajos

. 92,93
revisados

En éste andlisis pronostico también se objetivan otros siete marcadores
moleculares con significacion pronostica (p<0,2 en test Wilcoxon-Gehan o Log Rank).
De estos, el sentido prondstico fue positivo (mejor supervivencia) en tres marcadores
(Caspasa 3, mTORp, PS6) y negativo en otros cuatro (p27, Ki67, BCL-2 y Fas).

Comparando ¢éstos datos con los de los estudios publicados para cada MM-
MTe los resultados serian los siguientes:
e en un marcador Fas'® los datos no coinciden con los existentes en la literatura.

7°%9% y la Caspasa 3'” los datos son coherentes con los

e en los marcadores Ki6
estudios publicados
e cn los restantes cuatro marcadores o no hay datos o los que existen hasta la

actualidad son contradictorios: BCL-2'""' mTORp "% p27°% %1% y PS6.
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4. ANALISIS DESCRIPTIVO Y PRONOSTICO UNIVARIANTE DE LOS
FACTORES DE ACTIVIDAD MITOCONDRIAL

Los cambios en el metabolismo energético de la célula tumoral consisten en una
represion de la expresion de la subunidad catalitica B del complejo H'-ATP-sintetasa (-
F1-ATPasa), que es el “cuello de botella” de la fosforilacion oxidativa mitocondrial, con
el consiguiente aumento de la glucolisis (piruvato quinasa y GADPH), siendo este
hecho caracterizado como la “firma bioenergética” del cancer .Esta disminucion de la

236
1

expresion de la B-F1-ATPasa se ha documentado tanto en modelo animal “, como en

tumores humanos de higado, colon, rifion, mama, estdmago, pulmén y eséfago™™ %> 125,
En éste estudio se ha objetivado la existencia de dicha relacion entre la expresion de la
proteina B-F1-ATPasa y la mayor supervivencia de los pacientes.

Respecto a la proteina mitocondrial Hsp-60 no se ha observado cambios en su
intensidad de expresion en las células tumorales, salvo en el cancer de higado, en el que
se ha documentado una disminucion en las células tumorales'*>. En nuestro estudio no
hemos observado que la intensidad de expresion de la Hsp-60 tenga un valor prondstico
estadisticamente significativo.

El valor pronostico de estos factores se ha investigado en diversos estudios,
demostrandose que los pacientes con cancer de colon que mostraron niveles mayores de
B-F1-ATPasa presentan una mayor supervivencia'>'; y en cancer de pulmon la B-F1-
ATPasa es un marcador de supervivencia independiente del tamafio tumoral y con una
relacion inversa entre las unidades SUV de la PET y el ratio p-F1-ATPasa/GAPDH>’,
En nuestro estudio no hemos encontrado que la intensidad de expresion de la proteina
de actividad mitocondrial B-F1-ATPasa tenga un valor pronostico estadisticamente
significativo (p: 0,14), aunque los casos con mayor intensidad de expresion de B-F1-
ATPasa tienen una mayor supervivencia clinicamente relevante. Esa ausencia de
significacion estadistica puede ser explicada porque el nimero de casos incluidos en el
estudio sea inferior al necesario.

La represion de la B-F1-ATPasa en la célula tumoral llevaria a un aumento de la
captacion de glucosa, junto con un aumento de la glucolisis y de sus marcadores
GADPH vy piruvato quinasa. En nuestro estudio no hemos encontrado que exista una
relacion de supervivencia entre los marcadores de glucolisis, GADPH y piruvato
quinasa, al igual que en otros estudios realizados'*.

A partir de los mencionados marcadores de la firma bioenergética se han

elaborado indices bioenergéticos, siendo el mds importante de ellos el indice
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bioenergético celular (BEC). En un estudio de pacientes con adenocarcinoma de pulmén
se observa que el BEC es mayor en adenocarcinoma que en tejido pulmonar normal,
que es mayor en tumores bien diferenciados, en tumores T1 y en estadio [A; y ademas
que un indice BEC mayor predice mejor supervivencia a largo plazo sin que se influya
por el tamafio tumoral o la afectacién ganglionar’®. En el presente estudio no hemos

encontrado que el indice BEC tenga un valor pronostico estadisticamente significativo.

5. ANALISIS MULTIVARIANTE POR PARTICION RECURSIVA

Este analisis prondstico multidimensional de 134 pacientes con CBNM,
selecciono diferentes variables TN (tamafio tumoral), clinicas (diabetes, demora) y
moleculares (p27), consiguiendo un incremento significativo en la capacidad
discriminativa, en comparacion con la mayoria de los grupos de factores analizados de
forma separada.

La integracion conjunta de todas las variables de todos los grupos en un
modelo multidimensional alcanzé un area bajo la curva de 0,72 (IC 95% 0,64-0,81) y un
coeficiente r* de 0,20. Estos datos sugieren que es necesario buscar mas variables
pronosticas en el CBNM para mejorar los modelos de prediccion.

El espectro de probabilidad de supervivencia a 5 afios también aumenta con el
modelo conjunto con unos extremos entre 0,25 y 0,72. Una diferencia entre ambos del
47%. Esta diferencia es superior a la descrita por la IASCL / International Union against
Cancer / American Joint Comittee on Cancer, en los valores mas extremos de
supervivencia a 5 afios entre el estadio Ia y el IIBp, poblacion objeto de nuestro estudio,

238

con una diferencia del 37%°. La nueva clasificacion TNM de 2010, tiene un

. . .y 2 239
coeficiente de determinacion r° menor del 0,30

, a pesar de la certeza que ofrece en el
pronostico el introducir CB con estadios IIIB y IV dado su alto nivel de letalidad.

En los ultimos afios se ha demostrado, que los modelos mixtos, basados en la
combinacion de elementos anatomicos, protedmica y biologia molecular incrementan la
discriminacion prondstica en comparacion con elementos individuales™** #1242,

Diversas publicaciones, con diferentes poblaciones y tipos de CBNM, han
comunicado diferentes C-index, con valores entre 0,58-0,75241’ 242243 Ep
subpoblaciones determinadas se han descrito valores superiores®™® **. El valor de

nuestro C-index (0,72; IC 95% 0,64-0,81) ésta en el rango de lo publicado.
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Para el pronostico en CB, la suma de variables clinicas mejora el hazard ratio
de la expresién génica, hasta el punto de hacerlas estadisticamente significativas™**,
llegdndose a sugerir que la recogida de las variables clinicas debia ser efectuadas con el
mismo cuidado que la obtenciéon de las moleculares®®. En ese trabajo, el C-index
comunicado para estadios iniciales estd entre 0,51 y 0,80, con un espectro de
supervivencia prondstica a cinco afios (extremos) del 50%*.

El espectro de probabilidad de supervivencia a 5 afios del 47% alcanzado en

nuestro modelo multidimensional es similar al comunicado por otras publicaciones 24,

243,244 240

, € inferior a otras (80%) Aunque, lamentablemente, los autores de este

ultimo trabajo se han retractado publicamente de sus resultados por demostrar ausencia

de reproductibilidad **

invalidando, por tanto, aquellos datos.

En relacién al valor prondstico de las variables incluidas en el modelo
(diabetes mellitus, tamafio tumoral, expresion del marcador molecular p27, y la demora
quirargica), todas ya han sido consideradas por su influencia en la supervivencia de
CBNM (ver previamente). La tinica variable no comentada, e incluida en éste modelo,
es la existencia de diabetes mellitus. De forma llamativa en éste modelo pronostico,
aquello pacientes con diabetes mellitus presentan mejor supervivencia que aquellos que
no la presentan. El peso de ésta variable en cuanto a la supervivencia asociada al CBNM
es controvertida, y su relevancia de forma individual se ha contemplado en escasas
series. Asi en trabajos con escaso numero de efectivos (<100), se ha reportado la
existencia de éste factor clinico como negativo en la supervivencia a cinco afios®*®, en
otros aparece o asociado a un incremento de las recidivas pero sin impacto en la
supervivencia®'’, o integrado en diversos indices conjuntos de comorbilidades dénde el

248 . . .
. Por el contrario en otros estudios la diabetes

peso real de la misma queda oscurecido
mellitus esta asociada a mejor supervivencia en cancer de pulmon®, asi en este estudio
en una cohorte de pacientes en tratamiento quimioterapico, la supervivencia a 3 afios era
significativamente mejor en el grupo de pacientes con diabetes. Este fenomeno podria
explicarse, no por la diabetes, sino por el efecto de la metformina en la supervivencia

250, 251 . . . .
’ recientemente publicados indican, que la

del cancer. Asi diversos trabajos
supervivencia en pacientes con diabetes, cancer de pulmén y tratamiento con
metformina presentan mejor supervivencia que aquellos tratados con sulfonilureas e
insulina. La causa de estos hallazgos epidemiologicos, podrian estar en relacion, a que

el tratamiento con metformina podria incrementar la apoptosis celular e inhibir el
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crecimiento celular. Hecho revelado experimentalmente en células humanas tumorales
de pulmon, con una inhibicién del crecimiento celular, tiempo y dosis dependiente®”.

Este modelo prondstico multivariante y multidimensional es negativo y
positivo a la vez. Es negativo por la relativamente escasa capacidad discriminativa del
modelo C-index (0,72), y es positivo porque demuestra que todas las variables
implicadas ya sean clinicas, anatomicas, o moleculares, tienen importancia pronostica,
sumando informacion a la hora de determinar el prondstico en el CBNM.

Este estudio tiene algunas limitaciones que se discuten a continuacion: el
principal desenlace de la evolucion, la supervivencia global, incluye la muerte por
cualquier causa, lo cual puede minusvalorar los factores moleculares asociados al
CBNM u otros dependientes exclusivamente del tumor.

La seleccion de la muestra establece una poblacion diana definida: pacientes
con carcinoma broncogénico con reseccion completa. Esta poblacién supone un 20%
del total de pacientes con CBNM, pues los restantes tienen un estadio extendido no
susceptible de tratamiento quirargico. Por tanto, los estimadores prondsticos obtenidos
en este estudio serian aplicables exclusivamente a pacientes con carcinoma
broncogénico resecado.

El elevado porcentaje de varones, podria suponer otra limitacion, y aunque en
Espana ya se observa un aumento de incidencia de CB entre mujeres, ain no
alcanzamos las proporciones de Norteamérica u otras localizaciones. Este mismo efecto
geografico afecta al tipo histologico més frecuente, pues el tumor epidermoide es
claramente mas frecuente que el adenocarcinoma.

Otra limitacion relevante, es que no se ha determinado la reproductibilidad del
modelo en una muestra independiente. Se ha realizado un proceso de validacion interna
con la técnica de muestreo “bootstrap”, que permite corregir el sobre-optimismo del
modelo. El C-index menos optimista obtenido, 0,65, estd en el rango de lo publicado.

El tamafio muestral (n=134), supone una limitacion cuando la muestra se
subdivide en subgrupos.

Entre las fortalezas de éste estudio destacar, diversos elementos:

e Existe una recogida concurrente y prospectiva de la informacion.

e La definicion de las variables es precisa y concreta, tanto las variables
clinicas, anatomicas como las moleculares.

e Los criterios diagnosticos y de estadificacion estan basados en

algoritmos fundamentados en la evidencia cientifica, y dado el corto
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periodo de reclutamiento, estos criterios apenas varian a lo largo del
periodo de estudio.

Los estadios de extension tienen maxima certeza clasificatoria, utilizando
la estadificacion quirtrgico patoldgica (son todos estadios I-IIp), y con
una adecuada estadificacion quirdrgico-patologica de la extension
ganglionar mediastinica.La poblacién es homogénea, facilitando su
potencial reproductibilidad en otras poblaciones y también son
homogéneos los criterios de operabilidad y resecabilidad en la
indicacion quirurgica, y en la clasificacion de la cirugia (completa,

incompleta).
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G) CONCLUSIONES.

1. CONCLUSIONES GENERALES:
Este estudio sobre pronostico de supervivencia se ha efectuado con una poblacion
de Carcinoma Broncogénico no microcitico (CBNM) en estadios patoldgicos iniciales (I-
IIp) con reseccidon completa, recogidos prospectivamente y seguidos durante mas de 10

anos.

Las conclusiones son:

1- El 90% de los pacientes son varones, siendo fumadores activos en el momento del
diagnoéstico el 48% de ellos; un 60% padecen otras comorbilidades siendo el 30%, la

EPOC. La edad media es de 67 afos.

2- La mayoria (82%) de los pacientes con carcinoma broncogénico no microcitico
incluidos estan en el estadio Ip, con s6lo un 18% de N1p, son de estirpe escamosa (66%) y

con poca o moderada diferenciacion celular (77%).

3- Los estudios inmunohistoquimicos de las matrices de tejidos de los 32 marcadores
moleculares fueron considerados como valorables en la mayoria de ellos. Salvo en dos
marcadores (NF-KB-N, COX-2), en el resto fueron valorables en mas del 90% de los

Casos.

4- FEl estudio de los diferentes factores de activacion mitocondrial fueron considerados
como valorables en la mayoria de ellos. Salvo en un marcador (GADPH), en el resto

fueron valorables en mas del 85% de los casos.

5- En el Grupo de variables relacionadas con la extension anatdmica del tumor y la
estirpe (Grupo A), las variables seleccionadas con valor prondstico (p<0,3) son: factor
T, tamafio tumoral, afectacion pleura visceral, estadio clinico, factor Nq, histologia y

diferenciacion celular.
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6- En el Grupo de variables clinicas (Grupo B), las variables seleccionadas con valor
pronostico (p<0,3) son: la demora diagnodstico — terapéutica, hipertension arterial,

EPOC, comorbilidad, edad, presencia de tumor previo, diabetes y el sexo.

7- En el Grupo de variables analiticas (Grupo C), las variables seleccionadas con valor

pronostico (p<0,3) son: leucocitosis, nivel de albumina y de hemoglobina.

8- En el Grupo de marcadores moleculares (Grupo D), las variables seleccionadas con

valor pronostico (p<0,3) son: p16, Rb, Cdk2, p27, Ki67, Caspasa 3, Fas, mTORp y Ps6

9- En el Grupo de factores de actividad mitocondrial (Grupo E), las variables

seleccionadas con valor prondstico (p<0,3) es B-F1-ATPasa.

10- En el andlisis multivariante por particion recursiva de cada Grupo de variables de
forma separada se obtuvieron las siguientes areas bajo la curva ROC (C-index): 0,68
Grupo B (variables clinicas), 0,66 Grupo D (marcadores moleculares), 0,60 Grupo C
(variables analiticas), 0,58 Grupo A (variables TNM) y 0,57 Grupo E (variables

relacionadas con la actividad mitocondrial).

11- El Modelo Multidimensional obtenido con el analisis multivariante por particiéon
recursiva utilizando todas las variables de todos los grupos mejora el C-index (0,72; IC
95% 0,64-0,81) de forma significativa (desde p=0.005 a p=0.05) al ser comparado con
cada Grupo de variables consideradas separadamente. El espectro de probabilidad de
supervivencia a 5 afios también aumenta con el modelo conjunto; entre 0,25 y 0,72; una

diferencia entre extremos del 47%.
12- Las variables con mayor discriminacion prondstica son la existencia de diabetes

mellitus, el tamafio tumoral, la expresion molecular del marcador del ciclo celular p27 y

la demora temporal diagndstico — terapéutica.
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2. CONCLUSIONES ESPECIFICAS POR HIPOTESIS

-En esta serie de pacientes con estadios iniciales de CBNM resecado los casos con mayor
intensidad de expresion de la proteina mitocondrial B-F1-ATPasa tienen mayor

supervivencia aunque no alcanzaron el nivel prefijado de significacion (p = 0,14).

- Este estudio demuestra que en pacientes con carcinoma broncogénico no microcitico
en estadios iniciales, la integracion de factores anatomicos, clinicos y moleculares en un
modelo conjunto prondstico multidimensional discrimina el pronostico mas eficazmente

que el uso exclusivo de la clasificacion TNM.
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H) TABLAS:
Tabla 1

Clasificacion de Adenocarcinoma 2011

International Association for the Study of Lung Cancer / American Thoracic

Society / European Respiratory Society

Lesiones preinvasivas.

Hiperplasia adenomatosa atipica.

Adenocarcinoma in situ (<3 cm, anteriormente carcinoma bronquioloalveolar

CBA solitario).
No mucinoso
Mucinoso
Mixto mucinoso/no mucinoso

Adenocarcinoma _ minimamente invasivo(<3  cm,

lepidicocon<5 mm de invasion)
No mucinoso
Mucinoso
Mixto mucinoso/no mucinoso

Adenocarcinoma invasivo

tumor predominantemente

Predominantemente lepidico (anteriormente CBA de patrén no mucinoso con >5

mmde invasion)
Predominantemente panacinar
Predominantemente papilar
Predominantementemicropapilar
Predominantemente solido

Variantes deadenocarcinoma invasivo

Adenocarcinoma mucinoso invasivo (incluye al anterior CBA mucinoso)

Coloide
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Tabla I
Estadificacion 2010 TNM-estadios Carcinoma Broncogénico
TASLC - UICC - AJCC

Descriptores T, Ny M

T (Tumor Primario)

- TX Tumor primario que no puede ser evaluado, o tumor probado por la presencia de
células malignas en el esputo o en el aspirado bronquial pero no visible por imagen o
por broncoscopia.
- TO No evidencia de tumor primario
- Tis Carcinoma in situ
- T1 Tumor < 3 cm en su didmetro mayor, rodeado por pulmoén o pleura visceral, sin
evidencia broncoscopica de invasion mas proximal que el bronquio lobar (p.ej.: no en el
bronquio principal)

- Tla Tumor < 2 cm en su didmetro mayor [a]

- T1b Tumor >2 cm pero < 3 cm en su diametro mayor
- T2 Tumor >3 c¢cm pero < 7 cm o tumor con cualquiera de las siguientes caracteristicas
[b]:

- Afectacion del bronquio principal > 2 cm distal a la carina

- Invasion de la pleura visceral

- Asociado con atelectasia o neumonitis obstructiva que se extiende hasta la

zona hiliar pero no afecta al pulmoén entero

- T2a Tumor > 3 cm pero < 5 cm en su didmetro mayor

- T2b Tumor > 5 cm pero < 7 cm en su didmetro mayor
- T3 Tumor > 7 cm o que invade directamente cualquiera de las siguientes estructuras:
pared toracica (incluyendo tumor del sulcus superior), diafragma, nervio frénico, pleura
mediastinica, pericardio parietal o tumor en el bronquio principal < 2 cm distal a la
carina [a] pero sin afectacion de la carina, o atelectasia o neumonitis obstructiva
asociada del pulmoén entero o un nédulo/s tumoral/es separado/s en el mismo 16bulo que
el primario
- T4 Tumor de cualquier tamafio que invade cualquiera de lo siguiente: mediastino,
corazon, grandes vasos, traquea, nervio recurrente, eséfago, cuerpo vertebral, carina o

presencia de un nddulo/s tumoral/es separado/s en un 16bulo diferente homolateral
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Tabla II (continuacion)
Estadificacion 2010 TNM-estadios Carcinoma Broncogénico

TASLC - UICC - AJCC

N (Adenopatias Regionales)

- NX No puede evaluarse

- NO Ausencia de metastasis ganglionares regionales

- N1 Metastasis en ganglios homolaterales intrapulmonares, peribronquiales y/o hiliares,
incluyendo afectacion por extension directa

- N2 Metastasis en ganglios mediastinicos homolaterales y/o subcarinicos

- N3 Metastasis en ganglios hiliares o mediastinicos contralaterales, o escalénicas

homo- o contralaterales o supraclaviculares homo- o contralaterales

M (Metastasis)

- MO No metastasis a distancia

- M1 Metastasis a distancia

- M1a Nédulo/s tumoral/es contralateral/es o tumor con nddulos pleurales o derrame
pleural o pericardico maligno [c]

- M1b Metastasis a distancia

[a] El infrecuente tumor con extension superficial de cualquier tamafio con el
componente invasivo limitado a la pared bronquial, que se puede extender

proximalmente al bronquio principal, también se clasifica como T1.

[b] Los tumores T2 con estas caracteristicas se clasifican T2a si el tamafo tumoral es <5

cm o si no puede ser calculado, y como T2b si son >5 ¢cm pero <7 cm

[c] La mayoria de los derrames pleurales o pericardicos asociados con el cancer de
pulmon se deben al tumor. Sin embargo, hay algunos pacientes en quienes multiples
estudios citopatologicos del liquido pleural o pericardico son negativos para tumor y el
liquido no es hematico y no es un exudado. Cuando estos elementos y el juicio clinico
indican que el derrame no se relaciona con el tumor, se deberia excluir el derrame como

elemento de clasificacion, y el paciente deberia ser considerado como MO.
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Tabla II1

Estadificacion 2010 TNM
Estadios Carcinoma Broncogénico

TASLC - UICC - AJCC

Estadios TNM
Carcinoma oculto TX NO MO
Estadio 0 Tis NO MO
Estadio TA Tla, b NO MO
Estadio IB T2a NO MO
Estadio IIA Tla,b N1 MO

T2a N1 MO

T2b NO MO
Estadio 1B T2b N1 MO

T3 NO MO
Estadio IITA T1, T2 N2 MO

T3 N1, N2 MO

T4 NO, N1 MO
Estadio I1IB T4 N2 MO

Cualquier T N3 MO

Estadio IV Cualquier T Cualquier N M1a, b
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Tabla IV

TNM-Estadios 2010 IASLC — UICC - AJCC
Comparacion con la estadificacion TNM 1997 UICC - AJCC

No se modifica la clasificacion ganglionar (N)

Descriptor T-M Propuesta ISC-IASLC NO N1 N2 N3
UICC-1997 Apartados T-M

T1 (<=2 cm) Tla IA [TA 1A I11B
T1 (<2-3 cm) T1b IA 1A 1A 111B
T2 (<=5 cm) IB 1A 1A 111B
T2 (>5-7 cm) [TA [IB 1A I11B
T2 (>7 cm) T3 1B 1A 1A 111B
T3 (invasion) T3 IIB 1A 1A 111B
T4 (nddulo ipsilobar) T3 [1B IITA 1A I11B
T4 (extension) II1A IITA I11B I11B
M1 (pulmon ipsilateral) 1A 1A I11B I11B
T4 (derrame pleural) Mla 1A% v v v
M1 (pulmoén contralateral) Mla v v v v
M1 (distancia) Mi1b v v v v

Modificado de Goldstraw P. J Thorac Oncol; 2007; 2 (supp 4): 142s-143s
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Tabla V

Marcadores moleculares y via bioquimica

—

CICLO CELULAR

ciclina A

ciclina Bl

ciclina D1

ciclina E

CDK?2

CDKo6

pl6

p21

p27

RB

Ki-67

Cdc6

ViA DEL p53

P33

MDM?2

()

APOPTOSIS

BCL-2

caspasa-3

survivina

INF-KBc (p65)

FAS (CD95)

4

MOLECULAS ADHESION

\Beta-catenina N / Mb

E-cadherina

RECEPTORES/ TRANSDUCCION SENALES

AKTp

mTORp

EGFR

c-erbB2/Neu / Herceptest

ip-Acetyl-CoA Carboxylase (ACC)

PS6

LKBI

OTROS

COX-2

TTF-1

p63

alpha-CP4
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Tabla VI

Expresion de marcadores moleculares segun histologia

Histologia Marcador
1) Microcitico
BCL-2
RB©
PTEN

E Cadherina ®"°

2) No microcitico

Adenocarcinoma

KRAS %

c-erbB2

FAS

B-catenina

NFKB ¢

LKBI

TTF-1

Epidermoide

AKTp

pl6

CDK2

CDK6

Ciclina A

Ciclina B1

Ciclina D1 "

Ciclina E *

p63

Survivina N

EGFR
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Tabla VII

Direccion pronostica de marcadores moleculares en CBNM

Via Marcador Significado pronoéstico
Bioquimica
(tabla V)
Ciclina A Peor prondstico '
Ciclina B1 Peor prondstico’ "’
Ciclina D1 Peor prondstico "4
Ciclina E Peor prondstico >
CDK2 Peor prondstico *°
CDK®6 Peor prondstico *°
pl6 Mejor pronéstico ™’
p21 Mejor prondstico
p27 Datos contradictorios "
RB Mejor pronéstico
Ki67 Peor prondstico
CDC6 No hay datos suficientes
p53 Peor prondstico *~ >
MDM?2 Peor pronostico "
BCL-2 Datos contradictorios ' "
Caspasa 3 Mejor pronéstico'”

Survivina N

s 104
Peor pronostico

NFKB

No hay datos suficientes

FAS

. reti o 105
Mejor prondstico

B-catenina N

. ] 106
Mejor pronostico

E-cadherina

. Lol 107,1
Mejor prondstico 07.108

109

AKTp Mejor prondstico
mTORp Datos contradictoros' '
EGFR Peor prondstico '

c-erbB2 o Herceptest

i TI5.117
Peor pronostico ™

ACC

No hay datos suficientes

Nl | | | | | KA &l W W W W W N| N =] e | e [ | e | e [ ek | e [ ek | e

PS6

No hay datos suficientes
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Tabla VII (continuacion)

Direccion pronostica de marcadores moleculares en CBNM

5 LKB1 No hay datos suficientes
6 COX-2 Peor pronostico' '

6 TTF-1 Mejor pronéstico' "’

6 P63 Mejor pronostico '

6 vCP4 No hay datos suficientes




Tabla VIII

Analisis descriptivo de variables TNMp y otras variables relacionadas con el

tumor
VARIABLE n (%)
Estadio TNM la 25 (18,6)
Ib 87 (64,9)
ITa 5@.,7)
ITb 17 (12,6)
Factor T Tlp 30 (22,3)
T2p 104 (77,6)
Histologia Escamoso 90 (67,1)
Adenocarcinoma 30 (22,3)
Células grandes 10(7,4)
Pleomorfico 4(2,9)
Tamaifio tumoral 0-2 cm 11 (8,2)
2-3cm 31(23,1)
3-5cm 53(39,5)
5-7 cm 25(18,6)
>7 cm 14 (10,4)
Tamafio tumoral agrupado 0-3 cm 42(31,3)
3-5cm 53 (39.,5)
>5cm 39 (29,2)
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Tabla VIII (continuacion)

Analisis descriptivo de variables TNMp y otras variables relacionadas con el

tumor

VARIABLE n (%)
Diferenciacion celular Poca y moderada 105 (78,3)

diferenciacion celular

Gran diferenciacion 29(21,6)

celular
Afectacion de pleura visceral Ausente 101 (75,4)

Presente 33 (24,6)
Clasificacion Nq NOp 112 (83,5)

Nlp 22 (16,5)
Afectacion de vena pulmonar Ausente 128 (95,5)
(extrapericardica)

Presente 6 (4,5)
Derrame pleural Ausente 132 (98.,5)
(no tumoral)

Presente 2(1,5)
Derrame pericardico Ausente 133 (99,2)
(no tumoral)

Presente 1(0,8)
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Tabla VIII (continuacion)

Analisis descriptivo de variables TNMp y otras variables relacionadas con el

tumor

VARIABLE n (%)
Atelectasia/neumonitis Ausente 106 (79,1)
obstructiva parcial

Presente 27 (20,1)

Perdidos 1(0,8)
Arteria pulmonar Ausente 131 (97,7)
(extrapericardica)

Presente 3(2,3)
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Tabla IX

Analisis descriptivo de variables clinicas y analiticas del paciente

Variable n (%)
Sexo Varon 123 (91, 8)
Mujer 11(8,2)
Diabetes Ausente 120 (89.5)
Presente 14 (10.5)
Comorbilidad Ausente 55(@41)
Presente 79 (59)
Morbilidad postoperatoria Ausente 79 (59)
Presente 55(@41)
Tumor previo Ausente 108 (80,6)
Presente 26 (19,4)
Fumador activo Ausente 68 (50,7)
Presente 66 (49,3)
Enfermedad coronaria Ausente 121 (90,3)
Presente 13 (9,7)
Enfermedad vascular Ausente 116 (86,6)
Presente 18 (13,4)
Hipertension arterial sistémica | Ausente 99 (73,8)
Presente 35(26,2)
Sindrome constitucional Ausente 36 (26,9)
Presente 96 (71,6%)
Perdidos 2(1,5)
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Tabla IX (continuacion)

Analisis descriptivo de variables clinicas y analiticas del paciente.

Variable n (%)
EPOC Ausente 93(69,4)
Presente 41(30,6)
Estado clinico ECOG Bajo 29 (21,7)
Alto 103 (76,8)
Perdidos 2(1,5)
Hallazgo casual Ausente 85(63,4)
Presente 47 (35)
Perdidos 2(1,5)
VARIABLE validos | perdidos | media | mediana | DS minimo | maximo | k-s
Edad 134 66,76 67 7,99 40 84 0,24
indice de masa| 134 25,8 25,57 3,75 16,43 36,43 0,12
corporal
Hemoglobina g/dl 133 1 14,2 14,3 1,91 9 18.8 0,35
Leucocitos/ mm’ 134 8,84 8,25 2,85 4,20 20,5 0,03
Polimorfonucleares | 134 64,5 64,35 9,89 40,5 87 0,99
%
Albumina g/dl 122 12 4,19 4,2 0,51 2,76 5,12 0,71
Indice acumulado 134 56,18 50 35,58 0 165 0,21
de paquetes / afio
Demora quirdrgica | 121 13 57,68 49 39,04 10 251 0,001

DS: Desviacion estandar

k-s: Test de Kolmogorov-Smirnoff

Las variables cuantitativas se expresan en forma de media + desviacion

estandar (DS) o mediana y rango intercuartil en funcién de la distribucion normal o no

de la variable estudiada
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Tabla X

Analisis descriptivo de marcadores moleculares

MARCADOR AUSENTE PRESENTE NV PERDIDOS
n (%) n (%) n (%) n (%)

Ciclina A 32 (23.8) 102 (76,2) 0

Ciclina B1 106 (79,2) 26 (19,3) 2(1,5) 0

Ciclina D1 75 (55,1) 55 (40,4) 4(2,9) 0

Ciclina E 78 (57,4) 54(39,7) 2(1,5) 0

CDK2 48 (35,3) 84(61,8) 2(1,5) 0

CDKG6 82(60,3) 48 (35,3) 4(2,9) 0

pl6b 117(86) 16 (11,8) 1(0,7) 0

p21 83(61) 49(36) 2(1,5) 0

p27 84(61,8) 44(34,2) 6(4,4) 0

Rb 34(25) 98(72,1) 2(1,5) 0

Ki67 57(41,9) 77(56,6) 0

p53 62(45,6) 70(51,5) 2(1,5) 0

MDM2 120 (88,2) 11(8,.1) 3(2,2) 0

Bcl-2 113 (83,1) 19(14) 2(1,5) 0

Caspasa 3 94(69,1) 35(25,7) 5(3,7) 0

Survivina C 106(77,9) 6(4,4) 7(5,1) 15 (12,5)

Survivina N 92 (67,6) 39(28,7) 3(2,2) 0

NFKg-C 51(37.,5) 77(56,6) 6(4,4) 0

NFKp-N 44(32,4) 66(48,5) 10(7,4) 16(11,8)

E-CADHERINA 102(75) 30(22,1) 2(1,5) 0

B-CATENINA-N 125(91,9) 8(5,9) 1(2,2)

B-CATENINA-MB | 107(78,7) 25(18,4) 1(0,7) 1(2,2)

AKTp 115(84,6) 18(13,2) 1(0,7) 0

mTORp 64(47,1) 66(48,5) 4(2,9) 0

EGFR 90(66,2) 40(29,4) 4(2,9) 0

COX-2 6(4,4) 113(83,1) 15(11) 0

TTF1 115(84.6) 18(13.2) 1(0.7) 0

p63 78(57,4) 51(37,5) 5(3,7) 0

Cdc6C 79(58,1) 47(34,6) 8(5,9) 0

ACC 101(74,3) 31(22,8) 2(1,5) 0 91




Tabla X (continuacion)

Analisis descriptivo de marcadores moleculares

LKBI 20(14,7) 104(76,5) 10 (7.,4)
PS6 83(61) 43(31,6) 8(5,9)
yCP4 98(72,1) 35(25,7) 1(0,7)

NV: No valorable
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Tabla XI

Analisis descriptivo de marcadores de actividad mitocondrial

MARCADOR Intensidad de Intensidad de nv Perdidos
expresion leve y expresion fuerte | n (%) n (%)
moderada n (%)

n (%)

B-F1-ATPasa i 56 (41,2) 74 (54,4) 6(4.4)

Hsp60 i 58(42) 67(50) 11(8)

GADPH i 87(63,9) 30 (22,1) 19(14)

PKi 65(47) 63(46) &(7)
<que la mediana | > que la mediana | NV perdidos
n (%) n (%) n (%) n (%)

B-F1-ATPasaX 65(47,8) 64(47,1) 7(5,1)

ICBB 56(41,2) 56(41,2) 24(17,6)

indice BEC 63(46,3) 64(47,1) 9(6,6)

Las variables cuantitativas se expresan en forma de media + desviacion estdndar (DS) o

mediana y rango intercuartil en funcion de la distribucidon normal o no de la variable

estudiada.
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Tabla XII

Analisis prondstico univariante

Variables TNM
VARIABLE Resultado n S5 | Wilcoxon | Log
rank

Estadio TNM IA 25 10,600,077 0,107
IB 87 10,47
ITA+IIB 22 10,36

Factor T Tlp 30 10,6 |0,018 0,046
T2p 104 | 0,44

Histologia Escamoso 90 |0,5410,13 0,166
Adenocarcinoma o células | 40 | 0,33
grandes

Tamaiio tumoral 0-3cm 42 10,62 10,01 0,04
3-5cm 53 10,43
>5cm 39 10,38

Diferenciacion celular | Menor y moderada 105 | 0,45 | 0,06 0,17
Mayor 29 10,59

Afectacion de pleura | Ausente 101 | 0,52 | 0,009 0,02

visceral Presente 33 10,33

Clasificacion Nq NO 112 | 0,50 | 0,26 0,19
NI 22 10,33
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Tabla XII (continuacion)

Analisis pronostico univariante

Variables TNM
VARIABLE Resultado | n S5 Wilcoxon | Log
rank
Atelectasia/neumonitis 1 106 0,45 0,39 0,59
obstructiva parcial 3 27 0,46

S5: Probabilidad de supervivencia a los 5 afios
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Tabla XIII

Analisis prondstico univariante

Variables clinicas y analiticas

VARIABLE Resultado n’° | S5 | Wilcoxon | Log
rank
Comorbilidad Ausente 55 10,51 10,17 0,18
Presente 79 | 0,46
Demora quirirgica < mediana 59 10,58 | 0,002 0,003
>/= mediana 62 |0,39
Morbilidad postoperatoria Ausente 79 10,44 0,61 0,99
Presente 55 10,53
Indice masa corporal < mediana 67 |0,511 0,49 0,35
>/= mediana 67 |045
Edad < mediana 59 10,5110,34 0,29
>/= mediana 75 10,45
Tumor previo Ausente 108 | 0,51 | 0,083 0,104
Presente 26 |0,34
Fumador Ausente 68 |0,5110,77 0,74
Presente 66 | 0,44
Enfermedad coronaria Ausente 121 | 0,46 | 0,27 0,33
Presente 13 10,62
Enfermedad vascular Ausente 116 | 0,47 | 0,55 0,87
periférica Presente 18 10,56
Hipertension arterial sistémica | Ausente 99 10,53 0,07 0,007
Presente 35 10,34
Sindrome constitucional Ausente 36 |0,4710,82 0,84
Presente 96 | 0,48
Sexo Varon 123 10,50 | 0,42 0,25
Mujer 11 {0,27




Tabla XIII (continuacion)

Analisis prondstico univariante

Variables clinicas y analiticas

EPOC Ausente 93 10,53 0,048 | 0,021
Presente 41 0,37

Diabetes Mellitus Ausente 120 | 0,45 0,14 | 0,101
Presente 14 10,71

Estado clinico ECOG Bajo 29 1045 0,78 10,92
Alto 103 | 0,50

Hallazgo casual Ausente 85 10,52 0,55 0,42
Presente 47 10,40

Hemoglobina < mediana 61 |0,46 0,18 0,29
>/=mediana 72 10,49

Leucocitos < mediana 67 10,58 0,.008 | 0,029
>/= mediana 67 |0,37

Polimorfonucleares < mediana 67 10,51 0,706 | 0,8
>/= mediana 67 |0,45

Albumina < mediana 59 10,39 0,042 | 0,042
>/= mediana 63 |0,56

indice acumulado paquetes / afio | < mediana 65 048 0,78 | 0,88
>/= mediana 69 |0,48

Grado disnea Bajo 83 10,48 0,85 ]0,51
Alto 49 10,47

S5: Probabilidad de supervivencia a los 5 afios




Tabla X1V

Analisis prondstico univariante

Marcadores moleculares

VARIABLE Resultado n S5 Wilcoxon Log rank

CiclinaA negativo 32 0,44 0,55 0,65
positivo 102 0,49

CiclinaB1 negativo 106 0,48 0,99 0,89
positivo 26 0,50

CiclinaD1 negativo 75 0,45 0,24 0,405
positivo 55 0,53

Ciclina E negativo 78 0,47 0,99 0,99
positivo 54 0,50

Cdk2 negativo 48 0,50 0,24 0,29
positivo 84 0,46

Cdko6 negativo 82 0,49 0,83 0,46
positivo 48 0,46

pl6B negativo 117 0,50 0,011 0,017
positivo 16 0,25

p21 negativo 83 0,48 0,81 0,68
positivo 49 0,49

p27 negativo 84 0,54 0,082 0,054
positivo 44 0,34

RB negativo 34 0,32 0,026 0,048
positivo 98 0,54

Ki67 negativo 57 0,56 0,064 0,15
positivo 77 0,42

pS3 negativo 62 0,40 0,45 0,35
positivo 70 0,54

Mdm?2 negativo 120 0,49 0,95 0,66
positivo 11 0,36

Bcl2 negativo 113 0,50 0,18 0,41
positivo 19 0,42




Tabla XIV (Continuacion)

Analisis pronostico univariante

Marcadores moleculares

Caspasa 3 negativo 94 0,45 0,11 0,19
positivo 35 0,60

Survivina ¢ negativo 106 0,49 0,46 0,79
positivo 6 0,50

Survivina_n negativo 92 0,50 0,23 0,38
positivo 39 0,44

NFKB ¢ negativo 51 0,51 0,48 0,59
positivo 77 0,48

NFKB n negativo 44 0,50 0,36 0,52
positivo 66 0,45

Fas negativo 118 0,47 0,06 0,061
positivo 10 0,70

B catenina n negativo 125 0,49 0,32 0,32
positivo 8 0,38

E cadherina negativo 102 0,47 0,95 0,78
positivo 30 0,53

Aktp negativo 115 0,49 0,71 0,51
positivo 18 0,44

mTORp negativo 64 0,41 0,074 0,194
positivo 66 0,56

EFGR negativo 90 0,48 0,67 0,60
positivo 40 0,48

COX-2 negativo 6 0,50 0,78 0,81
positivo 113 0,47




Tabla XIV (Continuacion)

Analisis prondstico univariante

Marcadores moleculares

Cdcéc negativo 79 0,48 0,39 0,38
positivo 47 0,47

Ps6 negativo 83 0,45 0,17 0,1
positivo 43 0,56

Lkbl negativo 20 0,40 0,94 0,89
positivo 104 0,48

Ttfl negativo 115 0,49 0,30 0,35
positivo 18 0,39

P63 negativo 78 0,44 0,22 0,35
positivo 51 0,55

vyCP4 negativo 98 0,48 0,94 0,98
positivo 35 0,50

herceptest negativo 130 0,47 0,60 0,38
positivo 2 0,50

S5: Probabilidad de supervivencia a los 5 afios




Tabla XV
Analisis prondstico univariante

Marcadores de actividad mitocondrial

VARIABLE Resultado n S5 Wilcoxon | Log rank

B-F1-ATPasa i leve y moderada 56 0.36 0.07 0.14
fuerte 72 0.53

Hsp60 i leve y moderada 58 0,41 0,81 0,99
fuerte 67 0,48

GADPH i leve y moderada 87 0,47 0,37 0,55
fuerte 30 0,50

PKi leve y moderada 65 0,51 0,94 0,91
fuerte 63 0,54

B-F1-ATPasaX <que la mediana 65 0,39 0,64 0,39
> que la mediana | 64 0,51

Hsp60X <que la mediana 57 0,47 0,91 0,87
> que la mediana | 69 0,43

GADPHX <que la mediana 64 0,50 0,91 0,89
> que la mediana | 64 0,47

PKX <que la mediana 49 0,43 0,5 0,41
> que la mediana | 81 0,51

ICBB <que la mediana 55 0,49 0,35 0,5
> que la mediana | 55 0,42

Indice BEC <que la mediana 61 0,41 0,74 0,73
> que la mediana | 64 0,48




Tabla XVI

Variables seleccionadas (p<0,3) para el estudio multivariante (particion recursiva)

GRUPO A
Variable Resultado n° SS Wilcoxon Log
rank

Factor T Tlp 30 0,60 0,018 0,046
T2p 104 | 0,44

Histologia Escamoso 90 0,54 0,13 0,166
Adenocarcinoma o | 40 0,33
células grandes

Tamaiio tumoral 0-3cm 42 0,62 0,01 0,04
3-5cm 53 0,43
> 5cm 39 0,38

Diferenciacion Menor o moderada | 105 | 0,45 0,06 0,17

celular Mayor 29 0,59

Afectacion de Ausente 101 | 0,52 0,009 0,02

pleura visceral Presente 33 0,33

Clasificacion Nq NO 112 | 0,50 0,26 0,19
N1 22 0,33

Estadio TNM IA 25 0,60 0,077 0,107
1B 87 0,47
ITA+IIB 22 0,36




GRUPO B

Comorbilidad ausente 55 0,51 0,17 0,18
presente 79 0,46

Demora < mediana 59 0,58 0,002 0,003

quirurgica >/= mediana 62 0,39

Edad < mediana 59 0,51 0,34 0,29
>/= mediana 75 0,45

Tumor previo ausente 108 | 0,51 0,083 0,104
presente 26 0,34

HTA ausente 99 0,53 0,07 0,007
presente 35 0,34

Sexo varon 123 10,50 0,42 0,25
mujer 11 0,27

Epoc ausente 93 0,53 0,048 0,021
presente 41 0,37

Diabetes ausente 120 | 0,45 0,14 0,101
presente 14 0,71

GRUPO C

Hemoglobina < mediana 61 0,4 0,18 0,29
>/= mediana 72 0,49

Leucocitos < mediana 67 0,58 0,008 0,029
>/= mediana 67 0,37

Albtimina < mediana 59 0.39 0,042 0,042
>/= mediana 63 0.56

GRUPO D

Cdk2 negativo 48 0,50 0,24 0,29
positivo 84 0,46

pl16B negativo 117 | 0,50 0,011 0,017
positivo 16 0,25

p27 negativo 84 0,54 0,082 0,054
positivo 44 0,34
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RB negativo 34 0,32 0,026 0,048
positivo 98 0,54

mTORp negativo 64 0,41 0,074 0,194
positivo 66 0,56

Ki67 Negativo 57 0,56 0.064 0,15
positivo 77 0,42

Caspasa 3 negativo 94 0,45 0,11 0,19
positivo 35 0,60

FAS negativo 118 | 0,47 0,06 0,061
positivo 10 0,70

Psé6 negativo 83 0,45 0,17 0,1
positivo 43 0,56

GRUPOE

B-F1-ATPasa i leve y moderada 56 0,36 0,07 0,14

fuerte 72 0,53
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Tabla XVII

Seleccion de variables en el analisis multivariante, y el espectro de probabilidades

de supervivencia a 5 afios.

Grupo Variables seleccionadas Area bajo la curva | Supervivencia a 5
C-index (IC 95%) | aiios,valores
extremos

A Afectacion de pleura visceral, Tp, | 0,58 (0,5-0,66) 0,41-0,62
Ng, tamafo tumoral,
diferenciacion celular, histologia,
Estadio quirurgico-patoldgico

B Sexo, edad, demora, HTA, DM | 0,68(0,58-0,77) 0,31-0,71
tipo 2, comorbilidad previa, EPOC,
tumor previo,

C Leucocitos, hemoglobina, albumina | 0,60 (0,51-0,68) 0,37-0,58

D CDK2, pl6, p27, RB, ki67, | 0,66(0,56-0,75) 0,28-0,62
caspasa-3, FAS, mTORp

E B-F1-ATPasa 0,57(0,48-0,65) 0,38-0,54
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Tabla XVIII

Comparacion de area bajo la curva ROC para cada grupo de variables en relacion

con el modelo pronéstico conjunto

2**

Grupo C-Index, area bajo | DS* R Valor p***
la curva ROC

A 0,58 0,042 0,048 0,005

B 0,68 0,049 0,14 0,32

C 0,60 0,044 0,05 0,05

D 0,66 0,049 0,12 0,077

E 0,57 0,044 0,03 0,01

Grupo 0,72 0,045 0,20

conjunto

* Desviacion estandar

** R2 Nalgerkerke

*#% Comparacion del C-index del Modelo Muldidimensional con el de los grupos A, B,

CD,E
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Tabla XIX

PERFIL PRONOSTICO GENERAL DE LOS MM-MTe

VARIABLE | Wilcoxon- Log Significado Coincidente con la
Gehan rank literatura

CiclinaA 0,55 0,65 No significativo

CiclinaB1 0,99 0,89 No significativo

CiclinaD1 0,24 0,405 No significativo

Ciclina E 0,99 0,99 No significativo

Cdk2 0,24 0,29 No significativo

Cdk6 0,83 0,46 No significativo

pl6B 0,011 0,017 Negativo No

p21 0,81 0,68 No significativo

p27 0,082 0,054 Negativo *

RB 0.026 0.048 Positivo Si

Ki67 0.064 0.15 Negativo Si

pS3 0.45 0.35 No significativo

Mdm?2 0.95 0.66 No significativo

Bcl2 0.18 0.41 Negativo *

Caspasa_ 3 0.11 0.19 Positivo Si

Survivin ¢ 0.46 0.79 No significativo

Survivin_n 0.23 0.38 No significativo

NFKB ¢ 0.48 0.59 No significativo

NFKB n 0.36 0.52 No significativo

FAS 0.06 0.061 Negativo No

B catenina n | 0.32 0.32 No significativo

E cadherina | 0.95 0.78 No significativo

Aktp 0.71 0.51 No significativo

mTORp 0.074 0.194 Positivo *

EFGR 0.67 0.60 No significativo
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Tabla XIX(continuacion)

PERFIL PRONOSTICO GENERAL DE LOS MM-MTe

COX-2 No significativo
herceptest | 0.60 | 0.38 | No significativo
Cdcée 0.39 | 0.38 | No significativo
Ps6 0.17 | 0.1 | Positivo

Lkbl 0.94 | 0.89 | No significativo
Ttfl 0.30 | 0.35 | No significativo
P63 0.22 | 0.35 | No significativo
yCP4 0.94 | 0.98 | No significativo

Significado pronoéstico positivo: Cuando existe mas supervivencia en el

grupo de mayor expresion del marcador.

Significado negativo: Cuando existe menos supervivencia en el grupo de

mayor expresion del marcador

*Datos contradictorios

108



Tabla XX:

Validacion interna del modelo final:

_ Rendimiento | Rendimiento | Rendimiento | Optimismo Renchmwnto
n=134 aparente Bootstra del test (1) | esperado (2) corregido por ¢l
P P p optimismo (3)
ROC 0.7039 0.6298 0.0741
area | 7202 (0.042) (0.032) (0.032) 0.6521
2 o 20.41% 5.63% 14.77% o
R 20.30% (7.12%) (3.90%) (7.29%) 3:33%

Resultados del muestreo Bootstrap para toda la serie de datos (n=134). En la tabla se
refleja la media y desviacion standard, calculadas mediante la realizacion de mil
repeticiones “bootstrap”.

1-

El rendimiento del test se definié como el rendimiento de los modelos del
bootstrap cuando se aplicaban a la poblacidn original.
2- El optimismo esperado fue calculado como la diferencia entre el rendimiento
del bootstrap y el rendimiento del test.

3- El método bootstrap permite obtener el rendimiento corregido por el
optimismo, que se calcula restando el optimismo esperado del rendimiento

aparente.
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FIGURAS:

Figura 1

Expresion grafica de las vias moleculares de accion en cancer

APOPTOSIS CICLO CELULAR TRANSDUCCION
SENALES

* En circulos se expresan alguno de los marcadores moleculares incluidos en el estudio.
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Figura 2

Marcadores moleculares del ciclo celular
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Figura 3

Marcadores moleculares de apoptosis
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Figura

4

Area bajo la curva para cada grupo de variables.

Sensitivity
0.50 0.75 1.00

0.25

0.00

I I
0.00 0.25

I
0.50
1-Specificity

I
0.75

1.00

Rojo: Modelo Multidimensional

Gris: Grupo A: Variables relacionadas con la extension anatémica del tumor

(TNM)

: Variables clinicas

Verde: Grupo C: Variables analiticas

Azul: Grupo D: Marcadores moleculares

Rosa: Grupo E: Factores de actividad mitocondrial
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Figura SMODELO MULTIDIMENSIONAL

DIABETES

MELLITUS

Presente
n=14 Alsente
§571,4%

TAMARNO
TUMORAL

EXPRESION
p27

Positivo

n=15

Negativo

=

S5=40% $5=72.3%

DEMORA
(mediana)

TAMANO

3-5cm 25cm
n=18 n=13

5$5=67% S$5=41%

S5: Probabilidad de supervivencia a 5 afos; para explicacion, ver texto
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Figura 6

Supervivencia global para ramas terminales con supervivencia similar del modelo

conjunto.

Distribucidn de Supervivencia Global

1.00

T

0.75

l

0.50

0.25

0.00

Curva roja (n=55): grupo con pacientes con supervivencia a los 5 afios del 71%, son
aquellos que padecen de diabetes mellitus, NO presentan expresion de p27, y el
tamafio es de 3-5cm

Curva azul (n=33): grupo con pacientes con supervivencia a los 5 afios del 41%, son
aquellos que presentan expresion de p27 y el tamafo tumoral es > Scm

Curva verde (n=45): grupo con pacientes con supervivencia a los 5 afios del 26% que

corresponde a los pacientes con mayor demora mediana
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