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Bases teoricas

Embriologia traqueal,
bronquial y pulmonar

Primera a cuarta semana
del desarrolio

El desarrollo del ser humano durante las épocas embrionaria y fetal se carac-
teriza por una rapida y constante replicacion celular. Ademas, se produce una
progresiva diferenciacién desde células pluripotenciales hasta células alta-
mente especializadas. A continuacién se explica brevemente el desarrollo del
embrién, centrdndonos en el desarrollo de aquellos grupos celulares que deri-
varan en los érganos vy tejidos del cuerpo humano; otros grupos celulares que
forman los anejos (placenta, etc.) se desarrollan paralelamente.

El zigoto, resultado de la fecundacion, se segmenta generando muchas células
de menor tamafio que conforman la mérula a los tres dias del desarrollo. El
cuarto dia del desarrollo se genera el blastocisto, con dos grupos celulares, una
capa externa llamada trofoblasto y una masa celular interna que dara lugar al
embridn, el embrioblasto. En la segunda semana del desarrollo, el embrioblasto
se diferencia en dos grupos celulares, el epiblasto y el hipoblasto, que adoptan
la forma de un disco; es el disco germinativo bilaminar.

A partir de la tercera semana del desarrollo, dia 15, se produce la gastrulacion.
La gastrulacién es el proceso formativo de las tres capas germinativas a partir
del disco bilaminar, exactamente a partir del epiblasto. Cuando se inicia la gas-
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Embriologia traqueal, bronquial y pulmonar
Primera a cuarta semanadel desarrollo

trulacién, en el epiblasto se forma un engrosamiento lineal de células, la estria
primitiva. A partir de la estria primitiva, células del epiblasto se invaginan para
generar primero el endodermo y luego también el mesoblasto-mesodermo. Las
células epiblasticas que no se diferenciaran en mesodermo ni endodermo con-
formaran el ectodermo. Estas tres capas: ectodermo, mesodermo y endodermo,
originaran todos los tejidos del cuerpo humano y constituyen en estos mo-
mentos el disco germinativo trilaminar como organizacion del embriéon(1,2). En
este proceso hay una transicion entre las caracteristicas de células epiteliales
a caracteristicas de células mesenquimales; es lo que en la carcinogénesis se
denominara transicion epitelial-mesenquimal (EMT). El mesodermo (especifi-
camente el cordomesodermo) formara la notocorda, la estructura axial del em-
brién que servird de guia en el crecimiento y pliegue del mismo. La notocorda
estimulard el ectodermo para formar la placa neural, que originard el tubo neu-
ral y el sistema nervioso central.

En estos momentos, hay un intenso trafico celular, hecho que también se re-
petird en otros periodos del desarrollo. Se asume que estos intercambios ce-
lulares, entre capas vy localizaciones, se realizan con total precisién, sin error.
Pero estos reordenamientos celulares nos pueden llevar a pensar facilmente
que puede haber error, que células del endodermo podrian quedar atrapadas
alrededor de mesodermo.

Los extremos laterales del disco embrionario crecen a mayor velocidad que el
eje longitudinal y eso provoca que el embrién empiece a plegarse, es el proce-
so de la delimitacion. El pliegue lateromedial forma un cilindro uniéndose los
extremos del disco embrionario en la linea media anterior; asi el embrién se
recubre totalmente por ectodermo, salvo en el punto donde emergera el cordon
umbilical, y formara un cuerpo cerrado o tronco, con una cavidad Unica o cavi-
dad celomatica(3). No obstante, el eje longitudinal también crece, de manera
que el pliegue craneocaudal de los extremos craneal y caudal en sentido ven-
tral forma los pliegues cefalico y caudal del cilindro. Este movimiento arrastra y
aumenta el volumen de la cavidad amnidtica. El desarrollo del pliegue cefélico
implicara el prosencéfalo, el mesencéfalo y el rombencéfalo asi como la forma-
cion de los arcos branquiales y las bolsas faringeas.

Todos estos movimientos mientras crece el embrién provocan que se constrifia
la region yuxtaembrionaria de la vesicula umbilical (o saco vitelino o lecitocele
secundario) y se incorpore al embrién un tubo recto de endodermo siguiendo el
eje longitudinal del embrién y de la notocorda. Este tubo es el intestino primi-
tivo y se comunica a través del canal vitelino (o conducto onfalomesentérico)
con la saco/vesicula vitelina. El intestino primitivo se divide en tres regiones: el
intestino primitivo anterior o faringeo, el medio y el posterior(4).
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El desarrollo de la laringe, la traquea, el arbol bronquial y los pulmones se inicia en
la cuarta semana del desarrollo, alrededor del dia 28, con la formacién del surco
laringotraqueal. Este surco se localiza caudal a las cuartas bolsas faringeas, en la
linea media ventral del intestino primitivo anterior (faringe primitiva), que esta
tapizado por endodermo. El surco laringotraqueal se evagina para formar, al final
de la cuarta semana v principios de la quinta, una bolsa llamada diverticulo res-
piratorio o laringotraqueal, situada ventralmente al intestino anterior primitivo.
La diferenciacion de las células endodérmicas del intestino anterior primitivo en
células epiteliales de tipo respiratorio va asociada a moléculas como el factor de
transcripcion tiroideo 1 (thyroid transcription factor 1, TTF-1), factor nuclear de
los hepatocitos 3 (hepatocyte nuclear factor 33, HNF3B), GATA6 (GATA binding
protein 6), miembros de la familia de los dedos de zinc, receptores del acido reti-
noico y genes del dominio homeobox (HOX)(5).

Este diverticulo crece caudalmente, se reviste de mesénquima visceral y forma
un tubo recto -tubo laringotraqueal- que termina en un fondo de saco en su
extremo caudal, la yema respiratoria. Este tubo formard la trdquea y se separa
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de la faringe, manteniendo comunicacion con ella por su extremo craneal, el
primordio de la entrada a la laringe. También se separa del esbozo del eséfago
mediante unos pliegues traqueoesofagicos de mesodermo que se unen entre
si para formar el tabique traqueoesofagico (quinta semana del desarrollo). El
interior del diverticulo y del tubo laringotraqueal esta formado por endodermo
y externamente estara rodeado por mesodermo(1,2).

Embriologia del arbol
traqueobronquial

El tubo laringotraqueal, a las 10 semanas, estd diferenciado en epitelio, cartila-
go vy tejido conjuntivo embrionario. A las 11 semanas, el endodermo ha origina-
do ademads glandulas traqueales, mientras que el mesodermo ha originado los
esbozos de los anillos cartilaginosos y el musculo traqueal.

La yema respiratoria o pulmonar se divide en dos yemas, las yemas bronquiales
primarias, que daran lugar a los bronquios principales. Estas se alargan durante
la quinta semanay protruyen lateralmente en la hoja de mesodermo esplacnico
(esplacnopleura) de los conductos pericardioperitoneales derivados del celoma
intraembrionario (primordios de las cavidades pleurales)(3). Posteriormente,
los pliegues pleuroperitoneal y pleuropericardico separan las futuras cavida-
des pleural, pericardica y peritoneal(6). Las yemas bronquiales primarias se
vuelven a dividir originando las yemas bronquiales secundarias, que daran los
bronquios lobares o lobulares. Estas divisiones se irdan sucediendo hasta 24 ge-
neraciones para originar todo el arbol bronquial. Durante la séptima semana se
empiezan a formar los bronquios segmentarios y alrededor de ellos se dispone
mesénquima con esplacnopleura alrededor; esto determinara los segmentos
pulmonares. A las 24 semanas, se han producido 17 divisiones y han aparecido
los bronquiolos respiratorios. El endodermo dara el epitelio y las glandulas y el
mesodermo dara el cartilago, el musculo, el tejido conjuntivo, las arterias bron-
quiales y los capilares derivados de la arteria pulmonar y las venas pulmonares.

Biologia molecular
de la embriogénesis
del arbol traqueal y bronquial

Este desarrollo traqueal y bronquial esta determinado por una compleja interac-
cién de proteinas a nivel de la yema pulmonar, entre endodermo y mesodermo.
Las inducciones pueden ser mas o menos especificas, reservando un papel fun-
damental a la respuesta de la célula respondedora. Ademds, muchas de estas
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interacciones/inducciones se producen de manera secuencial para asegurar un g;ﬁ:?ésﬁs;rggl”o
desarrollo equilibrado de estructuras complejas. La cercania entre las células | bronquialy parénaima
inductoras y respondedoras permite toda esta compleja diferenciacion. Se han Z;gzg”ea%gru‘;i”;;'a
expuesto teorias que implicaban también la relacién temporal como un factor ‘
clave en la interaccion entre estructuras; sélo se podian producir determinadas

interacciones durante un periodo determinado de tiempo. Los actuales hallaz-

gos en relacién a la transicion epitelial-mesenquimal que se estan presentando

en la literatura ponen en duda esta presencia de ventanas temporales. En el

adulto, estas vias estan implicadas en el mantenimiento de las células madre,

en las respuestas celulares a la lesién y en la carcinogénesis. A continuacion

exponemos los genes y proteinas que intervienen en las vias principales de la

embriogénesis traqueobronquial.

FGFRZ2,
fibroblast growth factor receptor 2

La familia del FGFR son receptores de membrana celular de tipo tirosina-quinasa
(RTKSs), como el EGFR (epidermal growth factor receptor), el MET (MET proto-on-
cogene, receptor tyrosine kinase), el AXL (AXL receptor tyrosine kinase), el IGFR1
(insulin growth factor receptor 1), el ALK (anaplastic lymphoma receptor tyrosine
kinase) o el ROS (ROS proto-oncogene 1, receptor tyrosine kinase). Como todos los
receptores tirosina-quinasa, los FGFR estan formados por un dominio extracelular
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que se une al ligando, un dominio Unico transmembrana y un dominio citoplasmati-
co que incluye la region tirosina-quinasa y una serie de secuencias reguladoras. €l
dominio extracelular esta formado por dos o tres regiones similares a inmunoglo-
bulinas (/g-like domains: D1, D2, D3). Existen cuatro tipos de FGFR: el FGFR1, 2, 3
v 4. A suvez, los FGFR1-3 presentan dos subtipos: by c.

El gen FGFRZ se encuentra en el cromosoma 10, exactamente en la regién 10q26
y estd formado por 21 exones. Los subtipos b y ¢ se forman como resultado de la
transcripcion (splicing) alternativa y mutualmente excluyente de dos exones. La ma-
yoria de autores describen que la transcripcién alternativa se produce entre los exo-
nes 8 6 9. El exdn 7 codifica la mitad N-terminal del dominio D3 (a), mientras que los
exones 8 6 9 codifican la mitad C-terminal D3 (b 6 c), unos 50 aminodcidos. El exén
8 codifica la regién “b", mientras que el exén 9 codifica la regién “c"(7-10). Otros au-
tores se posicionan a favor de la transcripcién alternativo de los exones 9y 10(11).

DTM Dominio PTK

DTM ’_ Dominio PTK

Esta diferencia en la transcripcién es crucial, porque la isoforma FGFR2b (FG-
FR2-llb 6 KGFR, keratinocyte growth factor receptor) se expresa en células
epiteliales -endodermo embrionario-, mientras que la isoforma FGFR2c (FG-
FR2-lllc o BEK -fibroblast growth factor receptor, partial) se codifica en cé-
lulas mesenquimales(8). Durante la embriogénesis, desde la gastrulacién, se
expresan los dos subtipos. No obstante, hasta el inicio de la organogénesis las
diferencias eran mds cuantitativas que de localizacién; la expresién de ambos
subtipos se encuentra en similares localizaciones, aunque la FGFR2b es mas
intensa. En cambio, con el progreso de la organogénesis, FGFR2b y FGFR2c se
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diferencian en su localizacién: el FGFRZ2b se encuentra sobretodo en el ecto-
dermo de superficie y en el epitelio de los érganos, mientras que FGFR2c se
encuentra en el mesénquima(7,11). Las circunstancias que condicionen una
diferente concentracion de factores de transcripcién a favor de FGFR2b 6 FG-
FR2c incidirdn también en esta especificidad tisular.

Las proteinas FGF (fibroblast growth factor), los ligandos, estaran implicadas en
este proceso de especificidad-diferenciacién, ademds de implicarse en la prolifera-
cién y la migracion celular. La interaccion FGF-FGFR2b se expresa en el estdmago
del feto promoviendo el desarrollo del epitelio glandular, en la yema cecal para
producir la invasion del epitelio en el mesénquima cecal, en el ectodermo de su-
perficie para promover la formacion y el crecimiento de las extremidades o en las
neuronas vestibulares y pontinas, los axones de las cuales se dirigen a la capa gra-
nulosa de la sustancia gris del cortex cerebeloso atraidos por el FGF22 (fibroblast
growth factor 22) producido por las células granulosas, para producir la sinapsis.
En la mayoria de 6rganos vy tejidos donde FGFRZ2Db interviene en la morfogénesis,
éste se une con FGF10 (fibroblast growth factor 10), producido en el mesodermo.
El receptor FGFR2b no sélo se une con la proteina FGF10, si no también con FGF1,
3,7y 22.De hecho, lainteraccién FGFR2b-FGF7 estd implicada en la via del wound
healingy la reparacién de la mucosa de los tejidos adultos.

Algunas células progenitoras secretoras de FGF10 persisten tras el nacimiento
y en el adulto, mientras que el FGFR2b se expresa en el epitelio gastrointesti-
nal, en el epitelio glandular mamario, en el urotelio y en los queratinocitos de
la epidermis(11).

FRSZ2, fibroblast growth
factor receptor substrate 2

FRSZ2 es una proteina de 508 aminodacidos implicada en las cascadas de FGFR,
NGFR (nerve growth factor receptor), PDGFR (platelet-derived growth factor
receptor), BDNFR (brain-derived neurotrophic factor receptor), GDNFR (glial de-
rived neurotrophic factor receptor) o VEGFR (vascular endothelial growth factor
receptor), cuyo gen se encuentra en el cromosoma 12ql5(12). FRS2 presenta
en el extremo N-terminal una secuencia miristilada que serd importante para el
anclado de la proteina a la membrana y un dominio de union fosfotirosina (PTB,
phosphotyrosine binding domain)(13) al cual se unen determinados péptidos de
ciertos receptores tirosina quinasa con o sin residuos tirosina fosforilados(14).
En el extremo C-terminal, se aprecian varias regiones para la fosforilacién de tiro-
sinas, 4 lugares de unién de la proteina reguladora GRB2 (growth factor receptor
bound protein 2) y 2 de la tirosina fosfatasa SHP2 (Shatterproof 2; PTPN11:
protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 11).

En nuestro caso, FRS?Z inactivo se encuentra anclado en la membrana celular
y unido al FGFR como proteina de acoplamiento. La unién del ligando (FGF) al
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receptor (FGFR2b) y su posterior dimerizacién provocan la fosforilacién de tirosi-
nas de FRS2 y la aparicién de los 6 sitios de unién de FRS2(15). La fosforilacion
de FRSZ atrae a GRBZ2 y también a SOS (son of sevenless) y activa fundamen-
talmente 3 cascadas intracelulares: RAS (rat sarcoma viral oncogene homolog)/
MAPK (mitogen activated protein kinases), PIK3 (phosphoinositide 3-kinase)l
AKT (v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1) y la cascada de SRC
(SRC proto-oncogene non receptor tyrosine kinase). FRS2 también modula la via
MAPK-ERK (mitogen-activated protein kinase 1) y PIK3/AKT a través de SHP2.

Dado que realiza una accion clave en la via del FGFR, puede integrar sefales
activadoras o inhibidoras de otras proteinas reguladoras (SPRY2 - sprouty 2-,
CBL -casitas B-lineage proto-oncogene, E3 ubiquitin protein ligase-) o protei-
nas de la misma via activada (MAPK), fosforilando FRS2 en residuos treonina.
Se ha evidenciado ademds que FRS?2 participa activando otras vias intracelu-
lares una vez activada, de manera que se establece una red activadora intra-
celular e incluso inhibidora entre las diversas vias, implicando, por ejemplo la
via del EGFR.

FRSZ2 se encuentra abundantemente en el pulmdn, cerebro, rifién, ovario y tes-
ticulos(13). Presenta un rol importante en la embriogénesis; los ratones FRS2
knock-out no progresan en su desarrollo debido a problemas en la gastrulacién
(12,14). Otras mutaciones provocan malformaciones cardiacas en los ventriculos
(15), alteraciones en la inervacion y del cuerpo carotideo, de los ganglios simpa-
ticos, del ojo o del cértex cerebral, donde presenta una funcién preservadora de
progenitores neurales y de neurogénesis. En los derivados del endodermo, tam-
bién se aprecian malformaciones tiroideas, paratiroideas o del timo(16).

SHPZ2, shatterproof 2 (PTPN11,
protein tyrosine phosphatase,
non-receptor type 11).

Shatterproof 2 (SHP2), también llamada protein tyrosine phosphatase, non-re-
ceptor type 11 (PTPN11), codificada por el gen PTPN11, es una tirosina fos-
fatasa (PTPs, protein tyrosine phosphatases) implicada en la regulacién de
receptores tipo tirosina quinasa y de matriz extracelular.

Las tirosinas fosfatasas tradicionalmente se han descrito como reguladores ne-
gativos de las acciones activadoras de la cascada de las tirosinas quinasas. Den-
tro de las tirosinas fosfatasas se puede destacar PTEN (phosphatase and tensin
homolog), uno de los genes supresores de tumores mas frecuentemente muta-
dos en las neoplasias. No obstante, otras PTPs se han evidenciado activadoras
de sefial, cooperando con las PTKSs (protein tyrosine kinases) propagando o pro-
longando la sefial activadora, potenciando la proliferacién celular y regulando la
supervivencia celular(17) a través de la fosforilacién de residuos tirosina.
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La proteina SHP2 esta formada por dos dominios SH2 (SRC homology 2) N-ter-
minales, un dominio catalitico PTP, un dominio C-terminal con lugares de fos-
forilacién de tirosinas y un motivo rico en prolina(18,19). En reposo, el dominio
N-SHZ2 esta acoplado al dominio PTP, autoinhibiendo la actividad del mismo. La
unién con la regién BTAM (bisphosphoryl tyrosine-based activation motif) de
GAB1 (GRBZ-associated binding protein 1) o con proteinas acopladoras a los
dominios SH2 cambia la conformacién a una abierta y activa. En un segundo
paso, PTKs fosforilan los residuos Y62 y Y63 de SHP2, que ayudan a estabilizar
la conformacion activa. Por tanto, la fosforilacion de Y62 y Y63 se podria usar
como marcador de activacion de SHP2(17).

La proteina SHPZ2 es necesaria para la activacién completa de la cascada RAS-ERK
(MAPK1). Segln el receptor o el tipo celular, SHP2 activa o inhibe la activacion
de PI3K-AKT, la actividad RHOD (RAS homolog family member D), NFKB (nuclear
factor kappa B), NFAT (nuclear factor of activated T-cells), JAK (janus kinase),
STAT3 [signal transducer and activator of transcription 3 (acute-phase response
factor)] o JNK (mitogen activated protein kinase 8, MAPK8)(20). Esta variedad de
acciones las realiza uniéndose a través de los dominios SH2 a los receptores de
crecimiento PGFR (platelet growth factor receptor), FRS (fibroblast growth factor
receptor substrate) y a proteinas GAB (GRBZ2-associated binding protein)(18).

En células madre, SHP2 se ha asociado a diferenciacion en las tres lineas celu-
lares y a proliferacién. Por otra parte, se ha asociado a una disminucién de la ca-
pacidad de autorenovacioén de la célula(21), que se realiza sin la participacién de
STAT3. En estas células madre, SHP2 también regula BMP4 (bone morphogene-
tic protein 4) y, en consecuencia, proteinas SMAD [mothers against DPP homo-
log (Drosophila)). €l balance entre las sefiales a favor y en contra de proliferacion,
autorenovacion y diferenciacion celular, coordinadas o moduladas por SHP2, con-
tribuye al cambio entre células pluripotenciales y células diferenciadas.

SHP?2 esta implicado en el Sindrome de Noonan (defectos cardiovasculares, cra-
neofaciales o neurocognitivos vy talla baja), Sindrome LEOPARD (Lentigino, ano-
malias en el Electrocardiograma, hipertelorismo Ocular, estenosis Pulmonar, Al-
teraciones genitales y Deafness-sordera-), su baja expresién se asocia a retraso
en el crecimiento y estd implicada en el desarrollo renal y de las génadas.

SHP?2 juega, por tanto, un papel importante en el crecimiento, en la transforma-
cion, la diferenciacion y la migracion celular(22,23).

SHH, sonic hedgehog

El endodermo también expresa el gen SHH (sonic hedgehog), localizado en el
cromosoma 7q36. SHH es un morfogen, un gen que codifica para una protei-
na que emigra extracelular a través de la proteina transmembrana dispatched
(DISP) y que difunde para generar un gradiente de concentracién; dependien-
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do de su concentracién presenta uno u otro efecto en las células. SHH tiene
dos formas, una N-SHH que es un mediador de vias intracelulares y C-SHH, que
presenta actividad proteasa.

SHH se une a PTCH1 (patched 1) y PTCH2 (patched 2), unos homologos de
receptor transmembrana que se encuentran en el endodermo o en el mesoder-
mo segun el momento del desarrollo, los cuales en estado inactivo reprimen un
receptor acoplado a proteina G, SMO (smoothened, frizzled class receptor). La
unién de SHH-PTCH provoca la activaciéon de SMO, lo cual provoca la entrada de
Ci (cubitus interruptus) y GUI (glioma associated oncogene family zinc finger 1)
al nucleoy su actuacién como activadores transcripcionales. En condiciones ba-
sales GLI estd unido a los microtuibulos con un complejo formado por Fu (fused)
y SuFu (supressor of fused). GLI1 (GLI family zinc finger 1) activado es un acti-
vador de la transcripcion, mientras que GLI2-3 (GL/ family zinc finger 2 and 3)
son activadores y represores de la transcripcion. SHH regula positivamente la
expresion de GLI1 y reprime la de GLI3. La disponibilidad de SHH para el 6rgano
diana dependera de la expresién de la HIP (hedgehog interacting protein), que
se encuentra en la superficie de la célula sensible a SHH(24-26).

SHH presenta un papel modulador del FGF10, inhibiendo la produccién en el
mesodermo, en consecuencia inhibiendo la produccién de células mesenquima-
les y endoteliales. La inhibicion selectiva en determinadas zonas de los esbo-
zos bronquiales permite modelar el patron espacial del arbol traqueobronquial.
No obstante, SHH también fomenta el crecimiento celular en el endodermo
bronquial (24,27,28) y del mesodermo esplacnico, ademds de mantener y ex-
pandir las células progenitoras durante el desarrollo.

Ademads de participar ampliamente en el desarrollo pulmonar, SHH también
participa en la formacién del tubo neural, de la glandula suprarrenal, del esque-
leto axial y las extremidades y en el intestino primitivo(29,30).

Via intracelular mediada por FGFR2b

La autofosforilacion de aminodcidos tirosina de proteinas o receptores como
FGFR o EGFR es el inicio de una cascada intracelular muy importante y un me-
canismo habitual en la génesis y el desarrollo de la neoplasia. En la embriogé-
nesis, la unidon FGFR2b-FGF10 promueve el desarrollo broncopulmonar.

La union con pares de FGF, sobretodo con FGF10 y FGF7, provoca la dimeriza-
cion del receptor FGFR vy la autofosforilacion de los residuos tirosina intrace-
lulares. Este dimero fosforilado fosforila a su vez a FRS2 y FRS3 (fibroblast
growth factor receptor substrate 3); FRS3 también se une a la porcién intrace-
lular yuxtamembrana del FGFR. Este complejo atrae GRBZ, flotilina-1 y SHP?2
para la fosforilacién de BTAM-GABL v la activacion de tres cascadas. Por una
parte, se unen a SOS y contindan la cascada RAS/MAPK estimulando la prolife-
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raciéon del endodermo vy la quimiotaxis hacia la fuente de FGF, en nuestro caso
FGF10, por otra parte la cascada de PI3K/AKT, promoviendo la supervivencia
celular, y finalmente la cascada de SRC.

En cuento a la cascada RAS/MAPK, la unién FGFR2b-FRS2/3-GRB2-S0S, tras-
forman la guanosina difosfato (GDP) de RAS en guanosina trifosfato (GTP) y
la activan. RAS se combina con RAF (proto-oncogene serine/threonine-protein
kinase) y esta ultima activa MAP3K (mitogen-activated protein kinase kinase
kinase) que activa MAP2K1 y 2 (MEK1 y 2: mitogen-activated protein kinase
kinase 1 and 2), las cuales activan MAPK3 (ERK1: mitogen-activated protein
kinase 3) y MAPK1 (ERKZ2: mitogen-activated protein kinase 1) y su translo-
cacion al nucleo, induciendo la expresiéon de ZEB1 (zinc finger E-box binding
homeobox 1) y controlando la transcripcién de C-MYC (v-myc avian myelocyto-
matosis viral oncogene homolog c). ERK ademas fosforila otros reguladores
citoplasmaticos vy nucleares implicados en el crecimiento, supervivencia, dife-
renciacion, motilidad y en la angiogénesis, tanto en el embrién, como en el feto
y en el adulto (31).

En cuanto a la cascada PI3K-AKT, existen 8 enzimas PI3K en los mamiferos,
agrupados en 3 clases. PI3K produce PIP, (phosphatidylinositol-3,4,5-tris-
phosphate) y activa AKT y MTOR2 (mechanistic target of rapamicin 2). AKT
inhibe TSC (tuberous sclerosis complex) que a su vez inhibia MTOR1 (mecha-
nistic target of rapamicin 1), activando MTORL. El resultado es la activacion
de varias proteinas, como MDM2 (MDMZ proto-oncogene, E3 ubiquitin protein
ligase), CREB (cAMP responsive element binding protein), que estan implica-
das en el control del ciclo celular, la resistencia a la apoptosis v la proliferacion
celular(32).

Por otra parte, el FGFR1, 2b, 3, 4 autofosforilado atrae PLCG1 (phospholipase
C, gamma 1), que activa PAP2 [MYB binding protein (P160) 1a)], DAG1 (dis-
troglycan 1, dystrophin associated glicoprotein) e IP3 (inositol 1,4,5-trisphos-
phate). DAG activa la cascada de PRKC (protein kinase C), mientras que IP3
induce la liberacidn del calcio del reticulo endoplasmatico para la activacién de
la cascada de la calmodulina-calcineurina-NFAT.

La via del FGFR también interacciona con las vias de MMTV (family with se-
guence similarity 89) y WNT (wingless-type MMTV integration site family),
NOTCH y SHH para mantener una correcta homeostasis en el desarrollo em-
brionario y fetal.

La activacion del FGFR2b también produce la expresion de algunas proteinas
de corte inhibidor en el endodermo, como SPRYZ2, SHH o BMP4. SPRY?2 interfie-
re en la cascada RAS/MAPK, inhibiendo el crecimiento y la migracién del endo-
dermo. Los productos de la expresidn de SPRY2 también inhiben el crecimiento
regulando FRS2 y SHP2. Finalmente, TWIST1 (twist family bHLH transcription
factor 1) se une a la regién promotora de FGFR2 y regulan su expresion.
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TGFB, transforming growth factor beta

La superfamilia de citoquinas de difusién extracelular TGFB (transforming
growth factor beta) incluye unos 40 miembros, entre ellos las proteinas BMP, y
estan implicadas en la proliferacion, diferenciacion, producciéon de matriz extra-
celular, motilidad y supervivencia celular.

Las TGFBy las BMPs forman dimeros que se unen a receptores serina-treonina
quinasa de tipo | y Il, de manera que el receptor tipo Il activa el tipo | fosfori-
Iandolo. El receptor tipo | activado fosforila proteinas R-SMAD, en el caso de
TGFB: SMAD2 (SMAD family member 2) y SMAD3 (SMAD family member 3);
en el caso de BMP: SMAD1, 5 vy 8 (SMAD family member 1, 5 and 8) y forman
un complejo heteromérico con SMAD4 (SMAD family member 4). Este complejo
se transloca al nucleo e interacciona con el DNA (deoxyribonucleic acid) en
regiones promotoras de genes, regulando su expresion. La regulacién de este
potente mecanismo/via intracelular se consigue con la fosforilacién y la ubiqui-
tinizacion.

La superfamilia TGFB presenta tres miembros implicados en el desarrollo pul-
monar: TGFB1, 2 y 3 (transforming growth factor, beta 1, 2 and 3). El TGFB1 se
expresa en el mesodermo e inhibe la expresion de FGF10. Esto es importante
en la ramificacién bronquial y en la génesis de la configuracién espacial final de
los bronquios vy pulmones. Por otra parte, impide la formacién de excesivas ye-
mas bronquiales en el tallo bronquial ya formado. En cambio, TGFB2 se expresa
en el epitelio distal de los pulmones y TGFB3 se expresa en el epitelio proximal,
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mesénquima v pleura. El TGFB3 tiene un papel destacado en la proliferacién
celular alveolar en los mecanismos de reparacion frente a la agresion(1,27,28).

Las BMPs presentan un dominio N-terminal, un prodominio y un dominio de
factor de crecimiento C-terminal. La via intracelular asociada a BMPs se com-
parte con otros miembros TGFBs y es la presentada anteriormente. Destacar
que cordina y nogina, regulan, por ejemplo, BMP4 y que otras rutas menos re-
levantes para BMP, pero también activadas, son ERK/MAPK, p38, NK, WNT,
NOTCH, calcio/calmodulina v JAK/STAT (signal transducer and activator of
transcription)(33).

Inicialmente, las BMPs se identificaron asociadas a la habilidad para generar
hueso en espacios fuera del esqueleto, pero actualmente se sabe que estan
implicadas en la proliferacién, la diferenciacién y la motilidad celular, sobreto-
do durante el desarrollo. Las BMPs estan implicadas en la determinacion de la
asimetria corporal derecha-izquierda y en la organogénesis. La produccion de
BMP4 esta estimulada durante la gastrulacién, en el endodermo(33) v en el
mesodermo. Esta ubiquidad confiere una doble accién activadora e inhibidora
del crecimiento endodérmico(28).

Biologia molecular
de la ramificacion bronquial

La ramificacién bronquial se produce por la accién conjunta y antagoénica de
la estimulacién FGF10 ~ FGFR2b y la inhibicién de BMP4 y SHH. La inhibicion
del crecimiento endodérmico se acompafia de la proliferacién mesenquimal y
la produccién de TGFBL1 por estas células, inhibiendo el FGF10 y facilitando
la sintesis de moléculas de la matriz extracelular, como la fibronectina o los
colagenos de tipo |, Il y IV. Esta inhibicién y depdsito de moléculas de matriz
extracelular estabiliza la punta y permite la proliferacién del endodermo en las
regiones laterales. Se generan dos nuevos centros de interaccion de sefiales
a cada lado del original, iniciandose un nuevo periodo de proliferacién, y asi
sucesivamente. WNT también esta implicado en este proceso. El proteoglica-
no sindecdn vy la proteina tenascina estabilizan las laminas epiteliales una vez
formadas, mientras que la epimorfina le confiere polaridad a la célula epite-
lial(1,27,28).

Maduracion puimonar

La maduracién pulmonar implica el desarrollo del parénquima pulmonar en cada
uno de los segmentos pulmonares delimitados por los bronquios segmentarios.
Incluye la formacién de bronquiolos, bronquiolos terminales, que son el final de
la porcién conductora de las vias respiratorias(34), bronquiolos respiratorios,
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conductos alveolares, sacos alveolares y alvéolos. Finalmente, también implica
la configuracién de la membrana alvéolocapilar, de los capilares y del sistema
linfatico pulmonar. Todo este proceso se divide en cuatro etapas: pseudoglan-
dular, canalicular, de los sacos terminales y postnatal.

Etapa pseudoglandular

La etapa pseudoglandular se extiende desde la semana 6 a la 16 y se carac-
teriza por la formacién de todos los elementos del parénquima pulmonar ex-
cepto las vias aéreas distales a los bronquiolos terminales, las que permiten el
intercambio de gases. En estos momentos, los pulmones son similares a una
glandula exocrina v las paredes de los bronquios estan tapizadas por un epi-
telio cubico.

Etapa canalicular

La etapa canalicular comprende las semanas 16 a la 26. En la semana 24 cada
bronquiolo terminal ha generado como minimo 2 bronquiolos respiratorios, los
cuales a su vez se dividen en 3-6 conductos alveolares; al final de esta etapa
se han generado algunos sacos terminales o alveolares y el feto podria respirar.
Se desarrolla la vascularizacién pulmonar y el epitelio es plano formando las
delgadas paredes de la via aérea distal existente.

Los segmentos craneales maduran a mayor velocidad que los caudales, moti-
vo por lo cual la etapa canalicular y pseudoglandular pueden coincidir.

Etapa de los sacos terminales

La etapa de los sacos terminales va desde la semana 26 hasta el parto. En este
periodo se incrementa el nimero de sacos alveolares y las células endodér-
micas de los sacos se aplanan y se diferencian en neumocitos tipo | vy tipo Il.
Estos dltimos empiezan a producir, en este periodo, el surfactante, mezcla de
proteinas y fosfolipidos que incluye la SFTPC (surfactant protein C). También

producen TTF-1. Se desarrolla la red de capilares y de vasos linfaticos.

Finalmente, en las ultimas 4 semanas del periodo fetal, se empiezan a formar
los alvéolos en los sacos alveolares y se consolida la intima relacién entre las
células endodérmicas alveolares v las células endoteliales de los capilares, for-
mando la membrana alvéolocapilar.
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Etapa alveolar

La etapa alveolar empieza en la semana 32 y es una etapa donde se desarro-
llan completamente los alvéolos y aumenta de forma progresiva el volumen
pulmonar. €En la semana 32 existen unos sacos analogos a los alvéolos con una
finas paredes de epitelio escamoso de manera que los capilares protruyen ha-
Cia la luz. Esto implica un gran adelgazamiento de la membrana alvéolocapilar y
la posibilidad de intercambio gaseoso, permitido por el surfactante que mantie-
ne abierta la luz alveolar. Con el desarrollo, estos sacos alveolares presentaran
abombamientos desde la luz que seran los futuros alvéolos. Aproximadamente
el 95% de los alvéolos maduros no se forman hasta después del parto, fruto
no tanto del incremento del tamafo alveolar, si no del aumento del nimero de
bronquiolos respiratorios y alvéolos que se produce a medida que el bebé y
el nifio crecen. Los alvéolos inmaduros son capaces de generar nuevos alvéo-
los primitivos por la invaginacion de septos de tejido conjuntivo. El desarrollo
alveolar queda cerrado a los 3 afios pero se prolonga afiadiendo poco a poco
nuevas unidades hasta los 8 afios. El recién nacido tiene unos 150 millones de
alvéolos primitivos que se duplicaran hasta los 300 millones que encontramos
a partir de los 8 afios de edad.

Paralelamente, el sistema linfatico de los pulmones y el corazén se esboza al
final de la etapa embrionaria y se completa al principio de la edad fetal. Los
plexos linfaticos paratraqueales aparecen a los 44 dias de gestacién (embridn
de 13 mm de longitud craneocaudal) y poco mas tarde aparecen los vasos lin-
faticos toracicos (embrién de 21 mm.). €l tejido linfatico aparece en embriones
de entre 33,5-42 mm. A pesar de que el primordio de los ganglios subcarinales
aparece en el embrién de 22 mm, los ultimos elementos en originarse son los
ganglios linfaticos, de forma que se aprecia tejido ganglionar linfatico en em-
briones de 69 - 70,5 mm y estan totalmente formados cuando el feto llega a
los 92 mm. Los vasos linfaticos, el tejido linfatico vy los ganglios linfaticos apa-
recen al mismo tiempo a nivel subcarinal, alrededor del bronquio lobar superior
derecho, en la ventana aortopulmonar y a nivel paratraqueal derecho (estos
Gltimos para corazén y pulmon)(5).

33



34

Embriologia traqueal, bronquial y pulmonar
Biologia molecular de la embriogénesis y maduracién pulmonar

Biologia molecular de la
embriogénesis y maduracion
pulmonar

SFTPC, surfactant protein C

SFTPC es una proteina cuyo gen se localiza en 8p21, se secreta por los neu-
mocitos tipo Il del alvéolo y presenta una gran capacidad hidrofébica. SFTPC,
por tanto, es propia del tejido pulmonar y es el marcador mas especifico de las
células epiteliales respiratorias. Se sintetiza como una proproteina (proSFTPC,
precursor surfactant C) de 197 aminoacidos. Se empieza a localizar en la etapa
de los sacos terminales y se expresa mucho mas a partir de la época alveolar.

Las apolipoproteinas SFTPA (surfactant protein A), SEFTPB (surfactant protein
B) y SFTPD (surfactant protein D) y otras proteinas plasmaticas acompafian a
SFTPC para formar el 10% del surfactante; el 90% lo forman lipidos. El surfac-
tante se almacena en lisosomas y se excreta a la superficie alveolar(35).

Los neumocitos tipo Il son sensibles a la transformacién oncogénica de KRAS
(kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog).

S0X17, SRY
(sex determining region Y)-box 17

La familia de SOX [SRY (sex determining region Y)-box] esta formada por
mas de 30 miembros y se expresa en varios tipos celulares vy tejidos en va-
rios momentos del desarrollo. SOX7 [SRY (sex determining region Y)-box 7],
SOX17 y SOX18 [SRY (sex determining region Y)-box 18] forman el grupo F
dentro de la familia SOX dadas sus caracteristicas genémicas y su secuencia
de aminoacidos y son factores de transcripcion. El gen SOX17 se localiza en
8ql1.23, la proteina se une a una secuencia especifica del DNA v regula la
transcripcion de varios genes, entre ellos FOXA1 y 2 (forkhead box A1 and
2).

SOX17 estd implicada en el desarrollo de oligodendrocitos, el desarrollo vas-
cular (36,37) o en la hematopoyesis. En relacién con el desarrollo pulmonar,
SOX17 es un factor de transcripcién necesario para la formacién del endoder-
mo, se expresa en el endodermo pulmonar embrionario y en el epitelio pulmo-
nar adulto. La expresion de SOX17 en las vias aéreas periféricas en el adulto
puede conducir a la formacién de grupos celulares que expresen caracteristicas
de la region proximal de las vias aéreas. Por otra parte, la expresiéon de SOX17
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puede inhibir la diferenciacién de los progenitores epiteliales en neumocitos
tipo | y Il y mantenerlos con unas caracteristicas tipicas del primer periodo del
desarrollo pulmonar. Por tanto, SOX17 juega un papel importante en la diferen-
ciacion de las células epiteliales respiratorias(38).

Simultdneamente a la formacion del arbol traqueobronquial, se inicia la forma-
cién de la vasculatura pulmonar en el mesodermo espldcnico, incluida la micro-
vasculatura. En este desarrollo, SOX17 y WNT7B (wingless-type MMTV inte-
gration site family, member 7B) estan muy implicados. La delecion de SOX17 a
nivel endotelial implica defectos en la formacion vascular o en la diferenciacién
arterial.

MYCN, v-myc avian myelocytomatosis
viral oncogene neuroblastoma derived
homolog

La familia MYC (v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog) es un
grupo de factores de transcripcién asociados con MAX (MYC associated factor
X) y se unen al DNA en regiones promotoras de los genes para regular positi-
vamente o negativamente la expresién génica. Ademas, MYC puede silenciar
epigenéticamente la transcripcion de varios genes reclutando DNA metiltrans-
ferasas como DNMT3A [DNA (cytosine-5)-methyltransferase 3 alpha) que ac-
tlen versus CDKN1A (cyclin-dependent kinase inhibitor 1A), DNMT3B [DNA
(cytosine-5)-methyltransferase 3 beta] o RASSF1A (Ras association domain
family member 1A). Hay tres oncogenes principales dentro de la familia de
MYC: C-MYC, MYCN y MYCL (v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene lung
carcinoma derived homolog).

MYCN es una proteina con una estructura de hélice-giro-hélice codificada por un
gen localizado en 2p24.3. Se localiza en el nucleo, dimeriza con proteinas de es-
tructura hélice-giro-hélice y regula la expresion génica, implicandose en el control
del ciclo celular, el metabolismo (glicdlisis), la transduccién de sefiales o el mante-
nimiento de la pluripotencialidad. También estd implicada en el reclutamiento de
reguladores de tipo epigenético. Por otra parte, y aunque parezca sorprendente,
MYCN es un potente apoptdtico. MYCN y en general las proteinas MYC se encuen-
tran tanto en el endodermo, como en el mesodermo vy en el neuroectodermo. La
expresion del gen MYCN en células progenitoras endodérmicas de la via aérea dis-
tal, estaria implicado en la persistencia de la capacidad de crecimiento.

MYCN coopera con la survivina (BIRC5: baculoviral IAP repeat containing 5),
una proteina ampliamente expresada en el periodo embrionario y fetal y en la
carcinogénesis en lineas celulares de fibroblastos(39).
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Figura 5. Acciones de
moléculas implicadas
en la maduracion
pulmonar. Nétese el
papel de MYCN en la
apoptosis.

Bases teoricas
Embriologia traqueal, bronquial y pulmonar
Biologia molecular de la embriogénesis y maduracién pulmonar

Celula endodérmica / epitelial

Citoplasma

e ———
e foa= S —

CEA, carcinoembryonic antigen

La familia del CEA pertenece a la superfamilia de las inmunoglobulinas (Ig), la
cual presenta una gran variedad de glicoproteinas altamente glicosiladas. La
familia del CEA se divide en dos grandes grupos: las carcinoembryonic anti-
gen-related cell adhesion molecules (CEACAMS) v las pregnancy-specific gly-
coproteins (PSGs). En humanos, la familia del CEA consta de 35 genes situados
entre 15gq13.2y 19q13.4.

Las glicoproteinas CEA presentan un dominio similar a inmunoglobulinas varia-
ble (IgV) y varios dominios similares a Ig constantes (IgC). Algunas CEACAMs
presentan también un dominio transmembrana o se anclan a la membrana a
través de un glicosilfosfatidilinositol (GPI). Las que tienen dominio transmem-
brana también presentan un dominio citoplasmatico con regiones de unién para
la transduccién de sefiales(40). CEACAM5 (carcinoembryonic antigen-related
cell adhesion molecule 5) presenta 7 dominios similares a Ig extracelulares y
un anclaje GPI.

Los genes CEACAM se expresan en varios tejidos, tanto en epitelio como en
endotelio, en leucocitos y en células dendriticas. CEACAM5 se expresa abun-
dantemente en el epitelio de superficie gastrointestinal, pero también en el
pulmdén(41). En cambio, las PSGs se expresan en el trofoblasto placentario.
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En relacién con la embriogénesis, las CEACAMs presentan un papel esencial,
dado que conectan las células integrandolas y anclandolas en los érganos vy
tejidos. CEA no se relaciona directamente con la maduracién pulmonar ni con la
génesis del arbol traqueobronquial, pero si esta presente a nivel transversal en
ambos momentos del desarrollo pulmonar.
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Carcinoma pulmonar

La neoplasia de origen pulmonar y/o bronquial puede tener varios origenes his-
toldgicos, desde las células epiteliales hasta el tejido linfoide. No obstante, usual-
mente el término cancer de pulman se reserva para un grupo de neoplasias de ori-
gen epitelial que acaparan mas del 99% de los tumores malignos pulmonares(42);
su origen se encuentra en las vias aéreas y de ahi que también se denomine en
ocasiones carcinoma broncogénico.

El carcinoma broncogénico o pulmonar se dividié tradicionalmente en dos gru-
pos: el carcinoma de pulmén de célula pequefia (CPCP) y el carcinoma de pul-
mon no célula pequefia (CPNCP), que a su vez incluye principalmente tres tipos
histolégicos: el adenocarcinoma, el carcinoma escamoso v el carcinoma indife-
renciado de célula grande. La mayoria de pacientes tributarios de tratamiento
radical por parte de los Servicios de Cirugia Toracica son los incluidos en el
grupo de CPNCP.

Incidencia y mortalidad

El carcinoma broncogénico es de las neoplasias mas frecuentes del mundo. Se
estima que 1.608.055 casos fueron diagnosticados en el 2008 (globocan.iarc.
fr/factsheet.asp). La incidencia esta descendiendo en varones y se mantiene
en mujeres. El cancer de pulmén representa el 16,5% de los tumores en hom-
bres y el 8,5% en mujeres en el mundo. En Europa, representa el 15,9% en
hombres y el 7,4% en mujeres(43). En Espafia, presentaba una tasa de inci-
dencia de 52 casos por 100.000 hombres y 3 por 100.000 mujeres(44). En Ca-
talunya presenta tasas estandarizadas ligeramente superiores; la proyeccion
para 2015 preveia un tercer puesto en incidencia en ambos sexos. Nuestra
area de influencia, el Area de Barcelona Metropolitana Sud (ABMS), presenta
una poblacién de 1.425.966 habitantes y unas tasas de incidencia similares.
Estas tasas y poblacidn permitian estimar en nuestra area unos 732 casos de
neoplasia de pulmdén durante el 2008 y 802 para cada afio del periodo 2010-
2014. En relaciéon con el resto de paises europeos, Catalunya y Espafia ocupan
una posicién intermedia en varones y baja en mujeres. Las curvas evolutivas en
varones muestran una estabilizacion o un ligero descenso de incidencia para
los préximos afios, mientras que en el resto de Europa ya se inicié el descenso.
En mujeres, en cambio, se prevé una tendencia al alza. No obstante, en Cata-
lunya se prevé para 2015 un aumento de incidencia en varones del 20,5% v
en mujeres del 89,1%; en nuestra drea, el aumento sera del 14,5% en varones
y 31,6% en mujeres. Los aumentos de incidencia y mortalidad dependeran del
riesgo de padecer la enfermedad, de los cambios en la estructura poblacional y
del aumento del tamafio poblacional(45,46).
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Figura 6. Estimacion de las tasas de incidencia de las 5 neoplasias mas incidentes, por sexo, en Catalunya para el
afio 2015. Datos sobre 100.000 personas y afio. Tasa estandarizada por poblacién mundial. Fuente: Generalitat de
(Catalunya, http://cancer.gencat.cat.
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Figura 7. Estimacion de las tasas de mortalidad de las 5 neoplasias mas letales, por sexo, en Catalunya para el
afio 2015. Datos sobre 100.000 personas y afio. Tasa estandarizada por poblacién mundial. Fuente; Generalitat de
Catalunya, http://cancer.gencat.cat.

En el afio 2008, se estima que mas de 1.376.579 pacientes murieron en el mun-
do debido a esta neoplasia, cifras que son soélo discretamente inferiores a su in-
cidencia. €n los Estados Unidos de Ameérica, en 2014, el cancer de pulmén era
la primera causa de muerte por neoplasia en varones (29%) y en mujeres (26%).
En Espafia, en 2005, la mortalidad fue de 16.645 varones y 2.470 mujeres, tasa
estandarizada de 66 por 100.000 varones y 8 por 100.000 mujeres(47). En 2010,
la tasa estandarizada fue de 67 por 100.000 varones y 11 por 100.000 mujeres,
evidenciando la tendencia al alza en mujeres (OECD Health Data 2012; Eurostat
Statistics Database). La neoplasia de pulmén, tanto en Catalunya como en Espafia,
es la primera causa de muerte por neoplasia en varones (27%) y probablemente
representara en 2015 la segunda causa en mujeres (7%) (figura 7). En relacién con
la incidencia, presenta una elevada mortalidad y la tendencia es al aumento de
numero de defunciones. En Catalunya, para 2015, la mortalidad en varones habra
aumentado un 14% vy en mujeres ascendera un 67%.
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Con todos los datos anteriores, podemos visualizar que la supervivencia del
carcinoma broncogénico es mala, situdndose entre las neoplasias de mayor le-
talidad(48). En el mundo, la prevalencia a los 5 afios es del 5,8% para ambos se-
Xos; en los hombres, es de 8,3% vy en las mujeres es del 3,6%. Concretamente,
en el Area de Barcelona Metropolitana Sud, presenta una supervivencia en los
hombres del 9,2% a 5 afios, mientras que en mujeres la supervivencia a 5 afios
es del 11,7%. Esta supervivencia es similar a la presentada en el Estado Espa-
fiol y es préxima o superior a la de Francia, Alemania, Finlandia o Reino Unido.

Factores de riesgo

El carcinoma broncogénico es una neoplasia asociada a varones, con una pro-
porcion 8,5:1. El tabaco es el factor de riesgo mas asociado, presentando el an-
tecedente de habito tabaquico actual o pasado mas del 90% de los pacientes
varones vy entre el 60-80% de las mujeres. Un fumador varén tiene un riesgo
20-25 veces superior de morir por cancer de pulmén respecto al no fumador,
una fumadora tiene un riesgo 10-12 veces superior al de una no fumadora.
El riesgo de los pacientes no fumadores de tener cancer de pulmén es similar
al riesgo de tener un linfoma no Hodgkin e inferior al del cancer de présta-
ta(49,50). Dejar de fumar tiene un efecto de reduccién progresiva del riesgo,
pero nunca se llega al de un nunca fumador. €l tabaquismo pasivo también se
asocia a un aumento del riesgo de neoplasia pulmonar, con un riesgo relativo
1,3 veces superior. A pesar de todos los datos anteriores, sélo un 10-15% de
los pacientes fumadores desarrollaran cancer de pulmén.

Otros factores de riesgo asociados a la neoplasia de pulmdn son el radon, las
radiaciones ionizantes, los contaminantes ambientales-laborales (asbesto, ar-
sénico, uranio, silice o niquel), la polucién en recintos cerrados (por ejemplo,
la combustién de biomasa/carbén e incluso la exposicién a las emisiones de
cocinar aceite a alta temperatura), el nivel de arsénico en el agua consumida,
determinadas enfermedades pulmonares cronicas como el EPOC (enfermedad
pulmonar obstructiva cronica), las neumopatias intersticiales, la tuberculosis,
las infecciones por el virus de la inmunodeficiencia humana o por el virus del
papiloma humano(50). La polucién ambiental se ha postulado como factor de
riesgo, pero no hay datos concluyentes que permitan incluirla.

Asi mismo, se han evidenciado factores hormonales, donde los estrégenos pa-
recen tener un papel promotor de la proliferacién celular en caso de neoplasia
de pulman. Siguiendo esta linea argumental, se ha evidenciado el género como
factor de riesgo: las mujeres presentan peor supervivencia que los varones, a
igual estadio patoldgico. La expresion de CYP1A1 (cytochrome P450, family 1,
subfamily A, polypeptide 1) u otros genes promotores de la expresion ligados
al cromosoma X(51) se han asociado a este hecho. Una dieta rica en frutas y
vegetales, rica en antioxidantes y carotenos, es un factor protector frente al
cancer de pulmén(6).
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Susceptibilidad genética

Varios estudios epidemiolégicos evidencian un riesgo 2,5 veces superior de
presentar una neoplasia de pulmon si existe historia familiar asociada. €l ana-
lisis a gran escala basado en 52 familias ha identificado 6q23-25 como el prin-
cipal locus autosémico de susceptibilidad para el cancer de pulmén. El cromo-
soma 15 también se ha asociado a 3 genes que codifican para subunidades
del receptor nicotinico de la acetilcolina, promoviendo el cambio celular con la
unién de la nicotina. Una alteracién constitutiva de los mecanismos de repara-
cién de dafio de DNA también confiere susceptibilidad genética a la neoplasia
pulmonar si los factores exégenos se presentan(52).

Tipos histologicos

El CPNCP es mas frecuente que el CPCP, con un 80% vy 20% de los casos, res-
pectivamente. El carcinoma escamoso sigue siendo el tipo histolégico mas fre-
cuente en Espafia, mientras que, por ejemplo, en Estados Unidos, Canada y
sudeste asiatico lo es el adenocarcinoma. La serie quirdrgica del Hospital Uni-
versitari de Bellvitge pone de manifiesto que en nuestro medio el tipo histolé-
gico mas frecuente de los pacientes intervenidos por carcinoma broncogénico
es el adenocarcinoma, pasando del 36% de los casos en 2009 al 58% en 2012.
Seguidamente, encontramos al carcinoma escamoso (29%) vy en tercer lugar al
carcinoma de célula grande v al carcinoma neuroendocrino de célula grande,
con el 4% de los pacientes.

Adenocarcinoma

El adenocarcinoma es una neoplasia maligna con diferenciacién glandular, pro-
duccién de mucina o expresion de marcadores de neumocito por inmunohisto-
quimica. Se ha clasificado en varias categorias teniendo en cuenta criterios de
anatomia patolégica, clinicos, radioldgicos e incluso moleculares (tabla 1)(53).

Las células neoplasicas se pueden presentar en los espacios alveolares de
forma aislada o formando mérulas, acinos, pseudopapilas o papilas. Suele ex-
presar por inmunohistoquimica TTF-1 -el mejor marcador de adenocarcioma
de pulmén-, napsina A, KRT7 y KRT20 (keratin 7, type Il -citoqueratina 7- vy
keratin 20, type | -citoqueratina 20-), AE1 y 3 [solute carrier family 4 (anion
exchanger) member 1 and 3] o CEA.

Tradicionalmente se apreciaba por la TC (tomografia computadorizada) como
un nddulo pequefio y periférico, pero el aumento de la casuistica ha hecho que
se presente en cualquier imagen radiolégica (vidrio deslustrado, nédulo sélido,
masa, etc.). El 15% presenta infiltracion de pleura y de pared tordcica. Son el
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Tabla 1. Clasificacion
del adenocarcinoma.
Basadaenla
(Clasificacion 2015

de la OMS de los
tumores del pulmon,
la pleura, el timo y el
corazén (Travis WD,

et al. ] Thorac Oncol.
2015,10:1243-60)y
en la clasificacion de
la IASLC, ATS y ERS.
1, IASLC: International
Association for the
Study of Lung Cancer;
2, ATS: American
Thoracic Society,

3, ERS: European
Respiratory Society.
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CPNCP que mas frecuentemente metastatiza al encéfalo junto con el carcino-
ma indiferenciado de célula grande.

Clasificacion del adenocarcinoma segun la OMS

Clasificacion de la IASLC*/ATS?/€ERS? del adenocarcinoma pulmonar
Lesiones preinvasivas
Hiperplasia adenomatosa atipica
Adenocarcinoma in situ (mucinoso, N0 MuUcinoso o mixto)
Adenocarcinoma minimamente invasivo (mucinoso, no mucinoso, mixto)
Adenocarcinoma invasivo
Lepidico
Acinar
Papilar
Micropapilar
Sélido
Invasivo mucinoso (incluye el subtipo mixto mucinoso y no mucinoso)
Coloide
Fetal
Entérico

Respecto la biologia molecular, destacar sobretodo el papel del EGFR; la mu-
tacion produce una activacion continua favoreciendo el crecimiento celular.
Estas pacientes suelen ser mujeres y no fumadoras vy en estadios avanzados
presentan buena respuesta al tratamiento con gefitinib o erlotinib. Otras al-
teraciones a destacar son la del BRCA1 (breast cancer 1, early onset), EML4
(echinoderm microtubule associated protein like 4)/ALK (los pacientes con esta
translocacién son jévenes, varones y no o poco fumadores y se pueden tratar
con crizotinib), HERZ (erb-b2 receptor tyrosine kinase 2), PIK3CA (phosphatid-
vlinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase, catalytic subunit alpha), KRAS o BRAF
(B-Raf protooncogene, serine/threonine kinase).

Hiperplasia adenomatosa atipica

La lesién preneoplasica princeps del adenocarcinoma es la hiperplasia adeno-
matosa atipica (HAA), que consiste en una proliferacion localizada y pequefia
de neumocitos tipo Il y/o células de clara leve o moderadamente atipicas que
envuelven las paredes alveolares. Entre 5-23% de los pacientes con adenocar-
cinoma presentan HAA asociada en el resto de parénquima resecado. Suelen
visualizarse en la TC como lesiones en vidrio deslustrado de <5 mm. No preci-
san de tratamiento per se, pero si de seguimiento porque pueden evolucionar
a adenocarcinoma.

Adenocarcinoma in situ

El siguiente paso en la escala del adenocarcinoma es el adenocarcinoma in situ
(AIS), también considerado lesién preneoplasica. Es un adenocarcinoma de <30
mm con crecimiento de las células neopldsicas entre las estructuras alveolares
(crecimiento lepidico), sin evidencia de invasién sanguinea, linfatica, estromal
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o pleural, sin patrén de adenocarcinoma invasivo, sin diseminacién por los es-
pacios aéreos, con células predominantemente no mucinosas, sin atipia celular
0 como maximo discreta y con habituales engrosamientos septales con escle-
rosis o elastosis. Por TC se presentan como un vidrio deslustrado y pueden
presentar componente sélido asociado. Tanto la HAA como el AlS presentan en
ocasiones mutaciones en KRAS o EGFR.

Adenocarcinoma minimamente invasivo

El adenocarcinoma minimamente invasivo (AMI) es un adenocarcinoma <
30 mm con un patrén de crecimiento predominantemente lepidico con <5
mm de invasion como maximo en cualquier punto. El componente invasi-
vo incluye cualquier subtipo menos el lepidico v la infiltracion del estroma
miofibroblastico. Si se invaden los vasos sanguineos, los vasos linfaticos, la
pleura o se invade/se disemina a través de los espacios aéreos o hay necro-
sis, entonces no es un AMI. Suele presentarse como un nédulo mixto sélido
y en vidrio deslustrado. Presentan una supervivencia libre de enfermedad
cercana al 100%.

Adenocarcinoma invasivo

El adenocarcinoma invasivo recibe el apellido de la variedad histolégica pre-
dominante (sobretodo en los casos lepidico, acinar, papilar, micropapilar o sé-
lido con produccién de mucina), aunque mas del 90% suelen presentar varios
componentes combinados. Representan entre 70-90% de los adenocarcinomas
resecados.

Subtipo histolégico Alteraciones moleculares Presentacion radiolégica

Adenocarcinoma in situ no mucinoso  EGFR en no fumador (10-30%) Vidrio deslustrado
Adenocarcinoma minimamente
invasivo no mucinoso

Lepidico EGFR (10-50%) Nédulo sélido vy vidrio deslustrado
Vidrio deslustrado
Nédulo sélido
Papilar EGFR (10-50%) Nédulo sélido
p53 (30%)
Acinar KRAS en fumador (20%) Nédulo sélido
Micropapilar KRAS (33%) Sin predominancia
EGFR (20%)
Sélido EGFR (10-50%) Nédulo sélido

KRAS en fumador (10-30%)
EML4/ALK >5%

Invasivo mucinoso KRAS (80-100%) Consolidacién
TTF-1 (0-33%)

Tabla 2. Alteraciones
moleculares y
presentacion
radioldgica frecuente
de los subtipos de
adenocarcinoma.
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Carcinoma escamoso

Las lesiones preneopldsicas del carcinoma escamoso son la displasia escamosa
y el carcinoma escamoso in situ (CIS). La displasia escamosa es un término his-
tolégico que se utiliza para describir aquellas células, en nuestro caso epitelia-
les, que presentan algunos signos citoldgicos de neoplasia: un indice aumenta-
do de division celular y una maduracion celular incompleta. Ademads, presentan
alteraciones de las relaciones espaciales entre células. Existen tres grados de
displasia: leve, moderada y severa. El carcinoma in situ representa un paso mas
hacia la neoplasia. Presentan pleomorfismo celular y aumento de actividad mi-
totica, pero sin invasion de la ldmina propia o de la membrana basal del epitelio.

Estas lesiones suelen aparecer como focos multiples en el arbol traqueobron-
quial, preferentemente en las bifurcaciones de los bronquios segmentarios y
con aspecto de leucoplasia o eritema. Aunque la broncoscopia con luz blanca
puede detectar estas lesiones, la broncoscopia con autofluorescencia es espe-
cialmente (til en estos casos.

La displasia no requiere de tratamiento pero si de seguimiento. El carcinoma in
situ se trata de forma local con laser o braquiterapia. La tasa de progresion a
carcinoma invasivo son del 0-9% en la displasia moderada, 0-32% en la seve-
ray 20-60% para el CIS. El tratamiento completo asegura supervivencias del
100%.

El carcinoma escamoso es un tumor de células epiteliales que presenta quera-
tinizacién y/o puentes intercelulares o expresiéon por inmunohistoquimica de
marcadores de diferenciacién escamosa; nace del epitelio bronquial y alveolar.
El crecimiento acostumbra a ser polipoide, con expansién intraepitelial, pero
también con invasion subepitelial, de la pared bronquial y del tejido peribron-
quial. Los carcinomas escamosos suelen ser tumores localmente agresivos,
centrales y en estos casos acostumbran a afectar a las adenopatias intrapulmo-
nares e hiliares y provocar colapso pulmonar. En cambio, los tumores <2 cmy
periféricos presentan menos frecuentemente que el adenocarcinoma metdasta-
sis a los ganglios intrapulmonares o hiliares. €s por ello que, en estos tumores
en concreto, se puede realizar una linfadenectomia lébulo especifica. Pueden
presentarse como tumoracion cavitada. Los tumores del dpex pulmonar que
pueden invadir costilla, vértebra, vasos subclavios, ramas nerviosas (8 y/o T1
del plexo braquial, rama T2 o afectacién del simpatico cervical, suelen ser car-
cinomas escamosos. Si estan bien o moderadamente diferenciados, presentan
menos tendencia a la metdstasis a distancia. Expresan por inmunohistoquimica
queratinas de alto peso molecular, KRT5 (keratin 5, type Il) y CK6 (citoquera-
tina 6), 34B12, p63, p40 y CEA. No presentan TTF1 ni napsina A(54). Aunque
inicialmente no se conocian muchas alteraciones moleculares relacionadas con
el carcinoma escamoso, en los Ultimos afios han aumentado de forma conside-
rable los estudios al respecto.
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. . - Tabla 4. Alteraciones
Subtipos de carcinoma escamoso Prevalencia
moleculares relevantes

Lesiones preinvasivas Amplificacién de FGFRI* 20% del carcinoma
) ) » escamoso. 1, FGFRI:
Displasia escamosa Mutacion de PTEN 10% fibroblast growth
. L. P > 0 factor receptor 1,
Carcinoma in situ Mutacion de NFE2LZ 9% > NFE2L2 nuclear
Queratinizante Amplificacion de SOX23 8% factor, erythroid 2-like
- » . 2:3,SOX2: SRY (sex
No queratinizante Mutacién de AKT1 6% determining region
Carcinoma basaloide Mutacién de DDR2* 4% Y)-box 24, DDRe:
. discoidin domain
Tabla 3. Subtipos Mutacién de PIK3CA 4% receptor tyrosine
h\StQ\OngS de Mutacién de EGFR 1-15% kinase 2.
carcinoma escamoso.
Mutacién de KRAS 1-9%

Carcinoma de célula grande

Los carcinomas de célula grande son tumores muy poco diferenciados que pre-
sentan hojas o nidos de células poligonales grandes (mas grandes que los leu-
cocitos), con nucleos grandes e hipercromaticos, que no se pueden clasificar en
otros tipos histoldgicos tras el analisis morfoldgico y por inmunohistoquimica.
Asi, la expresién focal de TTF-1/napsina A o la expresion difusa de p40/p63/
KRT5/CK6 excluye el diagndstico de carcinoma de célula grande. El carcinoma
de célula grande representaba aproximadamente el 9% de los carcinomas, pero
tras la nueva clasificaciéon de la OMS, que afiade criterios inmunohistoquimi-
cos y reclasifica sus subtipos, probablemente la prevalencia serd mucho menor.
Suelen presentarse en las pruebas de imagen como una masa grande en la
periferia pulmonar. Como sucede en el resto de tipos histolégicos, el prondstico
dependerd fundamentalmente del estadio patolégico, pero son tumores de mal
pronostico dentro de los CPNCP.

Tumores neuroendocrinos.
Tumores carcinoides, carcinoma
neuroendocrino de célula grande,
carcinoma célula pequeia

Los tumores carcinoides son un tipo histolégico particular de CPNCP, pues son
carcinomas neuroendocrinos de bajo e intermedio grado derivados de las cé-
lulas de Kulchitsky o células K del sistema neuroendocrino difuso. Presentan
caracteristicas moleculares diferentes al resto de CPNCP y en nuestra serie qui-
rurgica representan un 4%. Suelen presentarse como masas endobronquiales
de superficie lisa y muy vascularizada. Los tumores carcinoides presentan una
buena supervivencia, aunque los pacientes con tumor carcinoide atipico pre-
sentan evolucién intermedia entre los tumores carcinoides tipicos (excelente
supervivencia) y el resto de CPNCP.
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El carcinoma neuroendocrino de célula grande es un tumor de alto grado que
representa el 3-5% de los carcinomas, con un pronéstico habitualmente peor
que los carcinomas escamosos 0 adenocarcinomas, aunque mejor que los
CPCP. Finalmente, los carcinomas de célula pequefa son tumores epiteliales
malignos de células pequefias con poco citoplasma y bordes poco definidos,
que muestran diferenciacion a células neuroendocrinas con granulos neuro-
secretores y de alto grado. Suelen presentarse con importante afectacién
adenopatica hiliar y mediastinica y pueden presentar sindromes paraneopla-
sicos. El 80% de los pacientes presentan estadio IlI-1V al diagnéstico y la evo-
lucién es mala (medianas de supervivencia de 8-9 meses). La supervivencia
a los 5 afios global es del 6,2%, aunque los estadios | vy Il pueden llegar al
35-50% a los 5 afios(6).

Métodos diagnosticos
y de estadificacion

Para poder conocer el diagndstico y la extensién anatémica de la neoplasia se
utilizan los datos de las siguientes exploraciones.

1.- Historia clinica y exploracién fisica. Grado evidencia 1B.

2.- Radiografia de térax

3.- TC toracica y abdominal superior con contraste, sensibilidad del 61%
y especificidad del 79%. Especialmente (til para determinar la extensién
del descriptivo tumor (cT). Grado 1B.

4.- TC con puncién aspiracién con aguja fina o biopsia con aguja gruesa
(PAAF/BAG) para obtener material histoldgico. Tiene buena sensibilidad
(90%) y especificidad (97%) aunque los falsos negativos son altos (22%)
con minimos falsos positivos (1%).

5.- Tomografia por emisién de positrones asociada a tomografia computa-
dorizada (PET-TC). La PET-TC nos permite aumentar el grado de sospecha
de neoplasia pulmonar, detectar metdstasis toracicas y sobretodo extrato-
racicas (grado 1B), conocer el status del mediastino (nimero de estaciones
e incluso el nimero de ganglios potencialmente afectados) y nos aporta
informacion sobre la actividad metabdlica del tumor. Los ensayos clinicos
randomizados nos indican que hay una reduccidn, tras la introduccién de
la PET-TC, del 40% al 20% de resecciones no curativas (por enfermedad
benigna definitiva, afectaciéon ganglionar mediastinica no sospechada, en-
fermedad irresecable en la cirugia o muerte por cualquier causa dentro del
primer afio tras la cirugia). Ademas, la tasa de metastasis a distancia subid
al 14% (previa 7%). Aunque existe un aumento de sobreestadificacion (5%
vs 1%) con la PET-TC, la posibilidad de infraestadificacién final pretrata-
miento bajé del 30% al 15%(55). Un 20% mas de los pacientes estan co-
rrectamente estadificados en cuanto a mediastino o metastasis, pero la
confirmacion de los hallazgos muchas veces es esencial.
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Resonancia magnética cerebral. De rutina en estadios IlI-IV. Grado 2C.
En estadio Il se deberd considerar en adenocarcinomas o carcinomas de
célula grande.

Broncoscopia. La sensibilidad global es del 78-88% y depende si el tu-
mor es central o periférico. La sensibilidad diagndstica de la biopsia fue
del 57-74%; del cepillado 54-61%; del lavado broncoalveolar, 43% y del
broncoaspirado, 47%. La broncoscopia con puncién aspiracién con aguja
fina (transbronchial needle aspiration, TBNA) tiene una sensibilidad de
56-65% y se utiliza menos por la aparicién de la broncoscopia asociada
a ecografia.

Broncoscopia asociada a ecografia para realizar puncion aspiracion
con aguja fina transbronquial (EBUS-TBNA, endobronchial ultrasound
associated with transbronchial needle aspiration). El EBUS permite abor-
dar los nddulos con eje corto >5mmde 2Ry L, 4Ry L, 7, 10Ry L, 11R
y L. El EBUS radial para el diagndstico tiene una sensibilidad del 73%,
especificidad del 100%.

Mediastinoscopia. La mediastinoscopia convencional permite abordar
los ganglios1Ry L, 2Ry L, 4Ry Ly 7.

Toracocentesis con o sin ecografia toracica y citologia de liquido pleu-
ral. Sensibilidad del 72%.

Otras pruebas se realizan en casos seleccionados

1-
2-
3-
4-

7.-

Broncoscopia ultrafino con puncién guiada por escopia

Broncoscopia con autofluorescencia

Navegacion electromagnética

Endoscopia digestiva alta asociada a ecografia para la puncién aspi-
racion con aguja fina (EUS-FNA, endoscopy ultrasound associated with
fine needle aspiration). El EUS permite abordar los nédulos 2L, 4L, 7, 8,
9, retroperitoneales paraadrticos, en especial los abdominales celiacos,
la gldndula suprarrenal izquierda y determinados segmentos hepdticos
(izquierdos).

Biopsia pleural a ciegas o guiada por TC. Sensibilidad del 57% a ciegas,
si esta guiada por TC asciende al 76-88%; valor predictivo negativo (VPN)
del 44%, guiada por TC asciende al 75-80%.

Toracoscopia. En caso de derrame pleural maligno, la sensibilidad de la
biopsia pleural por toracoscopia oscila entre el 80-99%, la especificidad
93-100%, v VPN 93-96%. Para la estadificacién ganglionar, nos permite
abordar casi todas las estaciones derechas e izquierdas, aunque su utili-
dad radica sobretodo quizas en la exploracién de los niveles 5y 6.
Mediastinoscopia cervical extendida. Permite abordar las estaciones
de la mediastinoscopia convencional y también las estaciones 5y 6.

Una adecuada estadificacién clinica permite saber la extensién de la enferme-
dad, ofrecer el mejor tratamiento a cada paciente y establecer un pronéstico
cercano a la realidad.
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Tabla 5. Estadios
anatémicos segun las
combinaciones de los
descriptivos T, Ny cM,
séptima edicion de la

clasificacion TNM.

Estadificacion

Estadificacion

Los pacientes se clasifican en base al sistema TNM (tumor, node and metasta-
sis classification of malignant tumors), que es una clasificacién anatémica con
un descriptivo para el tumor (T), otro para los ganglios (N) y otro para las metas-
tasis (M)(56,57), aceptada por la UICC (Union Internationale Contre le Cancer)
y la AJCC (American Joint Committee on Cancer). La Gltima revision (7°) para
la neoplasia pulmonar es de 2009 (para mas detalle ver el Anexo 2). Durante
2015 se han propuesto nuevas modificaciones(58-60) que se espera que se
confirmen en la nueva revisién del TNM prevista para 2017.

Estadios anatomicos

Carcinoma oculto

Tx NO MO
Estadio 0
Tis NO MO
Estadio |
IA Tla, T1b NO MO
1B T2a NO MO
Estadio Il
1A T2b NO MO
Tla, Tlb, T2a N1 MO
1B T2b N1 MO
T3 NO MO
Estadio Il
1A T1, T2 N2 MO
T3 N1, N2 MO
T4 NO, N1 MO
] T4 N2 MO
Cualquier T N3 MO
Estadio IV

Cualquier T CualquierN M1

La combinacion de los 3 descriptivos nos permite establecer unos estadios, ya
bien sean clinicos o quirdrgico-patolégicos. Desde el punto de vista quirdrgico,
la estadificacion clinica (cTNM) es aquella que se culmina antes del tratamiento
quirdrgico del paciente, mientras que la estadificaciéon patologica (pTNM) es
el resultado de combinar las observaciones realizadas durante la cirugia v el
analisis por anatomia patoldgica. Actualmente la estadificacién patoldgica es el
gold standard para clasificar a los pacientes y es el principal factor prondstico.
No obstante, se ha evidenciado que entre la estadificacién clinica y la quirdr-
gica-patologica la concordancia es moderada, 22-47%(61-65). Por tanto, los
métodos de estadificaciéon no son suficientemente precisos para determinar
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la extensidn de la enfermedad. Mds alld adn; el hecho que haya un 24% de los
pacientes con estadio | con recidiva(66) nos indica que la estadificacién gold
standard, la quirdrgica-patoldgica, no es suficientemente precisa para detectar
la verdadera extensidn de la enfermedad.

Sistema linfatico
de drenaje puimonary
sistematizacion ganglionar

El drenaje linfatico toracico se divide en dos sistemas: uno superficial, el pa-
rietal o pleural, y uno profundo, el visceral. Los nédulos o ganglios del sistema
parietal se dividen en diafragmaticos o frénicos superiores, paraesternales y
parietales posteriores. Se distribuyen en la pared tordcica y el diafragma.

El sistema relevante para el cirujano tordcico es el visceral(67). Este sistema
estd formado por dos redes linfaticas, una que se distribuye subpleural y otra
que se despliega peribroncovascular(68). La red peribroncovascular se distribu-
ye por pulmén y mediastino y esta compuesta por cuatro grupos ganglionares;
el grupo intrapulmonar, el traqueobronquial, el mediastinico anterior o prevas-
cular y el mediastinico posterior. Los tres Ultimos grupos sobrepasan los limites
del pulmén. Todos estos ganglios drenaran finalmente, directa o indirectamen-
te, en el angulo venoso yugulosubclavio o de Pirogoff derecho o izquierdo. La
agrupacion de varios nodulos linfaticos forma las cadenas linfaticas.

Noddulos linfaticos intrapulmonares

Los ganglios intrapulmonares suelen ocupar los angulos de divisién del bron-
quio, la arteria o la vena, dificultando en ocasiones la diseccién en las reseccio-
nes pulmonares. Se localizan laterales a la reflexion de la pleura mediastinica,
dentro del espacio delimitado por la pleura visceral. Los primeros ganglios son
los subsegmentarios en la division broncovascular subsegmentaria, que se
contindian con los ganglios segmentarios, en la divisién broncovascular seg-
mentaria. Estos ganglios se encuentran en el adulto y de forma inconstante;
Rouviere no los evidencié en estudio de fetos.

Ademads, por su importancia clinica, hay que destacar en este punto los ganglios
lobares, que se sittan en la bifurcacién de los bronquios lobares, los ganglios
interlobares y los hiliares(67). Existen dos grupos interlobares derechos, el supe-
rior esta entre el bronquio lobar superior y el bronquio intermediario; el inferior
se encuentra entre el bronquio lobar medio vy el bronquio lobar inferior derecho.
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Noddulos linfaticos traqueobronquiales

Los ganglios traqueobronquiales se encuentran entre los ganglios mediastinicos
anteriores y posteriores y son el grupo ganglionar mas importante del térax.
Se dividen en 3 subgrupos: los ganglios pediculares o de la raiz del pulmén, los
ganglios de la bifurcacion y los ganglios paratraqueales.

1-

2.-

Los nddulos pediculares o de la raiz del pulmén rodean al bronquio princi-
pal desde el origen bronquial hasta la pleura visceral.

Los nddulos de la bifurcacién, intertraqueobronquiales o traqueobronquia-
les inferiores son los ganglios subcarinales y se sittan en la bifurcacion tra-
queobronquial. Reciben la linfa de ambos pulmones vy se prolongan hasta
contactar con el es6fago vy por debajo de los bronquios principales hasta el
hilio pulmonar continuandose con los ganglios hiliares.

Los nddulos paratraqueales se dividen en tres grupos: laterotraqueales
derechos, laterotraqueales izquierdos o recurrenciales izquierdos vy re-
trotraqueales. Los ganglios laterotraqueales derechos se localizan en la
region anterior y lateral derecha de la traquea en una depresién llama-
da espacio de Baréty y que tiene como limites anteriores la vena cava
superior y la vena braquiocefalica izquierda; mediales el arco adrtico y
el tronco braquiocefdlico; posterior y medial la cara anterolateral de la
trdquea y el nervio vago; lateral la pleura mediastinica; superior la arteria
subclaviay el nervio laringeo recurrente derecho e inferiores el arco de la
vena dacigos y el borde superior de la arteria pulmonar derecha. Se conti-
ndan superiormente hasta el espacio supraclavicular derecho. En la base
de este espacio se encuentra el nédulo linfatico mas voluminoso de este
grupo, es el nédulo linfatico del arco de la vena acigos, donde convergen
la mayor parte de los vasos linfaticos del pulmén derecho vy de la porcién
inferior del pulmén izquierdo. A medida que ascendemos en el espacio de
Baréty, los ganglios se hacen mas pequefios. Estos ganglios desbordan la
linea media traqueal.

Los ganglios laterotraqueales izquierdos se sittan a la izquierda de la
trdquea vy acompafian la porcién vertical del nervio laringeo recurrente
izquierdo. El primer nddulo se sitta por debajo de la aorta y la arteria pul-
monar y por encima del origen del bronquio principal izquierdo.
Finalmente, los ganglios retrotraqueales se sitlan por detras de la traquea,
entre el musculo traqueal y el es6fago. Suele empezar por un ganglio
asociado al musculo traqueal del bronquio principal derecho(67,69,70).
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NODULOS LINFATICOS
LATEROTRAQUEALES DERECHOS

SUPERIOR
espacio de Baréty.
traquea
|} vena cava superior
POSTERIOR P/
vena acigos

nédulo linfatico
aratraqueal
aterotraqueal
derecho (nddulo
linfatico del arco
de la vena &cigos)

arteria
pulmonar
derecha

Figura 8.

Nédulos linfaticos
laterotraqueales
derechos en el espacio
de Baréty.

NODULOS LINFATICOS TRAQUEOBRONQUIALES
SUPERIOR

ANTERIOR ) o
arteria subclavia izquierda

nédulos linfaticos paratraqueales
laterotraqueales izquierdos

nervio vago

nervio frénico

nédulo
linfatico de

la raiz del
pulmén
derecho

nédulo
linfatico
hiliar

Figura 9.
Nédulos linfaticos
traqueobronquiales.

nédulo linfatico
intertraqueobronquial
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NODULOS LINFATICOS MEDIASTINICOS
ANTERIORES IZQUIERDOS

SUPERIOR
ANTERIOR
arteria éubclavwa
. izquierda
nervio vago 9

nervio frénico arteria aorta

nodulos linfaticos
mediastinicos

arteria pulmonar
anteriores izquierdos

Figura 10. Nodulos izquierda
linfaticos mediastinicos

anteriores izquierdos.

NODULOS LINFATICOS MEDIASTINICOS
ANTERIORES DERECHOS

SUPERIOR

nédulos linfaticos
mediastinicos
anteriores derechos

POSTERIOR

nervio
frénico

nédulos linfaticos
mediastinicos
anteriores derechos

Figura 11. Nodulos
linfaticos mediastinicos
anteriores derechos.
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Nddulos linfaticos mediastinicos
anteriores y posteriores

Los ganglios mediastinicos anteriores o prevasculares estan situados en el me-
diastino anterosuperior, anteriores a la vena cava superior, vena braquiocefa-
lica derecha, vena braquiocefalica izquierda, arco de la aorta vy arteria cardtida
comun izquierda, drenando la linfa hacia la base del cuello. Forman parte de
las vias linfaticas ascendentes mediastinicas anteriores derecha e izquierda.
Reciben los linfaticos de érganos o tejidos vecinos (pleura, pericardio, corazén,
pulmones, timo, diafragma) y drenan en el dngulo venoso yugulosubclavio que
corresponda, directamente o a través de otro tronco colector de la base del
cuello. Existen tres grupos: los mediastinicos anteriores derechos, los medias-
tinicos anteriores izquierdos y los mediastinicos anteriores transversos.

1.- Nodulos linfaticos anteriores derechos, prevenosos, se extienden a lo lar-
go del paquete vasculonervioso frénico, vena cava superior y vena bra-
quiocefalica derecha hasta la base del cuello.

2.- Nodulos linfaticos mediastinicos anteriores izquierdos, prearteriales o
preaortocarotideos(70). Se sitdan desde el hilio pulmonar izquierdo (no
incluido) pasando por delante del origen de la arteria pulmonar izquierda,
a nivel del ligamento arterioso de Botal y siguen a nivel del arco adrtico,
contindan anteriores a la arteria carétida comun izquierda hasta llegar a
los ganglios subclavios.Varios nddulos acompafian al nervio frénico y son
mads numerosos que los derechos.

3.- Nodulos linfaticos mediastinicos anteriores transversos. Anastomosan
ambas cadenas anteriores situandose a lo largo de la vena braquiocefa-
lica izquierda.

Los ganglios mediastinicos posteriores se reparten a lo largo del esofago y la
aorta descendente toracica. Drenan en los nddulos linfaticos traqueobronquia-
les inferiores y en el conducto toracico.

1.- Nodulos linfaticos de los ligamentos triangulares o pulmonares. Pertene-
cen a dos cadenas, derecha e izquierda. Presentan un tamafio ascendente
de caudal a craneal, el mas constante es un ganglio adyacente a la vena
pulmonar inferior.

2.- Nodulos linfaticos paraesofagicos inferiores. Raramente reciben la linfa
pulmonar.

El conducto toracico es el mayor conducto linfatico del organismo. Recoge los lin-
faticos subdiafragmaticos excepto algunos linfaticos del higado v los linfaticos de
la porcién supraumbilical de la pared abdominal, también recoge los linfaticos de
la pared posterolateral del térax y algunos colectores de la base del cuello. Se ori-
gina en la unién de dos troncos lumbares (D11-L2) que contindan a los nédulos
linfaticos lumbares derechos e izquierdos. Asciende lateral derecho a la aorta, la
cruza posteriormente a nivel de D5-D6 v sigue la cara posteromedial de la arteria
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Figura 12.

Mapa ganglionar
propuesto por la

IASLC (International
Association for

the Study of Lung
Cancer) y vigente en

la actualidad. 1, R:
derecho; 2, L: izquierdo.

Bases teor
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subclavia izquierda, describe una curva convexa y drena en el angulo yugulosub-
clavio izquierdo o en la porcién inferior de la vena yugular interna izquierda o vena
subclavia izquierda.

Sistematizacion ganglionar
y rutas de drenaje linfatico

A pesar de existir una abundante y valida literatura anatémica describiendo
los nédulos linfaticos del térax y los vasos asociados, el mapa ganglionar
utilizado en la cirugia de reseccién pulmonar oncoldgica sigue los esquemas
creados a partir de los hallazgos comunes en la cirugia.

Antes del mapa ganglionar internacional propuesto por la IASLC en 2009 (de-
tallado en el Anexo 2)(71), se utilizaban dos mapas ganglionares similares pero
no superponibles, el de la American Thoracic Society modificado por Moun-
tain-Dresler(72) y el de Naruke, adoptado por la Sociedad Japonesa de Cancer
de Pulmén(73). Las discrepancias surgian en el limite de los ganglios hiliares
con los subcarinales y en la nomenclatura de los ganglios laterotraqueales de-
rechos vy pediculares. El mapa ganglionar actual intenta superar las pequefias
discrepancias y ofrecer una estandar unico. Uno o varios nddulos linfaticos se
agrupan dentro de cada estacién, que ahora estan descritas con limites pre-
Cisos; a su vez, una o varias estaciones se agrupan en zonas anatémicas, que
permitiran posteriores analisis de tipo prondstico y que se aproximan de nuevo
a las descripciones anatémicas y finalmente una o varias zonas se agrupan en
areas ganglionares.
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Numero Nomenclatura quirdrgica Zonas ganglionares

Cervicales bajos
1Ry L? Supraclaviculares Zona supraclavicular
De la escotadura yugular esternal

AREA DE LOS NODULOS MEDIASTINICOS SUPERIORES

2R Paratraqueales superiores derechos

2L Paratraqueales superiores izquierdos

3a Prevasculares )
Zona superior

3p Retrotraqueales

4R Paratraqueales inferiores derechos

4L Paratraqueales inferiores izquierdos

AREA DE LOS NODULOS AGRTICOS
Subadrticos (ventana aortopulmonar)
Zona AP
Paradrticos (de la aorta ascendente o frénicos)
AREA DE LOS NODULOS MEDIASTINICOS INFERIORES
Subcarinales Zona subcarinal
Paraesofdgicos (por debajo de la carina)

) Zona inferior
Del ligamento pulmonar

AREA DE LOS NODULOS N1
10Ry L Hiliares
Zona hiliar e interlobar
11RyL Interlobares
12RyL Lobares
13RyL Segmentarios Zona periférica

14Ry L Subsegmentarios

La linfa pulmonar drena de forma ascendente y confluyente para llegar a la circu-
lacién sanguinea a nivel de los angulos yugulosubclavios. Este circuito se inicia
con el drenaje de la linfa del intersticio alveolar pulmonar en los vasos linfaticos
de los segmentos pulmonares y de los lébulos y pasa por los ganglios intrapulmo-
nares. Las cadenas linfaticas mediastinicas se inician en los ganglios interlobares
e hiliares, presentes desde el final del periodo fetal. El patron de drenaje de cada
I6bulo puede ser variable, existiendo multiples conexiones vy rutas, incluso vias
directas a los vasos toracicos o a los angulos yugulosubclavios(68,69). No obstan-
te, las rutas de drenaje lobar pulmonar mas habituales se presentan en la figura
13(74-76). El pronostico de las metdstasis ganglionares vy la posibilidad de afecta-
cién N2 (ganglionar mediastinica) sin afectacion N1 (ganglionar hiliar-intrapulmo-
nar, skip metastasis) es un fiel reflejo de esta anatomia linfatica multicomunicada.
Los pacientes con afectacién de una cadena o zona ganglionar N2 presentan una
supervivencia del 35% aproximadamente(77), mientras que la afectacion de dos
cadenas o mas disminuye la supervivencia a menos del 20%, reflejo de un mayor
drenaje linfatico-neopldsico hasta la sangre (75).
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Tabla 6. Mapa
ganglionar propuesto
por la IASLC y vigente
enlaactualidad. 1, R:
derecho; 2, L izquierdo.
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Lobulo superior, medio Lobulo superior derecho
e inferior derecho (50% segmento anterior)

Lobule superior Lobulo superior Lébulo superior Lébulo superior
izquierdo (Ruta 1) izquierdo (Ruta 2) izquierdo (Ruta 3) izquierdo (Ruta 4)
Segmento superior del Segmento superior del Labulo inferior
lébulo inferior izquierdo lébulo inferior izquierdo izquierdo

Figura 13. Rutas de |
drenaje linfatico lobar.

Estadificacion ganglionar

El 57% de los pacientes de la base de datos de la IASLC (International Asso-
ciation for the Study of Lung Cancer) estan clasificados en uno u otro estadio
debido a la afectacién ganglionar(78). Dado que el estadio es el principal factor
pronodstico en la neoplasia pulmonar, automaticamente el estatus ganglionar
se convierte en uno de los principales factores prondsticos en el CPNCP. La
afectacion ganglionar, ya sea a nivel hiliar-intrapulmonar o a nivel mediastinico
condiciona disminucién del tiempo libre de enfermedad y menor supervivencia.
Los pacientes con mejor pronostico son aquellos pNO, seguidos por los pN1,
luego los pN2 vy finalmente los cN3. Los pacientes con afectacién N2 presentan
una supervivencia global (0S) del 22% a los 5 afios, variando desde el 29-
48% en los cN3 no sospechados hasta el 3-20% de los N2 clinicos o el 8-20%
de los pacientes con varias zonas o ganglios afectados a nivel N2(73,77). Por
tanto, la estadificacion ganglionar, sobretodo mediastinica, es relevante para
localizar aquellos pacientes cMO pero con N2 clinico o multinivel o ¢cN3; éstos
seran tributarios de quimioterapia y/o radioterapia, mientras que el resto de
pacientes cMO se les intentara ofrecer un tratamiento quirdrgico o multimodal
si no hubiere contraindicacién por el descriptivo T o su estatus funcional y co-
morbilidades.

La ACCP (American College of Chest Physicians) establece una clasificacién
basada en hallazgos radiograficos que permite orientar si es preciso o no la
estadificacion ganglionar mas alla de las pruebas de imagen(55).



Estadificacién ganglionar

e Grupo 1. Pacientes con imagen de infiltracién mediastinica englobando
vasos y via aérea. No es preciso mas estadificacion mediastinica; la prioridad
es obtener material histolégico tumoral para determinar la estirpe vy las
alteraciones moleculares susceptibles de tratamiento diana.

e Grupo 2. Pacientes con aumento de adenopatias mediastinicas (>1 cm en el
eje corto). Hay sospecha de afectacion mediastinica pero debe confirmarse
con mas pruebas.

e Grupo 3. Pacientes con tumores centrales o c-pN1, la posibilidad de
afectacion ganglionar mediastinica es del 20-25%. lLa estadificacion
ganglionar mediastinica es necesaria.

e Grupo 4. Tumores periféricos, la posibilidad de afectacién ganglionar es baja
y no es preciso mas estadificacién ganglionar.

Algoritmos de estadificacion
ganglionar mediastinica

El punto clave en la estadificaciéon ganglionar es qué porcentaje de pN2 no
sospechado, es decir, de falsos negativos tras la estadificaciéon ganglionar, se
considera asumible; algunos estudios lo sitdan en el 10%(79). Es mds, dentro
de los pN2 no sospechados, los realmente determinantes son aquéllos con
pN2 multiple, dado que presentan una evolucién muy desfavorable y la ciru-
gia no les aporta ninguna ventaja. €l porcentaje asumible de estos pacientes
no deberia sobrepasar el 1-2%(80).
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Tabla 7. Resumen

de las técnicas

de estadificacion
mediastinica
ganglionar y sus
valores de sensibilidad,
especificidad, VPN y
VVPP. Dado que el VPN
estd afectado por la
prevalencia y en los
estudios de PAAF/BAG
guiada por TC es >80%,
el VPN no se calculé.
*Ensayo clinico ASTER,
comparado con cirugia
sola (Sensibilidad
79%, VPN 86%). 1,
V/PP: valor predictivo
positivo; 2, VPN: valor
predictivo negativo;

3, VAMLA: video
assisted mediastinal
lymphadenectomy, 4,
TEMLA: transcervical
extended mediastinal
lymphadenectomy.

Técnicas de estadificacion ganglionar

Técnica Sensibilidad Especificidad
TC 55% 81%
PET-TC 62% 90%
EBUS 89% 100%
EUS 89% 100%
EBUS y EUS 91% 100%
PAAF/BAG guiada por TC 94% 100%
PAAF transbronquial guiada por broncoscopia 78% 100%
Mediastinoscopia 89% 100%
Mediastinoscopia cervical extendida 71% 100%
Mediastinotomia anterior 71% 100%
Toracoscopia 99% 100%
Combinacion (EBUS + EUS negativo) + cirugia* 94% 100%
VAMLA:3 100% 100%
TEMLA* 94% 100%

Para obtener la estadificacién ganglionar se combinan técnicas de imagen, en-
doscdpicas e incluso quirdrgicas. Un punto clave es determinar qué pacientes

VPP!  VPN?
58% 83%
63% 90%

100% 91%
100% 86%
100% 96%
100% -

100% 77%
100% 92%
100% 91%
100% 91%
100% 96%
100% 93%
100% 100%
100% 97%



58

Todos los algoritmos
asumen la
realizacion previa
de TC de térax y
abdomen superior y
de broncoscopia.

Figura 14. Algoritmo
de estadificacion
ganglionar mediastinica
propuesto por la ESTS,

Carcinoma pulmonar
Estadificacion ganglionar

precisaran de estadificacion mediastinica invasiva y si la morbilidad del pro-
cedimiento de estadificacién es asumible. Los procedimientos mds invasivos
nos aportan menos falsos negativos, pero a costa de una mayor morbilidad.
Aunque hay pequefias diferencias segun el algoritmo (ESTS, ACCP, NCCN -Na-
tional Comprehensive Cancer Network-) los pacientes tributarios de un pro-
cedimiento invasivo son los que presenten:

1-

tumores periféricos

(tercio externo del
pulmén) y
tumores <3 cm

Aumento de los ganglios mediastinicos por TC o hipermetabolismo
ganglionar mediastinico por PET-TC. €l EBUS/EUS o combinados se re-
comienda como primer mejor test por encima de la estadificacion quirdr-
gica (1B)(55). No obstante, en los casos con alta sospecha y EBUS/EUS
negativo, la estadificacion quirdrgica mediante mediastinoscopia deberia
realizarse (1B). Esto se basa en los resultados de algunos ensayos clinicos
que sitdan los VPN de las pruebas endoscdpicas alrededor de 85-88%. No
obstante, los resultados en centros experimentados y los resultados ex-
puestos por la revisiéon de la ACCP mejoran esos valores de VPN, cosa que
pondrd en duda en el futuro la necesidad de confirmacién quirdrgica en
caso de EBUS/EUS negativos.

cN1, tumores centrales o >3 cm, sobretodo adenocarcinomas con alto
SUVmax, con PET-TC negativo ganglionar mediastinico (1C). Como
primera opcién se recomienda el EBUS, EUS o EBUS+EUS (2B). Los pa-
cientes con enfermedad N1 tienen un 30% de posibilidades de presentar
pN2-3, los pacientes con tumores >3 cm presentan un VPN ganglionar
del PET-TC mas bajo, de 85-89% (<3 cm, VPN 92-94%) y la posibilidad
de afectacién pN2 en tumores periféricos (tercio externo del pulmén),
sin ganglios aumentados por TCy sin aumento del hipermetabolismo por
PET-TC, es del 3-6%, mientras que los centrales es del 22%(79,81). En los
casos sospechosos con EBUS/EUS negativo, la estadificacion quirdrgica
deberia valorarse.

cN1 [\ PR\E]

Tumores centrales

Tumores >3 cm i

EBUS/EUS 12 i6
[ / SRCON ] [ EBUS/EUS 12 opcidn ]

cNOy

Mediastinoscopia 22 opcion

\
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Las guias de practica clinica de la ESTS (European Society of Thoracic Sur-
geons) de 2013 recomiendan que, en el caso que fuera necesario la explora-
Cioén invasiva del mediastino, las estaciones a evaluar, como minimo, seran la
4Ry 4Ly la 7.Si presentan nodulos linfaticos, también la estacion 2Ry 2L de-
ben biopsiarse. Las estaciones 10Ry Ly las 5, 6, 8, 9 deben biopsiarse en caso
que esto implique un cambio de tratamiento. En caso de invasién extracapsular
por pruebas de imagen de las citadas estaciones mediastinicas, también debe-
rian biopsiarse. En las neoplasias del I6bulo superior izquierdo en las cuales la
estadificacion invasiva del mediastino es necesaria y donde las pruebas han
descartado la afectacién del resto de zonas o estaciones ganglionares, es ne-
cesario abordar quirdrgicamente las estaciones 5-6 por toracoscopia, mediasti-
notomia anterior o mediastinoscopia cervical extendida; siempre y cuando los
resultados cambien el tratamiento(55).

La VAMLA (video assisted mediastinal lymphadenectomy) y la TEMLA (trans-
cervical extended mediastinal lymphadenectomy), aunque sirven para la es-
tadificacion ganglionar mediastinica, son técnicas quirdrgicas que permiten
realizar una linfadenectomia o diseccién ganglionar mediastinica. Por tanto, la
sensibilidad y el VPN son muy altos, a costa de una morbilidad mas elevada e
incluso mortalidad, sobretodo para el TEMLA(79).

Estadificacion ganglionar
intraoperatoria

El tratamiento quirdrgico de la neoplasia pulmonar se basa en la exéresis pul-
monar anatémica y en la linfadenectomia de las estaciones o cadenas de dre-
naje linfatico. Con la linfadenectomia, se estda realizando una estadificacién
ganglionar intraoperatoria. Las recomendaciones de las principales sociedades
de Cirugia Toracica a nivel mundial indican que siempre que sea posible, se de-
bera realizar una diseccién ganglionar sistematica; como alternativa, muestreo
ganglionar sistematico.

La diseccién ganglionar sistemdtica implica la diseccién y exéresis en bloque
de las adenopatias v el tejido fibroadiposo asociado, de todas las estaciones
anatémicas abordables en cada hemitérax(69,82). Se recomienda que, como
minimo, deben haberse resecado 3 ganglios de 3 estaciones mediastinicas di-
ferentes, incluyendo siempre la subcarinal. Se debera realizar también Ia linfa-
denectomia de los ganglios intrapulmonares (hiliares, interlobares e intrapa-
renquimatosos), resecados con la pieza anatémica pulmonar; como minimo, tres
ganglios deben ser resecados(83).

El muestreo ganglionar es la exéresis o biopsia de uno o varios nddulos linfa-
ticos guiados por las pruebas preoperatorias o los hallazgos intraoperatorios.
En ocasiones este muestreo se convierte en sistematico si el cirujano tiene
prefijado una serie de localizaciones anatémicas a biopsiar.
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Tabla 8. Clasificacion
segln la presencia o
ausencia de células
tumorales aisladas, ya
fuere por hallazgos
morfolégicos o no
morfologicos.

Carcinoma pulmonar
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La diseccion ganglionar especifica de l6bulo implica la exéresis de los nddulos
y el tejido fibroadiposo asociado de las estaciones o zonas de drenaje linfatico
asociadas al Iébulo en el cual se encuentra la neoplasia.

Micrometastasis
y células tumorales aisladas

Las micrometastasis ganglionares son pequefios acimulos de células de 0,2-2
mm de tamafo con invasién vascular o de la pared de senos linfaticos, mitosis,
con reaccién estromal y con proliferacion celular extravascular/extrasinusoidal.
Suelen detectarse mediante hematoexilina-eosina. Los estudios extendidos
con inmunohistoquimica para detectar micrometastasis detectan una preva-
lencia del 48% entre los pacientes en estadio I-ll, aunque sélo un 5% las pre-
sentaban a nivel N2 implicando un cambio prondstico(84,85).

A pesar de los multiples avances y la inclusién en los ultimos afios de varias
técnicas que ayudan en la estadificacién ganglionar, evidenciamos que un por-
centaje no desdefiable de pacientes pNO presentan recidiva local o a distancia.
Esto indica que los actuales métodos de estadificacidn no son suficientemente
sensibles para detectar la enfermedad a nivel ganglionar. En este sentido, se
han intentado clasificar e incorporar los avances en biologia molecular a la es-
tadificacion ganglionar, de una forma complementaria.

Se ha propuesto una clasificacién accesoria de células tumorales aisladas (CTA).
Las células tumorales aisladas son células tumorales individuales o pequefios
racimos de células de no mas de 0,2 mm en su mayor dimensidn, sin mitosis ni
invasioén vascular ni de pared de senos linfaticos, sin reaccién estromal, que son
detectadas con tinciones histolégicas de rutina, métodos inmunohistoquimicos
o moleculares. No obstante, los casos con CTA o con hallazgos que sugieran
células tumorales o sus componentes a nivel ganglionar o en otros érganos, por
técnicas no morfoldgicas (citometria de flujo, analisis de DNA, RNA -ribonucleic
acid-, etc.), aun se clasifican como NO 6 MO, respectivamente(57,82,86).

Células tumorales aisladas

No metastasis en ganglios linfaticos regionales por histologia

NO No metastasis en ganglios linfaticos regionales por histologia
(intratordcicos, mediastinicos, supraclaviculares y escalenos).

NO(i-) Hallazgos morfoldgicos negativos de CTA

NO(i+) Hallazgos morfoldgicos positivos de CTA

NO(mol-) Hallazgos no morfoldgicos negativos de CTA

NO(mol+) Hallazgos no morfoldgicos positivos de CTA



Carcinoma pulmonar
Tratamiento (6)

Tratamiento (6)

Estadios iy Il

El tratamiento que se ofrece a los pacientes no sélo depende del estadio clinico,
también de la tedrica capacidad del enfermo para soportarlo. Sélo un 20% de los pa-
cientes con carcinoma broncogénico son tributarios de tratamiento quirdrgico. Como
norma general, los pacientes quirdrgicos presentan estadios clinicos | y Il (1B).

La reseccién anatémica puede ser neumonectomia, bilobectomia o lobectomia.
En casos de pacientes con compromiso funcional, con comorbilidades impor-
tantes o edad anciana (275 afios y especialmente > 80 afos), sobretodo en
tumores de pequefio tamafio (<2 cm), puede optarse por una segmentectomia
anatomica. En lesiones menores de 2 cm, los margenes deben ser como el ta-
mafio maximo del tumor; en lesiones >2cm, 2 cm de margen seran necesarios.
En casos de hiperplasia adenomatosa atipica, adenocarcinoma in situ y proba-
blemente adenocarcinoma minimamente invasivo, es preferible la segmentec-
tomia anatémica. Si la segmentectomia anatémica no es posible, se optara por
la segmentectomia atipica. Si es posible, la exéresis pulmonar y la linfadenec-
tomia deberan realizarse por toracoscopia (2C). En ocasiones es preciso ampliar
la reseccién a la pleura parietal o mediastinica, la pared toracica, el diafragma o
los segmentos pulmonares de otro lébulo adyacente.

En el estadio I, varios estudios randomizados no han evidenciado beneficio en
supervivencia de la diseccion ganglionar sistematica versus el muestreo gan-
glionar sistemdtico(87). Se acepta muestreo ganglionar sistematico (derecho:
2R, 4R, 7, 10R; izquierdo: 5, 6, 7, 10L, ademas de cualquier ganglio sospechoso
durante la cirugia) en aquellos pacientes T1-2 NO o N1 distal a la estacién
hiliar, si previamente a la cirugia se ha llevado a cabo una estadificacién gan-
glionar mediastinica completa(88). Se acepta diseccion ganglionar sistematica
|6bulo-especifica en los pacientes con carcinoma escamoso periféricoy T1.

En el estadio Il hay pocos datos y son favorables a la diseccién ganglionar siste-
matica para obtener un mejor control local de la neoplasia y mayor supervivencia.
En resecciones tras tratamiento de induccién o en pacientes de alto riesgo, la
linfadenectomia intraoperatoria puede ser menos exhaustiva para minimizar el
impacto o los riesgos sobre el paciente. Tanto para la reseccién anatémica como
para la linfadenectomia, el objetivo de la cirugia es una reseccién completa(83).

Los pacientes que rechazan la cirugia o no la tolerarian por estudio de opera-
bilidad, pueden realizar, segun el tamafio, SBRT (stereotactic body radiation
therapy), radiofrecuencia guiada por TC o radioterapia externa.

Los pacientes con estadio patoldgico Il (N1) y buen estadio funcional, la qui-
mioterapia adyuvante basada doblete de platino y vinorelbina, etopdsido o vin-
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blastina esta indicada (1A). La quimioterapia adyuvante también se valorara
en pacientes NO pero con tumores poco diferenciados, carcinomas neuroendo-
crinos de célula grande, carcinomas neuroendocrinos moderadamente diferen-
ciados, con invasién vascular intratumoral, tumores >4 c¢m., segmentectomia
atipica, afectacion de la pleura visceral o linfadenectomia incompleta (Nx).

Los pacientes con estadio IIB T3NO, sobretodo los tumores del sulcus superior,
en ocasiones pueden precisar de tratamiento neoadyuvante con quimioterapia
(cisplatino y etopdsido) o quimiorradioterapia (45-50 Gy -Grays-), posterior-
mente cirugia y completar con quimioterapia adyuvante (cisplatino con vinorel-
bina, etopdsido o vinblastina). En otras ocasiones se realiza cirugia y posterior
tratamiento con quimioterapia adyuvante.

Estadio Il

El estadio IlIA lo forman un grupo heterogéneo de pacientes que, por otra
parte, comparten prondstico similar. Los pacientes T3N1 y T4 NO-1, si el com-
ponente T4 es por dos nddulos en dos I6bulos diferentes del mismo hemito-
rax, por invasion discreta de la grasa mediastinica, por afectacién local y re-
secable del cuerpo vertebral o por afectacidon discreta y resecable de la vena
cava superior, son tributarios de tratamiento quirdrgico con neoadyuvancia
con quimiorradioterapia o adyuvancia con quimioterapia. Los tumores del sul-
cus superior resecables T3N1 ¢ T4NO-1, precisan de quimioterapia neoad-
yuvante, cirugia y posterior quimioterapia adyuvante. En caso que no fueran
tumores resecables, se aplica quimioterapia y radioterapia concomitante.

Los pacientes con estadio Il N2 se pueden dividir en 3 grupos segun la clasifi-
cacion de la ACCP:

1.- €Enfermedad pN2 no sospechada tras la estadificacion clinica com-
pleta. En estos paciente se descubre la enfermedad N2 durante la cirugia
0 en el examen por anatomia patolégica. Si en el analisis peroperatorio
sélo hay una estacién o zona ganglionar afectada y es posible realizar
una resecciéon completa menor a una neumonectomia, se debera conti-
nuar con la resecciéon pulmonar y la linfadenectomia, preferiblemente
diseccién ganglionar sistemdtica(77). Tras la cirugia, se realizara quimio-
terapia (1A) y radioterapia secuencial (2C).

2.- Enfermedad cN2 discreta. Son pacientes con una o dos estaciones o
zonas ganglionares afectas por neoplasia. Estos casos se valoraran in-
dividualmente para realizar quimioterapia y radioterapia concomitante
definitiva o quimioterapia/quimiorradioterapia y posterior cirugia. Los
pacientes elegibles para cirugia son aquellos que tras el tratamiento de
induccién presentaran ypNO-1, maximo pN2 en un solo nivel ganglionar
y que el tratamiento quirdrgico consistiera en una lobectomia para conse-
guir una resecciéon completa.
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3.- Enfermedad cN2-3 infiltrativa. Se considera enfermedad bulky cuando
las adenopatias sobrepasan los 25 mm de didmetro. El tratamiento es la
quimioterapia con los esquemas habituales y radioterapia concomitante
(60-66 Gy) o radioterapia paliativa segln performance status(89).

En el estadio I1IB por afectacién T4 extensa, el tratamiento es la quimioterapia
y la radioterapia si el estado general y la comorbilidad del paciente lo permiten.

Estadio IV

Los tumores, ganglios o metastasis de los pacientes con estadio IV deben ser
analizados para conocer la histologia. En caso de adenocarcinomas, carcino-
ma indiferenciado de célula grande o CPNCP no determinado, deben analizarse
las mutaciones de EGFR v la translocacion de ALK. Las mutaciones del EGFR
(Gly719X, delecion del exén 19, LeuB58Arg, Leu861GIn, etc.) se encuentran en
un 5-15% de los adenocarcinomas(90) y presentan un caracter predictivo dado
que se han desarrollado farmacos inhibidores: fundamentalmente gefitinib vy
erlotinib. Estos farmacos han demostrado aumentar el tiempo libre de enfer-
medad respecto los dobletes de platino clasicos (mediana 9,7 vs 5,2 meses)
(91). Tipicamente, los pacientes que se benefician de estos farmacos son mu-
jeres no fumadoras. Por tanto, en pacientes con EGFR mutado, el tratamiento
de primera linea es el gefitinib o el erlotinib (1A).

La translocacién de ALK y fusién con EML4 estd presente en el 5-15% de los
adenocarcinomas y en general en el 3-7% de los CPNCP. Se ha desarrollado un
tratamiento especifico versus ALK-EML4, el crizotinib. Los pacientes con ade-
nocarcinoma, varones, jévenes y no o poco fumadores son los que se benefi-
cian mas del tratamiento con crizotinib, con unas tasas de respuesta del 57% vy
con aumento del tiempo libre de enfermedad(92,93).

Hasta hace poco, los pacientes con carcinoma escamoso no presentaban dia-
nas moleculares tratables y eran tributarios basicamente de tratamiento con
quimioterapia. Recientemente se ha aprobado el uso de nivolumab, un anti-
cuerpo inmunmodulador contra programmed cell death protein 1 (PD-1), que
presenta un aumento de supervivencia del 18% en un afio en pacientes con
carcinoma escamoso metastdsico(94). Nivolumab también se ha probado en no
escamosos con buenos resultados(95). Otros anticuerpos estan actualmente
en estudio en ensayos clinicos con prometedores resultados.

Determinados pacientes con 1-2 metastasis encefdlicas o suprarrenal tratables
por cirugia o radiocirugia, son considerados para tratamiento radical, preferen-
temente quirdrgico, de la lesién tordcica y de la lesién metastdsica.
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Estudios clasicos apuntan una tasa global de recidiva del 29% para el estadio
IA, con una tasa anual del 9% para los adenocarcinomas y un 4% para los car-
cinomas escamosos. La tasa de recidiva para el estadio IB es del 40%. Para los
pacientes N1, a 5 afios, un 38% presentaba recidiva local y un 47% a distancia.
Se evidencio que los pacientes con >10 ganglios resecados y T1-T2 eran fac-
tores independientes de buen prondstico ante la recidiva(96,97). En general,
la recidiva a distancia es mas frecuente que la local en pacientes con estadios
bajos y tratados de forma radical con cirugia; la recidiva locorregional solo apa-
rece en un 24% de los pacientes con estadio | recidivado(66).

La evolucién natural del carcinoma broncogénico es pésima, nos lleva a una su-
pervivencia global a los 5 afios de tan sélo el 16% para el estadio | (mediana de
supervivencia: 9 meses) y del 0% para los estadios II-IV. En concreto, la 0S a 5
afios es del 23% para los pacientes con afectacién T1 no tratados(98). €l tra-
tamiento actual mejora estos resultados pero no es plenamente efectivo, pues
incluso los pacientes con CPNCP en estadio IA, resecado de forma radical ma-
croscopicamente y microscépicamente, presentan una supervivencia entorno al
73% a los 5 afios(56). No obstante, en los Ultimos afios se ha evidenciado un
crecimiento de la supervivencia global del carcinoma broncogénico del 1,24%,
acercandose al 20% en varones y sobre un 22% en mujeres a los 5 afios del
diagndstico.

En cuanto al descriptivo T, a medida que aumenta el tamafio o la afectacién
de estructuras adyacentes al parénquima pulmonar (pleura visceral y parietal,
pared, mediastino, etc.) disminuye la supervivencia. No obstante, incluso los
pacientes pT1la presentan una supervivencia a 5 afios del 77%.

Finalmente, en cuanto al descriptivo N, los pacientes pNO presentan una su-
pervivencia a los 5 afios del 56%, mientras que los pN1 es del 38%, los pN2
del 22% y los pN3 del 6%. Diversos autores en la literatura y el subcomité
de la IASLC para la revision del descriptivo N han dividido esta clasificacion
anatémica N en subcategorias, sobretodo por el nimero de ganglios o zonas
ganglionares implicadas. Los pacientes pN1la son aquellos con una zona gan-
glionar N1 afectada; los pacientes pN1b son aquellos con 2 o mas zonas N1
implicadas; pN2a son los pacientes con 1 zona N2 (pN2al sin pN1; pN2a2 con
pN1)y los pN2b son los que implican 2 o0 mas zonas N2. Los mejores resultados
los presentan los pacientes con un Unico ganglio afectado a nivel N1, siendo la
supervivencia a 5 afios en algunos estudios del 73%(77); a medida que aumen-
ta la afectacion, disminuye la supervivencia.
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Supervivencia

Estadio Mediana 0S* 0S5 aiios pT Mediana 0S* O0S 5 aifios N Mediana 0S* 0S5 aiios

pIA 119 73% pTla - 77% pN1la 52-77 53-48%
piB 81 58% pT1b 113 71% pN1b 31-61 35-50%
pllA 49 46% pT2a 81 58% pN2al 71 54%
pliIB 31 36% pT2b 56 49% pN2a2 28-46 25-43%
pllIA 22 24% pT3 29-48 35-45% pN2b 17-40 8-38%
1B 9-13 5-9% pT4 25 35% cN3 10-12 6-9%
') 4-17 1-13%
Tabla 9.
Deaths /N MST 5Year Supervivencia mediana
—a 7S T 7
——IIA 1485/2579 49 46% del estad‘io patolégico,
| 896 / 379 22 del descriptivo ‘
— 1 263/ 297 13 pTyelN. Fuente:
— 224 ] 266 17 IASLC Database
v New Database,

bases de datos en

la que se basaron

la séptimay octava
clasificacion TNM de
la neoplasia pulmonar,
estudios adicionales
referenciados
(56,58,73,77,89,100).
1: mediana en meses.

Probabilidad de supervivencia

Tiempo (afios)

i i H . . . . . Figura 15. Curvas
Esta baja supervivencia a pesar de tratamiento radical implica que existe en- | Kaplan Meier de la

fermedad que no detectamos con los actuales métodos de estadificacién y las ;gﬁgﬂﬂ'gi”gigigﬁas‘a
adenopatias tordcicas son estructuras donde es posible que exista enfermedad | de puimén segin
no advertida estadio patoldgico.

' Fuente: modificado de

IASLC Database (56)
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Segun las teorias actuales de la evolucién del cancer, el tumor se iniciaria a ni-
vel epitelial de las vias aéreas y se formaria una masa celular que, en un punto
critico, se diseminaria de forma linfatica hacia los ganglios intrapulmonares-hi-
liares-mediastinicos (en general dependiendo de la localizaciéon del tumor pri-
mario) y posteriormente por via hematdégena generando implantes tumorales
a distancia.

No obstante, los tumores no son sélo masas de células proliferativas. Los tumo-
res constituyen tejidos complejos de diversos tipos celulares que interaccionan
mediados por un estroma; todas estas células contribuyen al desarrollo de di-
cho tejido mediante la expresion de determinadas caracteristicas implicitas a
la neoplasia. El origen de la neoplasia es habitualmente monoclonal, se basa en
una célula que adquiere, mediante inestabilidad genética, entre 3-7 alteracio-
nes independientes del azar y que permiten la transformacion de la célula en
neoplasica. Existen dos modelos complementarios que explican el origen de la
neoplasia, el modelo de Hanahan y Weinberg(101) y el modelo de Vogelstein
y Kinzler(102).

Caracteristicas de la neoplasia

Segun el modelo de Hanahan, el cancer presenta 10 caracteristicas: 6 caracte-
risticas clasicas distintas y complementarias que permiten la supervivencia, el
crecimiento celular y la diseminacion metastasica, dos caracteristicas celulares
emergentes y dos caracteristicas facilitadoras(101).

Durante la carcinogénesis, las células iniciadas adquieren la capacidad de re-
plicarse constantemente y mantener esa respuesta proliferativa, evadir las
sefiales inhibidoras del crecimiento, alargar su supervivencia, estimular la pro-
duccion de nuevos vasos sanguineos y adquieren la capacidad de metastatizar
via linfatica y sanguinea para colonizar otros tejidos y diseminar la neoplasia
(mediante la disgregacién del tejido de sostén y la disminucién de la capacidad
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de adhesidn celular, por la pérdida de cadherina E). La capacidad de modificar
o reprogramar el metabolismo energético celular y el escapar a la respuesta y
destruccién inmune, en particular de los linfocitos T y B, macréfagos vy natu-
ral killers (NK) son dos caracteristicas de las células neoplasicas que se han
evidenciado en los ultimos afios. Ademds, para adquirir las 8 caracteristicas
anteriores y facilitar la neoplasia, las células presentan inestabilidad genémica
y mutaciones que llevan a la progresion tumoral y promueven la inflamacion a
través de activar las células inmunes innatas y por la via de la reparacién del
dafio (wound healing). Finalmente, existe un microambiente tumoral con inter-

cambio de sefiales que permite estas caracteristicas.

Mantenimiento de
la respuesta
proliferativa

Promocion de la
inflamacion

Inestabilidad Evasion de las
gendmicay sefiales inhibidoras
mutaciones del crecimiento

Y

Desregulacion del Activacion de la
meabolismo invasiony la

energético celular metastasis

Permitir la
Evasion de la replicacion
destruccién inmune constante y la

inmortalidad

Resistencia a Ia Induccién de la
muerte celular angiogénesis

Entre las caracteristicas clasicas de la neoplasia, destacar que la proliferacion
celular, incluso en las células normales, esta mediada por factores de creci-
miento que estimulan receptores con dominios tirosina quinasay vias intrace-
lulares como las que hemos detallado en el desarrollo embriolégico del arbol
traqueobronquial y el pulmdén. Estas interacciones rescatan a la célula de la
quiescencia e inician la proliferacién. Los factores de crecimiento regulan tem-
poralmente y espacialmente el crecimiento celular, de manera que las células
iniciadas pueden enviar sefiales a través del estroma para activar las células
normales. Mutaciones somaticas que activen de forma constitutiva los recep-
tores de factores de crecimiento vy las vias asociadas permiten una capacidad
proliferativa ilimitada, sobretodo por la inhibicién de los mecanismos de retro-
alimentacién negativos (por ejemplo, de PTEN en la cascada de PIK3).

El proceso de invasion y metdstasis empieza con un proceso de invasion local,
seguido por la intravasacién en los vasos linfaticos y sanguineos adyacentes, la
circulacion por el sistema linfatico y hematégeno, la extravasacion de los vasos
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Figura 16. Modelo de
Hananan y Weinberg
que expone las
caracteristicas de la
neoplasia.
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al tejido de destino, la formacién de micrometastasis y posteriormente la for-
macién de tumores macroscopicos, denominado la colonizacién. En este proce-
so se ha evidenciado sobreexpresidn de moléculas de adhesiéon normalmente
asociadas con migraciones celulares tipicas de la embriogénesis y la respuesta
inflamatoria. Un ejemplo es la cadherina N, asociada a la migracién de neuronas
y células mesenquimales durante la organogénesis, que se encuentra sobreex-
presada en varios carcinomas invasivos.

La reaccion inflamatoria asociada a la neoplasia presenta un doble efecto: por
una parte promueve la carcinogénesis y la progresion, activando el comple-
mento, atrayendo factores de crecimiento, produciendo factores de supervi-
vencia, factores proangiogénicos, enzimas extracelulares, radicales de oxigeno
que provocan mutaciones en las células circundantes, etc. Ademads, la unién
de PD1 (programmed cell death 1, PDCD1), expresada por los linfocitos T, y
PDL1 (programmed death ligand 1, CD274 molecule) expresado por la célula
tumoral, inactiva la apoptosis tumoral mediada por la célula T. Muchos tipos de
neoplasia segregan PDL1 para inactivar estos linfocitos T y evadir la apoptosis.
Actualmente se estan testando anticuerpos vs PDCD1 (nivolumab, pembroli-
zumab) en pacientes estadio IV segunda linea con excelentes y prometedores
resultados clinicos, sobretodo en tumores secretores de PDL1 (30% vs 10%
de respuesta). Otro punto fuerte de esta nueva terapia es que es funcionante
en adenocarcinoma y carcinoma escamoso. Paraddjicamente, la reaccion infla-
matoria también activa la destruccién celular a través de la respuesta inmune.

Tipos de genes

Segun Vogelstein y Kinzler, |a alteracidn de tres tipos de genes estd implicada en
la carcinogénesis: los oncogenes, los genes supresores de tumores y los genes
estabilizadores. Las células tienen varios mecanismos de proteccion frente a las
mutaciones que provocan la neoplasia, por tanto no podemos hablar de que las
mutaciones causan el cancer, sino que contribuyen al cancer. Las mutaciones
pueden originarse en lineas germinales vy asi haber predisposiciones hereditarias
a la neoplasia o en células somaticas, apareciendo las neoplasias esporadicas.

Oncogenes

Un oncogén es un gen que promueve la proliferacion celular. La mutacién neo-
plasica implica una actividad constitutiva o que la proteina resultante se active
en condiciones diferentes a lo habitual. La activacién de los oncogenes puede
originarse por translocaciones cromosémicas, amplificaciones o mutaciones in-
tragénicas. Una mutacién somatica activadora en un alelo es suficiente para
aportar a la célula esa ventaja proliferativa u otras caracteristicas propias de
la célula tumoral. Algunos oncogenes asociados a cancer de pulmén son EGFR,
ERBBZ, KRAS, C-MYC o STAT3, como veremos posteriormente.
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Genes supresores de tumores

Los productos de los genes supresores de tumores actlan normalmente pro-
moviendo la muerte o la quiescencia celular (GO-1 del ciclo celular). Por tanto,
son genes que la mutacién neopldsica provoca una disminucién en la actividad
del producto, promoviendo la proliferacion u otras capacitaciones de la célula.
La inactivacion de un gen supresor de tumores puede venir por mutaciones
sin sentido en residuos que son basicos para la actividad de la proteina re-
sultante, por mutaciones que truncan la proteina, de deleciones o inserciones
o por el silenciamiento epigenético. Aunque la inactivacién de un solo alelo
puede aportar una ventaja a la célula, suele precisarse de la inactivacién de
ambos para aportar una ventaja real a la misma. Esto acostumbra a pasar por
la delecidn de un alelo por una alteracién cromosdmica grosera y una mutacion
intragénica del otro alelo. Clasicamente, las vias de p53 (tumor protein p53) y
RB (retinoblastoma) o p16 promueven la quiescencia celular.

La letalidad sintética (synthetic lethality) es un fenémeno biolégico implicado
en el cancer. Engloba aquellas situaciones donde unas mutaciones o alteracio-
nes en dos o mas genes separados, que por si solas no ocasionan dafio celular,
combinadas entre si conllevan la muerte celular. La letalidad sintética es el me-
canismo mas importante existente en la actualidad para combatir la neoplasia
a partir de los genes supresores de tumores.

Genes estabilizadores

La funcién normal de estos genes no esta relacionada con la regulacién de la
proliferacion, sino con el mantenimiento de la integridad del genoma. Estos
genes reparan el DNA de los errores cometidos durante la replicacion normal
(errores en la recombinacién mitética y la segregacion de cromosomas) o por
errores inducidos por factores mutdgenos exdgenos. A este grupo de genes
pertenecen los mismatch repair (MMR), nucleotide-excision repair (NER) y ba-
se-excision repair (BER) ademds de BRCA1, BLM (Bloom syndrome, RecQ heli-
case-like) y ATM (Ataxia telangiectasia mutated serine/threonine kinase). La
inactivacion de estos genes, dado que son especificos para la subsanacién de
errores y de control, provoca la apariciéon de multiples mutaciones. Ambos ale-
los deben estar alterados para que se produzca el resultado.

Epigenética

La epigenética estudia y recoge los mecanismos moleculares que alteran la
expresion del gen sin alterar la secuencia del DNA. Esto se consigue con varios
mecanismos:

e Lametilacion de DNA de las islas CpG dentro de las regiones promotoras
de los genes. Consiste en una afiadir de forma covalente un grupo metil en
el carbono 51 del anillo de la citosina, transformandola en 5'metilcitosina, en
las secuencias 5'-CG-3". La hipermetilacién estd presente en la neoplasia de
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una forma transversal, de manera que muchos genes estaran hipermetilados
aunque el impacto funcional sélo dependa de unos cuantos. Aunque es muy
habitual que la hipermetilacién se asocie a inactivaciéon de genes supresores
de tumores, no todos los genes hipermetilados seran supresores. Este
mecanismo puede involucrar genes en todas las localizaciones cromosémicas y
en todas las vias celulares conocidas: regulacion del ciclo celular, reparacién de
DNA, apoptosis, angiogénesis, invasion local o a distancia... La regulacion por
hipermetilacién se combina con mutaciones génicas en la génesis y progresion
del cancer. Un ejemplo clarificador es el del MGMT (0-6-methylguanine DNA
methyltransferase), un gen que codifica una proteina reparadora de DNA; la
hipermetilacion del gen MGMT inactiva la expresion y provoca una disminucién
en la reparacién de las transiciones de guaninas a adeninas en el oncogén
KRAS y en el gen supresor de tumores p53, en consecuencia, aumentaran las
mutaciones activadoras o represoras en ambos genes(103).

Los mecanismos de silenciamiento por hipermetilacion son dos: interferencia
directa del grupo metil en la unién de las proteinas reguladorasy el DNAy la
atraccion del CpG metilado a determinadas proteinas(52).

e La hipometilacién, la presencia de un bajo nimero de metilaciones de
las citosinas de las islas CpG respecto a la situacion basal habitual. La
hipometilacion en cancer se asocia a inestabilidad cromosdémica, a activacion
de elementos de transposicién y a pérdida de la huella (imprinting) gendémica.
Se producen mas reordenamientos cromosémicos y mas recombinacién
mitdtica. €l grado de hipometilacién aumenta a medida que pasamos de una
proliferacion celular benigna a una neoplasia invasiva.

e La modificacién postranslacional de los extremos de las histonas
(acetilacién, fosforilacion, metilacion, ubiquitinizacién) influye en Ia
regulacion transcripcional.

e Los miRNAs (microribonucleic acid) o microRNAs son unos pequefios
fragmentos (22 bp) de RNA no codificante que estan involucrados en la
regulacion delaexpresidn génicaanivel postranscripcional, por apareamiento
de bases especifico de secuencia en la regidon 3' del RNA mensajero
(mRNA). Esto producird la degradaciéon del mRNA y también inhibicion de
la sintesis de proteinas. Los miRNAs actlan como genes supresores de
tumores y también estan implicados en la apoptosis(103,104). La metilacién
de DNA de los genes de los microRNA estd implicado en la neoplasia: el
miRNA 3443, b/c hipermetilado se ha asociado a neoplasia v el miRNA 212
también(52,105-107).
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Marcadores moleculares en el
carcinoma pulmonar

Un marcador molecular es un cambio genético o molecular que puede ser detec-
tado en asociacion al riesgo, presencia, status y comportamiento futuro de la neo-
plasia. Los marcadores pueden tener un valor pronéstico, siendo indicadores de la
agresividad innata de la neoplasia o pueden tener un valor predictivo, en relacién
alarespuesta o no a un tratamiento. Todas aquellas moléculas que de una forma u
otra se han asociado a la neoplasia son potenciales marcadores moleculares.

En el CPNCP se ha estudiado la presencia y los niveles de diversos marcadores
moleculares en el tumor, en ganglios linfaticos y en suero. Se ha asociado la
presencia de marcadores con la recurrencia, la supervivencia y la afectacion
ganglionar de la neoplasia. Asi, se han evaluado como parte de la monitoriza-
cién postoperatoria.

Se han empleado principalmente 3 métodos para recoger la expresién de mar-
cadores moleculares en tumor y ganglios toracicos. Por una parte la inmuno-
histoquimica, con abundante bibliografia, incluso en marcadores embrionarios.
El marcador SOX?2 se ha evaluado mediante inmunohistoquimica en tumor pri-
mario tipo adenocarcinoma y se ha evidenciado que los pacientes con una alta
expresion de SOX2 presentaban peor supervivencia y peor intervalo libre de
enfermedad(108).

Por otra parte esta la PCR (polimerase chain reaction, reaccion en cadena de la
polimerasa). Esta Ultima técnica permite amplificar y detectar pequefias canti-
dades de DNA. La amplificacion generada por la PCR puede estar precedida por
la transcripcién inversa del mMRNA en DNA complementario (cCDNA). Esta técnica
se conoce como RT-PCR (reverse transcription PCR). La RT-PCR es mucho mas
sensible que la inmunohistoquimica. La RT-PCR en tiempo real (real-time quan-
titative RT-PCR, RT-qPCR) permite saber los niveles de expresion génica, pu-
diendo diferenciar entre las células sanas y las tumorales o entre diversos gru-
pos de tumores. Esta técnica se ha demostrado como una herramienta (til para
localizar o detectar células tumorales, dado que el RNA fuera de la célula se
degrada rdpidamente. La deteccién de niveles de RNA como en el tumor, pero
en otro tejido, es una indicador indirecto de la presencia de células tumorales.
La desventaja del mRNA es que la demostracién de la expresién del RNA no
es suficiente para demostrar la sintesis y la actividad de la proteina asociada.

Finalmente, los microarrays, una superficie sélida donde estan afiadidas pe-
quefias porciones de DNA de diversos genes. Los microarrays permiten evaluar
la expresion génica a gran escala, de forma simultanea, y detectar aquellos que
potencialmente podrian ser evaluados como marcadores. A partir de aqui se
pueden realizar modelos de riesgo agrupando los marcadores. Los microarrays
también permiten genotipar multiples regiones del genoma.
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Otros métodos para detectar marcadores moleculares son el MLPA (multiplex
ligation dependent probe amplification), el FISH (fluorescence in situ hybridiza-
tion), CISH (chromogenic in situ hybridization) o la citometria de flujo. Por otra
parte, el andlisis con NanoString nCounter® en cancer de pulmén también ha per-
mitido evaluar a gran escala los genes implicados.

En las tablas 10 y 11 presentamos los marcadores moleculares usados habi-
tualmente en la clinica, los marcadores evaluados en ensayos clinicos y los eva-
luados en estudios clinicos de forma experimental.

MARCADORES MOLECULARES EN EL CARCINOMA PULMONAR

Marcador  Muestra Histologia Utilidad Accion Mecanismo
MARCADORES IMPLEMENTADOS EN LA CLINICA
EGFR Tumor Adenocarcinoma Predictiva Oncogén Mutacion
ALK-EML4 Tumor Adenocarcinoma Predictiva Oncogén Translocacion
PD1* Tumor CPNCP (CE) Predictiva Inmunomodulador  Inmunomodulacién
MARCADORES EVALUADOS EN ENSAYOS CLINICOS

PDL1 Tumor CPNCP Predictiva y pronéstica  Inmunomodulador  Inmunomodulacién
KRAS Tumor Adenocarcinoma Control enfermedad Oncogén Mutacién
ERBB2 Tumor Adenocarcinoma Predictiva Oncogén Mutacién
BRCA1 Tumor CPNCP Prondstica y predictiva Reparacion DNA Expresion
ROS1 Tumor Adenocarcinoma Predictiva y prondstica Oncogén Translocacion
RET Tumor Adenocarcinoma Predictivo Oncogén Fusion

Tabla 10. Principales
marcadores
moleculares evaluados
en el carcinoma
pulmonar (93-95,
109-113y Sénchez
Torres, Plenary Session
& VIl Educational
Symposium of the
Spanish Lung Cancer
Group, 2014.).% en fase
de implementacion.

Driver oncogenes

Los driver oncogenes son genes que presentan mutaciones, translocaciones u
otras modificaciones génicas que le confieren a la célula una ventaja prolifera-
tiva respecto al resto; por tanto, estas alteraciones ocurren en genes que codi-
fican proteinas de sefial cruciales para la proliferacion y supervivencia celular.
Estas mutaciones pueden presentarse en oncogenes 0 en genes supresores
de tumores; a este fenémeno se le denomina la adiccién oncogénica. Los driver
genes pueden localizarse en mas de 12 vias intracelulares que regulan el ciclo
celular y la supervivencia.

EGFR, epidermal growth factor receptor

Como vya hemos apuntado previamente, EGFR es un receptor de membrana tipo
tirosina quinasa que activa unas vias intracelulares que finalizan en la promocién
de la proliferacién celular, la angiogénesis, la apoptosis y la migracion celular.

Las alteraciones moleculares del EGFR han sido ampliamente estudiadas, tanto
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MARCADORES MOLECULARES EN EL CARCINOMA PULMONAR

MARCADORES EVALUADOS DE FORMA EXPERIMENTAL

Marcador Muestra Histologia Utilidad Accion
BRAF Tumor  Adenocarcinoma Prondstica Oncogén
Ki-67 Tumor Escamoso Pronéstica Proliferacién
HIF1A Tumor Cancer Pulmén Prondstica Oncogén
PIK3CA Tumor Escamoso Prondstica Oncogén
FOX03 Tumor CPNCP Predictiva Apoptosis
BCL2L11 Tumor CPNCP Predictiva Apoptosis
HES1 Tumor CPNCP Predictiva Oncogén
ERCC1 Tumor CPNCP Pronéstica Reparacion DNA
RRM1 Tumor CPNCP Pronéstica Supresor tumor
p53 Tumor CPNCP Prondstica S”péflscz;;m”
REG1A Tumor CPNCP Prondstica Oncogén
PIM1 Tumor CPNCP Pronéstica Supresor tumor
DYRK2 Tumor CPNCP Pronéstica y predictiva Supresor tumor
BCL2 Tumor CPNCP Prondstica Apoptosis
B-tubulina Tumor CPNCP Pronéstica -
E-selectina .?S;rgr CPNCP Prondstica Supresor tumor
MET .?LJ;?F CPNCP Prondstica Oncogén
Osteopontina Tslljrirgr CPNCP Prondstica Oncogén
CD44 .?:]";?r CPNCP Pronéstica Oncogén
SFTPA Suero CPNCP Prondstica Oncogén
TPA (KRTS, 18, 19) Suero CPNCP Pronédstica/Resecabilidad Oncogén
VEGFC Suero CPNCP Prondstica Oncogén
TK1 Suero Cancer pulmén Prondstica Oncogén

en los puntos donde se producen las mutaciones en el gen, como en su con-
formacién resultante tras las mutaciones como proteina transmembrana, en su
repercusion en la cascada intracelular y en el analisis de alteraciones molecu-
lares asociadas a sensibilidad o resistencia a las drogas que se han disefiado
contra el EGFR mutado.

EGFR puede estar activado de tres maneras: por una sobreexpresién de la
proteina EGFR (40-80% de los CPNCP), por un aumento de las copias de EGFR
y por mutaciones. EGFR es el tercer gen mas mutado en los adenocarcinomas,
después de p53y KRAS, habitualmente se presenta en un 5-20% de la po-

Mecanismo
Mutacién
Sobreexpresion
Sobreexpresion
Sobreexpresion
Sobreexpresion
Sobreexpresion
Sobreexpresion
Sobreexpresion

Sobreexpresion
Mutacién

Sobreexpresion
Infraexpresion
Expresion
Infraexpresion

Expresion

Infraexpresién

Expresion

Sobreexpresion

Expresién

Sobreexpresion

Sobreexpresion
Sobreexpresion

Sobreexpresion

Tabla 11. Principales
marcadores
moleculares evaluados
en el carcinoma
pulmonar de forma
experimental (51,114~
126).
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blacién occidental, llegando al 60,5% en los pacientes coreanos. La mutacién
se produce entre el exén 18 y el 21, afectando a la regién tirosina quinasa;
especificamente, las mutaciones con sensibilidad a drogas se localizan en el
exén 19 (pequefias deleciones que afectan a 3 aminoacidos) y en el exén 21
(mutacién puntual LB58R).

Los pacientes con EGFR mutado presentan una tasa de respuesta del 70% a
los inhibidores de la tirosina quinasa especificos para EGFR (principalmente
erlotinib o gefitinib), los cuales se unen a los sitios de unién ATP (adenosine
triphosphate) del EGFR. Es por ello que ya esta aceptado como primera linea de
tratamiento en pacientes con estadio avanzado. Como era de prever, han apa-
recido resistencias adquiridas a los TKls, basadas en mutaciones del exén 20
[pequefias inserciones en T790M(metionina), representando el 3-5% de todas
las mutaciones del EGFR y el 60% de las resistencias por mutacién, asociada
como L(leucina)858R(arginina) a activacién de B-catenina y AXINZ], amplifi-
caciones de MET, transformacion de CPNCP en CPCP, pérdida del alelo mutado
de EGFR o la activacion de AXL (90,113,127-129). Se han propuesto farmacos
de segunda linea (afatinib, dacomitinib) y de tercera linea (AZD9291, C01686,
HM61713) para superar estas resistencias, mejorando el acoplamiento del far-
maco al receptor.

El analisis molecular de este marcador predictivo es actualmente de rutina en
la asistencia clinica de pacientes con neoplasia pulmonar no célula pequefia en
estadio avanzado.

El EGFR no es el Unico receptor tirosina-quinasa implicado en la neoplasia de
pulmdn, otros receptores también estan implicados, en muchas ocasiones con
sefiales autocrinas, pudiendo servir también como marcadores moleculares.

ALK,

anaplastic lymphoma receptor tyrosine kinase

ALK es un receptor tipo tirosina quinasa que no se encuentra expresado nor-
malmente en el pulmén normal. Este enzima se encuentra originalmente en los
linfomas de células grandes anaplasicos como una proteina quimérica produci-
da después de translocaciéon cromosémica. En 2007 se descubrio la fusién de
ALK con EML4 en el CPNCP. Esta fusion es el resultado de pequefias inversio-
nes en el brazo corto del cromosoma 2 y se detectan con FISH en el 3-7% de
los CPNCP, fundamentalmente adenocarcinomas. Estas fusiones se transcriben
como una proteina que se oligomeriza y se activa de forma constitutiva.

Este marcador predictivo es mds frecuentes en varones jévenes, no 0 poco
fumadores y sin mutacion de EGFRy KRAS'y presentan una diana terapéutica,
el crizotinib, con excelentes resultados.

La American Society of Clinical Oncology recomienda evaluar la mutacion de EGFR,
la translocacion de ALK o la mutacién de KRAS en pacientes con estadio avanzado
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y adenocarcinoma. Por tanto, el ALK esta instaurado en la practica clinica diaria
como marcador predictivo y diana terapéutica. Salvo casos con sospecha clinica
fundada, el test molecular empieza con la evaluacion de EGFR, sobretodo, o KRAS
y si son negativas, se evalla ALK(128).

KRAS, kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
KRAS es un oncogén y estd mutado en el 20-30% de los casos de CPNCP, sien-
do el segundo gen mdas mutado en adenocarcinomas. En los carcinomas esca-
mosos, las mutaciones llegan al 6%. Las mutaciones se localizan en 3 codones,
pero sobretodo en el codon 12 y 13 y son mutualmente excluyentes con las
del EGFR.

Los pacientes mutados suelen ser fumadores (KRAS 25% mutado vs 6% en
no fumadores), presentan peor prondstico y son resistentes a quimioterapia
y a TKls. Las mutaciones de KRAS se pueden tratar con la combinacién de los
inhibidores de MEK(mitogen-activated protein kinase kinase) y con los inhibi-
dores de PIK3CA o AKT1(v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1).
El tratamiento se asocia a un mejor control de la enfermedad pero no mejora el
tiempo libre de enfermedad ni la supervivencia global. Los inhibidores de PIK-
3CA o AKT1 mas el inhibidor de MAP2K (mitogen-activated protein kinase ki-
nase) selumetinib interfieren en las vias derivadas de KRAS; FOX03 (forkhead
box 03) y BCL2L11 podrian ser marcadores predictivos de respuesta a estos
inhibidores. HES1 (hes family bHLH transcription factor 1) también podria ser
un marcador de respuesta a farmacos versus KRAS(113,127).

ERBBZ2, HERZ, erb-b2 receptor tyrosine kinase 2
ERBB2, HERZ2 es un receptor tirosina quinasa y esta sobreexpresado en el 20%
de los pacientes con CPNCP, aunque la amplificacién génica sélo esta presente
en el 2% de los casos. Suelen presentarse en mujeres no fumadores, asiaticas
y con adenocarcinomas. Las mutaciones de HERZ estan presentes en pacien-
tes sin mutacién de EGFR o KRAS. Varios farmacos antiHERZ2 se han usado en
CPNCP, con resultados discretos(130).

ROS1,

ROS proto-oncogene 1, receptor tyrosine kinase
ROS1 es un receptor tirosina quinasa que se ha evidenciado como marcador
prondstico en neoplasia de pulmdén. Las translocaciones cromosdmicas que
engloban ROS1 se estan utilizando en ensayos clinicos como marcador de res-
puesta a farmacos como el crizotinib(131).

BRCA1, breast cancer 1, early onset

BRCAL estd implicado en la reparacién de DNA. La sobreexpresién de BRCA1
esta asociada a peor pronéstico(111). €l Grupo Espafiol de Cancer de Pulmén
ha disefiado un estudio (SCAT, Spanish Customized Adjuvant Treatment) en el
que el esquema de quimioterapia se ha basado en los niveles de BRCAL, en
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pacientes tratados mediante cirugia radical y estadio Il y Ill. Por tanto, se ha
utilizado utilizando BRCA1 como marcador predictivo, ademas del valor pro-
néstico ya conocido.

ERCC1,

excision repair cross-complementation group 1
ERCC1 también esta implicado en la reparacién de DNA. Inicialmente se ob-
servo que la sobreexpresion de ERCC1 estaba asociada a mejor supervivencia
(mediana de 94,6 meses vs 35,5 meses, p=0,01) pero posteriormente Rosell y
colaboradores evidenciaron ERCC1 asociado a peor prondstico.

RRM1, ribonucleotide reductase messenger 1

RRM1 es el componente regulador de la ribonucledtido-reductasa y cataliza
la formacion de desoxiribonucledétidos a partir de nucledtidos. RRM1 también
induce PTEN e impide asi la migracién celular y la diseminacién a distancia. La
sobreexpresion de RRM1 se ha asociado a mayor tiempo libre de enfermedad
(>120 meses vs 54,5 meses, HR -hazard ratio- 0,46, p=0,004)(113).

PIK3CA,
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase,

catalytic subunit alpha

PIK3CA se encuentra mutada en menos del 5% de los adenocarcinomas vy
los carcinomas escamosos vy pueden presentarse concomitantemente con la
mutacién del EGFR. Las amplificaciones de PIK3CA se asocian a varones, fu-
madores y con carcinoma escamoso. La sobreexpresion de PIK3CA se asocia a
peor prondstico. PIK3CA esta regulado por PEA15 (phosphoprotein enriched
in astrocytes 15), favoreciendo su accion.

p53

El gen supresor de tumores mds mutado en las neoplasias y en el CPNCP (32%
de los casos), sobretodo en los adenocarcinomas, ha sido ampliamente estu-
diado. p53 presenta tres funciones principales: regula el ciclo celular, induce la
apoptosis y estabiliza el genoma mediante la reparacion de DNA. La mutacién
y la sobreexpresion de p53 confiere mal pronéstico(113), aunque mayor res-
puesta a quimioterapia. Esta aparente contradiccién en torno a p53 se debe a
que existen dos tipos de mutacion: las disruptivas, que provocan un truncado
de la proteina o un cambio conformacional que no permite la unién al ligando
(region L2-L3), mediana de supervivencia 26 meses, y las no disruptivas, que
provocan un aumento de funcién y paraddjicamente activan la progresién tu-
moral(132), asociadas a menos supervivencia mediana: solo 13 meses(133).
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Ki-67

El antigeno Ki-67 es una proteina nuclear implicada en la regulacién de la proli-
feracién celular que sélo se expresa en células en fase de proliferaciéon o mito-
sis, sobretodo en células epiteliales. Esta presente en varias neoplasias, entre
ellas el CPNCP y su deteccidn se realiza por inmunohistoquimica. Los pacientes
con carcinoma escamoso, mayores de 4 cm pero pT2, poco diferenciados (G3-4)
y SUVmax del PET-TC >17 g/mL se asocian a Ki-67 >25%. Los pacientes con
Ki-67 >25% tienen el doble de riesgo de recidiva y que ésta se produzca en
menos de 6 meses y el triple de riesgo de mortalidad por neoplasia y una espe-
ranza de vida 4 meses menor que los pacientes con Ki-67 bajo(51).

Marcadores embrionarios

La hipétesis que los mecanismos implicados en la organogénesis se presentan
también en la carcinogénesis ha sido presentada en varias ocasiones. Esto es
debido a que se han evidenciado similares caracteristicas y firmas genéticas
compartidas entre ambos procesos, con ejemplos varios, entre ellos, el cancer
de pulmén. Borczuk y colaboradores realizaron un interesante estudio basa-
do en microarrays comparando los genes expresados por el cancer de pulmén
versus los genes expresados por el pulmén en desarrollo murino, determinan-
do previamente dos clusters de genes del desarrollo, los correspondientes a
la fase pseudoglandular y canalicular y los correspondientes a la fase de los
sacos terminales y alveolar. Estudios previos han evidenciado que los genes
relevantes en el desarrollo pulmonar se mantienen conservados entre las espe-
cies. Asi, los adenocarcinomas expresan patrones de genes de la etapa de los
sacos terminales y alveolar, mientras que el carcinoma indiferenciado de célula
grande expresan genes de la época pseudoglandular y canalicular. €l carcinoma
€sCamoso, por su parte, expresaba genes de ambos clusters(134,135).

Navarro, Marrades, Monz6 vy colaboradores han realizado estudios sobre el pa-
trén de expresion de miRNA durante la embriogénesis pulmonar, el pulmén
normal adulto y el tumor, evidenciando que diversos marcadores, de la familia
let-7, miR-17-92, miR-221 o PIWIL1 (piwi-like RNA-mediated gene silencing 1)
comparten expresion entre etapas concretas de la embriologia pulmonar y la
neoplasia. Algunos de estos marcadores, como PIWIL1, se han mostrado como
factores independientes de peor prondstico en pacientes con neoplasia de pul-
moén(136-138).

Liu y colaboradores compararon la expresién génica de tumores pulmonares hu-
manos y de pulmones de ratén durante el desarrollo, evidenciando coincidencias
en algunos genes. Se evidencié que, en relacién con los genes, la neoplasia de
pulmén era similar al pulmén murino en desarrollo, hecho ya reportado previa-
mente. El metabolismo de las pirimidinas esta acentuado en el pulmén en desa-
rrollo y en el cancer de pulmaén. De un grupo de 100 genes implicados en el desa-
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rrollo, 48 estan también implicados en carcinogénesis o metastasis, 6 genes es-
tan asociados con inhibicién de la apoptosis y 9 con la disminucién de la adhesién
celular. RRM1 (ribonucleotide reductase M1) es un ejemplo de gen implicado en
ambos procesos (embriogénesis y metastasis) en el cancer de pulmon(139).

La expresion tumoral de genes expresados en las épocas iniciales del desa-
rrollo pulmonar se asocia a peor supervivencia, sobretodo en adenocarcino-
mas(139). Ademads, estos genes estan frecuentemente expresados en tumores
indiferenciados o tumores de tipo célula pequefia. Por tanto, es posible que
células madre pulmonares o células progenitoras pulmonares, estén implicadas
en el desarrollo de neoplasia pulmonar(140) y expresen patrones moleculares
del desarrollo, los cuales nos pueden aportar informacion de cara a la progre-
sién tumoral vy la evolucién clinica del paciente. Esta relacion, en neoplasias
hematoldgicas, estd bien establecida. Las células madre y progenitoras pulmo-
nares expresan p63, las citoqueratinas 5y 14, CD133 (prominin 1, PROM1)
y aldehido deshidrogenasa 1(128). En cambio, genes infraexpresados a nivel
tumoral se expresaban en el desarrollo tardio del pulmon.

Durante la embriogénesis, los perfiles de expresién génica difieren entre teji-
dos, lo que hace especificos estos genes analizados y asi puedan servir como
marcadores moleculares embriolégicos de estadiaje o recurrencia en el cancer
de pulmdn. Los principales hallazgos de los marcadores embrionarios de inte-
rés se resumen en las tablas 12-14.

CEA, carcinoembryonic antigen
(CEACAMS5, CEA-related cell adhesion molecule 5)

El CEA ha sido un marcador bastante estudiado en neoplasia de pulmén, so-
bretodo en suero. También se ha estudiado en tumor, aunque menos; los datos
mas relevantes para esta tesis se exponen en la tabla 12.

Se ha apreciado elevacidn sérica preoperatoria del CEA en el 37% de los pacien-
tes, asi como la utilidad del CEA sérico para ayudar a predecir la resecabilidad
de la neoplasia(116,142). Se ha evidenciado disminuciéon de sus valores tras
la cirugia v un peor prondstico en aquellos pacientes que presentaban CEA
preoperatorio o postoperatorio elevado en suero, mostrandose como un mar-
cador de recurrencia y progresion. Estos estudios estaban realizados funda-
mentalmente con adenocarcinomas. En cambio, otros estudios no evidenciaron
CEA como factor prondstico; significativamente, en algunos de estos estudios
el tipo histolégico mas frecuente no era el adenocarcinoma. €l CEA elevado en
suero también presenta una mayor tendencia a la afectaciéon ganglionar(186).

Recientemente, Yamazaki y colaboradores realizaron un interesante estudio
donde apreciaron que una alta ratio de desaparicién de la sombra tumoral (ratio
entre el didmetro en la ventana pulmonar y en la mediastinica en el TC) pre-
sentaba menos riesgo de CEA preoperatorio elevado en suero, mientras que la
presencia de bullas o panal en el TC se asociaban a un riesgo relativo 3 veces
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MARCADOR | RESULTADOS ESTUDIO

CEACAMS

FGFR2b

FRS2

superior de CEA elevado. Estos resultados concordaban con el estudio de Oka-
da, donde también el vidrio deslustrado tenia menos riesgo de CEA elevado.
Por tanto, parece que los tumores sdlidos por TC se asocian a CEA elevado v si
los tumores estan asociados a bullas pequefias suelen ser mas indiferenciados,

Elevacion sérica del CEA preoperatorio, mal prondstico
(CEA elevado: 5 afios 0S 45%; CEA no elevado: 70-75%)
CEAy CYFRA21-1

(indice de marcador tumoral: <1, 5 afios 0S 72%; >1, 37%)
Expresion en tumor primario: 70-100% (IH)

Expresion en ganglio afecto: 74%

FGFR2b expresado en tumor primario: 50% (IH)

La expresion confiere menor supervivencia

FGFR2 mutacion (D283Ny W290C) y amplificacion: 3% de los
pacientes (carcinoma escamoso y CICG)

Expresion de FGFR2b, mejor supervivencia en carcinoma
escamoso.

FGFR2 mutado, asociado a activacion o inhibicion de MYC
Promueve la quiescencia celular

Fusiones FGFR2-KIAA 1967 en carcinoma escamoso
Sobreexpresion induce proliferacion celular

Activacion de la via de FGFR, en carcinoma escamoso y CICG
Amplificacion de FGFR1 en el 6,2% de carcinoma escamoso
(muestras tumorales y lineas celulares)

Amplificacion y sobreexpresion tumoral de FGFR1
Sobreexpresion de MYC en el 40% de pacientes con FGFR1
amplificado

Amplificacion de FGFR1 en el 18% de ganglios afectos
Correlaciona con el tumor

Farmacos antiFGFR: PD173074, ponatinib, dovitinib

Otros (AZD4547, BGJ398, LY2874455, ]N)-42756493, FP-1039,
ENMD-2076, brivanib, lenvatinib, nintedanib, lucitanib)
Amplificacion en neoplasia de pulmén

Amplificacion en carcinoma escamoso en 12p15

FRSZ2, CCNI, EGFR, FGF19 y GREB1 en saliva

Diferencian neoplasia de pulmén de controles sanos
Sensibilidad: 94%, especificidad: 82%.

FRS2 mas expresado en saliva de paciente con neoplasia pulmén

Sensibilidad: 59%, especificidad: 84%
FRS3 regula a la baja la via del EGFR

Grunnet 2012; Buccheri
2001; Okada 2004.
Tomita 2010

D'Cunha 2002; Maeda 2006.
Bugalho 2013
Behrens 2008

Ota 2009

Wu 2013

Marek 2009
Weiss 2010

Pros 2013
Malchers 2014

Goke 2012

Weiss 2010; Wynes 2014;
Gozgit 2012; Kim 2013.

Chen 2014
Malchers 2014
Zhang 2012

Sato 2009

Tabla 12. Visién global
de los marcadores
embrionarios
CEACAMS, FGFReby
FRS2 en la neoplasia de
pulmoén (66,116,141~

como reporta Kaneda y colaboradores(187,188). A pesar de todos estos estu- | 159)
dios, el CEA en suero no se usa habitualmente en clinica como marcador. Por
otra parte, CEA presenta una baja expresién a nivel del ganglio normal y una
moderada expresién en el pulmén normal.
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FGFR, fibroblast growth factor receptor

Las sefiales autocrinas y rutas FGFR dependientes estan implicadas en el cre-
cimiento de los CPNCP. En lineas celulares y muestras tumorales de cancer de
pulmén se expresan con frecuencia los ligandos FGF2 (fibroblast growth factor
2) vy FGF9 (fibroblast growth factor 9). En cuanto a FGFR1, se han encontrado
mutaciones somdticas que confieren aumento de funcién. En un estudio muy
relevante de Weiss et al, se evidencié amplificaciéon de FGFR1 en el 22% de los
carcinomas escamosos(147) a nivel de 8pl2, en muestras tumorales y lineas
celulares de carcinoma broncogénico. No obstante, esta regién cromosémica
presenta varios centros de amplificacién, con una importante heterogeneidad
genética, de manera que FGFR1 sdélo esta en el centro del amplicon en el 28%
de los casos. Hay evidencia en lineas celulares que la expresion de FGFR1 regu-
la al alza MYC y que la expresién de MYC podria ser un marcador de sensibilidad
de FGFR1 a dianas terapéuticas(149). En el estudio de Weiss y colaboradores, la
aplicacién de un inhibidor de FGFR1, PD173074, inhibia el crecimiento e inducia
apoptosis en aquellas lineas celulares con amplificacién de FGFR1. También se
ha demostrado la presencia de FGFR1 en lineas celulares con insensibilidad a
gefitinib. En cuanto a los subtipos de FGFR1, tanto en lineas celulares como en
muestras tumorales, el subtipo aislado fue el lllc. Algunos estudios han relacio-
nado la expresién de FGFR1 con peor evolucién, mientras que otros evaltan el
nudmero de copias de FGFR1 sin unos resultados concluyentes.

FGFR2, por su parte, es mas frecuente en el carcinoma escamoso y en el CIGC; me-
nos frecuentemente se ha encontrado en adenocarcinomas y carcinoma de célula
pequefia(147). La expresion de FGFRZ se ha visto independiente de la sensibilidad
o insensibilidad de las lineas celulares al gefitinib, expresando tanto el subtipo
llIb como del subtipo llic. A pesar de su rol durante la embriogénesis, no se ha
encontrado coexpresion de FGF7, FGF10 y FGFR2-I1Ib en células tumorales(146),
mientras que FGFR2-lllc se coexpresa frecuentemente con FGF2 y FGFI.

Teniendo en cuenta todos los datos anteriores, se ha postulado que la via
FGF-FGFR podria ser un camino alternativo al EGFR que utilizara la célula tu-
moral y que explicara la resistencia de algunos tumores y lineas celulares a los
inhibidores de la tirosina quinasa versus EGFR, principalmente en carcinomas
escamosos y carcinomas indiferenciados de célula grande. Otros estudios han
contradicho estos resultados, pero las series utilizadas eran fundamentalmen-
te de adenocarcinomas. Se ha postulado también que algun tipo de célula epi-
telial pulmonar o progenitor podria expresar FGFs y FGFRs y que estas células
fueran el precursor de células tumorales con este fenotipo. En este sentido,
algunos estudios han demostrado que células neopldsicas epiteliales transfor-
madas guardan similitud con sus células epiteliales precursoras(189).

Las proteinas FGFR también se han asociado y estudiado en otras neoplasias,
como en la neoplasia de préstata, vejiga, tiroides, cabeza y cuello, piel, mama,
estdmago, endometrio o en las neoplasias hematoldgicas(190). Los polimorfis-
mos de un nucleétido (SNPs, single nucleotide polymorphisms) o las mutacio-
nes sin sentido (missense) de FGFR estan asociadas a cancer de mama(11). Las
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mutaciones en FGFRZ2 también se asocian a cancer gastrico, cancer de ovario
y cancer de endometrio. Las mutaciones en el tercer dominio Ig-like activan
FGFRZ2 creando una sefial en bucle autocrina, mientras que las mutaciones en
el dominio tirosina quinasa eliminan la autoinhibicién. La amplificacién génica
y la sobreexpresion de FGFRZ también se ha detectado en cancer gastrico,
cancer de mama y endometrio(191).

La transicién epitelial-mesenquimal en nuestro caso se cristaliza en el cambio
de FGFR2b a FGFR2c. Este cambio estd asociado a progresion tumoral (mayor
tendencia a la invasion y a la metastasis) en la neoplasia de préstata y de veji-
ga(10,11). También se ha visto este cambio de FGFR2b a FGFR2c en la neopla-
sia de ovario. El descenso de FGFR3b se ha asociado también a neoplasia de
colon(10) v la infraexpresion de FGFR2b se ha asociado a peor prondstico en
pacientes con neoplasia de vejiga(192).

FRSZ,

fibroblast growth factor receptor substrate 2

No existe una abundante literatura sobre FRS2 en neoplasia de pulmon, los princi-
pales hallazgos se resumen en la tabla 12. En estudios exploratorios para encon-
trar nuevos marcadores, se ha evidenciado amplificacion del nimero de copias (10-
20) de FRSZ en neoplasia en general y en neoplasia de pulmaén en particular(156).

FRS2 presenta dos subunidades, oy B. FRS2B (fibroblast growth factor re-
ceptor substrate 2 beta, FRS3) estd infraexpresado en lineas celulares de
neoplasia de pulmdn, regulando a la baja las vias EGFR. Este papel de FRS2B
como gen supresor de tumores esta pendiente de nuevos vy especificos es-
tudios(158). A pesar de no existir abundante literatura, hay algunos grupos
estudiando el efecto inhibidor de PD173074 sobre FRS2.

FRS2 se ha evaluado en modelos murinos de cancer de mama, probando in-
hibidores de la cascada FGFR-FRS2-ERK vy también en lineas celulares, donde
la expresién de un determinado dominio de FRSZ inactivaba la proteina vy el
crecimiento celular. También se ha estudiado en neoplasia de préstata con mo-
delos knockout murinos, inhibiendo la carcinogénesis y aumentando la super-
vivencia; en glioblastomas, se ha evidenciado la presencia de sobreexpresion
de FRSZ ligado a la presencia de células madre del cancer y en liposarcomas
estd sobreexpresado por la amplificacién de 12q11-21. Otros tumores donde
también se ha evaluado son el mieloma y la neoplasia de vejiga.

MYCN, v-myc avian myelocytomatosis viral

oncogene neuroblastoma derived homolog

Los genes MYC se han relacionado con neoplasia y neoplasia de pulmén, sobre-
todo carcinoma de célula pequefia, expresando mayor agresividad. No obstan-
te, MYC también tiene un papel regulador negativo, pues activa la proteina qui-
nasa AMP-activada (adenosine monophosphate) que provoca la acumulacién
de p53 en la mitocondria, la liberacién de BAK1 (BCLZ2-antagonist/killer 1)y la
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apoptosis. Asi, FBXW7 (F-box and WD repeat domain containing 7, €3 ubiqui-
tin protein ligase) causa resistencia a imatinib en la leucemia mieloide crénica
reduciendo MYC y manteniendo las células leucémicas iniciadas.

A MYCN se han asociado genes supresores de tumores, como BRG1 (SWI/SNF
related, matrix associated, actin dependent regulator of chromatin, subfamily
a, member 4, SMARCA4), el cual es un componente central del complejo SWI
(switching)/SNF (sucrose non-fermenting). Este complejo remodela la croma-
tina v asi activa o reprime segun convenga. MYC se heterodimeriza con MAX
para activar la transcripcién celular y BRG1 regula MAX a través de su promotor,
de manera que actlan sinérgicamente. MAX esta inactivado en algunos CPCP
y esta inactivacién se asocia a inactivacion de BRG1. La restitucion de MAX
o de BRG1 en cultivos celulares provoca un descenso de la poblacion celular
tumoral. La reduccién de factores asociados a MYCN, como N-myc downstream
regulated 1 y NDRG family member 2 (NDRG1 y 2), también se asocia a neo-
plasia y de peor prondstico en pacientes con adenocarcinoma pulmonar(193).
Omomyc, BET (bromodomain and extraterminal) Bromodomain inhibitor y los
aurora kinase inhibitors son inhibidores de MYC.

Hoang y colaboradores realizaron un estudio basado en microarrays comparando los
perfiles de expresion en tumor y ganglio linfatico afectado apareado (11 casos). Se
apreciod que los ganglios metastasicos podian tener dos patrones: ser diferentes a los
tumores primarios por unos pocos genes 0 ser genéticamente similares a los tumo-
res primarios. Se detectaron 27 marcadores con diferente expresién en tumor y gan-
glio afectado. Algunos marcadores estaban elevados en tumor respecto al ganglio,
mientras que otros estaban disminuidos. Entre los primeros, se encontraba MYCN, en
una proporcion 5,19 veces superior en el tumor que en los ganglios(165).

En otras neoplasias, MYCN esta tipicamente sobreexpresado: en el meduloblas-
toma, en neuroblastomas (30% de ellos presentan amplificacién o sobreex-
presién y se asocian a peor pronostico con progresién mas temprana), en el
glioblastoma, en el retinoblastoma, y en ciertos tumores embrionarios(194).

C-MYC regula el crecimiento celular y se asocia a neoplasia de pulmon con
peor pronostico. C-MYC esta implicado con ¢cRAF (Raf-1 proto-oncogene, se-
rine threonine kinase, RAF1) en la afectacién ganglionar y la produccién de
metdstasis hepaticas en ratén y en lineas celulares de CPNCP. C-MYC no puede
actuar sélo, si no que precisa de la cooperacién de RAF1, KRAS o LKB1 (serine/
threonine kinase 11, STK11)(195). La accién de C-MYC esta mediada por el

miRNA184 o el miRNAZ29b.

SFTPC, surfactant protein C

SFTPC estd mas expresado en adenocarcinomas bien diferenciados, no en
vano, se ha detectado que los neumocitos tipo Il producen hiperplasias adeno-
matosas atipicas y adenocarcinomas(197). Otros estudios relacionan la pérdida
del SFTPC habitual segregado por el neumocito tipo Il como un evento asocia-
do a estadios mas avanzados. €l PLAGL2 (pleiomorphic adenoma gene-like 2),
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que se encuentra en la cascada del SFTPC se ha asociado a enfisema y a neo-
plasia pulmonar. FGF también interviene en la produccién de adenocarcinomas
positivos para SFTPC.

La SFTPC en el CPCP se asocia a transicion mesenquimal-epitelial, con un feno-
tipo de menor motilidad y mayor estabilidad celular en el estroma (171).

Otras proteinas similares a SFTPC se han evaluado en plasma de pacientes cony sin
neoplasia de pulmon. Los pacientes con determinados niveles de proSpB (precursor
surfactant B) en plasma tenian un riesgo relativo 2,2 veces superior de presentar
neoplasia de pulmén con un VPN del 98%. ProSpB también se asociaba a estadios
tempranos y preveia mas de un afio antes el diagndstico posterior de neoplasia(198).
ProSpB podria relacionarse con entidades inflamatorias que ayudaran al desarrollo
de la neoplasia, como el EPOC. A su vez, SFTPB se ha asociado a adenocarcinoma.

Tabla 13.

\/isién global de

los marcadores
embrionarios MYCN,
SFTPCy SHHen la
neoplasia de pulmén
(26,118160-177).

MARCADOR RESULTADOS ESTUDIO

MYCN Mayor agresividad en CPCP De Cassia 2014; Collison
Amplificacién de MYC en 10-33% de CPCP (mds que en CPNCP) 2014; Iwakawa 2013.
Sobreexpresion y fusiéon de MYC-PVT1
BRG1 regula a la baja MYCN Romero 2014; Romero
BRG1 inactivado en el 12-15% de las lineas celulares 2014.
BRG1 ausente, tumores mds agresivos
MYCN elevado 5 veces en el tumor respecto ganglios afectos Hoang 2005
C-MYC Seo 2014
Amplificado en 2,4% y aumento de copias en 20% de los tumores
Menor TLE y OS en adenocarcinomas y en EGFR mutados
Promueve afectacién ganglionar y metastasis hepaticas (ratén)

SFTPC Expresion tumoral en adenocarcinoma lepidico: 100% (IF) Zhang 2010
Delecion de SFTPC en tumor: 71% Li 2007; Kim 2005.
Expresion sérica de SFTPC en un 14% de neoplasias pulmén Yamamoto 2005
Mayor tendencia a T3, N3 y/o M1
Asociada a células madre del cancer en un 91% de los adenocarci- Zhang 2009
nomas
SFTPC en CPCP: menor agresividad, mayor diferenciacion Chen 2007

SHH Expresion tumoral en neoplasia pulmén: 87-97% (IH), 63% (RT-qP-
CR).
Expresion tumoral en carcinoma escamoso: 90-95% (IH)
Expresion tumoral en adenocarcinomas: 95% (IH) Gialmanidis 2009
GLIL: 32-87% (IH) y 44% (RT-gPCR) de las neoplasias; 61-91% (IH) de los  Hong 2014

carcinomas escamosos.

La inhibicion de SHH/GLI en lineas celulares disminuye la migracién

celular (vismodeglib y un inhibidor de GLI)
Expresion de SHH por IH asociado a CPCP

Regula al alza MYCN, aumenta la proliferacion celular

Yue 2014; Raz 2012;
Bermudez 2013.
Watkins 2003

Katoh 2009
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SHH, sonic hedgehog

La expresion de SHH se ha apreciado durante las primeras fases del desarrollo em-
brionario, en células madre en el adulto y en el desarrollo de neoplasia pulmonar.
En los Ultimos afios, se ha estudiado de forma creciente. SHH activa a PRKCIL (pro-
tein kinase C iota lambda), que activa a su vez la via de GLI y transloca a esta pro-
teina al ndcleo para activar la transcripcion de los genes asociados a SHH: SOX2,
SOX9 [SRY (sex determining region Y)-box 9], CXCR4 [chemokine (C-X-C motif)
receptor 4]y FGF19. SOX2 vy 9 son dos factores de transcripciéon nuclear asociados
al destino proliferativo de células madre. GLI1 también interacciona con EGFR, con
la via RAS-MAPK vy PIK3CA-AKT1 y también con TGFB. La cooperacion entre SHH
y GLI1-EGFR inducen la transformaciéon maligna de la célula(26) y la regulacion
negativa de SHH puede evitar o minimizar esa transformacion.

SHH es un marcador mds asociado a carcinoma escamoso y a CPCP, a este Ulti-
mo por la capacidad de SHH de activar la proliferacion de células neuroendocri-
nas(26). SHH y GLI se expresan asociados, asi como SHH y FOXM1 (forkhead
box M1) y todos ellos estan implicados en la proliferaciéon neopldsica. A pesar
que la sobreexpresion del SHH y de los receptores PTCH1 y SMO se asocia a
afectaciéon ganglionar, esta activacién SHH-SMO-cascada GLI no se asocia a
peor tiempo libre de enfermedad (TLE) ni peor supervivencia global (0OS) en
estadios | y Il. Ademas, se ha visto que la sobreexpresion de SHH en neoplasia
de pulmén puede iniciarse antes que la sobreexpresion de otras moléculas de
la cascada; eso implica que el impacto clinico de SHH, mediado por GLI1, 2 6 3,
estaria mas presente en estadios avanzados. En otras neoplasias en estadios
avanzados, también se ha asociado SHH y peor prondéstico: vejiga, adenocarci-
noma pancreatico o meduloblastoma.

Respecto la transicién epitelial-mesenquimal, en carcinoma escamoso de pul-
mon, parece que SHH se asocia a migracion celular, recurrencia y metdastasis a
través de la regulacion a la baja de las E-cadherinas. En cambio, en neoplasia
pancreatica no queda claro si SHH/GLI activa la EMT o la inhibe.

Las vias intracelulares dependientes de SHH, asi como la de WNT (comparten
GLI1), EGF y NOTCH pueden estar asociadas con la resistencia a EGFR-TKIs y
parece que MED12 (mediator complex subunit 12) ejerce de centro de cone-

xién integrativo.

SHPZ2, Shatterproof 2, o PTPN11,
Protein tyrosine phosphatase,

non-receptor type 11

SHP2 es una proteina que tiene un papel activador y también inhibidor del
crecimiento tumoral. Los hallazgos en uno u otro sentido se exponen a conti-
nuacién y en la tabla 14, primero de la neoplasia de pulmdén vy luego de otras
neoplasias.
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SHP2 interviene en la via del FGFR y del EGFR(180,181), siendo el punto
compartido crucial la activacién de STAT3. En caso de inhibicién por gefitinib
de la cascada del EGFR, ésta se activa a través de FGFR2 e IL6 -interleukin
6- (en estudios in vitro, tras 9 dias de tratamiento con gefitinib, aumenta el
mRNA de BIM -BCLZ2-like 11 apoptosis facilitator, BCL2L11-, disminuye SHPZ2,
pero STAT3 continda aumentando). Esta interrelacion FGFR-EGFR permite la
resistencia al tratamiento con inhibidores de TKs. Asi, se ha propuesto el tra-
tamiento con EGFR TKIs e inhibidores de STAT3 [TPCAL -2-[(aminocarbonyl)
amino]-5-(4-fluorophenyl)-3-thiophenecarboxamide- o, niclosamida] o EGFR
TKIs e inhibidores de AXL/MER (MER proto-oncogene, tyrosine kinase, MER-
TK). El gefitinib disminuye SHPZ2 y el descenso de SHPZ2 aumenta la actividad
del gefitinib.

Por otra parte, también en la linea celular de cancer de pulmén H292, se ha
evidenciado una regulacién tumoral por parte de SHP2, de forma que las célu-
las knockdown de SHPZ se encuentran mas en la fase celular G1 (gap 1, cre-
cimiento celular) y menos en la S (synthesis, replicacién de DNA). Asi mismo,
presentan aumento de p27, paxilina (paxilin, PXN), GAB1 y CDK1 (cyclin-de-
pendent kinase 1) T(treonina)14/Y(tirosina)l5 y disminucién de C-MYC, SRC
y ERK. En la misma linea, las células Ki-67 positivas eran menos frecuentes y
mas esporadicas. De hecho, los patrones de C-MYC y Ki-67 son superponibles
por inmunohistoquimica(17). La expresion de SHPZ2 se correlaciona con la de
C-MYC, tanto en lineas celulares como en xenotumores.

No obstante, el aumento de GABL tirosina-fosforilada con la inhibicién de
SHP2, que se encuentra en la cascada FGFR2-FRS2-GAB-PI3K/AKT podria indi-
car una accién supresora de tumores. En este sentido, existe literatura contra-
puesta, dado que también se ha evidenciado que la SHPZ2 mutada presenta una
unién prolongada y activadora con GAB1(17). A favor de la accion supresora de
tumores, recordar que la ausencia de SHP2 en células madre esta asociada a
persistencia del patrén de indiferenciacion celular y un aumento de la capaci-
dad de autorenovacion celular(21).

En relacién con los tumores solidos, SHP2 se ha relacionado con el cancer de
mama, con el cancer gastrico, con el melanoma, el cancer de colon y de tiroides,
con el hepatocarcinoma, el neuroblastoma o el glioblastoma(19,22). El mecanis-
mo por el cual SHP?2 estd implicada puede ser un aumento o descenso de la pro-
teina normal (wild-type) o una mutacion. Lo mds habitual es una sobreexpresion
de la proteina nativa(17), ya que la prevalencia de mutaciones en los tumores
solidos es baja. La mayor parte se encuentran en el N-SH2 o en el dominio PTP y
son mutaciones que implican una actividad importante de SHP2(18).

En estudios en ratén y cdncer de mama, se ha asociado SHP2 como un promotor
del mantenimiento tumoral, de la capacidad de invasion celular, de la pérdida
de polaridad celular o de la capacidad de realizar metdstasis pulmonares(22).
Por otra parte, también en cancer de mama, se ha evidenciado la activacién de
GABZ2 -GRBZ associated binding protein 2- (10-15% de los casos) v, por ende,
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de SHP2. En muchos casos coopera con las PTKs para regular positivamente las
ya conocidas cascadas de SRCy ERK.

No obstante, un estudio en ratones con hepatocitos knockdown de SHPZ ha
puesto de manifiesto la actividad como gen supresor de tumores. La delecién de
SHPZ de los hepatocitos activaba la cascada proinflamatoria de STAT3, la infla-
macion y necrosis de los hepatocitos, una hiperplasia regeneradora vy la produc-
cion de hepatocarcinomas. Si a los ratones knockdown SHPZ se les administraba
un carcinégeno, los tumores eran de mayor tamafio y namero. Si se realizaba un
doble knockdown de SHPZ2y STAT3, la capacidad de generar hepatocarcinomas
disminuia. Se han analizado hepatocarcinomas humanos y se ha constatado que
un 11,5% presentan SHPZ2 ausente o reducida. Este rol dual de SHPZ2 (activa-
dor-inhibidor) es similar al que presentan otras moléculas de rutas como la IKK
(inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells, kinase)/NFKB. Por
otra parte, este estudio pone de manifiesto la importancia de las sefiales infla-
matorias del ambiente en la carcinogénesis(20).

En relaciéon con neoplasias hematoldgicas, SHPZ2 se ha relacionado con la leuce-
mia mielomonocitica juvenil (35% de los casos). Este tipo de alteracion hema-
tolégica cursa con proliferacion de células mieloides y un aumento de produc-
cién de la hemoglobina fetal. La mutacién que origina esta leucemia implica un
cambio conformacional que impide la autoinhibicién propia de la proteina nor-
mal en reposo(17). Otros sindromes hematoldgicos asociados son el sindrome
mielodisplasico en la infancia, el linfoma de célula grande, la leucemia aguda
linfobldstica y la leucemia aguda mielogénica pedidtrica y del adulto.

SHPZ2 mutada también se ha detectado en patologia no neoplasica, como el
sindrome LEOPARD, con el sindrome de Noonan o con la metocondromatosis.

S0X17, sry-related HMG box transcription factor

La infraexpresion o la regulacién a la baja de SOX17, produce neoplasia. Esta
pérdida de expresion, en la neoplasia de pulmén, se produce por metilacién
de la region promotora de SOX17. La metilacion estd asociada a mujeres y
tumores poco diferenciados. Ademas, la carcinogénesis, en modelos in vitro,
se reduce afadiendo SOX17. Con estos datos, la metilacién de SOX17 podria
ser una buena candidata a marcador de neoplasia pulmonar. La metilacién
de SOX17 esta relacionado también con el hepatocarcinoma, los tumores
gastrointestinales como el carcinoma colorrectal y las neoplasias pancred-
ticas(37,196). En cambio, en el ratén adulto, SOX17 esta relacionado con la
promocién de la angiogénesis tumoral mediante la proliferacion endotelial y
la ramificacion vascular.

Otros genes de la misma familia estan alterados en la neoplasia de pulmén:
SOX2, SOX3[SRY (sex determining region Y)-box 3], SOX4 [SRY (sex determi-
ning region Y)-box 4](196), SOX9, SOX11 [SRY (sex determining region Y)-box
11]. A destacar que hay estudios que han asociado SOXZ a la proliferacién ce-
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lular y a la capacidad metastasica de los carcinomas escamosos, mientras que
otros estudios asocian SOX2 sobreexpresado a buen prondéstico en carcinoma
escamoso y mal prondstico en el adenocarcinoma estadio (128).

Decir también que los genes de SOX estan relacionados con la formacién del
sistema nervioso central y en enfermedades nerviosas.

MARCADOR | RESULTADOS ESTUDIO

SHP2

S0X17

Expresion tumoral en CPNCP: 71% (IH)

Moderada o alta en el 50% de los CPNCP

Leve en el 80% del epitelio bronquial normal

Expresion tumoral en carcinoma escamoso: 73% (IH)
Expresion tumoral en adenocarcinoma: 75% (IH)

Mayor expresion tumoral en pacientes con afectacion ganglionar

La expresion tumoral condiciona peor prondstico

Existe mutaciones de SHPZ en lineas celulares

El mutante doble negativo de SHPZ o la inhibicién mediante shRNAs
disminuye crecimiento tumoral (lineas celulares)

Ausencia de SHP2: indiferenciacién y autorenovacion celular

SHP2 presente en la via del EGFR
Punto critico: STAT3. En caso de inhibicidn por gefitinib, se activa la
cascada de FGFR, explica la resistencia a gefitinib.

Inhibidor de SHP2 en lineas celulares

Metilacion de la region promotora de SOX17 en CPNCP: 50-60%
(pulmén normal, metilado el 27%)

Infraexpresion tumoral en neoplasia de pulmén: 86% (IH)

(26% de las muestras de pulmén normal, menos expresado)

SOX2 - Carcinoma escamoso

Especificidad del 95% para distinguir entre carcinoma escamoso y
adenocarcinoma

SOX2 sobreexpresado: adenocarcinoma, mal pronéstico; carcinoma
escamoso, buen prondstico.

Amplificacién de SOX2 asociada a amplificaciéon de MYC

Tang 2010

Tang 2013

Bentires-Alj 2004
Ren 2010

Wu 2009

Karachaliou 2014;
Lazzara 2010;
Sithanandam 2005.

Yu 2013
Yin 2012

Nana-Sinkam 2013

Tabla 14.

Vision global de

los marcadores
embrionarios SHP2
y SOX17enla
neoplasia de pulmén
(17,21,23128178-
185).
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Tabla 15. Frecuencia
de metilacion

de marcadores
epigenéticos en
muestra tumoral de
neoplasia pulmonar
(199,201,204-211).
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Marcadores epigenéticos

Los marcadores epigenéticos se han estudiado en muestras tumorales (tabla 15)
y también en ganglios tordcicos, con porcentajes de metilacién génica variables.

Metilacion de marcadores epigenéticos en tumor

RUNX3 100% CDH13 39-48%
NPY 100% miRNA 34b/c 46%
HOXA11 95% IGFBP3 23%
HOXA5 75% DAPK 17%
APC 30-72%  MGMT 16%
ASCL2 67% KRAS 15%
RASSF1A 22-50%  GSTP1 8%
pl6 17-91%  TMS1 (ASC, PYCARD) 7%

Harden et al evaluaron 90 pacientes con cancer de pulmdén estadio | encontran-
do que el 81% de los tumores primarios presentaban metilacion del promotor de
alguno de los siguientes genes: p16 (CDKNZ2A, cyclin-dependent kinase inhibi-
tor 2A), GSTP1 (glutathione S-transferase pi 1), APC (adenomatous polyposis
coli), DAPK (death-associated protein kinase 1, DAPK1) y MGMT. FHIT (fragile
histidine triad) y RARB (retinoic acid receptor, beta) son genes supresores de
tumores que también se encuentran metilados en neoplasia. CDH13 (cadherin
13) se encuentra metilado preferentemente en adenocarcinomas, p16 en car-
cinomas escamosos y RASSF1A se distribuye aproximadamente por igual entre
adenocarcinomas y carcinomas escamosos(199,200). La metilacion de RASS-
F1A se ha asociado a peor supervivencia en algunos estudios(199,201,202),
aunque en otros no(203). No obstante, un metanalisis de Wang en 2011 evi-
dencié que los pacientes presentaban un 87% mas de riesgo de recidiva y un
34% mas de riesgo de mortalidad si presentaban RASSF1A metilado.

Los estudios a gran escala mediante el analisis de microarrays también han rela-
cionado la expresiéon de miRNA con neoplasia de pulmén y riesgo de recidiva o su-
pervivencia. Determinados miRNA se asociaba a evolucién favorable (miRNA 181,
198, 206, 221, 3744, 377, 451, 512, 572, 588, 615-5p, 662, 934, 1248, Mirle-
t7a-1 y Mirlet7a-2), mientras que otros se han asociado a peor prondstico (miRNA
21,92b,98,103,107,137,155,182, 222,372 y 449), de forma significativa (ta-
bla S9 suplementaria(212)). El miRNA 221, miRNA 7 y miRNA 3a infraexpresados
asi como el miRNA155 sobreexpresado se ha asociado a recurrencia(107,213). Los
miRNA 30, 140-3p, 182, 210 y 486-5p nos permiten distinguir entre carcinoma
escamoso y pulmén normal vy la sobreexpresion de miRNA31 se asocia a peor su-
pervivencia entre los pacientes con carcinoma escamoso(214).

La metilacién de miRNA también se ha asociado a neoplasia de pulmén. La me-
tilacién de miR-34b/c en muestras tumorales de adenocarcinoma se ha asocia-
do a un estadio mds avanzado dentro de los precoces (estadio Il), a recurrencia
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y a exitus. Se han estratificado los pacientes en funcién de una baja o media
frecuencia de metilacién versus una alta metilacién: los pacientes con alta me-
tilacion de miRNA 34b/c se asocian a menor tiempo libre de enfermedad. El
andlisis multivariante reveld este marcador como un factor prondéstico de reci-
diva en estadios tempranos de adenocarcinomas(105). Landi y colaboradores
también asociaron la metilacién de miRNA 34b/c a peor pronostico(215) y Lu
asocio la expresién a buen prondstico(216).

En la tabla 16 exponemos la frecuencia de las alteraciones moleculares mas
importantes conocidas en neoplasia de pulmén.

Alteraciones moleculares en el CPNCP

Marcador
p53
p40
CDKN2A

p16 delecion; skip ex6n 2; mutacion

KRAS

PTEN mutacion y delecion
FGFR1 amplificacion
SO0X2

KEAP1

NFE2L2
STK11

TP63
AKT3

PIK3CA

EGFR mutacion y amplificacion
ALK fusion

NF1

PDGFRA amplificacion y mutacion
ATM

RBM10

SETD2

ROS1

RET mutacion; fusién

NOTCH1

MDM2

BRAF

HER2 mutacion y amplificacion
FGFR2 mutacién y amplificacion
FGFR3

Adenocarcinoma

46%
ND?
43%
ND
32%
3%
0,5-1%
ND
19%
3%
17%
ND
ND
4-5%
5-15%
1,3-15%
8,3-11%
2%
9%
9%
9%
1,7-85%
8,5%; 0,9%
ND
8%
<1-7%
0,7-5%
0%
ND

Carcinoma escamoso

90%
89%
72%
30%; 4%, 17%
3-5%
10-28%
20-25%
8-21%
12%
9-19%
2%
16%
16%
4-16%
<5-9%
<5%
11%
1-9%
ND
ND
ND
ND
ND
8%
ND
0-4%
0-4%
3%
2%

89

Tabla 16. Frecuencia
de mutaciones,
principalmente

driver mutations,
amplificaciones y
otras alteraciones
moleculares en
muestras tumorales
(90,148153,161,217-
219).1,ND: no
disponible.
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Firmas genomicas

Varios autores han elaborado y testado firmas de genes o paneles de marcado-
res a nivel tumoral que tuvieran cardcter prondstico, utilizando habitualmente
microarrays y RT-PCR. Estas firmas nos permiten estratificar los pacientes con
CPNCP y son particularmente Utiles en pacientes con estadios | y Il.

Firmas tumorales

Zhu y colaboradores elaboraron una firma genética de 15 componentes tras el
analisis de expresion con microarrays. €n funcién de la expresién tumoral de la
firma, se establecieron dos grupos de pacientes, un grupo de bajo riesgo con
excelente TLE y OS y uno de alto riesgo. Sélo los pacientes con alto riesgo se
beneficiaban de tratamiento con quimioterapia adyuvante. Los 15 genes se
validaron por RT-gPCR v la firma genética continuaba siendo factor prondstico,
con un RR (riesgo relativo) de 1,95 para los pacientes de alto riesgo (220).

Hoang v colaboradores analizaron muestras tumorales mediante microarrays,
determinando un panel de 75 genes con expresion diferente segtin el tumor no
tuviera afectacion ganglionar, presentara micrometastasis ganglionares (his-
tolégicamente o a través de estudio molecular, para obtener mediante RT-gP-
CR una concentracién de CEA que equivalga a >1000 células neoplasicas) o
presentara metdstasis ganglionar franca. La osteopontina, por ejemplo, estaba
mas elevada en pacientes con metastasis o micrometastasis(221).

Lee vy colaboradores, tras detectar 6 genes interesantes e incorporar la infor-
macion del pT y del grado de diferenciacion, establecieron unos modelos con
curvas pronosticas del TLE con un prometedor 72% de sensibilidad y 90% de
especificidad(222).

Cheny colaboradores, en 2007, publicaron los primeros resultados en estadios
tempranos de CPNCP. Se eligieron 5 marcadores (tabla 17) que proporciona-
ron una sensibilidad del 98%, especificidad del 93%, VPP 95%, VPN 98% vy
exactitud del 96%. Los pacientes con alto riesgo en base a esta firma genética
tenian una mediana del TLE de 13 meses y OS de 20 meses, respecto los de
bajo riesgo (TLE 29 meses; OS 40 meses). Aplicado al estadio |, la OS a 5 afios
fue de 15% vs 90%. El analisis multivariado confirmaba que la firma genética
se asociaron a peor pronostico(223).

La Dra. Sanmartin y colaboradores evidenciaron que la infraexpresién de VEG-
FD tumoral se asocia a los pacientes con afectacion ganglionar y esto confiere
una tendencia a menor TLE y OS (p>0,05)(224).

El grupo de Kratz y Jablons de San Francisco desarrollaron una firma genética
de 14 marcadores evaluados por qPCR a partir de muestras de parafina de tu-
mores no escamosos de 361 pacientes (San Francisco, USA), validado en 433
pacientes estadio | no escamosos (California Norte, USA) y posteriormente en
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otros 1006 pacientes diferentes (China), aqui radica su potencia. Se estratifica-
ron los pacientes en bajo riesgo, riesgo intermedio y alto riesgo. Los pacientes
con alto e intermedio riesgo fueron factores prondstico de mortalidad (OS a 5
afios de 71-74% vs 57-58% y 45-49%). La supervivencia especifica de neo-
plasia a 5 afios fue de 84% (bajo riesgo), 70% (intermedio) y 63% (alto riesgo).
Esta capacidad de discriminacién se replica cuando se analizan de manera ais-
lada los tumores pT1aNO. Esta firma genética estd disponible comercialmente
(Pervenio Lung TS Test, Life Technologies, Inc.) y actualmente se esta desarro-
llando un ensayo clinico en el cual se les ofrece a los pacientes con estadio |y
alto riesgo por esta firma, observacién o quimioterapia con cisplatino y vinorel-
bina(225-227).

La construccién de firmas genéticas prondsticas también se ha realizado con
genes metilados. Cabe destacar un estudio basado en 577 pacientes de Sando-
val y colaboradores, donde se inicié la construccion del modelo también a partir
del analisis de microarrays. Se eligieron 5 marcadores metilados, los de peor
evolucién. La estratificaciéon en 0-1 marcador metilado vs 2-5 evidencié peor
evolucién para este Ultimo grupo.

Nadal y colaboradores han evaluado 151 adenocarcinomas y establecieron
tres clusters, analizando 750 miRNA concomitantemente con caracteristicas
clinicas del tumor bien diferenciadas (estadio tumoral, diferenciacién, estirpe
tumoral, supervivencia). En el cluster 3, de genes asociados a los tumores mas
agresivos, acinares v sélidos, se expresaban marcadores relacionados con MYC.
Los tumores lepidicos se asociaban al cluster 1. Se aprecid, ademas, que 22
miRNA se asociaron a peor prondstico y que la mitad estaban en el cromoso-
ma 14q32. Los mas relevantes fueron miRNA370, 376ay 411 y se validaron
en 60 tumores por RT-PCR, determinado esta firma como un factor de peor
pronostico independiente. Estos tres genes se asociaron a migracién celular, a
adhesién celular, a transicién epitelial mesenquimal y recurrencia a distancia
(sobreexpresion de miRNA 411), pudiendo estar implicados en los procesos
de diseminacion a distancia. Finalmente, los miRNA de la region 14q32 estdn
relacionados con las células madre embrionarias y con el desarrollo y diferen-
ciacién pulmonar, pues se han encontrado en pulmones de ratén recién nacido
y disminuyen drasticamente en las primeras semanas de vida(212).

Aungue existe una abundante literatura, todavia no se ha establecido ninguna
firma que definitivamente prediga la supervivencia mejor que otros factores in-
cluidos en la clasificacion TNM. Muchos estudios presentan buenos resultados
tras la estratificacién con firmas en el estadio |, pero no en el estadio Il, lo que
hace necesario evaluar el porqué de esas diferencias. Algunos estudios utilizan
lineas celulares para elegir los genes candidatos y muchos otros presentan se-
ries cortas. Aunque algunos estudios agrupan unos pocos marcadores en una
firma, lo habitual es que las firmas incluyan muchos marcadores y esto puede
dificultar la implantacién en la clinica. Todo estas limitaciones estan presentes
en los estudios realizados hasta la fecha(228).
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Firmas gen6émicas tumorales

Autores

Nadal 2014(212)
Sanmartin 2014(224)
Gallegos 2013(52)

Kratz 2012(225)

Okayama 2012(229)

Zhu 2010(220)

Hou 2010(230)

Raz 2008(98)
Skrzypski 2008(231)
Shedden 2008(232)

Lee 2008(222)

Chen 2007(223)

Tabla 17. Principales
firmas genémicas
tumorales evaluadas en
la literatura mediante
microarrays y
RT-(g)PCR (2007-
2014).1, n:ndmero de
pacientes; 2, ND: no
disponible.

n1

151

175
56

1800

226

133

187

120

92

442

253

185

Genes

Histologia

Microarrays y RT-qPCR 6 RT-PCR

miRNA 370, 376ay 411
Alto VEGFA, bajo VEGFB y VEGFD
miRNA 34 b/cy 148a

BAG1, BRCAL, CDC6, CDK2AP1,
ERBB3, FUT3, IL11, LCK, RND3,
SH3BGR, WNT3A, ESD, TBP y
YAP1

Fase I: firma de 174 genes

Fase Il: firma de 9 genes

FOSL2, KRT16, DEPDC1, DIAPH3,
MCM4, UBEZ2S, SLITRK4, SIGLECS
y CD300A.

ATP1B1, TRIM14, FAM64A,
FOSLZ2, HEXIM1, MB, L1CAM,
UMPS, EDN3, STMNZ, MYT1L, IK-
BKAP, MLANA, MDMZ2 y ZNF236.

Firma de 5 genes distinguen
tumor vs normal: AGER, CA4,
FAM107A, GKN2, TOP2A

Firma de 17 genes prondsticos
DGKH, 1557638_at, EIF5A,
CPT1A, ADH1C, BNC1, HSD17B3,
XP0O7, ENPP2, 227115 _at, CO-
X8C, EXOSC6, EGFR, RNASE?,
C120rf59 (TMEM52B) y MYNN.

WNT3A, RND3, LCK' y ERBB3

CSF1, EGFR y CAIX (CA9).
S: 85%; E: 60%.

Firma de 100 genes

CALB1, MMP7, SLC1A7, GSTAL,
CCL1S e IFI44.

DUSP6, MMD, STAT1, ERBB3,
LCK, CPEB4, RNF4, STATZ, NF1,
FRAP1 (MTOR), DLGZ, IRF4,
ANXAS5, HMMR, HGF y ZNF264.

DUSP6, STAT1, LCK, MMD y
ERBB3

ADK
CPNCP
ADK

CPNCP
No CE

ADK

CPNCP

CPNCP

ADK

CE

ADK

ADK y CE

CPNCP

Estadio

-1l
I-I1A
-l

IB-II

-1V

I-IIA

I-11B

0S a 5 aiios
(bajo vs alto riesgo)

76% vs 42%
58% vs 8%
ND?

71-74% vs 45-49%

85% vs 57%

EGFR, ALK y KRAS
Wild type
95% vs 55%

Supervivencia
especifica de
neoplasia
90% vs 20%

Grupo inicial
68% vs 19%

Grupo validacién
58% vs 15%

87 vs 38% (estadio I)
75% vs 45%

65% vs 42%

TLE 3 afios
75% vs 53%

Grupo 5 genes
0S 5 afios
65 vs 30%
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Histolo- Esta- 0S a 5 aiios

1
Autores n Genes gia dio  (bajo vs alto riesgo)

Microarrays vy RT-qPCR 6 RT-PCR

Lau 2007(233) 290  STX1A HIF1Ay CCR7 CPNCP -1l 60% vs 40%
NUDCD1, E2F1, E2F4, HOXB7,

Bianchi 2007(234) 80 MCM6, SERPINBS, HSPGZ, SF3B1, ADK 65 vs 30%
RRM2 y SCGB3A1

Potti 2006(235) 172  Firmade 133 genes, incluye MUC1 ADKyCE I-IlIB 78-82% vs 0-18%

IA: 95% vs 58%
IB: 82% vs 30%

Lu 2006(236) 197  Firma de 64 genes CPNCP

Firma de 50 genes de cada

histologia
. Genes del desarrollo epidérmi- 0S 3 afos
Raponi 2006(237) 165 (o, alto riesgo: BNCL, COL7A1, CEyADK IV 60% vs 30%

COL17A1, KRT5, KRT13, KRT14,
KRT15, KRT16, PTHLH, SPRR1A,

SPRR1By SPRR2A.
TLE
PRSS25, HPCAL4, RhoGDI (AR- Cruo inicial
HGDIA), PIK3R2, MMP2, TIMP3, 505 e 05,
Blackhall 2004(238) 130  HIF1A, SEMAGA, S100A10,D0C1  CPNCP  I-lll oV B
yaIT

HIFLo, RhoGDI, CIT prondsticos rpe SN T

52% vs 40%

. Firma de 25 genes . o 0
Tomida 2004(239) 50 (incluye MYC y SETPC) CPNCP ND 88% vs 30%
Beer 2002(240) 86 Firma de 50 y 100 genes ADK Al 60% vs 30%

C (cluster) 1, 3, 4: genes de divi-
. sién celular, proliferacién y marca- ) No C2 45% vs
Bhattacharjee 2001(241) 186 dores de neumocito Il ADK -1V 217%
C2: marcadores neuroendocrinos
Peor pronéstico: CD98 (SLC7A5),
TRIM29, KIAA1201 (GRAMD1B), 4 afios
Garber 2001(242) s (LR O S e ADK IV G (grupo)l 100%vs
AA443569, DKK1, LTB4-12 hy- G2 42% vs G3 0%
droxygehydrogenase, VEGFC y ° °
ERO1L
Inmunohistoquimica
D’Amico 1999(114) 408 2583' (TS eIl | ERalatz, (EA iy CPNCP 77% vs 49%
Pirosecuenciado
Sandoval 2013(243) 577 B KAl Ee MRaR ADK'y CE I: 70% vs 48%

ALX1, HOXAS

Tabla 18. Principales firmas genémicas tumorales evaluadas en la literatura con las 4 principales técnicas (1999-
2007). 1, n: nimero de pacientes, 2, ND: no disponible.
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Restadificacion
molecular ganglionar

Desde el punto de vista del cirujano toracico, la afectacidon ganglionar es clave
para determinar qué pacientes seran tributarios de tratamiento quirdrgico vy
cudles seran merecedores de tratamiento con quimioterapia y radioterapia. Por
tanto, un paso siguiente y consecutivo tras la revision de la literatura sobre los
marcadores moleculares en tumor, es poner encima de la mesa los hallazgos
moleculares reportados a nivel ganglionar toracico. El estatus molecular gan-
glionar ha sido evaluado por varios grupos y con varios marcadores y firmas
genéticas, en pos de, primero, comunicar los hallazgos v, segundo, restadificar
los pacientes.

Muchos autores han estudiado los marcadores mediante inmunohistoquimica,
como el grupo de Kubuschok, que detectaron EPCAM en los ganglios del 22%
de los pacientes con CPNCP, con un riesgo relativo 2,7 veces mayor de recidiva
y 2,5 veces mayor de éxitus(244-248). En esta tesis nos centraremos en los
estudios de expresién mediante RT-PCR y metilacién de DNA.

Marcadores y firmas que
restadifican molecularmente

Los marcadores y las firmas que se han evidenciado en ganglios histolégicamen-
te negativos de pacientes pNO-1 y que su presencia se asocia a un aumento de
recidiva, y por tanto, un peor prondstico, son los que realmente permiten resta-
dificar a los pacientes. Los resultados son variables, pero el panorama general
muestra que un 30% de los pacientes probablemente presentan enfermedad
ganglionar no detectada. Varios estudios documentan una prevalencia de afec-
tacién molecular ganglionar >50%, dato que es mas dificil que concuerde con la
realidad de la neoplasia, pudiendo explicarse un porcentaje de ellos como falsos
positivos o como un reflejo que el punto de corte diagnostico no es adecuado. No
obstante, podria ser que existieran células tumorales en la mayoria de los gan-
glios toracicos y que las detectdramos mediante marcadores moleculares, pero
que no sepamos qué significado asociado presentan. La revision de la literatura
se expone en la tablas 19-22 y a continuacion.
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KRT19, keratin 19, type |,
citoqueratina 19

La KRT19 es un marcador que se expresa en el 88-94% de los tumores primarios
de CPNCP. Es un marcador que ha sido ampliamente estudiado con RT-PCR en gan-
glios toracicos de pacientes con CPNCP(249-253). Se ha evidenciado la presencia
de mRNA de KRT19 en el 2,4-67% de los ganglios toracicos pNO, lo que representa
aproximadamente un 10-67% de estos pacientes clasificados como pNO. En pa-
cientes con afectacion histolégica ganglionar, la presencia de KRT19 ganglionar
ascendia al 59-100%, mientras que en los controles sin neoplasia fue del 0-32%.

CEA-CEACAMS

Con la RT-gPCR se ha evidenciado aumento de los niveles de CEA en mas del
70% de las muestras de los tumores primarios y en 74-100% de los ganglios
afectos histolégicamente. También se ha puesto de manifiesto que un 13-25%
de todos los ganglios analizados histolégicamente negativos presentaban ele-
vacion del CEA y que entre un 36-64% de los pacientes con ganglios histold-
gicamente negativos presentaban CEA elevado ganglionar. Los pacientes con
elevacion del CEA ganglionar presentaban un riesgo de recidiva 3 veces supe-
rior. En cambio, el porcentaje de pacientes sin neoplasia, con ganglios sanos o
con enfermedad inflamatoria, y con elevacion del CEA no sobrepasaba en 20%;
en muchos casos no presentaban elevacion significativa(66,144,145,254). €l
CEA se expresa poco en los ganglios afectos por carcinoma escamoso, mientras
que la expresion era elevada en adenocarcinomas(145,251).

MUC1

Li et al estudiaron por RT-PCR 402 ganglios de 89 pacientes con CPNCP pNO,
evidenciando la presencia de MUC1 (mucin 1, cell surface associated) en el 9%
de los ganglios y el 24% de los pacientes(256). Estos pacientes presentaban
peor evolucion y la presencia de MUCL ganglionar se revelé como un factor
pronostico independiente. No obstante, este marcador sélo estaba presente
en el 73% de los ganglios del grupo control positivo (ganglios con neoplasia).
MUC1 habia sido evaluado previamente por Salerno et al, estando en el 34% de
los ganglios histolégicamente negativos(257).

Firmas de genes

Benlloch et al analizaron un panel de marcadores que incluia TACSTD2 (tu-
mor-associated calcium signal transducer 2), CEACAM5, KRT19, MAGEA10
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(melanoma antigen family A10) y otros, encontrando que Unicamente CEA-
CAMS5 y PLUNC se expresaban en muestra tumoral y no se expresaban en gan-
glios linfaticos no neoplasicos. Se evaluaron los ganglios de pacientes con CP-
NCP resecado estadio |, detectando CEACAM5 en el 13% y PLUNC en el 16% de
las adenopatias tordcicas negativas por histologia. En conjunto, el 75% de los
pacientes era pNO(mol+). Los pacientes (21%) con alguno de estos marcadores
moleculares positivos a nivel N2 presentaban menor intervalo libre de enfer-
medad vy peor supervivencia, con un riesgo de mortalidad 6 veces superior. En
este estudio destaca, ademas, que todos los pacientes pNO(mol+ N2) (N2 por
marcadores moleculares positivos) eran pNO(mol+ N1)(258).

Mediante survivin y livin se reclasifican un 34% de los pacientes, con un ries-
go de recidiva y de mortalidad 2,5 veces superior(259). Estos dos marcadores
también se encuentran expresados en épocas fetales.

Marcadores metilados

Brock reporté que la metilaciéon de unos determinados genes en ganglios lin-
faticos pNO se asociaba a recurrencia de la neoplasia. Estos genes fueron
CDKNZA, CDH13, APCy RASSF1A. Especificamente, fueron COKN2Ay CDH13
metilados los que conferian un aumento del riesgo de recidiva, tanto en el
andlisis de los ganglios intrapulmonares/hiliares como de los mediastinicos,
restadificando molecularmente los pacientes. RASSF1A se evidencié metila-
do en los ganglios hiliares o mediastinicos del 10-16% de los pacientes sin
recidiva y entre el 13-21% en los pacientes con recidiva. CDKNZA metilado,
por su parte, se presentaba entre un 14-17% en los no recidivados y entre
uno 35-48% en los pacientes recidivados, mientras que CDH13 se presenta-
ba metilado entre el 19-25% de los pacientes libres de enfermedad y entre
el 32-47% de los recidivados. Todo esto indica que la deteccién de genes
metilados en ganglios podria ser una forma mas de estadificacién molecular
del cancer de pulmon.

Marcadores y firmas que no
restadifican molecularmente

Mutaciones

Las mutaciones de KRAS y p53 (260,261) han sido estudiadas en ganglio
tordcico. Ahrendt y colaboradores no evidenciaron un impacto prondstico en
los pacientes que las presentaban, mientras que Hashimoto et al mostraban
peor supervivencia en los pacientes mutados; sin embargo, estas diferencias



Restadificacién molecular ganglionar
Marcadores y firmas que no restadifican molecularmente

no se evaluaron en un analisis multivariante. Por tanto, su utilidad en la res-
tadificacion ganglionar debe ser confirmada.

Expresion

La expresion de VEGFA (vascular endothelial growth factor A), VEGFC, VEGFD
(vascular endothelial growth factor D) y VEGFR3 (vascular endothelial growth
factor receptor 3) esta ligada a la angiogénesis y es significativamente ma-
yor en ganglios linfaticos tordcicos considerados afectos molecularmente por
KRT7, CEACAM5 o PLUNC (BPI fold containing family A, member 1, BPIFA1)
(hasta un 60% de los pacientes), respecto los ganglios sin afectacién ganglio-
nar molecular(262,263). La peor supervivencia de los pacientes con afectacion
molecular ganglionar de KRT7, CEACAM5 o PLUNC no fue estadisticamente
significativa respecto los molecular NO.

p53, AE1 y AE3 también se han evaluado a nivel ganglionar; aunque se han
evidenciado diferencias francas en las curvas del tiempo libre de enfermedad
entre los pacientes molecular positivo y molecular negativo, el analisis multi-
variante no ha evidenciado la afectacion molecular como un factor pronéstico
independiente.

Metilacion

Harden, por su parte, vio que el patréon de metilacion tumoral se repetia en los
ganglios tordcicos del 15% de los pacientes pNO y metilados a nivel tumoral.
Desafortunadamente, estos pacientes con ganglios metilados no presentaban
peor supervivencia, aunque si un aumento de la tasa de éxitus (p>0,05). €l
45% de los pacientes con pNO(mol+) habian fallecido durante el seguimiento
en comparacion con el 27% del grupo pNO(mol-)(204). Ademas, se evidencid
que la presencia de metilaciéon de APCy DAPK en el tumor primario se asociaba
a un peor prondstico. Safar reporta un mayor porcentaje de pacientes pNO con
metilacién ganglionar (67%).
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Restadificacién molecular ganglionar
Marcadores y firmas no evaluados prondsticamente

Marcadores y firmas no
evaluados prondsticamente

Otros marcadores se han evidenciado en ganglios pNO, pero no se ha evalua-
do su cardcter prondstico. Destacar el estudio de Betz y colaboradores, que
analizaron en ganglios tordcicos los marcadores SFTPA~D, evidenciando que
el marcador SFTPB se expresa en tejido linfatico y que los marcadores SFTPA,
SFTPC y/o SFTPD se encontraban en el 85% de los ganglios afectados histol6-
gicamente y en el 55% de los ganglios no afectados (264). Nordgard vy colabo-
radores evaluaron KRT19, CEACAMS5, DSG3 (desmoglein 3), SFTPA'y SFTPC. El
71% de los pacientes presentaban algtin marcador elevado en ganglio: el 55%
para KRT19, 36% para CEACAMS5, 35% SFTPA 'y 27% SFTPC. A pesar que el
75% de los ganglios neoplasicos presentaban afectaciéon molecular, no encon-
traron ninguna asociacion entre el estadio ganglionar histolégico y el estadio
ganglionar molecular. La limitacién de este estudio es que han mirado pocos
ganglios por pacientes (1,5 [1-3])(251).
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1-

En ocasiones la estadificacion clinica no coincide con la estadificacion
quirargico-patolégica, que hasta la fecha es el gold standard para clasifi-
car alos pacientes.

La supervivencia de los pacientes con neoplasias en estadio | y reseccion
completa quirdrgica es peor a la esperada.

La expresion de determinados marcadores a nivel tumoral y ganglionar
se ha asociado a recurrencia y a un peor pronostico. La determinacién en
muestras ganglionares puede mejorar la estadificacion de los pacientes
con ganglios sin afectacion patoldgica y resecciéon completa.

La presencia de marcadores moleculares de células epiteliales en gan-
glios linfaticos indica la presencia de dichas células en un territorio donde
no existen en condiciones normales.

Las células neopldsicas poseen mayor indiferenciacion que las células no
neoplasicas, expresando genes caracteristicos de la época embrionaria,
como CEACAMS, FGFR2Db, FRS2, MYCN, SFTPC, SHH, SHP2 y SOX17.

Consideramos, pues, que un estudio robusto con una muestra amplia que eva-
lGe dichos marcadores embrionarios puede ser de interés para determinar un
panel de marcadores que nos ayude a estadificar, tratar y seguir mejor a los
enfermos con neoplasia de pulmén.

El resultado ideal seria que los marcadores seleccionados fueran especificos
de células de estirpe epitelial y que la sola deteccion del transcrito permitiera,
en el caso del andlisis ganglionar, la clasificacién molecular del ganglio como
afecto. Se medira de forma cuantitativa la expresién tumoral para determinar
si la carga aporta informacion.
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Hipotesis
de trabajo

En el carcinoma broncogénico, la estadificacion clinica previa al tratamiento
quirdrgico en muchas ocasiones no coincide con la estadificacion quirdrgico-
patolégica.

La expresion en tejido tumoral de marcadores moleculares implicados en el
desarrollo pulmonar, solos o en combinacidn, puede tener utilidad prondstica
en pacientes con CPNCP intervenidos quirdrgicamente con intencién radical.

La expresion de dichos marcadores moleculares en ganglios linfaticos toraci-
cos, sin afectacién patoldgica ganglionar, indica la existencia de células tumo-
rales en los citados ganglios linfaticos y se asocia a peor prondstico.



Objetivos

1-

Analizar la concordancia entre la estadificacion clinica y la estadificacion
patolégica en pacientes con carcinoma broncogénico intervenidos con
intencion radical.

Determinar el valor prondstico de la presencia de marcadores embriona-
rios en muestras tumorales de pacientes con CPNCP tratado quirdrgica-
mente con intencién radical.

Determinar el valor prondstico adicional de la estadificacién molecular
ganglionar en pacientes con CPNCP tratado quirdrgicamente con inten-
cién radical.
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Material y método

Poblaciones a estudio

Concordancia entre
estadificacion clinica
y patologica

Este es un estudio descriptivo simple sobre una cohorte prospectiva para de-
terminar el grado de concordancia entre la estadificacion clinica y la estadifica-
Cién patoldgica de los pacientes con carcinoma broncogénico intervenido con
intencion radical (ver articulo en el Anexo 1).

Tras aplicar los criterios de exclusién, quedd una muestra de 176 pacientes
consecutivos diagnosticados de carcinoma broncogénico y tratados con cirugia
con intencién radical en los que se estudio la concordancia entre la estadifica-
cion clinica y la quirdrgico-patoldgica.

107



108

Figura 17. Diagrama
de flujo mostrando
los criterios de
exclusion del estudio
de concordancia entre
estadificacion clinicay
patolégica.

NEOPLASIA
PULMON
190 pacientes

@

185 pacientes

O

183 pacientes

:> 5 pacientes en los que no se pudo determinar
alguno de los descriptivos T, N 6 M

I:> [ 2 pacientes pTONOMO tras neoadyuvancia ]

Q I:> [ 6 toracotomias exploradoras ]
177 pacientes
@ I:> [ 1 Estadio 0 ]
)

MUESTRA
176 pacientes

Estudio pronéstico tumoral
y de restadificacion ganglionar
molecular

El estudio prondstico tumoral vy el estudio de restadificacién ganglionar mole-
cular son estudios analiticos observacionales basados en una cohorte predo-
minantemente prospectiva de pacientes con CPNCP intervenidos con intencién
radical.

Entre enero de 2008 y junio de 2011 se trataron de forma consecutiva en
el Servicio de Cirugia Toracica del Hospital Universitari de Bellvitge, mediante
cirugia con intencién radical, 319 pacientes con neoplasia de pulmén. De estos
pacientes, se intentaron reclutar 316 pacientes con carcinoma broncogénico
no célula pequefia.

Segun disponibilidad de los circuitos de recogida de muestras (los pacientes no
recogidos tenian las mismas caracteristicas que los recogidos), los pacientes no
recogidos fueron 46. De los 270 pacientes restantes, se excluyeron antes de la
recogida aquéllos que tenian antecedente de neoplasia previa (n=92), presen-
cia de metdstasis a distancia resecadas (n=6) o tratamiento neoadyuvante con
quimioterapia y/o radioterapia (n=23). Durante la cirugia, se excluyeron aque-
llos pacientes que sélo se pudo realizar toracotomia exploradora o reseccién
incompleta macroscépica (n=8), los pacientes que no se pudieron estadificar



Estudio prondstico tumoral y de restadificacién ganglionar molecular

de forma completa (n=10) y los que no se pudo obtener muestras apareadas
de tumor y ganglios toracicos (n=17). En total se recogieron muestras de 114
pacientes.

Con posterioridad, aquellos casos con reseccion incompleta microscépica (n=9)
o mortalidad perioperatoria (n=3) fueron también excluidos. De los 102 pa-
cientes restantes, las muestras de 19 pacientes no se pudieron analizar por
pérdidas o por imposibilidad técnica en el laboratorio.

En total, la poblacién final a estudiar fue de 83 casos: 60 pNO (Grupo B), 16 pN1
(Grupo B) y 7 pN2 (Grupo C). Se afiadié un tercer grupo (Grupo A) de 17 pacientes
sin neoplasia, de los cuales fue posible obtener muestra ganglionar durante un
procedimiento de Cirugia Tordcica. €l diagndstico de estos pacientes fue hamar-
toma (n=3), neumotorax (n=1), enfisema pulmonar (n=1), nédulo fibroso o fibro-
necrético (n=2), quiste broncogénico (n=1), broncocele (n=1), secuestro pulmo-
nar (n=1), pleuropericarditis idiopatica (n=1), amiloidosis (n=2), fibrosis pulmonar
(n=1), neumonia organizativa (n=1), bronquiectasias (n=1) y tuberculosis (n=1).
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ESTURIO 8 MUESTRAS
TUMORAL
110
110 MUESTRAS TUMORALES 19 MUESTRAS
PACIENTES 87 recogidas en quirdfano 1'I?U':\Al(J)EQSATL}-:RASS PULMON NORMAL
23 congeladas del Biobanco APAREADO
129 TUMORES
27 PULMON Z N Z N
NORMAL
GRUPO A GRUPO B GRUPO C GRUPO D
control caso control control
17 PACIENTES 76 PACIENTES 7 PACIENTES 19 PACIENTES
SIN NEOPLASIA CPNCP pNO-1 CPNCP pN2 CPNCP
l l /"MARCADORES "\
ESTUDIO N/ \/ N/ MOLECULARES
GANGLIONAR CEACAMS
100 25 GANGLIOS 349 GANGLIOS 27 GANGLIOS FGFR2b
. " » FRS2
Sin neoplasia 283 de 60 6 fect N2
PACIENTES L_} Wit con afectacion MYCN
2 con afectacion N1
66 de 16 SFTPC
e 19 sin afectacion SHH
401 GANGLIOS pacientes pN1 histologica SHP2
\ SOX17

Se estudid un cuarto grupo de pacientes cuyo protocolo de recogida de muestras
fue totalmente diferente. Estos pacientes son parte del Biobanco HUB-ICO-IDI-
BELL (Hospital Universitari de Bellvitge, Institut Catala d'Oncologia, Institut
d'Investigacié Biomédica de Bellvitge), cuyas muestras recogieron los Doctores

Figura 18. Disefio del
estudio y distribucién
de muestras.



110

Aspectos éticos
Protocolo del estudio de concordancia

Llatjos, Baixeras y Penin, en los periodos comprendidos entre 2001 y 2006
(Grupo D, n=19) y 2008-2011 (n=23). Estos pacientes fueron diagnosticados
de CPNCP vy tratados con cirugia con intencién radical y se les pudo obtener
muestra tumoral y de pulmén normal apareado. Del primer periodo se eligieron
9 muestras apareadas tumor-normal de adenocarcinoma de 9 pacientes dife-
rentes y 10 muestras apareadas de carcinoma escamoso de 10 pacientes dife-
rentes. Los pacientes fueron homogéneos y dentro de cada estirpe histoldgica
presentaban una representaciéon homogénea del estadistico pT (desde pTlaa
pT3)y del estadio patologico (I-11). Del segundo periodo, se eligieron todos los
pacientes (n=23) de los grupos B y C que tenian muestra tumoral congelada
en el biobanco. Para los efectos de este estudio, sirvieron para confirmar la via-
bilidad de los marcadores seleccionados in silico y confirmar que las muestras
tumorales a estudio presentaban resultados superponibles a los obtenidos con
las muestras tumorales de este grupo.

Finalmente, se completd el pool de muestras de pulmén normal con 8 pacientes
mas (7 CPNCP y 1 paciente con bronquiectasias).

Aspectos éticos

Todos los pacientes firmaron consentimiento informado conforme conocen vy
dan su aprobacidn para los estudios. El estudio prondéstico y de restadificacion
ganglionar molecular fue presentado y aprobado por el Comité Etic d'Investiga-
cio Clinica del Hospital Universitari de Bellvitge, referencia 247/07 (Anexo 3).

Protocolos de estudio

Protocolo del estudio
de concordancia

Estadificacion clinica

(Cada caso se estadifico de forma clinica y patolégica, siguiendo las directrices de
la sexta edicién de la clasificacion TNM de los tumores malignos para el cancer
de pulmén, vigentes entre 1997-2009(273). No se utilizé la dltima clasificacion
TNM (séptima edicion)(57) dado que en el periodo del estudio adn no estaba



Protocolos de estudio
Protocolo del estudio de concordancia

vigente. Como mapa ganglionar se utilizé el de Mountain y Dresler, dado que el
actual mapa de la IASLC tampoco estaba vigente(71). En este estudio, la esta-
dificacién clinica corresponde a la estadificacién previa a la cirugia toracica con
intencion radical.

En la valoracién del tumor primario (cT), fue especialmente Util el TC de térax y
abdomen superior con contraste(274). En cuanto a la estadificacién ganglionar
(cN), se complementaba con la PET y preferiblemente PET-TC. Se considera-
ron cNO aquellos pacientes que presentaban una PET o PET-TC sin captacion
ganglionar toracica o supraclavicular y aquéllos que presentaban captacién
ganglionar a nivel mediastinico y biopsias por mediastinoscopia sin evidencia
de neoplasia. En cuanto a la afectacion ganglionar hiliar (cN1), bastaba con pre-
sentar una PET o PET-TC con captacién a nivel hiliar. Finalmente, se considera-
ron cN2 aquellos pacientes con biopsias ganglionares mediastinicas positivas
para neoplasia, salvo en casos de cN2 franco (bulky o multinivel) y casos se-
leccionados en los que se decidié tratamiento quirdrgico a pesar de presentar
afectaciéon ganglionar mediastinica; en estos casos, se considerd la captacion
de la PET o PET-TC suficiente para clasificarlo como cN2. La mediastinoscopia
se realizé en aquellos pacientes que presentaban una PET o PET-TC con cap-
tacion patoldgica a nivel ganglionar mediastinico, para confirmar o descartar la
presencia de enfermedad neopldsica. Con este algoritmo, se realizé PET en 2
€asos (1%), PET-TC en 135 casos (77%) vy mediastinoscopia en 7 casos (4%).
Respecto las metdstasis a distancia (descriptivo M), se utilizé la PET o PET-TC.
La resonancia magnética cerebral se practicé en los adenocarcinomas y/o por
sospecha clinica de afectacién encefdlica.

Tratamiento quirurgico

Todos los casos del estudio de concordancia, del estudio prondstico y de res-
tadificacion fueron tratados mediante toracotomia, reseccién pulmonar vy lin-
fadenectomia hiliar y mediastinica(79,82,275). Esta linfadenectomia implicé
explorar las cisuras, los hilios de los pulmones vy todas las zonas o estaciones
ganglionares mediastinicas del hemitdérax a intervenir y resecar en bloque to-
dos los nddulos linfaticos con el tejido graso asociado, cuando fuere posible. El
ndmero de muestras debia ser, a ser posible, igual o superior a 6 ganglios de los
niveles citados, incluyendo como minimo 3 ganglios de 3 estaciones mediasti-
nicas diferentes, una de ellas siempre la subcarinal. Idealmente, el nimero total
deberia ser igual o superior a 11 ganglios extirpados(77).

Estadificacion patoloégica

Los patologos examinaron de forma sistematica cada reseccion pulmonar, eva-
luaron el tamano y caracteristicas morfoldgicas de la pieza tumoral; los estu-
dios inmunohistoquimicos se realizaron segun indicacién clinica. También se
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Figura 19. Los
pacientes de la fase
translacional serviran
para dos estudios, el
estudio tumoral y el
estudio ganglionar.
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individualizaron y examinaron cada nédulo linfatico que encontraron. Cada né-
dulo alrededor del arbol bronquial, lobar o segmentario se disecé y se analizé.
Ademads, cada nédulo interlobar, hiliar o mediastinico resecado durante la ciru-
gia fue individualizado del tejido adiposo y analizado. La estadificacion patol6-
gica fue obtenida fundamentalmente a partir de este estudio, aunque también
tuvo en cuenta la informacién obtenida durante el acto quirdrgico. Siguio las
mismas directrices de la clasificacion TNM que la estadificacién clinica. El paté-
logo podia conocer los datos de estadificacidn clinica del paciente.

Analisis estadistico

Para comparar los resultados obtenidos de estadificacién clinica y estadifica-
cion patoldgica se utilizd el porcentaje de concordancia y el indice kappa. El
porcentaje de concordancia utilizd la siguiente razén:

nuimero de casos con estadificacion clinica igual a patoldgica

ntimero de casos
El indice de kappa se calculd global y para cada categoria, también llamado
el indice de kappa balanceado por Cohen(276). Este analisis estadistico se

realizé ayudandonos del programa informatico SPSS® 12.0 (Statiscal Package
for the Social Sciences, SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA).

Protocolo del estudio
pronostico tumoral

y de restadificacion ganglionar
molecular

El computo global de muestras de estos dos estudios fueron 557 muestras
tumorales, ganglionares y de pulmon normal de 127 pacientes.

\
|

ESTUDIO ESTUDIO
TUMORAL GANGLIONAR
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Estudio prondstico tumoral

De los 110 pacientes y 156 muestras del estudio tumoral, se evalué el valor
pronodstico en 129 muestras tumorales de 102 pacientes.

Grupo B v C. 110 muestras de tumores primarios de 83 pacientes.

Grupo D. 19 muestras de los tumores primarios de 19 pacientes.

Valores basales y patolégicos
Los 8 pacientes y 27 muestras restantes son las que completan la serie para
determinar los valores basales del pulmén.

e VALORES BASALES. Pulmén.

* Pulmén normal apareado de pacientes con CPNCP, 19 muestras del
grupo D.

* Pool de muestras de pulmén normal. 19 muestras de pulmén nor-
mal apareado del grupo D y 8 muestras mds de pulmén normal de 8 pa-
cientes mas, con y sin neoplasia de pulmén. El total seran 27 muestras
que se replicaron 10 veces.

 VALORES PATOLOGICOS. Tumor. 42 de las 129 muestras de tumores primarios,
con confirmacién de la presencia de tumor por estudio con hematoxilina-eosina.
* 19 muestras tumorales del grupo D
* 23 muestras tumorales de los grupos B y C, muestras congeladas que
provienen del Biobanco HUB-ICO-IDIBELL.

Protocolo de estadificacion clinica

El protocolo de estadificacion clinica fue basicamente el mismo que el utilizado
en el estudio de concordancia. No obstante, sobre ese protocolo, se han reali-
zado algunas modificaciones entre 2007-2015 para progresivamente adaptar-
lo a las guias de la ESTS.

Desde 2007 se realiza la PET-TC de rutina en los pacientes potencialmente
quirdrgicos y se ha ido incluyendo de forma gradual la exploracién invasiva de
los nddulos linfaticos mediastinicos mediante EBUS o EUS como primera op-
Cién, en los casos con aumento de captacion de FDG y en determinados casos
sin aumento de captacion (figura 20). Ademas, desde 2010 se siguen la sépti-
ma edicién del TNM para estadificar a los pacientes.

Tratamiento quirdargico y estadificacion patoldgica.

Test de referencia.

El test de referencia fue la estadificacién patolégica teniendo en cuenta la
informacion obtenida durante la cirugia. El protocolo quirdrgico y de estadifi-
cacion patoldgica fueron los mismos que los utilizados en el estudio de con-
cordancia. La evaluacion patoldgica fue realizada por tres patélogos especiali-
zados en neoplasias tordcicas, que tenian acceso a la estadificacion clinicay al
protocolo quirdrgico del paciente.
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Figura 20. Protocolo
de estadificacion
clinica ganglionar

utilizado en los comités
multidisciplinarios

de tumores en los

que estan presentes
miembros del Servicio
de Cirugia Tordcica del
Hospital Universitari
de Bellvitge. *La
sospecha por PET-TC
de N2-N3 que se
considera en este
algoritmo es la dudosa
0 potencialmente
quirdrgica en algin
momento del
tratamiento.
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mores centrales

3.-T2b, T3, T4
4.- Adenopatias > 15

EBUS/EUS
Muestra
insuficiente
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Recogida de datos

A los pacientes se les aplicé un protocolo estandarizado de recogida de datos
que recogia las variables principales (expresién tumoral, recidiva, tiempo libre
de enfermedad, mortalidad, tiempo de supervivencia e histologia)(Anexo 4).

Seguimiento de los pacientes

Se realizé seguimiento a todos los pacientes incluidos en el estudio para poder
determinar posibles recidivas/metastasis y éxitus. El seguimiento fue presencial al
mes, tres/seis meses, 12, 18, 24, 30 meses y asi sucesivamente, segun la practica
habitual. Al mes y a los tres meses se complementd la visita con una radiografia de
torax. A los 6 meses vy a partir de entonces, se realizé un seguimiento semestral
con TC de térax y abdomen superior, preferentemente. En casos seleccionados, se
realizé al afio una broncoscopia con recogida de broncoaspirado, cepillado bronquial
o biopsia, segln los hallazgos. Otras pruebas o periodicidades las determinaron la
clinica, el estadio patolégico v el tipo de reseccion obtenida. De forma complemen-
taria, se utilizé el sistema informatico del Hospital Universitari de Bellvitge -siste-
ma SAP® (Systeme, Anwendungen und Produkte in der Datenverarbeitung)-, la co-
nexion a la Historia Clinica del ICS (Institut Catala de la Salut) y a la Historia Clinica
Compartida de Catalunya para obtener los datos de la evolucién de los pacientes.

En el caso de no tener datos con los anteriores métodos, se realiz6é una cap-
tura-recaptura de los pacientes por medio de llamadas telefdnicas, hasta un
maximo de tres en distintas franjas horarias. En el caso de no contacto en nin-
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guno de los escenarios previamente definidos serd considerado una pérdida
del estudio. No hubo ningln paciente del que no se obtuviera ningun tipo de
informacion del seguimiento a través de cualquier medio de los anteriores, por
lo tanto, no hubo pérdidas. Si hubo, no obstante, variabilidad en la fecha de
ultimo contacto. Los datos obtenidos con el seguimiento se correlacionaron con
los resultados obtenidos del andlisis de las muestras.

El dltimo dia de seguimiento fue el 29 de junio de 2013. La media de segui-
miento fue de 39 + 26 meses [3 dias-129 meses]. Se calculd el tiempo libre de
enfermedad y la supervivencia.

Estimacion del tamafo muestral

y potencia estadistica

Inicialmente se estimé el nimero de pacientes necesarios para detectar dos
grupos de pacientes con expresiéon tumoral diferenciada, de manera que un
grupo seria el que presentara en marcador alterado y el otro seria el grupo sin
el marcador alterado. No obstante, apreciamos que el objetivo real del estudio
era comparar el tiempo libre de enfermedad y la supervivencia de un grupo de
pacientes sin el marcador embrionario (o la firma genética) alterado a nivel
tumoral versus un segundo grupo de pacientes con el marcador alterado. Esto
nos hizo replantearnos la estimacién del tamafio muestral.

El estudio incluyd 102 pacientes y asumimos 51 pacientes en el grupo expe-
rimental y 51 pacientes en el grupo control, con una mediana de seguimiento
de 39 meses (minimo 3 dias, maximo 72 meses). La mediana de supervivencia
observada en los pacientes sin el marcador alterado es de 38 meses. Con estos
nudmeros, v fijado un error de tipo | del 5%, tendremos una potencia del 80%
para detectar una asociacidn estadisticamente significativa entre un predictor
y la supervivencia si el aumento del riesgo asociado presenta una hazard ratio
de 2,4 o superior.

Procesamiento de las muestras

Grupos By C

Las muestras tumorales del paciente se obtuvieron en quiréfano justo después
de la extraccién habitual de la pieza quirurgica. Se eligié un fragmento tumoral
representativo por biopsia excisional o varios tru-cuts. Las piezas se colocaron
justo después ya en quiréfano en tubos eppendorf con RNAlater® - RNA Stabili-
zation Reagent (Qiagen®, Valencia, USA) y se guardaron en hielo picado hasta su

traslado al Laboratori de Recerca Translacional 1 del Hospital Duran i Reynals.

Una vez en el LRT-1, las muestras se mantienen durante 17h a 6-8°C, pos-
teriormente se congelan una semana a -20°C y finalmente a -80°C en tubos
eppendorf sin embeber en OCT (optimal cutting temperature compound). Como
maximo pasaron 4 afios desde el almacenamiento hasta la extraccién del RNA
v DNA.



116

Protocolos de estudio
Protocolo del estudio prondstico tumoral y de restadificacién ganglionar molecular

En 23 de los 83 pacientes del grupo By C se habia guardado, a parte de este
estudio, muestra tumoral congelada a -80°C en el biobanco HUB-ICO-IDIBE-
LL. Se recuperaron y se obtuvo una muestra tumoral de unos 27-64 mm?3. Las
muestras se colocaron en sendos tubos de eppendorf por separado y se trans-
portaron en hielo seco o nieve carbonica hasta el LRT-1. No se ha realizado
macrodiseccion ni microdiseccién de las piezas tumorales.

Grupo D

Todas las muestras tumorales y de pulmén normal estaban congeladas a -80°C
en el biobanco del HUB-ICO-IDIBELL. Se recuperaron y se obtuvo una muestra
tumoral y de pulmén normal de cada paciente. Las muestras se colocaron en
sendos tubos de eppendorf por separado. Dichas muestras se transportaron
en hielo seco o nieve carbonica hasta el LRT-1. Alli se almacenaron a -80°C. Se
comprobé mediante estudio con hematoxilina-eosina la presencia de neoplasia
viable en todas las muestras tumorales y la ausencia de neoplasia en las mues-
tras de pulmén normal.

Pool de muestras de pulmén normal

Las muestras de pulmén normal apareado de los pacientes con CPNCP del gru-
po D, siguieron el esquema del citado grupo. Las muestras de los 8 pacientes
adicionales que se recogieron durante el periodo de reclutamiento, siguieron el
esquema explicado para el grupo By C.

Extraccion de RNA

La extracciéon de RNA se ha realizado utilizando el reactivo trizol. La adicién
de cloroformo y la posterior centrifugacién, separa la solucién en una fase
acuosa donde estard el RNA y una fase organica. Tras recoger la fase acuosa,
se precipita el RNA utilizando isopropanolol y se aisla. En presencia de trizol,
el RNA esta protegido de las RNAsas que degradan el RNA. Se evité al maxi-
mo la contaminacién del RNA (ver protocolo en Anexo 5).

Una vez extraido el RNA, se ley0 la cantidad obtenida en un espectrofotémetro
(Nanodrop™, Thermo Scientific, Wilmington, USA) y se guarda a -80°C. El in-
tervalo de tiempo entre el almacenamiento de las muestras y la extraccién de
RNA/DNA fue de 4-46 meses.

Extraccion de DNA

Se ha extraido DNA de las muestras mediante el protocolo de trizol (Anexo 5).
Para determinar la metilacion del DNA, una vez extraidas las muestras de DNA,
se les aplicé el protocolo de bisulfito (EZ DNA Methylation-Gold™ Kit, Zymo
Research, Irvine, California, USA, ver Anexo 5) y posteriormente la PCR para
determinar el estado de metilacién. El analisis de los datos fue de caracter
cualitativo.
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Diseio de los primers

Para poder disefiar los cebadores o primers acudimos a la base de datos Gene
de NCBI (National Center for Biotechnology Information, www.ncbi.nlm.nih.
gov/gene) y posteriormente GenBank y Consensus CDS para obtener las se-
cuencias de DNA, mRNA vy CDS (coding sequences, DNA que codifica para la
proteina).

A partir del CDS se identificaron las secuencias de los exones y su posicion
en el gen. En la medida de lo posible, se eligieron secuencias que implicaran
10 nucledtidos de dos exones consecutivos, para estar seguros que real-
mente se amplificaba RNA CDS. La distancia en los exones entre el primer
forwardy el primer reverse fue de 150-230 bp (base pairs, pares de bases).
Se uso6 el programa informatico Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu) para gene-
rar las secuencias de los primers, especialmente para aquellos marcadores
con dificultad para ponerlos a punto.

Una vez disefiados los primers se analizd la secuencia mediante BLAST®
(Basic Local Alignment Search Tool, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov), asi como
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Figura 21. Protocolo
de procesamiento de
muestras. Grupos A,
ByC
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el programa informdtico DNA Calculator® (Sigma Life Science®, http://www.
sigma-genosys.com/calc/DNACalc.asp) para evaluar si las secuencias tenian
temperatura de fusion similar, el porcentaje de GCs, la tendencia a formar bu-
cles consigo mismo v la tendencia a realizar primer dimer. Con las secuencias
se disefiaron los primers por la empresa Fisher Scientific®y se sintetizaron a
una concentracién de 10 pmol/pL.

BLAST
H i forward 5 3 -

GENES PROBLEMA
CEA NT_011109 ACAATCACAGTCTCTGCGGA TCCTGTTGCCATTGGACAGC = 0 5
FGFR2b NG_012449 GTCCCATCTGACAAGGGAAA CACTGTAAACCTTGCAGACA 7y8 0 0
FRS2 NC_000012 GAACACCTACAACTCCAGGA TTCCTCAGCCACAAGCAAAG = 0 0
MYCN NG_007457 CACAAGGCCCTCAGTACCTC AGGCATCGTTTGAGGATCAG 2y3 0 0
SHH NC_000007 CCAATTACAACCCCGACATC CTCTGAGTGGTGGCCATCTT = 0 0
SHP2 NG_007459 TCGCTGTCAGGAACTGAAAT GCTTAGTTCTCGAACTCTGC 4-5y6 - 1
SO0X17 NG_028171 ATCGGGGACATGAAGGTGAA GACTTGCCCAGCATCTTGCT 1-2 0 =
SFTPC NG_016968 CTGGTTACCACTGCCACCTT CTGGCCCAGCTTAGACGTAG 2y4 1 0
GENES DE REFERENCIA

Bactina  NG_007992 CATGTACGTTGCTATCCAGGC CTCCTTAATGTCACGCACGAT 4 0 0
B2M? NG_012920 CCCACTGAAAAAGATGAG CCTCCATGATGCTGCT 2-3

Tabla 22. Primers
elegidos y construidos
para realizar la RT-
qPCR. 1, F: primer
forward, 2, R: primer
reverse, 3, B2M:
B2microglobulina. Se
exponen el nimero

de otros genes con

la misma secuencia
reportadas in silico
mediante BLAST®. En
aquéllas en las que

no se puede reportar
homologia es porque la
secuencia implica dos
exones.

Tabla 23. Materiales
utilizados y volumen
enlaRT

Transcripcion inversa

Posteriormente se transcribié el RNA extraido en cDNA para poder realizar la
PCR; esta reaccién se denomina transcripcion inversa o RT (reverse transcrip-
tion). El volumen total de la reaccién fue de 20 pL. La RT se realiza en un termo-
ciclador; se colocaron todos los elementos a las concentraciones detalladas en
la tabla 23, durante 60 minutos a 37°C y después 15 minutos a 75°C, obtenien-
do el cDNA. En caso que fuera preciso almacenar el cDNA, éste se almacend a
-20°C.

4 pL Buffer

3L dNTPs a 2 pmol/L

2 L DTl (estabilizante)

1pL Primers (hexameros)
0,5 pL RNAseOUT™

1pL MMLV RT (transcriptasa inversa).
5pL RNA a 100 pg/mL

3,5 pL
20 pL

Agua bidestilada

Volumen total
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Protocolo de la reaccion en cadena
de la polimerasa (qPCR)

En el presente estudio se ha realizado PCR cuantitativa para evaluar la ex-
presion de los marcadores, utilizando la plataforma LightCycler 480° (Roche
Diagnostics, Mannheim, Alemania). Para mds informacién acerca de la PCR,
ver Anexo 6. Se utilizo el kit Light Cycler 480 SYBR Green | Master® (Roche
Diagnostics, Mannheim, Alemania), que incluia la polimerasa FastStart Tag DNA
polimerase, que es una polimerasa quimicamente modificada de la polimerasa
termoestable. De forma general, se prepard la mezcla para la gPCR segun se
expone en la tabla 24.

Tabla 24. Materiales y
volUimenes necesarios

5pL FastStart Taq DNA polimerase, tampén de reaccién, dNTPs, SYBR Green | para la gPCR.
0,5 pL Primer forward a 10 pL
0,5 pL Primer reverse a 10 pL
0,8 pL MgCl,
2,2 pL H,0
1pL cDNA
10 pL Volumen total

Los volimenes de cada material se adaptaron a lo que precisaba cada primer, pero
siguiendo las lineas maestras expresadas anteriormente. Se utilizaron las placas
LightCycler® 480 Multiwell Plate 384 (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) y
se sellaron con plastico transparente de minimo grosor (AB-0558, Thermo Scienti-
fic, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Estados Unidos de América). Seguida-
mente se introdujeron las placas en el LightCycler 480° para realizar el protocolo ‘ Tabla 25. Protocolo de

realizacion de la qPCR.
detallado en la tabla 25. 1. S/P: segdn primer

PROTOCOLO DE qPCR

Preincubacion, desnaturalizacién. Modo de analisis: ninguno.

Temperatura Ciclos Modo de adquisicién Tiempo Velocidad de ascenso Adquisiciones por °C
95°C 1 Ninguno 10 min 4,8°C/s -
Amplificacion. Modo de analisis: cuantificacion.
95°C Ninguno 10s 4,8°C/s -
Variable S/P* 40 Ninguno 20s 2,5°C/s -
72°C Unico 20s 4,8°C/s -
Fusion. Modo de analisis: curvas de fusién.
95°C Ninguno 1 min 4,8°C/s -
65°C 1 Ninguno 1 min 2,5°C/s -
98°C Continuo - 0,11 °C/s 5

Enfriamiento. Modo de anadlisis: ninguno.
40°C 1 Ninguno 30s 2,5°C/s -
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Tabla 26. \olumen
de los componentes
utilizados para obtener
la mejor amplificacién
de SHH.

Figura 22. Curva de
fusion de SHH.

Tabla 27. \olumen
de los componentes
utilizados para obtener
la mejor amplificacion
de Bactina.

Figura 23. Curva de
fusién de Bactina.
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Para cada muestra, se realizaron dos determinaciones del gen problema y dos
determinaciones para cada uno de dos genes de referencia. Se incluyd el agua
como control negativo sin cDNA vy dos puntos de la recta patrén de cada mar-
cador, como control positivo. Se realizé una evaluacion de la fosforescencia ob-
tenida en cada gqPCR y se comparé con la fosforescencia de la recta patrén del
marcador correspondiente para confirmar que la técnica habia sido adecuada.
En los marcadores presentados, el C; varia por lo general entre el ciclo 26-35.

El software utilizado para procesar los datos de la gPCR fue el LightCycler®
480 Software, version 1.5 (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) y nos
obtuvo las curvas de fusién, las rectas patron, las curvas de amplificacién y
los valores absolutos de expresién de los marcadores en las muestras (para
mas informacion, ver Anexo 6). Para determinar el C; se utiliz6 el método de
la segunda derivada y para determinar la concentracién absoluta de RNA se

utilizé el método de la curva estandar.

Puesta a punto de los primers

Antes de realizar el protocolo en todas las muestras del estudio, se pusieron
a punto los primers para conseguir una amplificacion optima del cDNA. Se pro-
baron los primers de los genes a estudio y los genes de referencia en varias
muestras (tumor y ganglios toracicos) y se ajustaron las cantidades de los com-
ponentes hasta obtener la mejor amplificacién. Se muestra como ejemplo las
condiciones de la gPCR para el SHH y uno de los controles, la Bactina. El resto
de marcadores y gen de referencia se exponen en el Anexo 7.

4 L SYBR Green
0,5 pL Primer SHH Forward

0,5 pL Primer SHH Reverse

0.8 pL Mg Cl,

3,2 pL H,0

1pL cDNA
. S TEMPERATURA: 65° C

4 pL SYBR Green
0,5 pL Primer BA Forward
0,5pL Primer BA Reverse
08pL  Mgdl,

3.2l H,0

1pL cDNA
G @ AW REE W& W e TR TEMPERATURA: 59° C
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Obtencion de las concentraciones absolutas.

Recta patron

Se realiz6 la extracciéon de RNA de un ganglio mediastinico subcarinal, de pul-
mon normal y de tumor y se cuantificd la concentracion inicial por espectrofo-
tometria. Seguidamente, se realizaron las diluciones pertinentes para obtener
las diferentes concentraciones: 1000, 500, 250, 125 y 65 pg/mL. Se realizé
la RT y posteriormente la qPCR. Cada concentracién estuvo relacionada con
un determinado C,. Los resultados generaron una recta donde el eje X fue el
logaritmo de la concentracion y el eje Y el C.. Se realiz6 una recta patron o curva
estandar para cada uno de los genes problema vy otra para cada uno de los dos
genes de referencia. A partir de cada recta se obtuvieron los valores absolutos
de concentraciéon de RNA en cada muestra, tanto para el gen problema como
para el gen de referencia. En las figuras 24-25 se expone la recta patrén para
el CEACAMS5, que es representativa del resto de curvas de los marcadores a
estudio, y para la Bactina (resto de rectas patrén en el Anexo 8). Cabe destacar
que para la B2microglobulina se utilizaron dos curvas; se usé una u otra seguin
el momento de extracciéon de la muestra.

i mm

Pendiente (m) -3,41
Interseccion y 34,87
Eficiencia 1,96

T T 7 T T T T T T
21 22 23 24 25 25 27 28 29 o
Log Concentration R2 0,017

Handard Sunee mm

Pendiente (m) -3,57
Interseccion y 28,76

Eficiencia 191
: e ’ R? 0,034

Crossing Point
(R e e
e R A Ve

=

Crossing Point
R R T
R,

ciF el
.

Las RT-gPCR de cada muestra, las rectas patrén y la obtencién de las concen-
traciones absolutas fueron realizadas por dos técnicos de laboratorio que no
conocian la informacion clinica de los pacientes, ni del tiempo libre de enferme-

dad ni de la supervivencia.

Normalizacion de las concentraciones absolutas

por los genes de referencia

Los genes de referencia fueron la Bactina (BA) vy la B2microglobulina (32M). Se
eligieron éstos porque las bases de datos publicas muestran una expresion ho-
mogénea de estos genes en el pulmén normal y en el ganglio sano. Ademas, di-
versos estudios que analizan la expresiéon de marcadores moleculares de cancer
de pulmén en ganglio y pulmon, utilizan estos genes de referencia. Se eligieron
dos para conocer la variabilidad intraensayo, comparando la expresién normaliza-
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Tabla 28. Datos de
la recta patrén del
CEACAMS. R: error
medio.

Figura 24. Recta
patrén para el
CEACAMS.

Tabla 29. Datos de
la recta patron de la
Bactina. R: error medio.

Figura 25. Recta
patrén para laBactina.
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da segun el gen de referencia, y asi tener una visién mas cercana a la expresion
real del marcador en el tejido.

La concentracién absoluta de cada determinacion de los marcadores o genes
problema en una muestra se dividié por la concentracién de cada determina-
cion de los dos genes de referencia.

marcador, determinacion,,

b —
A . . ./
gen de referencia 1, determinacion,,

X,: concentracién normalizada de la muestra, primera determinacion.

[marcador, determinacion,]: concentracién absoluta del gen problema, primera determinacion.
[gen de referencia 1, determinacién,]: concentracion absoluta del gen de referencia, primera de-
terminacion.

marcador, determinacion,

X,=
B . . ./
gen de referencia 1, determinacion,

X, concentracién normalizada de la muestra, segunda determinacion.

[marcador, determinacién,]: concentracién absoluta del gen problema, segunda determinacion.
[gen de referencia 1, determinacion,]: concentracion absoluta del gen de referencia, segunda de-
terminacion.

A partir de las dos concentraciones normalizadas, se realizé la media, obte-
niendo la concentracién absoluta normalizada final (CAN). Se determinaron las
desviaciones estandares.

CAN = xA+xB

CAN: concentracién absoluta normalizada final.

Para cada marcador, se obtuvieron dos concentraciones absolutas normaliza-
das finales por cada muestra dado que se utilizaron dos genes de referencia.
Se agruparon los resultados por pacientes.

Determinacion del valor normal a través de un pool

de muestras normales

Para determinar el valor normal del tejido pulmonar se construyé una muestra a
través de la mezcla a iguales concentraciones de RNA de 27 muestras de tejido
pulmonar normal. A esta nueva muestra de referencia se le realizé la RT y poste-
riormente una RT-qPCR de 10 alicuotas para cada marcador a estudio y de los 2
genes de referencias. Esto nos permitio validar la reproducibilidad de la técnica.

Se eligieron los valores mds consistentes entre si y se realizé la media aritmé-
tica para determinar el valor de concentracién absoluta de cada marcador vy el
valor de los genes de referencia. Se normalizé la concentracién absoluta del
tejido pulmonar normal en relacién al gen de referencia, para cada marcador.
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Determinacion de la concentracion relativa
Para determinar la concentracion relativa de las muestras tumorales respecto

el pulmén normal, tenemos varias opciones (ver Anexo 6). Se utilizé el método
288C, que se resume en la siguiente formula.

X =ACTmuestra A esTupio = Cr, GEN A ESTUDIO — CT, GEN REFERENCIA
y=2ax CrrooL Normar = X Cr, Gena EsTupio — X CT GEN REFERENCIA

Incremento relativo del gen (fold change) = 27" = 27

Dado que 2°= 1. Este método nos permite obtener la concentracion relativa del
gen problema para cada muestra, vy lo expresa como un incremento relativo a
partir de los C..

Los valores extremos de concentracién relativa no se eliminaron pero se tuvo
en cuenta su caracter extremo en el andlisis de los datos.

Determinacion del punto de corte (cutoff) diagnéstico
Un fold change por encima de 2 se consideré como sobreexpresion, mientras

que por debajo de 0,5 se considerd infraexpresion.

Analisis estadistico

Estudio descriptivo

Se procedid a un andlisis descriptivo de la serie tumoral, también por marcador,
segln medidas de tendencia central (media, mediana) y de dispersion (desvia-
cién estandar y rango intercuartilico) segun criterios de normalidad (test de
Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk).

Analisis bivariantes y multivariantes

Se realizé un analisis de la concentracion absoluta normalizada de cada mar-
cador entre las series tumorales y de pulmén normal, mediante el test de
ANOVA (analysis of variance, analisis de la varianza) o Kruskal-Wallis, segun
fue preciso. Seguidamente, se realizé un andlisis de las variables clinicas aso-
ciadas a los marcadores moleculares segun Chi-cuadrado o Fisher, segln fue
preciso, para variables cualitativas. Para variables cuantitativas se utilizé el
test de ANOVA o Kruskal-Wallis, y t de Student o U de Mann Whitney. Aque-
llas variables que mostraron una asociacién con p-valor <0,10 o clinicamente
relevantes y que no presentaron interaccion entre ellas se consideraron en un
modelo de regresion logistica binaria u ordinal siendo la variable dependiente
los niveles de marcadores moleculares (expresién binaria o con tres estratos
de expresion -infraexpresion, expresion normal y sobreexpresion-).

Se realizé un analisis de Kaplan Meier para determinar el tiempo libre de en-
fermedad (TLE) y la supervivencia (OS). Se utilizé el test de log-rank para com-
parar las curvas de supervivencia en funcién de la expresiéon de marcadores
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moleculares o de la combinacién de marcadores y en funcién de las variables
clinicas relevantes. Aquellas variables que mostraron una asociacién estadisti-
camente significativa en el test de log-rank (p<0.05) o clinicamente relevantes
y sin interaccion entre ellas se analizaron en un modelo de regresion de Cox

para determinar los factores predictores.

La bondad de ajuste de los modelos multivariantes se estudié segtin Hosmer-Le-
meshow para la regresion logistica binaria, Pearson y desviacién para la regre-
sion ordinal y prueba émnibus para la regresion de Cox. Se utilizo el paquete
estadistico SPSS 20.0° el valor estadisticamente significativo considerado fue
de p-valor <0,05 en todos los casos v el intervalo de confianza fue del 95% en
aquellos casos en que fue preciso.

En la elaboracién y la redaccién del estudio se han tenido en cuenta las re-
comendaciones STARD (standards for reporting of diagnostic accuracy), las
REMARK (reporting recommendations for tumor marker prognostic studies),
las CONSORT (consolidated standards of reporting trials)(277-280) y las guias
MIQE (minimum information for publication of quantitative Real-Time PCR ex-
periments)(281).

Tratamiento de los casos sin determinacion, missing, y outliers.

Se excluyeron del analisis aquellos casos cuyas muestras se analizaron como
minimo en 3 ocasiones y en ninguna de ellas fue técnicamente factible obte-
ner curva de amplificacion mediante RT-qPCR. €n el diagrama de flujo se refle-
jan aquellos marcadores con casos missing.

En aquellas muestras tumorales con la determinacién de concentracién abso-
luta por cuadriplicado del gen problema o del gen de referencia, se eligieron
los valores mas constantes para realizar la media aritmética y obtener la CAN
de cada caso, desechando excepcionalmente los valores extremos para cada
muestra. En las muestras con dos determinaciones del gen problema o de
referencia, en caso de un valor final de CAN o concentracion relativa extrema,
éste no se elimind pero se tuvo en cuenta su caracter extremo en el analisis
de los datos.
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Estudio de restadificacion
ganglionar molecular

La serie ganglionar incluye 401 muestras ganglionares tordcicas de 100
pacientes.

Grupo A (pacientes sin neoplasia). 25 muestras ganglionares hiliares pul-
monares o mediastinicas de 17 pacientes intervenidos por patologia no neo-
plasica.

Grupo B (CPNCP pNO-1). 349 muestras ganglionares hiliares pulmonares o
mediastinicas de 76 pacientes intervenidos de CPNCP, con reseccién completa
macroscopica y microscopica y sin metastasis.
e 283 muestras ganglionares de 60 pacientes pNO
e 66 muestras ganglionares de 16 pacientes pN1

* 1 muestra recogida con afectacién histoldgica de 1 paciente.

* 65 muestras recogidas sin afectaciéon ganglionar histoldgica de 16 pa-

cientes.

De cada paciente se analizaron 23 ganglios, 21 ganglio hiliar y 22 ganglios
mediastinicos.

Grupo C (CPNCP pN2). 27 muestras ganglionares hiliares pulmonares o medias-
tinicas de 7 pacientes intervenidos de CPNCP con afectacién ganglionar histold-
gica y reseccion completa macroscdpica y microscopica.

* 6 muestras ganglionares mediastinicas con afectacion histoldgica

e 2 muestras ganglionares hiliares con afectacion histoldgica

e 19 muestras ganglionares hiliares y mediastinicas sin afectacion histoldgica
De cada paciente se analizaron 23 ganglios, 21 ganglio hiliar y 22 ganglios
mediastinicos.

Valores basales y patolégicos
Para determinar los valores basales y patolégicos de los marcadores, se eligie-
ron las siguientes muestras.

e VALORES BASALES. Grupo A, 25 ganglios de 17 pacientes sin neoplasia.
 VALORES PATOLOGICOS. Valores por encima del punto de corte diagnéstico.

Protocolo de estadificacion,

recogida de datos y seguimiento

El protocolo de estadificacién clinica y el test de referencia (estadificacién
quirurgico-patolégica) fue el mismo que para el estudio prondstico tumoral. La
recogida de datos incluyd las variables clinicas del estudio prondstico, la expre-
sién tumoral de marcadores e informacion de expresién ganglionar. No incluyé
la metilacién de marcadores a nivel ganglionar. En el caso del grupo A, el proto-
colo fue menos extenso. Se sigui6 el mismo protocolo de seguimiento que para
el estudio prondstico tumoral.
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Potencia estadistica del estudio de restadificacion

ganglionar molecular

Inicialmente se calculé el tamafio muestral necesario para detectar diferencias
de expresién a nivel ganglionar entre tres grupos de pacientes: los pacientes
con ganglios sin neoplasia, los pacientes con CPNCP pNO v los pacientes con
CPNCP pN1-2. No obstante, el objetivo real del estudio es comparar el tiempo
libre de enfermedad y la supervivencia de los pacientes pNO-1 una vez restadi-
ficados a molecular NO, molecular N1 y molecular N2. Esto nos hizo replantear-
nos si estaba indicado estimar el tamafio muestral en este estudio.

Este estudio incluye 76 pacientes a restadificar con una mediana de segui-
miento de 32 meses (minimo 2 dias, maximo 61 meses). La supervivencia do-
cumentada en la literatura, a los 5 afos, de los pacientes pNO es del 56%, de los
pN1 es del 38% y de los pN2, 22%(73). Las necesidades de tamafio muestral
fijando un error tipo | del 5% y una potencia del 80%, superan ampliamente los
50 pacientes por grupo, por tanto a este estudio se le deberia asociar un cariz
observacional o exploratorio. Los resultados obtenidos nos permitiran generar
hipotesis que tendran que ser verificadas en futuros estudios con un tamafno
muestral adecuado para dicho objetivo.

Protocolo de procesamiento

y procedimientos moleculares

Para todas las muestras ganglionares se siguié el mismo protocolo de procesa-
miento, transporte, extraccion, disefio de los primers, RT-qPCR y determinacién
de la concentracién absoluta y relativa que para el estudio prondéstico tumoral.

Determinacion del punto de corte (cutoff)
diagnéstico

Concentracién absoluta. Curvas ROC. Area bajo la curva

Para determinar el cutoff diagndstico que nos permita clasificar una muestra
ganglionar como sobreexpresada, mediante la concentracion absoluta, se uti-
lizaron las curvas ROC (receiver operating characteristic) y el correspondiente
AUC (area under curve, drea bajo la curva). Se eligié preferentemente el punto
de minimo distancia ROC (punto que minimiza la distancia entre la curva ROCy
la sensibilidad y especificidad del 100%) como punto de corte.

A partir de las concentraciones absolutas normalizadas de las 25 muestras
ganglionares del grupo A y de 42 muestras tumorales (19 del grupo Dy 23 ca-
sos de los grupos By C de los cuales teniamos muestra congelada en el Banco
de Tumores del HUB-ICO-IDIBELL), se establecid el punto de corte considerado
como limite superior del valor normal para cada uno de los marcadores en gan-
glio tordcico.

Se realizaron también las curvas ROC entre la concentracién absoluta norma-
lizada de todas las muestras ganglionares (376) de los pacientes con CPNCP



Protocolos de estudio
Protocolo del estudio pronéstico tumoral y de restadificaciéon ganglionar molecular

respecto la recidiva y la mortalidad de cada paciente, para determinar el mejor
punto de corte de concentracién que varia el prondstico.

La presencia de un ganglio con expresion (CAN) por encima del cutoff fue su-
ficiente para considerar el paciente molecular N1 6 N2, segln la localizacién
anatoémica del ganglio. En el caso de combinacién de marcadores, la presencia
de cualquier marcador por encima del cutoff a nivel ganglionar era suficiente
para considerar al paciente molecular N1 6 N2, segun la localizacién anatémica.

Concentracion relativa

Para la concentracion relativa, se utilizo el método 224, €l cutoff seleccionado
fue un fold change de 2; por tanto, por encima de 2 se consideré como sobreex-
presion. Las consideraciones sobre cdmo se restadificaron los pacientes fueron
las mismas que para la concentracion absoluta.

Analisis estadistico

El estudio estadistico fue esencialmente el mismo. Se procedié a un andlisis
descriptivo de toda la serie. En la mayoria de los casos se utilizd la mediana o
la media aritmética; dado que algunas muestras del grupo A tienen réplicas,
cuando fue preciso, se utilizo la media geométrica como valor Unico para un
paciente. El tratamiento de los casos sin determinacién, missing y outliers fue
el mismo que en el estudio pronéstico tumoral.






Resultados

Concordancia entre
la estadificacion clinica
y la patologica

En el presente apartado resumimos los resultados publicados en el articulo que
estd en el Anexo 1. La estadificacién clinica coincidié con la patolégica en 102 de
176 casos (58%). Esto comporta un indice kappa global moderado (0,54; IC 95%
0,44-0,63). La mejor concordancia se obtuvo en el estadio IA (indice kappa 0,68;
0,53-0,82). De los 74 (42%) casos discrepantes, en 53 (30%) hubo infraestadifi-
cacion clinica: 22 de los cuales (41% de este grupo) eran estadios con indicacién
quirdrgica tanto por estadificacion clinica como por estadificacion patologica,
21 (40%) eran estadios llIA con afectacién ganglionar mediastinica patoldgica y
10 (19%) eran estadios IlIB y IV. En 21 casos (12%) hubo supraestadificacién y
todos ellos eran quirtrgicos. Respecto a la estadificacién ganglionar, fue concor-
dante en 123 casos (69%), con un indice kappa bajo (0,34; IC 0,23-0,44).

El grupo de pacientes al que se le habia realizado PET o PET-TC (137 casos; 78%)
presentaba un porcentaje de concordancia similar al de la poblacion total (57%)
y un indice kappa de 0,56 (0,45-0,67). En contra, el grupo al que no se le habia
realizado (39 casos) presentaba un porcentaje de concordancia de 62% v un in-
dice kappa mas bajo, de 0,39 (0,21-0,56) (p>0,05). Estos resultados no parecen
confirmar la aparente utilidad clinica de la PET-TC. No obstante, este estudio no
se disefid para evaluar la concordancia segun la presencia o no de la PET-TC, por
lo que el tamafio muestral podria no ser suficiente para evidenciar diferencias.

Teniendo en cuenta los resultados de la estadificacion patoldgica, se habian
operado correctamente 145 casos (82%): 91 de estadio |, 41 de estadio Il y
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Figura 26.
Distribucién de los
pacientes segun

el tratamiento que
deberfan haber recibido
de forma inicial de
acuerdo al estadio
patolégico.

2 casos de estadio llIA con afectacion hiliar. A estos, cabe afiadir los 11 casos
fuera de protocolo: 5 de estadio IlIA con afectacién ganglionar mediastinica, 1
de estadio llIB y 5 de estadio IV que confirmaron el estadio clinico. En total, en
31 casos la indicacién quirdrgica no fue correcta: 21 casos de estadio IlIA con
afectaciéon ganglionar mediastinica (12% del total de casos) fueron operados
sin recibir el tratamiento neoadyuvante que estaba indicado y 10 casos de es-

tadio lIB y IV (6% del total) no deberian haberse operado (figura 26).

Casos quirdrgicos por Casos seleccionados
estadificacion patologica bien estadificados
91| 5 A N2
411 111IB
2 1A N1 51V
N g
—,

145 casos quirurgicos
por estadificacion patologica 82%

21 casos IlIIA N2 patologicos 12%
10 casos IlIB y IV patologicos 6%
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Descriptivo

. (<t - -
anemcers | [D@SCIIPLIVO
la serie tumoral (n=102). 1,

n: numero de pacientes; 2, %:
porcentaje; 3, p/a: paquetes/ | Las principales caracteristicas clinicas de los 102 pacientes a evaluar se deta-

afo; 4, CE: carcinoma escamoso; P - . L
5 ADK: adenocarcinoma 6,ccc. | 12 en 1a tabla 30. Con el término de recidiva local nos referimos a la recidiva

carcinoma de célula grande; 7, | @ nivel del térax, independientemente del hemitérax y e independientemente
CNCG: carcinoma neuroendocrine | g o yn nuevo primario o la misma neoplasia. Finalmente, exponemos la distri-

de célula grande; 8, QT: o, . . ; 3 o
quimioterapia; 9, RT: radioterapia. | DUCiON de los pacientes por estadios segun la anatomia patologica (tabla 31).

I S 8 ™ S R A

< Hombre 85,3% 75,5%
exo
Mujer 15 14,7% pN le 16 157%
Edad 66,9 + 7,6 afios 102 100% pN2 9 8,8%
Tabaquismo 50 (29) p/a3 86 84,3% . pMO 101 99%
Respiratoria 54 52,9% P pMla, b 1 1%
Cardiaca 20 19,6% IA 31 304%
Comorbilidad Vascular 15 147% IB 26  255%
Hepatica 14  13,7% IA 25 24,5%
Insuficiencia renal 5 4,9% Estadio patoldgico 1IB 8 7.8%
cTla 19 186% A 11 10,8%
cT1lb 20 19,6% 1B 0 0%
- cT2a 38 37.3% 1\ 1 1%
C
cT2b 9 8,8% Tamafo tumoral 32 (28,5) mm 102 100%
cT3 15 147% Vascular 22 216%
T4 1 1% o Linfdtica 17  16,7%
Invasion intratumoral .
cNO 91 89.2% Perineural 5 4,9%
cN cN1 9 8.8% Total 33 324%
cN2 2 2% @z 50 49%
cMO 101  99% : ) ADK> 44 431%
M Histologia
cM1 1 1% CCGS/CNCG? 5 4,9%
IA 38 37.2% Otros 3 3%
IB 35 343% Segmentectomia 5 4,9%
1A 11  10,8% Gt ] Lobectomia 8l 79.4%
irugia realizada
Estadio clinico 1B 12 118% s Bilobectomia 0 0%
INA 5 4,9% Neumonectomia 16 157%
1B 1 1% QT® 18 17.6%
IV 0 0% Adyuvancia RT? 1 1%
pTla 22 216% QT yRT 7 6,9%
pT1lb 18 17.6% Ganglios resecados 11+4 102 100%
- pT2a 32 314% Local 12 11.7%
P pT2b 14  13,7% Distancia 11 10,8%
Recidiva
pT3 16 157% Local y distancia 6 5,9%

pT4 0 0% Total 29 284%
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31

70,4%

23 46% 7 15,5% 3 37,5%
5 10% 5 11,4% 1 12,5%
0 0% 1 2,3% 0 0%

50 100% 44 100% 8 100%

Expresion tumoral

Seleccion de los marcadores tumorales

Tras la revision de la literatura existente sobre las proteinas y genes implica-
dos en el desarrollo pulmonar y escoger aquéllos que podrian ser potencia-
les candidatos a marcadores moleculares embrionarios, se realizé el analisis
de los resultados existentes en bases de datos de arrays -Gene Expression
Omnibus (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo) y Proyecto Oncomine® Research
Edition (www.oncomine.org)- v en SAGE (Serial analysis of gene expression)
Genie para confirmar que eran buenos candidatos como marcadores molecula-
res. Fruto de esta bldsqueda, se observé que los marcadores moleculares em-
brionarios que ofrecian resultados mas homogéneos fueron CEACAM5, FRS2,
SFTPC, SHH y SOX17. Por otra parte, FGFR2b, SHP2 y MYCN eran mas variables
pero mantenian una tendencia bastante marcada a estar sobreexpresados o
infraexpresados a nivel tumoral, por lo que también los consideramos buenos
candidatos. FRS2, MYCN y SHH se expresaban muy poco tanto en el pulmén
normal como en la neoplasia de pulmén (<2 tags por 200.000). En referencia
al tipo histolégico, FGFR2b, MYCN y SHH se expresan mds en carcinomas esca-
mosos, mientras que CEACAMS5, SFTPC y SOX17 se expresan mas en adenocar-
cinomas. Finalmente, FRS2 y SHPZ se expresan de forma similar entre los dos
tipos histolégicos mayores. Los resultados se presentan en la tabla 32.

0,10

102

Tabla 31. Distribucién
de los pacientes por
estadios segun la
anatomia patoldgica
(excluidos los segundos
primarios sincrénicos
en un mismo paciente,
dado que estos datos
se utilizardn con las
concentraciones
absolutas normalizadas
y relativas de

los marcadores
tumorales). 1, n:
ndmero de pacientes,
2,%: porcentaje; 3,
(CCG: carcinoma de
célula grande; 4,

CNCG: carcinoma
neuroendocrino de
célula grande.
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Expresion tumoral

Tabla 32. Resultados
de larevision
bibliografica del patrén
de expresién tumoral
de los marcadores
moleculares
embrionarios respecto
el pulmén normal. Se
exponen en rojo las
series con expresion
tumoral superior al
pulmoén normal y en
verde si fue inferior.
Datos obtenidos de
las bases de datos
existentes, sobretodo
de arrays incorporados
en Oncomine®, y
desglosados segln

la serie (222, 229,
230,240,241).1,
(CCG: carcinoma de
célula grande; 2,
CNCG: carcinoma
neuroendocrino de
célula grande.
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Estudio pronéstico tumoral
Expresion tumoral

Expresion tumoral respecto
el pulmén normal

Se evaluaron los 8 marcadores moleculares de expresion propuestos. Ademas,
se estudid el patron de metilacién del promotor del gen RASSF1A, que nos
sirviéo como control de calidad, en funcion de la proporcién de casos positivos
de la serie analizada.

En primer lugar se estudiaron las muestras para determinar la mediana de expre-
sion en tejido tumoral [42 muestras tumorales confirmadas histolégicamente: 21
pacientes (50%) carcinoma escamoso, 19 (45%) adenocarcinoma, 2 (5%) carci-
noma de célula grande]. Para la evaluacion de la expresion en pulmén normal se
utilizaron 19 muestras de pulmoén normal apareado de 19 pacientes con CPNCP
y una muestra pool creada a partir de 27 muestras de pulmén. Posteriormente,
se estudid la serie de interés (129 muestras tumorales de 102 pacientes afectos
de cancer de pulmdn). Los datos de expresién de cada paciente se exponen en el
Anexo 9.

Concentracion absoluta

Se determind la concentracién absoluta normalizada por los dos genes de re-
ferencia, para cada marcador, se exponen los datos mas relevantes en la tabla
33. Dado que habia 3 grupos con menos de 30 pacientes y que los grupos no
presentaban una distribucién normal, se utilizaron tests no paramétricos casi
de forma exclusiva (test de Kruskal Wallis).

Todos los marcadores, excepto FGFR2b, presentaban diferencias estadistica-
mente significativas entre la expresién tumoral y del pulmén normal. CEACAM5
y MYCN presentaban mayor expresion en el tumor que en el pulmén normal vy
esto era concordante con los datos revisados de la literatura. Las diferencias
significativas de expresién de MYCN vienen dadas por la comparacion entre las
muestras tumorales confirmadas v la expresién del pooly en menor medida del
apareado.

FRS2, SFTPC, SHH, SHP2 y SOX17 presentaban mayor expresién en el pulmén
normal respecto el tumor. Todos estos presentaban resultados concordantes
con la literatura, salvo SHP2, cuya expresion era variable en las bases de datos
revisadas.

Sélo SHP2 vy SHH presentaron diferencias relevantes entre la expresion de las
dos series tumorales, ambos con mayor expresion en los tumores confirmados
(p=0,03, p=0,053)
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normal de los
muestras.

marcadores moleculares
1, n:ndmero de

Tabla 33. Expresion
tumoral y en pulmon
embrionarios, medida
como concentracion
absoluta normalizada.
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Figuras 28-33. Expresion tumoral y de pulmén normal de los marcadores CEACAMS, FGFR2b, FRS2, MYCN, SFTPC y
SHH, expresada como concentracion absoluta normalizada. Las series de pulmoén normal son dos: una de pulmoén sano
apareado de pacientes con CPNCP y otra un pool de muestras normales. La expresion tumoral se documenta para
toda la serie (tumor) y para una serie de 42 muestras tumorales confirmadas (tumor confirmado).
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Concentracién absoluta normalizada SHP2 Concentracion absoluta normalizada Sox17
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Figuras 34-35. Expresion tumoral y de pulmoén normal de los marcadores SHP2 y SOX17, expresada como
concentracion absoluta normalizada.

Concentracion relativa

Seguidamente exponemos los resultados de expresion tumoral como concen-
tracion relativa respecto los valores basales que sén el pulmén normal. Se han
evaluado con los dos genes de referencia. €l 20% del total de pacientes presen-
ta infraexpresién de algin marcador embrionario, mientra que la sobreexpre-
sién asciende hasta el 52% de los pacientes.

Los marcadores con mayor infraexpresiéon tumoral son FGFR2b, SHH y SOX17,
mientras que los marcadores con mayor sobreexpresion son CEACAM5, MYCN
y SHH.

Concentracion relativa (ng/pl) C,.Pulmén
Marcador
n | % n-m ]

CEACAM5 17 16,7% 69 67,6% 7,15 3521 29,8
FGFR2D 51 50% 27 26,5% 0,51 197 26,7
FRS2 19 18,6% 43 42,2% 1,27 3,91 27,5
MYCN 14 13,9% 56 55,4% 2,6 21,07 334
SFTPC 13 13% 78 78% 0,014 0,29 188
SHH 24 23,8% 51 50,5% 212 15,98 33,2
SHP?2 14 13.8% 49 48% 0,96 2,89 25,5
SOX17 20 19,6% 37 36,3% 13 29 28,1

Tabla34. | | C_para la BA fue de 21,8 ciclos y para la B2M de 19,49 ciclos.

Concentracion relativa
tumoral respecto el
pulmon normal, seglin
los marcadores.
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Expresion tumoral segun histologia

Se explord el tipo histolégico mas frecuente para cada marcador, mediante la
concentracion absoluta (mas informacion en el Anexo 10). Los carcinomas es-
camosos expresan mas FGFR2b (p=0,04), FRS2 (p=0,08) y SFTPC (p=0,09) y
presentan una tendencia a expresar mas SHH (p=0,13) y MYCN (p=0,5) que
otros tipos histolégicos. CEACAM5 tiende a expresarse mas en los adenocar-
cinomas (p=0,24). Por su parte, SHP2 y SOX17 presentaba similar expresion
entre los tres principales tipos histolégicos, aunque SOX17 se expresaba un
poco menos en los carcinomas de célula grande, carcinomas neuroendocrinos
de célula grande y en los tumores mixtos.

Expresion tumoral de CEACAMS segun histologia  Expresion tumoral de FGFR2b segun histologia
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Figuras 36-39. Expresion tumoral de CEACAMS, FGFR2b, FRS2 y MYCN segun histologia. En el tercer grupo se
incluyen tres tipos histoldgicos diferentes: los carcinomas de célula grande, los carcinomas neuroendocrinos de célula
grande y los tumores mixtos.
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Andlisis de correlacion. Factores asociados a expresion molecular tumoral.

Expresion tumoral de SFTPC segln histologia Expresion tumoral de SHH segun histologia*
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Figuras 40-43. Expresion tumoral de SFTPC, SHH, SHP2 v SOX17 segun histologia. El percentil 25 del logaritmo de
la CAN de SHH de los CCG, CNCG y TM es -70,84 ng/pL; se han omitido para poder representar adecuadamente las dos
histologfas mds frecuentes. En el tercer grupo se incluyen tres tipos histolégicos diferentes: los carcinomas de célula
grande, los carcinomas neuroendocrinos de célula grande y los tumores mixtos.

Analisis de correlacion.
Factores asociados a expresion
molecular tumoral.

Se analizaron los factores asociados a la expresion tumoral de los marcado-
res, mediante el analisis de los niveles de concentracidn relativa y mediante
la tasa de sobreexpresién e infraexpresion. Se asumié que probablemente
daria mas informacidn el analisis segun el grado de expresion (infraexpre-
sién, sobreexpresion) que no los niveles de concentracion relativa. Este es
el motivo por el que la tabla 35 (v Anexo 11) resume los resultados segun
del grado de expresion. No obstante, adjuntamos el andlisis de correlacién
segun los niveles en el Anexo 11.
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Analisis de correlacion. Factores asociados a expresion molecular tumoral.
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Factores asociados al tiempo libre de enfermedad y supervivencia global

Los pacientes con recidiva se correlacionaban con una mayor tasa de infraex-
presién tumoral de SFTPC, SHH (90% vs 73%, p=0,09; 41% vs 17%, p=0,02)
o SHP2 (p=0,39). Asi mismo, la invasién vascular intratumoral se asociaba a
una mayor infraexpresion tumoral de CEACAM5 y FGFR2b (36% vs 11% Yy 73%
vs 44%, respectivamente, p<0,05). Los pacientes pN1-2 se asocian a mayor
infraexpresion tumoral de SHH (p<0,05) y los pacientes pT2 y pT3 a mayor
sobreexpresion de FRS2 (p=0,03).

Los pacientes con adenocarcinoma presentaban mayor concentracién relati-
va y mayor sobreexpresién de CEACAM5 que los carcinomas escamosos (CR
p=0,03; SE p=0,054). Por su parte, los pacientes con carcinoma escamoso
presentaban mayor concentracién relativa de MYCN (p=0,04) y mayor so-
breexpresién de FGFR2b (p=0,1). MYCN presentaba una tendencia a mayor
sobreexpresion en los pacientes con invasion linfatica intratumoral (p=0,1).
En cambio, SHP?2 estaba mas infraexpresado en los pacientes con invasién
linfatica o perineural intratumoral (p=0,26; p=0,07) y SOX17 presentaba
cifras de concentracion relativa bajas en los pacientes con invasion intratu-
moral (p>0,05).

El andlisis multivariante de los factores asociados a expresién tumoral de los
marcadores se expone en el Anexo 12.

Factores asociados
al tiempo libre de enfermedad
y supervivencia global

La media del TLE de la serie tumoral fue de 84 + 7,5 meses, conun TLEa 1
afio de 86%, a 5 afios del 65% y 10 afos del 48%. La media global de super-
vivencia fue de 83,8 + 6,9 meses, con una supervivencia al afio de 91%, a
los 5 afios del 66% v a los 10 afios de 46%. Ciento-un pacientes presentaban
reseccién macroscépica y microscépica completa, mientras que 1 paciente

presento reseccion incompleta macroscopica.

Se realizé un andlisis del tiempo libre de enfermedad y supervivencia global
en funcién de variables clinicas relevantes. La distribucién seglin estadios
nos muestra que, salvo el estadio IIB, |a serie era comparable con los resulta-
dos publicados en la literatura por la IASLC(56) vy |a serie global de carcinoma
broncogénico del Servicio de Cirugia Toracica del HUB.
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Factores asociados al tiempo libre de enfermedad y supervivencia global
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Figuras 44-45.

£ t ie | ient BV IIA t . lucié . | Tiempo libre de
N esta serie, 10S pacientes conib 'y presentan mejor evolucion, asi como Ios enfermedad y

pacientes con estadio IllA (70% a los 3 afios vs un 38% en la serie de la IASLC) | supervivencia global de
y esto es asi porque nuestra serie recoge sélo casos quirirgicos seleccionados, f;ggé;“a”;;fg‘iggu”
mientras que la serie de la IASLC incluye mas tipos de pacientes IlIA. En cambio,

nuestra serie presenta peor evolucion de los pacientes en estadio 1I1B (<20%

a los 2 afos vs el 57% de la IASLC, aproximadamente). Las diferencias en el

tamafio muestral entre las dos series (102 vs 15.952 pacientes) seguramente

también explican estas diferencias de supervivencia.

Entre los factores anatémicos y de tamafo de los tumores, se evidencié menor
TLE vy supervivencia en los pacientes pT3 (p<0,05). Asi mismo, la media de 0S
de los pacientes con tumores >3 cm era significativamente menor (72 + 9,5
meses) que la de los pacientes con tumores < 3 cm (93,5 + 8,6 meses). Estas
diferencias eran mas evidentes en los tumores de >5 cm. También presentaban
menor TLE y OS los pacientes con invasion linfatica y perineural (p<0,05).

No existieron diferencias estadisticamente significativas entre los pacientes
pNO-2, aunque se evidencié una peor supervivencia a medida que se extendia
anatémicamente la afectacién ganglionar. Tampoco influyé el nimero de gan-
glios linfaticos extirpados.
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Factores asociados al tiempo libre de enfermedad y supervivencia global

VARIABLE
Hombre 86 84 84,5
Sexo 0,94 0.8
Mujer 16 38 4,4 38,6 4
<70afilos 62 82,5 84 88,6 74
Edad 083 0,36
>70afios 40 82,2 123 74,6 10,7
Siypasivo 86 80,3 7.4 799 7
Tabaquismo 0,99 0,77
No 16 94,7 14,4 80,6 19,4
pTla 22 76 52 69,1 7.7
pTlb 18 76,6 15,5 1061 105
pT pT2a 32 79,9 106 0,03 90,9 99 @ <0,05
pT2b 14 97 159 70,7 171
pT3 16 29,9 58 26,8 4,6
<2cm 23 731 59 69,3 7,6
(2-31cm 25 80,2 12 95,6 10
Tamafio tumoral (3-5]cm 29 72,3 11,8 0,27 79,4 101 0,001
(5-71cm 20 72,8 14,7 52,4 13
>7 cm 5 33,8 10,5 27 9,6
pNO 77 90,2 8 87,7 7.6
pN pN1 16 41,6 5 0,23 45,5 4,4 0,52
pN2 9 36,7 7.2 39 6.2
<11 41 87,9 111 97,7 10,2
Ganglios resecados 0,51 0,03
211 61 77,7 9,2 71,7 81
IA 31 1015 109 1031 91
IB 26 85,3 111 95,3 101
; . 1A 25 83,8 12,9 78,2 14,6
Estadio patolégico <0,05 <0,05
11B 8 10,5 31 139 2,5
A 11 41 55 37,4
B/IV 1 6 0 19 0

Tabla 36. Tiempo
libre de enfermedad y
supervivencia global
de la serie tumoral
segln variables
clinicas relevantes

(1). 1, n: nmero de
pacientes; 2: meses.
Se analizb el TLE y OS
segUn la comorbilidad
respiratoria, cardiacay
vascular sin evidenciar
diferencias a considerar.

Como era de prever, se evidencié menor TLE y OS de forma estadisticamente
significativa en los estadios IIB, Il y IV. En el andlisis por estadios globales,
se constatd que existian diferencias estadisticamente significativas (p=0,01)
entre los estadios | (91 + 8,6 meses), Il (70,1 + 11,7 meses) y IlI-IV (38,1 *
5,8 meses) y entre el estadio | y Il (p=0,003), en cuanto al TLE. Esta situa-
cién se repetia en el analisis de la supervivencia: estadio | (media: 96,7 + 7,6
meses), estadio Il (64,3 + 12,4 meses) y estadio lll-IV (35,9 + 4,8 meses)
p<0,005, y entre el estadio | y Il (p<0,005). La quimioterapia adyuvante es-
taba asociada a mejor supervivencia en el estadio Il (p=0,06), concretamente
para el estadio IIB.
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Factores asociados al tiempo libre de enfermedad y supervivencia global

VARIABLE
Adenocarcinoma 84,7 783 8.9
Histologia Carcinoma escamoso 50 88,3 9,3 0,66 86,9 9,5 0,38
CCG3/CNCG*/Mixto 8 41,5 8,6 52,2 6,3
Si 22 69,5 6,5 68 6.9
Invasién vascular 0,63 0,54
No 80 82,5 8 824 7,5
Si 17 28,5 5 34,7 4,6
Invasion linfatica <0,05 0,02
No 85 90,9 79 88,5 7.3
Si 5 17,6 3,7 26,1 7.1
Invasion perineural 0,02 0,002
No 97 85,8 7.6 87 7.7
Si 33 60,5 6.3 87 7.9
Invasién intratumoral 0,22 0,27
No 69 87,1 8.4 59,8 6.4
Segmentectomia 5 25,6 5,6 314 5
Tipo de reseccién Lobectomia 81 86 8,3 0,33 89,4 7.7 0,03
Neumonectomia 16 74,8 14,8 56,1 133
LSD?® 32 88,5 184 85,9 179
LM® 2 - - - -
LID” 17 33,5 6,4 33,6 5,2
Localizacion 0,08 0,02
LSI® 30 87.8 104 794 10,7
L 17 60,8 11,7 84,6 10,3
Bronquios principales 4 94,2 24,9 71,7 25,7
QT adyuvante Si 18 56,7 124 75 11,8
0,79 0,06
Estadio Il No 15 729 15,8 46,8 13,6
QT y RT adyuvante Si 7 38,8 79 40 7.2
0,91 0,28
Estadio lll No 4 36 2,1 34 4
Local 12 18,2 51 60,2 138
Tipo de recidiva Distancia 11 11,2 2,7 0,03 20,5 4,8 0,06
Local y a distancia 6 41,5 13,4 48 12,9

Tabla 37. Tiempo libre de enfermedad v supervivencia
global de la serie tumoral segln variables clinicas
relevantes (2). 1, n: nimero de pacientes; 2: meses; 3,
CCG: carcinoma de célula grande; 4, CNCG: carcinoma
neuroendocrino de célula grande; 5, LSD: lébulo
superior derecho; 6, LM: I6bulo medio, TLE y OS 100%
a 5 afios; 7: LID: 16bulo inferior derecho; 8: LSI: I6bulo
superior izquierdo; 9: LIl: I6bulo inferior izquierdo.
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Tiempo libre de enfermedad vy supervivencia global segtin la expresién tumoral de los marcadores

Tiempo libre de enfermedad
y supervivencia giobal segun
manenn | |@ @XPresion tumoral de los

del andlisis univariante
del tiempo libre

de enfermedad y marcadores
supervivencia global en
funcion de la expresion
de los marcadores . . .
moleculares aislados o en Los 8 marcadores embrionarios se estratificaron en tres estratos: sobreexpre-
combinacion. Se afade sién (fold change, FC >2), sin diferencias en la expresién (FC 2-0,5) e infraex-

(metﬁ‘ai?’é”;?e'ld;gﬂf;dr presién (FC <0,5) (Anexo 13). Observadas las diferencias entre estratos, se

de RASSFLA). 1:n, colapsaron los estratos sin diferencias para obtener dos curvas de expresion

numerodepacentes & | claramente interpretables.

MARCADOR TLE
| EXPRESION | Fold chanae nmmnmmn
64,9 7.2 68,3
FGFR2b 0,02 0,004
>2 27 1074 102 1105 94
<2 50 616 7.9 68,2 6.9
SHH 0,03 0,07
>2 51 1006 87 95,4 9
<0,5 78 494 3.8 51,8 3,3
SFTPC 0,006 0,009
>0,5 22 112 89 1087 89
<0,5 14 757 164 654 204
SHP2 0,056 0,055
0,5 88 83 7.4 83,1 6.8
<2 33 431 3,8 44,8 38
CEACAMS 0,23 0,22
>2 69 91,7 7.9 89,4 7.7
<2 59 683 9,5 79,3 8.8
FRS2 012 0,85
>2 43 988 9,3 86,4 9,3
<2 45 643 7.9 716 7.5
MYCN 0,26 039
92,4 88,4
nmmnmmn
1141 1151
1(SHHG6SHP2) 8 1035 15 904 178
SFTPC-SHH-SHP2 1 (SFTPC) 27 579 6,5 0,001 54,6 6.2 0,002
2 44 436 3,4 46,9 3,2
3 6 13,7 34 21,8 4,7
METILACION Status
No metilado 30 733 84 731 8,5
RASSF1A 0,37 0,76

Metilado 11 714 16,5 90,5 155
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Tiempo libre de enfermedad y supervivencia global segtin la expresion tumoral de los marcadores

FGFR2b

TIEMPO LIBRE DE ENFERMEDAD, SEGUN EXPRESION DE FGFR2b

1,0

0,61

0,4

FGFR2b no sobreexpresado n=75

0,2

Probabilidad de ausencia de recidiva

0,0

FGFR2b sobreexpresado n=27

p=0,02

tiempo (meses)

El andlisis del tiempo hasta la recidiva y la supervivencia en funcién de la ex-
presién tumoral de FGFR2b, evidencié que los pacientes con sobreexpresion
tumoral presentan la mejor evolucion (p<0,05). Las curvas de los pacientes sin

T T T T T T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72 8 96 108 120 132

Probabilidad de supervivencia

SUPERVIVENCIA GLOBAL, SEGUN EXPRESION DE FGFR2b

1,0

°
T

o
o
1

°
s

°
T

0,0

FGFR2b sobreexpresado
n=27

FGFR2b no sobreexpresado n=75

p=0,004

0 12 24 % 48 60 72 84 9 108 120 132
tiempo (meses)
Figuras 46-47.
Tiempo libre de
enfermedad y
supervivencia segin
expresion tumoral de
FGFR2D.

diferencias en la expresién o con infraexpresién son similares y tienen peor

evolucion.

SHH

TIEMPO LIBRE DE ENFERMEDAD, SEGUN EXPRESION DE SHH

1,0

0,8

SHH no sobreexpesado n=50

Probabilidad de ausencia de recidiva

0,0

SHH sobreexpresado n=51

p=0,03

T

Los pacientes con sobreexpresion tumoral de SHH presentaban la mejor evo-
lucién, mientras que los pacientes con infraexpresién presentaban un menor
tiempo libre hasta la recidiva (p=0,03). Al analizar la supervivencia, las diferen-

1 T T T 1T T T T T 1
0 12 24 36 4 60 72 84 96 108 120 132
tiempo (meses)

SUPERVIVENCIA GLOBAL, SEGUN EXPRESION DE SHH

Probabilidad de supervivencia

1,0

0,8

0,2

0,0

SHH sobreexpresado n=51

SHH no sobreexpresado n=50

p=0,07

T T T T T T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132
tiempo (meses)
Figuras 48-49.
Tiempo libre de
enfermedad y
supervivencia segun
expresion tumoral de
SHH.

cias se reducen, aunque sigue existiendo una tendencia a mayor supervivencia

en los sobreexpresados.
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Tiempo libre de enfermedad y supervivencia global segtin la expresion tumoral de los marcadores

SFTPC

TIEMPO LIBRE DE ENFERMEDAD, SEGUN EXPRESION DE SFTPC  SUPERVIVENCIA GLOBAL, SEGUN EXPRESION DE SFTPC

Probabilidad de ausencia de recidiva

supervivencia segin
expresion tumoral de

TIEMPO LIBRE DE ENFERMEDAD, SEGUN EXPRESION DE SHP2 SUPERVIVENCIA GLOBAL, SEGUN EXPRESION DE SHP2

Probabilidad de ausencia de recidiva

supervivencia segin
expresion tumoral de

1,0

0,0

1,0

0,0

SFTPC no infraexpresado n=22

SFTPC infraexpresado n=78

p=0,006

1 T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72 84
tiempo (meses)

T T 1
96 108 120 132

Figuras 50-51.
Tiempo libre de

enfermedad y

SFTPC.

SHP2

SHP2 no infraexpresado n=88 :

0,8 b g e
SHP2 infraexpresado n=14 I_._‘_‘

p=0,056

R R s S e e S S S P

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132

tiempo (meses)

Figuras 52-53.
Tiempo libre de

enfermedad y

SHPe.

Probabilidad de supervivencia

Probabilidad de supervivencia

1,0

0,6

0,4

0,24

0,0

SFTPC infraexpresado n=78

SFTPC no infraexpresado n=22

p=0,009

T
0

1 1 T T 1T T T T T 1T
12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132
tiempo (meses)

Los pacientes con baja expresion de SFTPC presentan la peor evolucién
(p<0,05); esto ya fue significativo cuando se separaban los pacientes en tres
estratos de expresién, pero se hace especialmente significativo al comparar
infraexpresados versus no infraexpresados.

1,0
SHP2 no infraexpresado n=88
0,8
0,61
0,4 : :
SHP2 infraexpresado n=14
0,2
=0,055
0‘0_ p ’
— T 1 T 1 T 1 T T T T 1T
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132

tiempo (meses)

A pesar de que no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas al
comparar los tres estratos de expresion, el TLE y OS de los pacientes infraex-
presados fue el menor de los tres grupos. Al comparar infraexpresados con no
infraexpresados, este menor TLE y OS de los infraexpresados tendia a la signi-

ficacion estadistica (TLE p=0,056; OS p=0,055).
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CEACAMS, FRSZ2, MYCN vy SOX17

Los pacientes con sobreexpresion tumoral de CEACAMS5 y FRS2 presentaban
mayor tiempo libre de enfermedad (p>0,05). No hubo diferencias remarcables
en el tiempo hasta la recidiva segun la expresion de MYCN, aunque parece que
los sobreexpresados presentaban una discreta mejor evolucion. La sobreexpre-
sién tumoral de CEACAMS5, ademas, se asociaba a mejor supervivencia, mien-
tras que no habia diferencias en la supervivencia segun la expresién de FRS2
ni de MYCN. El andlisis en funcién de la expresién de SOX17 puso de manifiesto
resultados dispares entre los dos genes de referencia, por lo que no se muestra
en los resultados.

Combinacion de marcadores

Firma genética embrionaria tumoral

Se analizaron entre si -mediante regresién de Cox- los marcadores con dife-
rencias relevantes en tiempo libre de enfermedad y supervivencia (FGFRZ2b,
SFTPC, SHH y SHP?2). El marcador mas potente y que mantenia su efecto a
pesar de la combinacién con el resto era SFTPC. SHP2 seguia manteniendo
una tendencia a la significacion estadistica, SHH mitigaba su efecto y FGFR2b
perdia su efecto al analizarlo conjuntamente. No obstante, cada uno de ellos
aportaba informacion relevante por separado.

Se generd una firma que agrupé los pacientes seguln el nimero creciente de
marcadores con signo adverso, ya estuvieran infraexpresados o no sobreex-
presados. Dado que en la literatura la evolucién de los pacientes segun la ex-
presion de FGFRZ2b es motivo de controversia, no se considerd en la firma para
evitar distorsionar los resultados. La suma progresiva de estos 3 marcadores
infraexpresados o no sobreexpresados se asocid a un progresivo menor tiempo
libre de enfermedad y supervivencia.

TLE SEGUN EL NUMERO DE MARCADORES CON SIGNO ADVERSO

149

Figuras 54-55.
Tiempo libre de
enfermedad y
supervivencia global
segln el nimero de
marcadores de la firma
SFTPC-SHH-SHP?2
con signo adverso; 99
fueron los pacientes
con la determinacion
molecular de los 3
marcadores,

0S SEGUN EL NUMERO DE MARCADORES CON SIGNO ADVERSO
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o 0 marcador n=14
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© ©
2 081 R S S— G 0,8
S ‘ 1 1 marcador n=35 E | I —
© T 5 1 marcador n=35
G 0,67 g 0,6 \
Q 7]
@ M 2 marcadores
E} o n=44
3 0,4 L _— 2 04
o =
3 2 marcadores n=44 5
2 Lo
] 027 3 marcadores n=6 & 02
& 3 marcadores n=6

=0,001 =0,001
0,0 P 0,0 P
T T T T T 1T 1T T T T 1T 1 1 T T T T T T T T 1T
0 12 24 36 48 60 72 84 9 108 120 132 0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132
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Tiempo libre de enfermedad vy supervivencia global segtin la expresién tumoral de los marcadores

Dado que algunos grupos presentaban pocos casos y otros presentaban efec-

Tabla 39. Caracterfsticas de P . .z s g
las posibles agrupaciones del | 1OS similares mlec!|ante regreS|.on de Cox se deC|d|9 coIaps_arI.os en dos grandes
ntimero de marcadores consigno | €rupos. Se realizé un exhaustivo analisis entre varias posibilidades para deter-
saHdeeerHOpgeE‘?;;/ﬂ;aessgnz; minar cual de ellas nos ofrecia el mayor valor prondstico y agrupaba mejor a los
fue la recidiva (primer valor de | pacientes. Se determind la sensibilidad, especificidad, falsos negativos, VPN y

cadaitem)y lasupervivencia | \/PP, siendo el gold estandar la recidiva y la supervivencia.
(segundo valor).

Numero de marcadores con signo

adverso Sensibilidad Especificidad
SFTPC-SHH-SHP2
Ovs1-3 97-81% 19-3% 3-19% 93-7% 33-66%
0-1vs2-3 66-46% 56-40% 36-54% 80-25% 38-64%
0-1 (SHH 6 SHP2) vs 1 (SFTPC)-3 90-74% 27-13% 10-26% 86-18% 34-66%

Los resultados entre las dos primeras agrupaciones no eran muy satisfactorios
y dado que el SFTPC se habia evidenciado como el marcador mas determinante,
se dividieron los pacientes con un solo marcador segln presentaran infraex-
presién o no de SFTPC. Las curvas Kaplan Meier se presentan a continuacion.

TLE SEGUN EL NUMERO DE MARCADORES CON SIGNO ADVERSO 0S SEGUN EL NUMERO DE MARCADORES CON SIGNO ADVERSO

.09 EE : 0 marcador n=14 1,07
g - * 0 marcador n=14
E ©
S 0,8 ; G 0,8+ .
= 1 marcador S 1 marcador (SHH 6 SHP2) n=8
g (SHH 6 SHP2) g
= in=8 : :
G 0,61 ‘ g 067 L
@ ! F]
% 1 marcador (SFTPC) g 2 marfigores
Pt =27, - n=
© 0,4 ] 8 0,4
B 2 d =44 =
< marcadores n 3 1 marcador (SFTPC)
3, ‘ 3 n=27
® 0,2 . _ 0,2
.§ 3 ma:rcadores n=6 & 3 marcadores
a : n=6

p=0,001 =0.002
0,0 ! 0,0 P=5
T

U U S
0 12 24 36 4 60 72 84 96 108 120 132
tiempo (meses)

0 12 24 36 48 60 T2 84 9% 108 120 132
tiempo (meses)
Figura 56-57. Tiempo libre
de enfermedad y supervivencia
global segtin el nimero de Al dicotomizar los resultados [0-1 (SHH ¢ SHP2) vs 1 (SFTP()-3] se evidencid
ecadoresdelime s P | que la curva de los pacientes con mala evolucién era muy similar a la curva de
- con signo adverso,
teniendo en cuenta si un solo la infraexpresién de SFTPC. Esto nos indica que probablemente los efectos son
marcador negativo es SETPCo | gynarponibles y que la firma no nos aporta mayor informacion.
no; 99 fueron los pacientes con
la determinacion molecular de
los 3 marcadores.

A medida que aumentaba el estadio patoldgico, aumentaba el nimero de pa-
cientes con mds marcadores adversos; eso significa que la firma genética po-
dria tener un efecto superponible al del pTNM.
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Firma SFTPC-SHH-SHP2

| mmasereswisiez S
ESta,dl_o 1 Marcador de los pacientes
tol ’
patologico | o Marcador 2 Marcadores | 3 Marcadores segtin el nimero
de marcadores

[ 10 (71%) (50%) 16 (59%) 23 (52%) 1 (17%) infraexpresados o
no sobreexpresados,

[ 4 (29%) 3 (37%) 8 (30%) 15 (34%) 3 (50%) estratificados por el

i 0 (0%) 1 (13%) 3 (11%) 6 (14%) 2 (33%) estadio patologico.

Analisis multivariante

Se realizaron dos modelos, uno incluyendo el factor prondstico mas importante
hasta el momento (el estadio patoldgico) y los marcadores moleculares aislados
y otro incluyendo el estadio patolégico vy la firma. En ninguno de los dos mode-
los, se incluyé el pT y pN porque los integra el estadio patolégico ni tampoco
la invasion linfatica intratumoral porque presentaba interaccién con el estadio
patolégico. No se incluyd la invasién perineural dado que uno de los grupos pre-
sentaba sélo 5 casos. En el andlisis del tiempo libre de enfermedad, tampoco
se incluyo el tipo de recidiva porque el andlisis se hubiera circunscrito a sélo 29
pacientes. En el analisis de la supervivencia, no se incluyé el nimero de gan-
glios resecados porque interaccionaba con el estadio patolégico ni tampoco el
tipo de reseccion v la localizacién porque no aportaban informacion relevante.

Las diferencias del tiempo libre de enfermedad y supervivencia entre los pa-
cientes con FGFR2b sobreexpresado y no sobreexpresado eran significativas,
pero no se incluyd en el multivariante porque enmascaraba el efecto de SFTPC,
el marcador que aportaba mas informacion en todos los andlisis.

TIEMPO LIBRE DE ENFERMEDAD (n*=98)

Edad
Sexo 0,59 0/48 0,66 0,21 2,2

I 0,6 0,25 0,5 0,15 1,64
Estadio patoldgico?

Il 0,59 0,53 1,44 0,46 4,55
SFTPC infraexpresado 0,88 0,02 7,33 1,31 40,93
SHH sobreexpresado 0,44 0,16 0,54 0,23 1,27
SHP?2 infraexpresado 0,48 0,13 2,09 0,81 5,4

Tabla 41. Andlisis multivariante de factores asociados a la recidiva en Ia serie tumoral, incluyendo los marcadores

por separado (n=98; 3 casos perdidos por imposibilidad técnica de la determinacion de alglin marcador de la firma'y
1 caso censurado antes del evento mas temprano del estrato). Prueba émnibus: p=0,004. -2 log de la verosimilitud
inicial: 238,44, final: 215,05. 1, n: nimero de pacientes; 2: referencia, estadio Ill-1V.
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Analisis multivariante

SUPERVIVENCIA (n'=99)

0,03 0,63 1,01 0,96 1,06

Edad
Sexo 0,59 0,38 0,59 018 19

| 0,54 0,03 0,31 0,11 0,89
Estadio patolégico?

I 0,51 0,71 121 0,45 3,27
SFTPC infraexpresado 0,79 0,04 4,92 1,04 23,21
SHH sobreexpresado 0,46 0,21 0,56 0,23 1,38
SHP?2 infraexpresado 0,49 0,28 1,7 0,65 4,45

Tabla 42. Andlisis
multivariante de
factores asociados

ala supervivencia

en la serie tumoral,
incluyendo los
marcadores por
separado (n=99; 3
casos perdidos por
imposibilidad técnica
de la determinacion

de alglin marcador

de la firma). Prueba
omnibus: p=0,002. -2
log de la verosimilitud
inicial: 242,16, final:
217.81.1,n:nimero de
pacientes; 2: referencia,
estadio Ill-1V.

Los modelos multivariantes ponen de manifiesto que el SFTPC es un factor
prondstico independiente para la recidiva y la mortalidad. Los pacientes con
SFTPC infraexpresado a nivel tumoral presenta un riesgo de recidiva 7 veces
superior y un riesgo de mortalidad casi 5 veces superior. Como era de esperar,
los pacientes con estadio | presentaban mejor supervivencia.

Respecto la firma, la presencia de SFTPC infraexpresado, sélo o en combinacién
con la no sobreexpresion de SHH vy la infraexpresion de SHPZ2, se asocia a un
riesgo de recidiva 8 veces superior y un riesgo de mortalidad casi 6 veces su-

perior (Anexo 14). Se compararon los modelos y se seguia evidenciando que la
firma no aportaba mds informacién que el SFTPC aislado.

Tiempo libre de enfermedad
y supervivencia gliobal segun
la expresion tumoral de los
marcadores segun histologia

En el Anexo 12 se detalla el tiempo libre de enfermedad vy la supervivencia
en los adenocarcinomas y en los carcinomas escamosos, segun la expresion
tumoral de los marcadores.
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Restadificacién molecular ganglionar
Expresion ganglionar basal

El tercer objetivo de esta tesis fue valorar si la expresién anémala de marcado-
res embrionarios en muestras ganglionares tordcicas nos permitia identificar
la presencia de células neoplasicas en ganglios. Si esto fuera asi, el analisis
molecular de los ganglios permitiria una restadificacion molecular con una co-
rrelaciéon con un menor tiempo libre de enfermedad y supervivencia de los pa-
cientes.

Expresion ganglionar basal

Para poder decir que una determinada expresién molecular en un ganglio es
anémala, primero hay que conocer la expresion del marcador en los ganglios de
pacientes sin neoplasia. De esta manera, dispondremos de los niveles normales
de expresidn en ganglios, que nos permitiran clasificarlos adecuadamente.

También habra que conocer la expresién de los marcadores en el pulmén nor-
mal y en el tumor, ya que sélo seran Utiles para restadificar aquellos marcado-
res cuyos niveles de expresion en el tumor o en el pulmén normal sean supe-
riores a los de los ganglios normales. En ambos casos, una expresion elevada
en los ganglios a restadificar nos demostrara la presencia de células de origen
pulmonar en el ganglio.

Por tanto, el primer paso sera analizar la literatura y nuestros resultados y com-
parar los valores basales de expresién en los ganglios de pacientes sin neoplasia
con los niveles de expresion del pulmén normal y el tumor.

Resultados de las bases de datos
de la literatura

Se revisaron los resultados existentes en las bases de datos disponibles, SAGE
Genie y GEO. Se compard la expresiéon de marcadores en ganglios de pacientes
sin neoplasia, en el pulmén normal y en el tumor pulmonar (tabla 44). La expre-
sién de CEACAMS y SFTPC es superior en el tumor y en el pulmén normal res-
pecto el ganglio. La expresion de FGFR2b y SHP2 es algo superior en el tumor
respecto al ganglio, pero las diferencias son escasas. SHH y SOX17 presentan
expresién muy baja en los tres tejidos, mientras que FRS2 y MYCN se expresan
mas en el ganglio que en el pulmdn sano o neopldsico.
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EXPRESION DE LOS MARCADORES MOLECULARES EMBRIONARIOS

BBDD* SAGE (NCI) (tags por 200.000) BBDD GEO (NCBI) Relacién
Marcador P.T/G? Utilidad
Ganglio normal Pulmén normal Tumor Tumor vs Ganglio )
CEACAM5 10 13 11-39 N N Sl
FGFR2b 2 2 56— /A &
FRS2 2 0 o T = NO
MYCN 2 0 o T - NO

SFTPC 14 775 22-184 \ Py S|

SHH 0
SHP2 4
SO0X17 0

Tabla 44. Resultados
de las bases de datos
pUblicas del patrén

de expresion en
ganglio, en pulmén
normal y en tumor

de los marcadores
moleculares
embrionarios. Se
expone en rojo las
series con expresion
tumoral o del pulmén
normal superior al
ganglio normal. Bases
de datos: SAGE y GEO.
1: BBDD: base de datos;
2: P, pulmén; T, tumor; G,
ganglio.

NO
2 0-6 Py =/ a2

0 o T - NO

A la luz de los datos disponibles en las bases de datos exploradas, los marcado-
res potencialmente Utiles para la restadificacién ganglionar serian CEACAM5,
SFTPC, FGFR2b y SHP2.

|

Expresion ganglionar respecto
el pulmon normal y el tumor

En esta tesis se evalud un conjunto de 25 ganglios aislados de pacientes so-
metidos a intervencién quirdrgica por patologia no neopldsica. Este grupo con-
trol estaba formado 17 pacientes, 13 hombres (76,5%) y 4 mujeres (23,5%).
La edad media fue de 55 + 18 afios, rango 27-79 afios. En 11 casos (64,7%)
los pacientes no presentaban patologia inflamatoria mientras que 6 (35,3%)
presentaban una enfermedad inflamatoria toracica o signos inflamatorios gan-
glionares. Las estaciones ganglionares mas frecuentes fueron la subcarinal (7
casos; 41,2%) y la paratraqueal derecha baja (6 casos; 35,3%). Los tipos de
reseccion mas frecuentes, ex aequo, fueron la lobectomia y la segmentectomia
(6 casos, respectivamente, 35,3%).

Los marcadores que se validaron como potencialmente Utiles fueron CEACAM5,
FGFR2b, SFTPC y SHPZ2, dado que presentaban mayor expresién tumoral y en
el pulmén normal que en el ganglio normal. Desafortunadamente, se tuvo que
desestimar SFTPC dado que la expresion ganglionar era tan baja que en mu-
chas muestras habia dificultades técnicas para obtener una amplificacién co-
rrecta mediante RT-gqPCR, lo que dificultaria la interpretacion de los resultados.
Por otra parte, FRS2, SHH y SOX17 presentaban similares concentraciones en
el tumor vy el ganglio normal y alta concentracion en el pulmén normal, lo que
los hacia menos interesantes. MYCN, por su parte, presentaba una mayor con-
centracion en el ganglio respecto el tumor o el pulmén normal (Anexo 16).
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Tabla 45. Expresion
tumoral, en pulmén
o normal y en ganglio
g e e S S normal de los
= nw n = =2 un =2 wn = marcadores moleculares
35 embrionarios, medida
como concentracion
absoluta normalizada.
1, n:nUmero de
muestras. Los 76
o | e " " pacientes pNOy pN1
a o o g g 5! o 5! o que se restadificaran
= S ¢ 5 6 o g. c © aportan las 102
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Figuras 59-62.

Expresion de CEACAMS,
FGFR2b, SFTPCy SHP2

en los ganglios de
pacientes sin neoplasia,

comparada con el

pulmén normal y el

tumor.

Restadificacion molecular
ganglionar

Primero se optd por definir un ganglio como positivo usando la concentracién
relativa obtenida mediante el método AAC,, dado que esta ampliamente acep-
tado en la comunidad cientifica para evaluar la expresién. Se definié un ganglio
como positivo cuando presentara sobreexpresion molecular, es decir, aquellos
que tenian un fold change >2 teniendo como referencia la media de los C,
de los ganglios de pacientes sin neoplasia (CEACAMS: 31,26 ciclos, FGFRZ2b:
31,94 y SHP2: 25,35 ciclos). El paciente que presentara uno o mas ganglios
con sobreexpresiéon molecular para cualquiera de los 3 marcadores (CEACAM5,
FGFR2b y SHP2), se clasificaria como molecular N1 é N2 segun la localizacion
anatoémica de/los ganglio/s con sobreexpresion. También se explord la restadi-
ficacién con cada marcador por separado. Los datos de expresion de los pacien-
tes del estudio se exponen en el Anexo 15.
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Se analizaron también los 349 ganglios para la expresion SOX17, pero como la
expresion tumoral y ganglionar normal eran similares, no era un marcador Util
para la restadificacion.

2 e BN
Hombre 62 82% 79%
Sexo pN
Mujer 14 28% le 16 21%
Edad 66,5 + 7,3 afios 76  100% pM pMO 76  100%
Tabaquismo 50 (22) p/a3 76  100% IA 27  36%
Respiratoria 40 53% 1B 20 26%
Cardiaca 16 21% Estadio patolégico 1A 19 25%
Comorbilidad Vascular 12 16% 1IB 7 9%
Hepadtica 12 16% A 3 4%
Insuficiencia renal 4 5% Tamafo tumoral 33,8 + 20 mm 76  100%
cTla 17 22% Vascular 14 18%
cT1b 14  19% Invasion intratumoral Linfatica 16 21%
o cT2a 28 37% Perineural 5 7%
C
cT2b 4 5% Total 25 33%
cT3 12 16% GE: 38 50%
T4 1 1% ADK> 31  41%
Histologia
\ cNO 72 95% CCGS/CNCG? 5 6%
€
cN1 4 5% Otros 2 3%
M cMO0 76  100% Segmentectomia 5 7%
IA 31 41% Cirugia realizada Lobectomia 58 76%
L 1B 26 34% Neumonectomia 13 17%
Estadio clinico
1A 6 8% QTe 14 18%
1B 10 13% Adyuvancia RT? 1 1%
1A 3 4% QT y RT 0 0%
pTla 19 25% Ganglios resecados 12+41 76  100%
pTlb 15 20% Local 11 14%
pT pT2a 25 33% Distancia 7 9%
Recidiva
pT2b 6 8% Local y distancia 2 3%
pT3 11 14% Total 20 26%

Tabla 46. Caracteristicas clinicas de los pacientes a restadificar
(n=76). 1, n: nimero de pacientes; 2, %: porcentaje; 3, p/a: paquetes/
afio; 4, CE: carcinoma escamoso; 5, ADK: adenocarcinoma; 6, CCG:
carcinoma de célula grande; 7, CNCG: carcinoma neuroendocrino de
célula grande; 8, QT quimioterapia; 9, RT: radioterapia.
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Ganglios (n=349) positivos FC

Restadificacién molecular ganglionar

Casos
positivos

Estacion mas

Mediana y frecuente

BN E S e R T T S
CEACAM5 11% 55 16% 94 27% 0,31 (2.85) 4R 15 (16%) 43 57%
FGFR2b 13% 85 25% 131  38% 1,4 (2.87) 7 25 (19%) 56 74%
SHP2 18% 114 33% 177 51% 205(514) 7 34(19%) 58  76%
COMBINACION 21% 145 42% 219  63% - 7 42 (19%) 68 89%

Tabla 47. Descriptivo
del andlisis de los
ganglios para cada
marcador y para la
combinacion de los 3
marcadores. La n total
es de 349 ganglios. 1,
n: nimero de ganglios;
2,N° nimero de
estacion.

Tabla 48. NUmero

de pacientes pNO

en cada grupo
anatémico-molecular
tras la restadificacion
molecular con cada
uno de los marcadores
por separado y con la
combinacién delos 3.1,
n: ndmero de pacientes,

Tabla 49. NUimero

de pacientes pN1

en cada grupo
anatémico-molecular
tras la restadificacion
molecular con cada
uno de los marcadores
por separado y con la
combinacién de los 3. 1,
n: nimero de pacientes.

Usando la combinacién de CEACAM5, FGFR2b y SHPZ, un total de 219 ganglios
de los 349 analizados (63%) fueron molecular positivo, 145 a nivel N2 (42%)y 74
(21%) a nivel N1. De los 66 ganglios analizados de pacientes pN1, sélo uno pre-
sentaba afectacion neoplasica histoldgica (1,5%) y también presentaba afectacion
molecular para los tres marcadores. La estacion ganglionar mas afectada a nivel
molecular fue la subcarinal.

Pacientes restadificados

En un primer analisis, evaluamos los datos de sobreexpresidn ganglionar sin
tener en cuenta si el tumor primario apareado tenia el marcador sobreexpresa-
do o como minimo con la misma expresién que el pulmén normal (fold change
21). Tras la restadificacién de toda la serie, la distribucién de los pacientes fue
la siguiente.

MARCADOR

ESTADIO MOLECULAR

Pacientes pNO CEACAMS FGFR2b SHP2 COMBINACION
nt % n % n % n %
Molecular NO 22 37% 16 27% 17 28% 7 12%
Molecular N1 9 15% 6 10% 7 12% 5 8%
Molecular N2 29 48% 38 63% 36 60% 48 80%
Total 60 100% 60 100% 60 100% 60 100%
ESTADIO MOLECULAR 5
Pacientes pN1 CEACAMS FGFR2b SHP2 COMBINACION
nt % n % n % n %
Molecular NO (no informativos) 9 56% 4 25% O 0% 0 0%
Molecular N1 2 13% 3 19% 1 6% 1 6%
Molecular N2 5 31% 9 56% 15 94% 15 94%

16 100% 16 100% 16 100% 16 100%

Total
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Dado que el nimero de pacientes molecular N1 era escaso, se colapsaron con
los molecular N2 para establecer dos grupos diferenciados, molecular positivo
(n=69) y molecular negativo (n=7). Mediante la combinacién de CEACAM5, FG-
FR2b vy SHPZ2, de los 60 pacientes pNO, 53 (88%) fueron reclasificados como
molecular positivo y de los 16 pacientes pN1, 15 (94%) fueron reclasificados
como molecular N2.

Dado que sélo habia un paciente en el grupo pN1 molecular N1, se agruparon
los pacientes pNO y pN1. Se evalué la evolucion de los pacientes segun las dos
nuevas categorias, molecular negativo y molecular positivo. Se referenciaron a
las curvas Kaplan Meier de la estadificacién patoldgica.

Tras la restadificacion molecular ganglionar, los pacientes molecular positivo
presentaban una discreta y no significativa peor evolucién que los pacientes
molecular negativo. Los pacientes molecular negativo presentaban una discre-
ta mejor evolucion que los pacientes pNO, mientras que los pacientes mole-
cular positivo presentaban una evolucidon mds similar a los pacientes pN1. La
restadificacion de cada marcador por separado no mostré mejores resultados
(Anexo 16), asi como tampoco la restadificacién en los subgrupos pNO y pN1.

Con posterioridad y en vista de estos resultados no del todo satisfactorios,
se procediod a considerar como informativos sélo los casos con los marcadores
sobreexpresados a nivel tumoral (n=59: pNO n=47, pN1 n=13). Sélo en los pa-
cientes que mostraban sobreexpresién tumoral tendriamos suficiente sensibi-
lidad para localizar enfermedad ganglionar en caso que el nimero de células
fuera escaso. Mediante la combinacion de CEACAM5, FGFR2b y SHP2, de los
47 pacientes pNO, 38 (81%) fueron reclasificados como molecular positivo y
de los 13 pacientes pN1, 12 (92%) fueron reclasificados como molecular N2;
el paciente restante fue no informativo (pN1 molecular NO). Sin embargo, esta
restadificacion molecular no tuvo ninguna correlacién clinica.

Consideraciones del tiempo libre
de enfermedad y supervivencia

La media del TLE de |a serie ganglionar restadificada fue de 47 + 2,5 meses,
conun TLE a1 afio de 87%, a 3 afos del 75% y 5 afios del 47%. La media glo-
bal de supervivencia fue de 48,2 + 2,4 meses, con una supervivencia al afio
de 92%, a los 3 aflos del 77% v a los 5 afios de 64%. La distribucion segin
estadios nos muestra que los resultados de los estadios I-1l eran comparables
a los publicados en la literatura y a la serie global de carcinoma broncogénico
del Servicio de Cirugia Toracica del HUB. El estadio llIA presentaba 3 pacientes,
insuficientes para hacer afirmaciones.

161
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TLE TRAS LA RESTADIFICACION GANGLIONAR (COMBINADO) TLE SEGUN AFECTACION PATOLOGICA GANGLIONAR
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Figuras 63-64. Tiempo libre de enfermedad de los pacientes (n=75) tras la restadificacion molecular ganglionar
mediante la combinacién de CEACAMS, FGFR2b y SHP2, referenciado a la clasificacién patolégica ganglionar de la
serie. El paciente pN1 molecular N1 no se incluyé porque era molecular positivo pero no implicaba restadificacién del
paciente; esta exclusién no modificd las curvas del tiempo libre de enfermedad ni de la supervivencia.
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Figuras 65-66. Supervivencia global de los pacientes (n=75) tras la restadificacion molecular ganglionar mediante
la combinacion de CEACAMS, FGFR2b y SHP?2, referenciada a la clasificacion patoldgica ganglionar de la serie.
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mediantels | QS 061 045
combinacion de Molecular N1-2 68 47,6 2,6 pN1 45,5 4,4

CEACAMS, FGFR2by
SHP?2, referenciado la
clasificacion patologica
ganglionar de la serie.
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Comparacion de la expresion
tumoral y ganglionar

Se analizé la expresion tumoral de los 76 casos y se comparé con la expresion
global en los ganglios de cada marcador.

CEACAMS FGFR2b SHP2 COMBINACION

Tumor Ganglio Tumor Ganglio Tumor Ganglio Tumor Ganglio

nt % n % n % n % n % n % n % n %
Sobreexpresion 49 64% 43 57% 12 16% 56 74% 40 53% 58 76% 63 83% 68 8%

Sobreexpresion
coincidente tumor 29/76 (38%) 9/76 (12%) 35/76 (46%) 61/76 (80%)
y ganglios

Tabla 51. Nimero
de pacientes con
sobreexpresion en los

Analisis de los pacientes pN2

también a nivel de uno
. . . . o omas ganglios. 1, n:
Se analizaron 7 pacientes lIIA N2 y un global de 27 ganglios, 6 histolégicamente | numero de pacientes.

afectos a nivel mediastinico. CEACAM5 y FGFR2b sélo presentaron un ganglio
afecto molecularmente de los 6 afectos histolégicamente, mientras que todos los
ganglios con neoplasia a nivel N2 presentaban afectacién molecular por SHP2.

Los dos ganglios hiliares positivos histolégicamente fueron también positivos
molecularmente para CEACAMS5 y SHPZ2. De los restantes 19 ganglios sin enfer-
medad, presentaron sobreexpresion de CEACAM5 1 ganglio (N2) de 1 paciente,
de FGFR2b 14 ganglios (11 N2 y 1 N1) de 6 pacientes y de SHP2 18 ganglios
(L3 N2y 5NL1)de5 pacientes.

Tabla 52. NUmero

ganglios pN2 con
Status molecular CEACAMS FGFR2b SHP2 afectacion histolégica
y sobreexpresion

nt % n % n % molecular. 1, n: nimero
i de pacientes.

Ganglios pN2 sobreexpresados 1/6 17% 1/6 17% 6/6  100%

Pacientes pN2 sobreexpresados 2/5 20% 2/5 20% 5/5 100%

Restadificacion mediante la
concentracion absoluta normalizada

En vista de los resultados no del todo satisfactorios, obtenidos utilizando la con-
centracion relativa, se explord utilizar la concentracién absoluta.

Se realizaron las curvas ROC entre las muestras de ganglio de pacientes sin
neoplasia y muestras tumorales, para buscar el cutoff diagndstico. Esta apro-
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ximacion nos permitia saber si el ganglio presenta una expresion similar al tu-
mor, pero no si esta expresion se acompafia de un cambio prondstico, que es
lo que realmente es clave en la restadificaciéon. A pesar de esta importante
consideracion, se explor6 la restadificacion. Los pacientes molecular N1 y N2
presentaban mejor prondstico que los pacientes molecular NO; por tanto, no se
demostré Util para restadificar (ver Anexo 16).

Finalmente, se realizaron las curvas ROC entre la expresién de cada uno de los
ganglios de los pacientes con neoplasia de pulmén (n=376) y el status de los
pacientes, recidiva y supervivencia (ver Anexo 16), para buscar un punto diag-
néstico que se acompafie de un cambio prondstico de los pacientes. Ningun
punto cumplié esta premisa y no se progresé a la restadificaciéon molecular
ganglionar.



Discusion

La presente tesis aborda tres temas diferentes, pero complementarios, sobre
la estadificacion del carcinoma pulmonar. En primer lugar, una estadificacién
clinica y una estadificacién postoperatoria que se aproximen a la extension
real anatémica de la neoplasia permiten ofrecer a priori el tratamiento mas
beneficioso para cada paciente, ademas de establecer un prondstico cercano
a la realidad. Actualmente, la estadificacién patoldgica, incluyendo la informa-
cién obtenida en la cirugia, es el gold standard en la extension anatémica de la
neoplasia y uno de los principales factores prondéstico. Por tanto, es muy impor-
tante obtener una buena concordancia entre estadificacidn clinica y patoldgica,
es decir, presentar un alto nimero de casos donde la estadificacién clinica coin-
cida con lo mds cercano a la realidad que disponemos. Hemos visto que ambas
clasificaciones no presentan una correlacion elevada, pero esta discrepancia no
es un obstdaculo para que el tratamiento seleccionado esté bien indicado.

En segundo lugar, hemos explorado si la expresiéon de marcadores embriona-
rios nos puede ayudar a discriminar cuales de los pacientes sometidos a re-
seccion radical tienen un mejor o un peor prondstico. Es bien conocido que
incluso los pacientes con el estadio patolégico mds precoz (estadio IA pT1aNOQ),
resecados de forma completa cumpliendo los mas rigurosos criterios de rese-
cabilidad, presentan una tasa de recidiva que puede llegar al 16% a los 3 afios
v que aumenta con el seguimiento, sobretodo en los primeros 60 meses(97).
Esto implica que la sensibilidad de la estadificacién patolégica, con las técnicas
actualmente implementadas en la asistencia, no es suficientemente elevada.
La clasificacién definitiva de la neoplasia, asignada a cada paciente, en muchas
ocasiones no se sitla cercana a la extension real, y no sélo anatémica, de la
neoplasia pulmonar. Los estudios de biologia molecular han permitido dar un
paso adelante en esta busqueda de la extension real de la neoplasia y ademas
nos han aportado datos sobre el prondstico del paciente y de respuesta a tra-
tamientos. En la presente tesis hemos evidenciado que la infraexpresion de
SFTPC en el tumor se asocia a un peor prondstico y puede tener valor pronds-
tico independiente. Con este mismo objetivo hemos valorado la utilidad de Ia
restadificacion molecular de los ganglios extirpados en resecciones completas,
sin resultados concluyentes.
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Concordancia entre
la estadificacion clinica
v la patologica

La primera fase de esta tesis fue realizar un estudio clinico para evaluar si como
comité oncoldgico multidisciplinario, desde el punto de vista de los pacientes
quirdrgicos, estdbamos realizando adecuadamente el estudio de la extensién
de la neoplasia previo a la cirugia. Se disefié un estudio de evaluacién de la
calidad analizando la concordancia entre la estadificacion clinica preoperatoria
y la estadificacién patolégica.

Las caracteristicas de los pacientes incluidos son similares en muchos aspectos
a las reportadas por otros equipos de nuestro entorno, tomando como referen-
cia los datos presentados por el Grupo Cooperativo de Carcinoma Broncogénico
de la Sociedad Espafiola de Neumologia y Cirugia Toracica (GCCB-S)(61). Nues-
tra poblacién tiene una mayoria de hombres, con una edad media similar (62
versus 64 afos del GCCB-S) y un consumo de tabaco actual o pasado similar
(89% versus 87%). El estadio clinico IB es el mas frecuente en ambas poblacio-
nes; ademas, en nuestro estudio los adenocarcinomas estan mas representa-
dos(61). La diferencia entre tipos histolégicos entre la serie espafiola y la nues-
tra puede ser debido a un efecto temporal: en el mundo occidental y en Asia se
estan atendiendo mas pacientes con adenocarcinoma y menos con carcinoma
escamoso(6). En nuestra serie también destaca menos frecuencia de neumo-
nectomias, como indicador de un progreso en la seleccién de los pacientes.

En nuestro estudio hemos evidenciado una concordancia moderada (58%) en-
tre la estadificacion clinica y la patoldgica, que corresponde a un indice kappa
de 0,54 (IC 95% 0,44-0,63). La revision de la literatura nos pone de manifiesto
una menor concordancia global, con porcentajes del 22-47%(61-64) y un indice
kappa bajo, de 0,25(61). Nuestro estudio incluye la PET y sobretodo la PET-TC
en la mayor parte de la muestra y esto es debido a la implantacion progresi-
va del PET-TC en el algoritmo de estadificacién cuando se realizé esta fase
del estudio (2005-2007). Los resultados muestran una tendencia a mejorar la
concordancia en el grupo con PET/PET-TC, que no llega a ser estadisticamente
significativa. En cambio, la mayoria de los estudios previos no la incluian, pro-
bablemente por una cuestion de implantacién. Hay que destacar que el objeti-
vo de este primer estudio era comparar la estadificacién clinica versus la quirdr-
gico-patoldgica vy no el realizar un andlisis comparativo entre TC, PET y PET-TC.

La PET permite evaluar todas las estaciones ganglionares y la combinacién con
la TC permite una localizacién anatémica mas exacta: combina los criterios mor-
folégicos y metabdlicos. Ademas, permite identificar localizaciones previamente
no sospechosas, especialmente en lo que concierne a los grupos ganglionares y
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metastasis. En un estudio piloto realizado por nuestro grupo sobre 68 pacientes
estudiados con PET-TC, se obtuvo una alta especificidad (94%) y valor predictivo
negativo (97%) en la estadificacion mediastinica, sin encontrar asociacion entre
SUVmax y afectaciéon mediastinica por PET-TC ni quirdrgicamente. No obstante,
existen grupos que han relacionado el SUVmax como factor prondstico en el car-
cinoma broncogénico; a mayor SUVmax, peor supervivencia(283). También se ha
intentado determinar una cifra de SUVmax como punto de corte que determine
mayor probabilidad de malignidad(284) sin que se haya llegado a conclusiones
definitivas trasladadas a la asistencia diaria. De todo esto se desprende que uno
de los factores que permite mejorar la estadificacion clinica es incluir de forma
rutinaria la PET-TC dentro de las pruebas clinicas a realizar a los pacientes poten-
cialmente quirdrgicos(285). La PET-TC no sustituye otras pruebas, pero sirve de
guia para técnicas que exploran y obtienen material histolégico del mediastino
y los hilios, como la mediastinoscopia, la ecobroncoscopia y la ecoendoscopia di-
gestiva alta, aumentando el rendimiento de las mismas. El fin es complementar
todas las técnicas para obtener una mejor estadificacién clinica. Es probable que
la PET-TC no haya cumplido con todas las expectativas que genero pero es tam-
bién cierto que ha mejorado o ha dirigido la deteccién de las metdstasis ganglio-
nares y en otros érganos.

En cuanto a los resultados obtenidos por estadios, se evidencid que el esta-
dio | y especialmente IA presentan de las mejores concordancias, con resulta-
dos similares a la literatura, entorno al 60% para el estadio | y al 75% para el
IA(286,287); con indice kappa entorno 0,70 para el IA(288). En cambio, la con-
cordancia empeora en los estadios mds avanzados, como sucede en el estadio
[ll. Mencién aparte es el estadio IV quirdrgico, pues el hecho de haber extirpado
la metastasis previa a la cirugia toracica condiciona la concordancia especifica.

Si se desglosa el estadio en el T y la N, se aprecian mejores resultados en la
concordancia para la T que para la N, hecho que se describe ya en la literatura,
con unos porcentajes entorno el 70% para la Ty 50% para la N(62). En térmi-
nos de indice kappa, los resultados presentados en este trabajo mejoran los de
series previas en cuanto a T y N(61). Una limitacion de este tipo de estudios
es la imposibilidad ética de explorar completamente de forma patoldgica todo
el descriptivo M; sélo se exploran aquellos érganos con sospecha clinica o por
PET-TC de metdstasis. Las metastasis de pequefio tamafio (<8-10 mm) pueden
ser indetectables por la PET-TC; no obstante, el buen rendimiento de esta téc-
nica para la deteccion de las mismas, hace que esta limitacién sea menor a lo
previsto de forma tedrica.

Es interesante destacar que se observa una mejor concordancia en pacientes
sin tratamiento previo neoadyuvante (quimioterapia o quimiorradioterapia) y/o
con un adenocarcinoma lepidico o adenocarcinoma invasivo mucinoso localiza-
do en el I6bulo inferior derecho. La excelente concordancia obtenida en estos
17 casos de adenocarcinoma es paraddjica, pues en la literatura se describen
como tumores con una tasa no desdefiable de falsos negativos en la PET(289).
No disponemos de una explicacion razonable para este hallazgo.
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El analisis de la distribucion de los casos sin concordancia nos revela una
tendencia a la infraestadificacién clinica, hecho que también se ha recogido
previamente en la literatura(61,286). En nuestra serie destaca que aproxima-
damente el 60% de los casos infraestadificados eran finalmente estadios no
quirdrgicos o no quirdrgicos de entrada, fundamentalmente estadios IlIA con
afectaciéon ganglionar mediastinica. En referencia a los falsos negativos de la
PET-TC (n=6/137) cabe destacar las limitaciones de esta técnica: nédulo por
debajo de 8 mm, necrosis o componentes quisticos y determinados tipos his-
toldgicos, como el adenocarcinoma lepidico. A pesar de todas las diferentes
técnicas utilizadas en todos estos afios, todavia hay enfermedad neoplasica
no detectada en el momento del diagndstico preoperatorio. En este sentido,
cabe mencionar que técnicas como el EBUS vy el EUS estan ya consolidadas vy
son de utilidad. En cambio, esta por ver el papel que puedan aportar novedosas
técnicas como la broncoscopia virtual o la endomicroscopia confocal. Viendo
las continuas aportaciones moleculares a la literatura, podemos asegurar que
en un futuro veremos como marcadores moleculares nos permitiran acercarnos
mas a la extension real de la enfermedad(287,290,291). En cuanto a los casos
supraestadificados, todos ellos continuaban teniendo indicacién quirdrgica, por
lo que la supraestadificacion no comporté una mala indicacién en esta serie.
El bajo porcentaje de supraestadificacion implica que los pacientes realmente
quirdrgicos que se excluyen por motivos de resecabilidad son pocos.

La relevancia de este estudio es determinar cémo influye la ausencia de con-
cordancia sobre el tratamiento que ofrecemos a los pacientes(287). De los
resultados presentados podemos extraer que, a pesar de presentar una con-
cordancia moderada (58%), en su conjunto un 82% de los pacientes fueron
correctamente tratados. Un 12% deberia haber recibido tratamiento neoad-
yuvante por ser estadios IlIA con afectaciéon ganglionar mediastinica patolé-
gica, posteriormente ser restadificados y entonces valorar la posibilidad de
cirugia. Este porcentaje nos parece aceptable ya que los pacientes con pN2
no sospechado en un solo nivel (79% de los pN2) tienen buena evolucién en
nuestra poblacién(77). Recientemente hemos realizado una nueva revision
no publicada sobre los pN2 no sospechados (2005-2013, n=72/777) y se
mantienen los resultados. Los pacientes con pN2 m dltiple (n=15/777), que
son los que tienen claramente mala evolucion, sélo representan el 1,9% del
total de nuestros pacientes operados. Sin embargo, otros grupos prefieren
mantener este porcentaje de afectaciéon ganglionar no identificada previa-
mente mas bajo, pero a costa de un mayor nimero de exploraciones preope-
ratorias invasivas(80). Finalmente, un 6% no deberia haber recibido cirugia
por ser estadios IlIB y IV patolégicos. Aunque no es un porcentaje elevado,
claramente deberemos mejorarlo.

En referencia a los posibles sesgos de este estudio clinico, la inclusién de
pacientes con y sin PET preoperatorio, asi como incluir pacientes con trata-
miento neoadyuvante previo a la cirugia hace a la serie mas heterogénea.
No obstante, este hecho permite tener una visién global de la concordancia
clinico-patoldgica en el cancer de pulmdn tratado con cirugia.
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A modo de conclusién, a pesar de todos los esfuerzos que se realizan, de toda
la bateria de exploraciones y diversas técnicas, aproximadamente la mitad
de los pacientes no estan correctamente estadificados de forma clinica. No
obstante, la introduccién en los ultimos afios de nuevas pruebas de imagen y
técnicas ha ayudado a mejorar la concordancia. En la mayoria de los pacientes
la cirugia esta correctamente indicada y sélo una pequefia parte de los casos
deberian haber recibido otro tratamiento, por lo menos, en lo que concierne al
tratamiento inicial. Deben seguir, pues, los esfuerzos dirigidos a extender y
estandarizar técnicas de reciente aparicion(79,292).

Analisis pronostico
de los marcadores
embrionarios

Tras evidenciar las limitaciones de las técnicas actualmente implantadas en
la asistencia clinica diaria, se evidencid la necesidad de investigar en nuevas
técnicas aplicables que nos permitieran afadir factores prondsticos, localizar
enfermedad no detectada y conocer la extension real de la enfermedad, mads
alld, incluso, de la estadificacion patolégica. Con los datos del estudio previo
sirviendo de proyeccion, se disefi¢ el estudio translacional con el objetivo de
evaluar si la expresién de marcadores embrionarios podia afiadir informacion
pronodstica independiente a la estadificacién patoldgica.

Las propiedades que debe presentar un marcador tumoral para que sea uti-
lizado en la clinica es que sea sensible y especifico, de determinacion rapida
y coste-efectiva, con la minima variabilidad posible entre determinaciones y
entre laboratorios y accesible para poderlo implementar en la practica diaria.

SFTPC

SFTPC es un marcador muy especifico de diferenciacién del epitelio pulmonar
normal, concretamente de los neumocitos tipo I, e hipotetizamos que en caso
de transformacion neopldsica se perderia su expresion. Efectivamente, un 78%
de los pacientes con CPNCP presentan infraexpresion tumoral de SFTPC. Los
resultados son concordantes con los existentes en estudios de arrays, donde
se aprecia que a medida que aumenta el estadio patolégico, disminuye la con-
centracion (229,240). Aunque tipicamente SFTPC se ha asociado a adenocar-
cinomas o no escamosos(230,239,241,251), nuestro estudio evidencia mayor
expresion en los carcinomas escamosos. Se ha evidenciado un aumento de ex-
presion de SFTPC en lineas celulares y CPCP menos agresivos tras exposicion a

169



170

Analisis prondstico de los marcadores embrionarios

5-bromodeoxiuridina, la cual provoca diferenciacién celular(171). No obstante,
los neumocitos tipo Il retienen la capacidad de iniciar procesos neoplasicos(293).
Mientras que nosotros no hemos realizado estudios de expresién de la proteina
SFTPC, si que hay estudios previos que la han analizado encontrando un por-
centaje elevado de tumores positivos, sin que reporten si esta expresion esta
aumentada o disminuida respecto el epitelio pulmonar correspondiente. En cual-
quier caso, un descenso de expresion de proteina es siempre dificil de cuantificar
mediante técnicas de inmunohistoquimica(167). Otros miembros de la familia de
proteinas SFTP presentan un comportamiento similar. En las lesiones preneo-
plasicas también se ha evidenciado progresion asociada a menos expresion de
SFTPD (294). En este caso, el mecanismo de accién seria diferente ya que SFTPD
estd implicada en la respuesta inmune a la agresion, por lo que su pérdida facili-
taria la evasion inmune del tumor.

En nuestra serie, la infraexpresidn tumoral de SFTPC se ha asociado de for-
ma independiente a peor prondstico, con un riesgo 7 veces superior de re-
cidiva y 5 veces superior de mortalidad, probablemente por tumores mas
grandes o mas indiferenciados. El andlisis por histologias mantiene similares
resultados. Estos datos coinciden con los resultados reportados por varias se-
ries(220,229,230,239,240). No obstante, Lee y colaboradores y TCGA repor-
tan mayor expresion en los recidivados o éxitus por neoplasia(222). En nuestra
serie, ademas, la peor evolucién de los infraexpresados ya se produce desde
estadios tempranos.

A modo de conclusién, SFTPC es un marcador muy prevalente y la pérdida de
expresion confiere mal prondstico en tumores resecados. Por tanto, este mar-
cador podria considerarse en la monitorizaciéon postoperatoria de los pacientes
intervenidos por neoplasia pulmonar, mayoritariamente estadios precoces.

FGFR2b

No existe, en las diferentes series de estudios de microarrays depositadas en
las bases de datos, un patrén claro de infra o sobreexpresion de FGFR2 en
tejido tumoral. A nivel de proteina, Behrens y colaboradores evidenciaron so-
breexpresion tumoral de FGFR2, mientras que Yamayoshi et al evidenciaron
sobreexpresion especifica de FGFR2b, en el 51% de los tumores mediante in-
munohistoquimica(154,295). Pros et al no evidenciaron ningun paciente con
sobreexpresion de FGFR2 en una muestra de 60 tumores analizados mediante
RT-PCR. No obstante, en ese estudio, la expresién relativa tumoral era supe-
rior a la del pulmén normal, pero el cutoff de sobreexpresion utilizado por los
autores (10 veces la mediana de la expresion del pulmén normal) fue bastante
restrictivo(148). En esta tesis, hemos analizado un subtipo de FGFR2, FGFRZ2b,
con una expresion tumoral similar o algo menor al pulmén normal. La tasa de
sobreexpresion (20-26%) fue menor a las reportadas, pero concordante con el
estudio de Marek que evidencié que la sobreexpresion tumoral de FGFR2 viene
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dada el subtipo FGFR2c v no por FGFRZ2b(146) y discordante con Liao(296).
La sobreexpresion de FGFR2b se concentra en pacientes con estadio I-1l y sin
invasion vascular, lo que confirmaba los resultados de Beer(240).

La sobreexpresién tumoral de FGFR2b fue mas frecuente en el carcinoma esca-
moso, en linea con los resultados previos de FGFR2(148,222), donde en algun
estudio lo habia incluido en una firma distintiva de este tipo histolégico(230).
Esta sobreexpresidn no se asociaba de forma clara a alteraciones en el DNA ya
que la amplificacion sélo se da en un nimero bajo de casos (3-6%)(148). Otros
miembros de la familia FGFR, como el FGFR1 estan amplificados y sobreexpre-
sados en el carcinoma escamoso(146,147,151).

La correlacién entre los niveles de expresion de FGFR2 y la evolucién clinica
es motivo de controversia. En las bases de datos disponibles (Oncomine™) se
recogen estudios que evidencian que los pacientes con mas expresion FGFR2
presentan mejor evolucion(220,240,242) y otros estudios que no reportan di-
ferencias (222,241), aunque la mayoria presentan resultados variables seguin
la sonda considerada, lo que probablemente refleja diferentes comportamien-
tos de los distintos miembros de esta familia de moléculas(229,230).

El hecho que en este estudio hemos analizado un subtipo de FGFRZ2, FGFRZ2b
no es trivial, pues esta expresién especifica se ha asociado a menor prolifera-
cion celular(297), sobretodo en contraposicion a la expresion de su variante de
splicing FGFR2c. La pérdida de expresion de FGFR2b se ha asociado a peor evo-
lucién, en lineas celulares y modelos murinos de cancer de préstata (cambio a
FGFRZ2c), piel, vejiga o de glandulas salivares(11,297-301); en nuestro estudio,
la infraexpresién de FGFR2b se asocia a invasion vascular. Las mutaciones de
FGFR2 también se han asociado a senescencia celular y pérdida de actividad
tirosina quinasa. Nuestros pacientes con sobreexpresién tumoral de FGFR2b
presentan mayor tiempo hasta la recidiva y mejor supervivencia (p<0,05). Es-
tos resultados de buen prondstico se mantenian, en nuestra serie, en el carci-
noma escamoso sobreexpresado y se presentaban sobretodo en jévenes, en
estadio I-Il, tumores de < 3 cm y sin invasién linfatica. Es bien conocido que se-
gun el contexto FGF puede causar activacién tumoral o senescencia celular. €l
efecto protector de la expresion de FGFR2b podria depender del contexto(301)
o del tipo histolégico, pues Yamayoshi y colaboradores evidenciaron peor evo-
lucion con la coexpresion tumoral de FGF7-FGFR2b en adenocarcinomas y no
diferencias en el carcinoma escamoso.
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CEA, CEACAMS

CEA-CEACAMS es un marcador con abundante literatura y una larga trayectoria,
motivo por el cual se eligié para validar los resultados que se obtuvieron con los
marcadores embrionarios. Clasicamente, el aumento de expresién o de niveles
de CEACAMS en suero se ha asociado a una peor evoluciéon(302). No obstante,
hasta la fecha no se ha implementado en la asistencia.

Un 68% de los tumores presentaban sobreexpresion de CEACAMS5 en linea
con los resultados de la literatura, aungue nuestro porcentaje esta en el li-
mite inferior de lo publicado hasta la fecha(66). En nuestra experiencia, los
pacientes con adenocarcinoma presentan los niveles de CEACAMS tumoral
entre 2,6-5,6 veces mds elevados que los carcinomas escamosos (p=0,04) y
mas elevados que los CICG; esto concuerda con los resultados obtenidos con
microarrays (230).

Curiosamente, no existen muchos trabajos que evallden el caracter pronéstico
de la elevacion de CEACAMS5 tumoral. Okayama et al, estudiando 150 pacien-
tes, reportan una mayor expresion tumoral en los casos con recidiva, sin que
tenga significacion estadistica. En nuestra serie, la expresion de CEACAM5 no
tiene una asociacién significativa con el tiempo libre de enfermedad y la super-
vivencia. Los resultados en suero contradicen nuestros resultados, pues la ele-
vacion de CEA se asocia a peor prondstico y los niveles mas altos a los estadios
mas avanzados(141,302). Es posible que la carga de CEA en suero no refleje
tanto la expresién o no en el tumor como la carga tumoral global que tiene el
paciente en el momento del diagndstico.

SHH

Si bien el papel de SHH en el desarrollo del cancer de pulmén esta bien do-
cumentado, hay pocos estudios que hayan estudiado su valor prondstico. En
nuestro estudio lo hemos hecho y hay que destacar que tiene una expresién
baja, lo que es importante en el momento de la interpretacion de los resultados
obtenidos. La expresién tumoral era inferior al pulmén normal y estos concorda-
ba con lo publicado en los estudios de expresién con arrays. SHH es un marca-
dor de carcinoma escamoso y asi se comporto en nuestra serie(173,230,241).
En contra de lo que podriamos prever en base a la asociacion descrita entre
expresion de SHH vy proliferacién celular mediada por MYCN(229), los pacientes
con sobreexpresién de SHH tenian mejor prondstico, mientras que la infraex-
presién se asocian de forma independiente a afectacién ganglionar y recidiva.
Finalmente, Okayama et al reportaron niveles de expresion similares si se ana-
lizaba el status de recidiva y de supervivencia(229).
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SHP2

SHPZ2 es un marcador que presenta un comportamiento dual promoviendo(184)
e inhibiendo la proliferacion celular y esto se manifiesta hasta en su expresién
tumoral. Algunos estudios presentan mayor expresion tumoral(178,230) y otros,
como el presente, demuestran una mayor expresion del pulmén normal. En la
presente tesis, SHP2 se comporta como un inhibidor de la proliferacion, pues
los pacientes que presentan menos expresion de SHP2 presentan peor evolu-
cion. No obstante, en la literatura hay estudios que apoyan nuestros resulta-
dos(17,21,230), mientras que otros estudios muestran una peor evolucién para
los sobreexpresados(179,229,240). Los datos del presente estudio orientan a
este marcador como un gen supresor de tumores, en el que su sobreexpresion
confiere buen prondstico y su infraexpresion confiere mal prondstico. No obstan-
te, en la literatura existen mas datos a favor de SHP2 como un oncogén.

SOX17, MYCN y FRS2

La concentracion tumoral de SOX17 fue ligeramente inferior a la del pulmén nor-
mal, pero los resultados obtenidos en cuanto a evolucién segun expresién tu-
moral no eran informativos. No obstante, esto no nos debe ocultar que la familia
SOX es una familia interesante, pues la metilacién e inactivacién de SOX17 es un
fendmeno presente en la neoplasia pulmonar(183,196), que condiciona menor
expresion y que la menor expresion se asocia a recidiva(222,230) y éxitus(230).

La falta de informacion prondstica de MYCN esta probablemente relacionada
con unos niveles de expresién extremadamente bajos. Si bien su patrén de
expresion tumoral mas frecuente es la sobreexpresion (55% en esta serie), no
se asocid en nuestro estudio a diferencias en tiempo libre de enfermedad ni en
supervivencia. En la literatura existe controversia, ain no resuelta, sobre su po-
sible utilidad como marcador prondstico(229,230,240,241), ya que pocos estu-
dios han considerado el subtipo MYCN. Si que se ha asociado MYC a peor evolu-
Ciény a apoptosis(127,160,239). Tampoco hemos visto que FRS2 se comporte
como un marcador con potencial utilidad clinica y esto podria estar relacionado
con distintos comportamientos de los dos subtipos conocidos(156,158).

Combinacion de marcadores

Al combinar diferentes marcadores y utilizando modelos multivariantes, evi-
denciamos que la firma que tedricamente podia afiadir valor prondstico a SF-
TPC no lo hacia. FGFRZ2b se descarté dado que interaccionaba mucho con el
SFTPC. Estos marcadores no se habian utilizado antes conjuntamente, pero si
que se habian evaluado, junto con otros muchos genes, FGFR2 y SHH sobreex-
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presados 6 FGFR2 y SHP?Z infraexpresados, en la serie de Bittner (no publicada,
disponible en Oncomine®) o FGFRZ2 y SFTPC infraexpresados en la series de
Beer, Rohrbeck, Okayama o Bhattacharjee(229,240,241,303).

Sintetizando, podemos decir que la infraexpresién tumoral de SFTPC se asocia
a peor prondéstico de forma independiente, siendo un marcador interesante que
merecera validacion en series mds amplias. Por otro lado, el comportamiento
del subtipo FGFR2b también merece mayor atencion con la idea de profundizar
en su posible papel supresor. Colateralmente, se evidencid que la invasion lin-
fdatica intratumoral se asociaba a mayor riesgo de recidiva y peor supervivencia.
Este es un dato a tener en cuenta a la hora de considerar un tratamiento adyu-
vante, ya que es una caracteristica que no siempre se considera en la practica
clinica habitual.

Restadificacion
molecular ganglionar

La restadificacion molecular ganglionar ha sido el tercer objetivo de esta te-
sis, pues la deteccién de enfermedad en esta localizacidn critica, sobretodo a
nivel de los nédulos linfaticos mediastinicos, discrimina entre un tratamiento
quirdrgico o de quimioterapia-radioterapia. Desde el punto de vista del cirujano
oncoldgico tordcico, el estado ganglionar es clave en la estadificacion de la
neoplasia y es el principal punto a progresar con una estadificacién molecular
de la neoplasia de pulmon. Para poder reclasificar molecularmente los pacien-
tes a través de los ganglios, se tienen que cumplir dos premisas: el marcador
tiene que estar sobreexpresado respecto la expresion ganglionar toracica de
personas sanas y esta alteracion molecular debe estar asociada a un mayor
riesgo de recidiva e, idealmente, de mortalidad. El cumplimiento de estas dos
condiciones implica que el marcador seria un indicador de la presencia de célu-
las neoplasicas en el ganglio analizado y que este grado de afectacién tendria
implicacion clinica.

Teniendo en mente estas consideraciones, se reclasificaron los ganglios y se
restadificaron los pacientes usando tres marcadores, CEACAM5, FGFR2b vy
SHPZ2. Estos marcadores fueron cuidadosamente seleccionados tras analizar la
literatura previa, las rutas moleculares implicadas en la embriologia pulmonar,
tras analizar los resultados recogidos en las bases de datos y los resultados
obtenidos de los niveles de marcadores en un numero reducido de nuestras
muestras de tumor, pulmén normal y ganglio sin patologia neoplasica.

Existen muchos estudios de restadificacién mediante inmunohistoquimica,
pero se eligié como técnica la RT-gPCR de mRNA dado que aporta mayor sen-
sibilidad, disminuye la variacién subjetiva interobservador y permiten estudiar
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mds muestras en una misma reaccion. Referenciaremos nuestra discusion a los
estudios mediante esta técnica y de la metilacién de DNA.

Con la combinacién de marcadores se reclasificaron 219 ganglios (63%), valor
en el limite alto de lo reportado en las series, cuyos valores mas frecuentes se
encuentran entre 15-20% de los ganglios. Se restadificaron a molecular po-
sitivo un nimero muy elevado de casos, 68 (89%). Si revisamos la literatura,
los marcadores que finalmente restadifican con impacto en el tiempo libre de
enfermedad y supervivencia, reclasifican entre un 24% (MUC1) y como maximo
un 63% (CEACAM5-PLUNC) o un 67% de los casos pNO (KRT19), siendo lo mas
habitual restadificar entre un 20-40% de los casos, como sucede, por ejemplo,
con CDH13 y CDKNZ2A (40-42%). En nuestra serie, CEACAMS restadificael 57%
de los casos (63% si miramos los exclusivamente pNO) y esto si que es concor-
dante con los resultados publicados (36-64%)(66,144,251,265,268). SFTPC
no se pudo analizar en este tercer estudio dado que la expresion ganglionar
era muy baja y hubo problemas técnicos; en la literatura no se ha evaluado su
caracter pronostico, pero si la presencia en ganglios y la reclasificacion de pa-
cientes, que esta entorno al 26%(251,264).

El tiempo hasta la recidiva y la supervivencia fue algo menor en el grupo de
pacientes molecular positivo que en los pacientes molecular negativo, pero sin
diferencias significativas. El analisis por subgrupos molecular NO, molecular N1
y molecular N2, incluso desglosando en pacientes restadificados pNO y pN1, no
mostraba mejores resultados. Por tanto, la combinacion de CEACAM5, FGFR2b
vy SHP2 no es util para la restadificacién molecular ganglionar. €l andlisis de los
marcadores por separado seguia el mismo patrén. En contraste con nuestros re-
sultados, los pacientes con expresién elevada/sobreexpresién de CEA-CEACAMS
ganglionar se asociaban de forma independiente a un riesgo 3 veces superior de
recidiva(254,265) v la asociacion con PLUNC podia determinar hasta un riesgo
6 veces superior de mortalidad(258). Un reciente estudio sobre la metilacién de
SHP1 también asocia mayor riesgo de recidiva, de forma independiente.

Ademas del CEA, la sobreexpresion ganglionar de KRT19, survivin/livin y la
metilacién de CDKNZA-CDH1 3 se han asociado a mayor riesgo de recidiva de
forma independiente(205,252,259,266). Por su parte, MUC1 vy survivin/livin
se asociaron a un mayor riesgo de mortalidad(256,259). No se ha publicado
literatura que permita constratar nuestros resultados de SHP2 y FGFR2b. Serd
de interés que otros autores intenten reevaluar nuestros resultados. €n la tabla
53 exponemos los principales estudios que han realizado una restadificacién
molecular ganglionar.

Si bien nosotros no los hemos analizado en estudios previos, otros marcadores
como p53, AE1, AE3 o la metilacién de DAPK se han detectado en ganglio linfa-
tico y sus niveles elevados no se han asociado de forma independiente a peor
prondstico. No obstante, los resultados de estos estudios muestran tendencias
interesantes y probablemente es necesario un nimero de pacientes superior
para obtener una relacién significativa e independiente.
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Hay que subrayar que nuestros resultados no se modificaron tanto si se calcu-
laba la concentracién absoluta como la relativa. También se exploraron diferen-
tes niveles de cutoffs, llegando a realizar curvas ROC tomando como referente
larecidivay la supervivencia, sin que se modificaran los resultados. Tal como se
describe en resultados, ni el estudio circunscrito a los tumores que sobreexpre-
saban los marcadores ni utilizando la expresidn ganglionar como nivel de corte
modificaban las conclusiones.

. Ganglios pNO Pacientes Pronéstico pNO MoI+

Li 2008(256) 89 402 36 (9%) MUC1 21 (24%)MUCL  0S: 2,8 (1,5-5,2)
: TLE: 0,8 (0,12-1,5)
2 0,
Nosotti 2012(265) 55 609 ND 20 (36%) CEA 051 (021.9)
Nosotti 2005(254) 44 261 35 (13%) CEA 16 (36%) CEA TLE: 3,3 (1,1-9,5)
Ge 2005(266) 22 117 25(1%)KRT19 6 (27%)KRT19  TLE: 0,2 (0,1-0,3)*
Pimpec-Barthes 2005(253) 33 223 30(14%)KRT19 16 (48%)KRT19 TLE2a*56.4aNSs.
: Mol+ N2
0, 0, ’
Melfi 2008(252) 6 6  4(67%)KRT19 4(67%)KRTLS oo o
Chanida 2014(267) 23 198 ND 4 (17%) SHP1 TLE: 19 (1,4-243,2)
0, 0,
Benlloch 2009(256) 8 J4q 44(13%)CEACAMS 24 (63%) Mol+ N2

54 (16%) PLUNC 8 (21%) Mol+ N2 0S:6,1 (1,5-25,3)

32 (42%) CDKN2A TLENZ: 4,3 (1,1-17,7)

Sl ) LY EELD 30 (40%) CDHI3  TLE N2: 6,1 (0,8-45)
: 79 (28%) 15 (34%) TLE: 2,5 (1,1-4,8)
e lest) i 2 survivin y/o livin survivin y/o livin -~ 0S: 2,5 (1,1-4,5)
219 (63%) 68 (89%)
Macia 2015 76 349 CEACAMS y/o CEACAMS y/o p>0,05

FGFR2by/o SHP2  FGFR2b y/o SHP2

Tabla 53.

Principales estudios

de restadificacion
molecular ganglionar
comparados con
nuestro estudio.. 1,
n:numero; 2, ND: no
disponible; 3, a: afios.
*El riesgo de recidiva de
los pacientes molecular
negativos es menor.




Limitaciones

Limitaciones

Hay que tener en cuenta que en el momento que empezdbamos este estudio
estabamos seleccionando, tedricamente, marcadores que se sobreexpresaban
en tejido tumoral y que, por tanto, se comportarian a nivel teérico como onco-
genes. En el transcurso del estudio, esto no se confirmd para todos los marca-
dores, lo que llevo a revisar los pacientes, los datos, se repitid la técnica de la
extraccion de RNA, paso a cDNA, RT-gPCR vy analisis de los datos sin objetivar
errores que hicieran cambiar el sentido de la expresién de los marcadores. No
obstante, hay que tener en cuenta que el andlisis de la expresion por real time
RT-gPCR es muy sensible a varios factores, como por ejemplo la transcriptasa
inversa utilizada o la calidad y la cantidad de RNA de la muestra. El RNAlater
es un estabilizador de RNA eficaz pero durante el procesamiento puede de-
gradarse parte del RNA objetivo. Todo esto implica un cierto grado de varia-
bilidad y menor reproducibilidad; estas dificultades intrinsecas de la técnica
hacen que pequefias alteraciones en el proceso se traduzcan en cambios rele-
vantes en los resultados finales. Desconocemos si la baja expresidn detectada
de algunos marcadores en el pulmén normal y en el tumor (sobretodo SHH y
MYCN) puede estar relacionada con estas limitaciones. No obstante, hay que
tener en cuenta que el hecho de reportarse en la literatura varios métodos de
procesamiento de las muestras, varios controles a usar, diversos métodos de
normalizacién o puntos de corte diagndsticos diferentes indica que estamos
todavia lejos de conseguir una metodologia completamente estandarizada. A
estos condicionantes técnicos podemos afiadir la conocida heterogeneidad de
los tumores como otro factor de confusién(304).

Otra limitacion que podria genera falsos negativos fue la obtencion de la mues-
tra. En el caso de las muestras tumorales, se utilizé tru-cut quirdrgico o biopsia
excisional quirdrgica, intentando no desestructurar el tumor. Estas peculiaridades
técnicas hacen que no se pueda asegurar el 100% la representatividad tumoral de
las muestras prospectivas (83 casos, incluyendo los 76 a restadificar). Optamos
por un muestreo de 42 muestras de las cuales habia muestra congelada y eviden-
ciamos que los resultados obtenidos en estas muestras con celularidad confirmada
no diferian de los obtenidos en muestras sin confirmacién mediante hematoxili-
na-eosina.

En el caso de las muestras ganglionares con afectacion neoplasica histolégica, la
afectaciéon podia no incluir todo el ganglio y no ser visible macroscopicamente.
Dado que la recogida de muestras se realizaba en quiréfano, en los pacientes pN1
no se puede asegurar que la muestra obtenida contenga material ganglionar con
neoplasia. Por otra parte, podriamos pensar que no se hayan resecado los gan-
glios con enfermedad molecular. Durante la cirugia, se resecan todos los ganglios
visibles y si revisamos la literatura, el impacto del nimero de ganglios resecados
en larecidivay en la supervivencia es aln contradictorio, variando segun el estu-
dio evaluado(305,306). La tendencia en los Ultimos estudios es a asociar mejor
supervivencia y mayor nimero de ganglios resecados o examinados durante la
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cirugia, con minimo de 6 y un plateau entorno a 18-20 ganglios(307,308) aun-
que esto también depende del estadio patoldgico o la estadificacion previa rea-
lizada. Si es suficientemente rigurosa con una correcta evaluacién preoperatoria
y en estadios precoces (T1-2 NO 6 N1 no hiliar), no se precisa de una diseccién
ganglionar sistematica y es suficiente un muestreo sistematico(88). En este es-
tudio se han analizado una mediana de 12 ganglios, lo que nos asegura haber
recogido muestras representativas de todos los espacios ganglionares.

En cuanto a los falsos positivos, se tomaron las medidas adecuadas para mini-
mizar la contaminacion epitelial durante la recogida y el procesamiento de las
muestras. También tendremos que asumir un porcentaje de expresién basal ec-
topica de los marcadores y la posible amplificacién de zonas no especificas del
marcador objetivo. Para ello, se disefiaron los primers englobando dos exones
y eligiendo regiones que minimizaran esta posibilidad.

Finalmente, el nimero de pacientes fue significativo sin comparamos con otras
series, pero carece de la potencia para responder a las preguntas que nos he-
mos planteado, sobretodo en cuanto a la restadificacién molecular ganglionar. A
pesar de las limitaciones, el hecho de tener duplicadas o triplicadas las determi-
naciones por muestra y por otra parte el rigor seguido en el procedimiento hace
pensar que los datos son fidedignos.

Lineas de
investigacion futuras

Después de nuestros resultados, SFTPC se convierte en un marcador tumoral
interesante que merece validacién y probablemente un mejor conocimiento de
su mecanismo de accién. Por otro lado, el comportamiento del subtipo FGFR2b
también merece mayor estudio para profundizar en su posible papel supresor.
Finalmente, se tendra que valorar si vale la pena ahondar mas en el papel del
CEA en estos pacientes.

Esta tesis no sélo ha pretendido analizar la expresién de los marcadores
en tumores, sino que un objetivo fundamental ha sido la restadificacién
ganglionar molecular, aspecto, aunque presente, menos analizado en la li-
teratura. Desde la Optica del cirujano toracico, el status ganglionar de los
pacientes es de alto interés. El conocimiento del status molecular ganglio-
nar puede permitir elegir aquellos pacientes con neoplasia de pulmoén que
se beneficiardn de tratamiento quirdrgico, puede servir de guia para ofrecer
un tratamiento adyuvante a aquellos pacientes tratados mediante cirugia 'y
que presenten alto riesgo de recidiva, puede permitir monitorizar la evolu-
cién de los pacientes de forma postoperatoria y serviria para, en un futuro,
detectar los pacientes con neoplasia de pulmén de forma mas precoz -me-
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diante el estudio de marcadores en muestras mas accesibles (sangre, espu-
t0)-, tratando asi tumores mas pequefios y mads localizados, aumentando el
20% actual de pacientes con neoplasia tributarios de cirugia y aumentan-
do el volumen de pacientes tributarios de reseccién pulmonar mayor a tra-
vés de un abordaje toracoscépico. Deberemos considerar otros marcadores
y otras técnicas (deteccion de mutaciones, metilacion de DNA, etc.) para
realizar una restadificacién molecular ganglionar que detecte los pacientes
con peor prondstico. El objetivo de fondo sigue siendo detectar la extension
clinicamente relevante de la enfermedad.

En este sentido, los estudios colaborativos a gran escala, como The Cancer
Genome Atlas (TCGA) o The strategic partnering to evaluate cancer signatures
(SPECS) Program, nos ayudaran a dilucidar el papel exacto de todos estos mar-
cadores expuestos en esta tesis. Dada la complejidad técnica del analisis del
transcriptoma, probablemente estudios epigenéticos o de mutaciones deberan
realizarse también en la linea de los marcadores embrionarios pulmonares para
confirmar o descartar todos estos resultados.

El futuro estard en el analisis personalizado para cada tumor y ganglios de cada
paciente, a gran escala génica (secuenciacion exémica), de transcripcion (trans-
criptoma) y de proteinas (protedmica), que pueda aportar una clasificacién mo-
lecular que nos acerque a la extension real de la enfermedad, que aumente el
numero de pacientes tributarios de tratamiento quirdrgico, que permita elegir
el mejor tratamiento farmacoldgico para cada paciente y que permita detectar
y tratar precozmente la recidiva en el seguimiento de los pacientes.
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Conclusiones

1-

En neoplasia de pulmén resecable, la concordancia entre la estadifica-
Cién clinica y la quirdrgica-patolégica es moderada. No obstante, en Ia
inmensa mayoria de los casos no afecta a la indicacién quirdrgica.

La infraexpresién tumoral de SFTPC se asocia a un peor prondstico de
forma independiente, siendo un marcador interesante que merecera ser
validado en series mas amplias.

La restadificacién molecular basada en los niveles de expresion en gan-
glio de los marcadores embrionarios CEACAM5, FGFR2b y SHPZ2 no apor-
ta informacidn clinica adicional a la estadificacién patolégica (pN).
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Resumen
estructurado

Antecedentes e hipétesis. Los actuales métodos de estadificacion clinica del
carcinoma de pulmén no célula pequefia (CPNCP) no predicen adecuadamente
la estadificacién patoldgica de la neoplasia. La expresién anémala en tejido tu-
moral de marcadores moleculares embrionarios puede tener utilidad prondstica
en pacientes con CPNCP intervenidos quirargicamente con intencién radical. La
expresion de dichos marcadores moleculares en ganglios linfaticos toracicos
puede indicar la existencia de células tumorales en los citados ganglios y ayu-

dar a una mejor estadificacién del tumor resecado.

Objetivos. Determinar la concordancia entre la estadificacién clinica y la pato-
l6gica en pacientes con CPNCP tratado quirdrgicamente con intencién radical.
Determinar el valor prondéstico de la expresién de marcadores embrionarios en
muestras tumorales y de la estadificacion molecular ganglionar en estos mis-
mos pacientes.

Poblacién. Estudio clinico: 176 pacientes afectos de CPNCP estadificados vy
operados. Estudio tumoral: 129 muestras de tumor primario de 102 pacien-
tes operados de CPNCP con intencién radical y 27 muestras de pulmén normal.
Estudio ganglionar: 349 ganglios de 76 pacientes operados con intencién
radical (60 pNO, 16 pN1), 27 ganglios de 7 pacientes pN2 y 25 ganglios nor-
males. Métodos. Se evalud la expresion de CEACAM5, FGFR2b, FRS2, MYCN,
SFTPC, SHH, SHP2 y SOX17 en tumor y CEACAM5, FGFR2b y SHPZ en ganglios,
mediante RT-gPCR de mRNA. Estadistica: la concordancia se determiné funda-
mentalmente mediante el indice kappa. Para los estudios tumoral y ganglionar:
chi-cuadrado, pruebas no paramétricas, curvas Kaplan Meier, test log-rank vy
regresion de Cox, logistica binaria u ordinal.

Resultados. Estudio clinico. Concordaron 102 casos (58%), indice kappa 0,54
(0,44-0,63). La estadificacion quirargico-patoldgica validé la cirugia en 145 ca-



sos (82%), 21 (12%) fueron llIA N2 y 10 (6%) IlIB-IV. Estudio tumoral. Res-
pecto el pulmén normal, CEACAM y MYCN presentaron mayor expresiéon tumoral
(p<0,05), FGFR2b similar expresién y FRS2, SFTPC, SHH, SHP2 y SOX17 menor
expresion (p<0,05). La infraexpresidn tumoral de SFTPC se asocid a un riesgo
de recidiva 7,3 (1,3-40,9) veces superior y un riesgo de mortalidad 4,9 (1,04-
23,2) veces superior. La infraexpresion tumoral de SHP2 presentaba menor
tiempo libre de enfermedad (TLE) y supervivencia global (SG) (p=0,055). La
sobreexpresion de FGFR2b 6 SHH presentaba mayor TLE/SG (p<0,05; SG SHH
p=0,07). La combinacién de marcadores no aportd informacién adicional. Estu-
dio ganglionar. Se evidencié una mayor expresion tumoral y en pulmén normal
de CEACAMS, FGFR2b, SFTPC y SHPZ, respecto el ganglio normal. Mediante la
combinacién de CEACAM5, FGFR2b y SHP2 se reclasificaron 219 (63%) de los
349 ganglios analizados v se restadificaron a molecular positivo 68 pacientes
(89%): 53 pNO (88%) v 15 pN1 (94%). Las curvas del TLE/SG mostraban una
discreta peor evolucion de los pacientes molecular positivo (p>0,05).

Conclusiones. En neoplasia de pulmén resecable, la concordancia entre la es-
tadificacion clinica y la quirdrgica-patolégica es moderada sin que afecte a la
indicacion quirudrgica. La infraexpresion tumoral de SFTPC se asocia a un peor
prondstico de forma independiente de las variables clinico-patoldgicas conven-
cionales. La restadificacién molecular basada en los niveles de expresion en
ganglio de los marcadores embrionarios CEACAM5, FGFR2b y SHPZ2 no aporta
informacion clinica adicional relevante.
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pulmén normal vy en tumor de los marcadores moleculares embrionarios. Se expone en rojo
las series con expresion tumoral o del pulmén normal superior al ganglio normal. Bases de
datos: SAGE y GEO. 1: BBDD: base de datos; 2: P, pulmén; T, tumor; G, ganglio.
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Tabla 45. Expresion tumoral, en pulmén normal v en ganglio normal de los marcadores
moleculares embrionarios, medida como concentracién absoluta normalizada. 1, n: nimero
de muestras. Los 76 pacientes pNO y pN1 que se restadificaran aportan las 102 muestras
tumorales, por tanto, podemos apreciar el patrén de expresion tumoral de los pacientes a
restadificar. Los resultados de expresion en el pulmén normal provienen de 10 réplicas de un
pool de muestras. Las muestras tumorales de SFTPC fueron 100 (74 pacientes) v las mues-
tras ganglionares normales fueron 22 (16 pacientes). Las muestras ganglionares de FRS2 y
MYCN fueron 23 (15 pacientes) y las de SHH fueron 22 (16 pacientes).

Tabla 46. Caracteristicas clinicas de los pacientes a restadificar (n=76). 1, n: nimero de
pacientes; 2, %: porcentaje; 3, p/a: paquetes/afio; 4, CE: carcinoma escamoso; 5, ADK: ade-
nocarcinoma; 6, CCG: carcinoma de célula grande; 7, CNCG: carcinoma neuroendocrino de
célula grande; 8, QT: quimioterapia; 9, RT: radioterapia.

Tabla 47. Descriptivo del analisis de los ganglios para cada marcador y para la combinacién
de los 3 marcadores. La n total es de 349 ganglios. 1, n: nimero de ganglios; 2, N°: nimero
de estacién.

Tabla 48. Numero de pacientes pNO en cada grupo anatémico-molecular tras la restadifi-
caciéon molecular con cada uno de los marcadores por separado y con la combinacién de los
3.1, n: nimero de pacientes.

Tabla 49. Nimero de pacientes pN1 en cada grupo anatémico-molecular tras la restadifi-
cacion molecular con cada uno de los marcadores por separado y con la combinacién de los
3.1, n: nimero de pacientes.

Tabla 50. Tiempo libre de enfermedad vy supervivencia global de los pacientes (n=75) tras la
restadificacion molecular ganglionar mediante la combinacién de CEACAM5, FGFR2by SHP2,
referenciado la clasificacién patolégica ganglionar de la serie.

Tabla 51. Numero de pacientes con sobreexpresion en los tumores primarios y también
a nivel de uno o mds ganglios. 1, n: nimero de pacientes.

Tabla 52. Numero de pacientes y de ganglios pN2 con afectacion histolégica y sobrexpre-
sién molecular. 1, n: nimero de pacientes.

Tabla 53. Principales estudios de restadificacién molecular ganglionar comparados con
nuestro estudio. 1, n: nimero; 2, ND: no disponible; 3, a: afios.
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Figuras 28-33. Expresion tumoral y de pulmén normal de los marcadores CEACAMS5, FG-
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Figuras 36-39. Expresion tumoral de CEACAMS5, FGFR2b, FRS2 y MYCN segun histologia.
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Figuras 40-43. Expresion tumoral de SFTPC, SHH, SHP2 y SOX17 segun histologia. El per-
centil 25 del logaritmo de la CAN de los CCG, CNCG y TM es -70,84 ng/pL; se han omitido para
poder representar adecuadamente las dos histologias mas frecuentes. En el tercer grupo se
incluyen tres tipos histolégicos diferentes: los carcinomas de célula grande, los carcinomas
neuroendocrinos de célula grande y los tumores mixtos.
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Figuras 46-47. Tiempo libre de enfermedad y supervivencia segln expresion tumoral de
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SHP2.
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la determinacién molecular de los 3 marcadores.
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molecular ganglionar mediante la combinacién de CEACAMS, FGFR2b y SHPZ, referenciado a la
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Figuras 65-66. Supervivencia global de los pacientes (n=75) tras la restadificaciéon mole-
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Abreviaturasy

A

A: adenina

a: afo o afios

ABMS: Area de Barcelona Metropolitana Sud

ACCP: American College of Chest Physicians

AD: adenocarcinoma

ADH1C: alcohol dehydrogenase 1C (class 1), gamma
polypeptide.

ADK: adenocarcinoma

Adyu: tratamiento adyuvante

AE1: solute carrier family 4 (anion exchanger) member
1, SLC4AL.

RAE3: solute carrier family 4 (anion exchanger) member
3, SLC4A3.

AGER: advanced glycosylation end product-specific
receptor

AIS: adenocarcinoma in situ

AJCC: American Joint Committee on Cancer

AKT: v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1
AKT1: v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1
AKT2: v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 2
AKT3: v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 3
AL: allele-specific ligation

ALK: anaplastic lymphoma receptor tyrosine kinase
ALX1: ALX homeobox 1

AMI: adenocarcinoma minimamente invasivo

AMP: adenosine monophosphate, adenosina monofos-
fato.

ANXAS: annexin A5

ANOVA: analysis of variance, analisis de la varianza.
APC: adenomatous polyposis coli

ARHGDIA: Rho GDP dissociation inhibitor (GDI) alpha
ARID1A: AT rich interactive domain 1A (SWI-like)
ARID1B: AT rich interactive domain 1B (SWI-like)
ARID2: AT rich interactive domain 2 (ARID, RFX-like).
ASC: PYD and CARD domain containing

ASCL2: achaete-scute family bHLH transcription factor 2
ASCL4: achaete-scute family bHLH transcription factor 4
ASTER: Assessment of surgical staging vs endoscopic
ultrasound in lung cdncer: a randomized clinical trial.
ATM: ataxia telangiectasia mutated serine/threonine
kinase

ATP: adenosine triphosphate, adenosina trifosfato.
ATP1B1: ATPase, Na*/K* transporting, beta 1 polypep-
tide.

ATS: American Thoracic Society

AUC: area under curve, area bajo la curva en las curvas
ROC.

AXL: AXL receptor tyrosine kinase

B

b: log y-interseccién de la recta patrén

BAG: biopsia con aguja gruesa

BAG1: BCL2-associated athanogene

BAKZ1: BCL2-antagonist/killer 1

BBDD: base de datos

BCLXL: BCL2-like 1, BCL2L1.

BCL2: B-cell CLL/lymphoma 2

BCL2L1: BCLZ-like 1

BCL2L11: BCLZ2-like 11 (apoptosis facilitator)
BDNFR: brain-derived neurotrophic factor receptor
BEK: fibroblast growth factor receptor, partial.
BER: base-excision repair

BET: bromodomain and extraterminal

BIM: BCLZ-like 11 (apoptosis facilitator), BCL2L11.
BIRCS5: baculoviral IAP repeat containing 5
BLAST®: Basic Local Alignment Search Tool
BLM: Bloom sindrome, RecQ helicase-like.
BMP: bone morphogenetic protein

BMP4: bone morphogenetic protein 4

BNC1: basonuclin 1

Bp: base pairs, pares de bases.
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BPIFA1: BPI fold containing family A, member 1.

BRAF: B-Raf protooncogene, serine/threonine kinase.
BRCAL: breast cancer 1, early onset.

BRG1: SWI/SNF related, matrix associated, actin depen-
dent regulator of chromatin, subfamily a, member 4.
BTAM: bisphosphoryl tyrosine-based activation motif
BTAM-GAB1: bisphosphoryl tyrosine-based activation
motif of GABI.

C

C: cluster, grupo; citosina, segun el contexto.

°C: grados centigrados

CAAX: cisteina, dos residuos alifaticos y un aminoacido
C-terminal dependiendo de |a especificidad del sustrato.
CAIX: carbonic anhydrase IX

CALB1.: calbindin 1, 28kDa.

CAN: concentracién absoluta normalizada

CA4: carbonic anhydrase IV

CA9: carbonic anhydrase IX, CA IX.

CBL: casitas B-lineage proto-oncogene, €3 ubiquitin
protein ligase.

CBNCP: carcinoma broncogénico no célula pequefia
CCG: carcinoma de célula grande

CCL19: chemokine (C-C motif) ligand 19

CCND1: cyclin D1

CCNE: cyclin €1

CCNI: cyclin |

CCR7: chemokine (C-C motif) receptor 7

CDCe6: cell division cycle 6

¢DNA: complementary deoxyribonucleic acid, DNA com-
plementario.

CDH1: cadherin 1, type 1, E-cadherin.

CDH13: cadherin 13

CDKZ1: cyclin-dependent kinase 1

CDK2AP1.: cyclin-dependent kinase 2 associated protein
1

CDKa4: cyclin-dependent kinase 4

CDK®6: cyclin-dependent kinase 6

CDKNZ1A: cyclin-dependent kinase inhibitor 1A
CDKNZ2A: cyclin-dependent kinase inhibitor 2A

CDS: coding sequences, DNA que codifica para la protei-
na.

CD44: (D44 molecule (Indian blood group)

CD98: solute carrier family 7 (amino acid transporter
light chain, L system), member 5, SLC7A5.

CD133: prominin 1, PROM1.

CD300A: CD300a molecule

CE: carcinoma escamoso

CEA: carcinoembryonic antigen, antigeno carcinoembrio-
génico.

CEACAM: carcinoembryonic antigen-related cell adhe-
sion molecule

CEACAMS: carcinoembryonic antigen-related cell adhe-
sion molecule 5

CEA-BA: antigeno carcinoembriogénico normalizado por
lapactina

CEA-B2M: antigeno carcinoembriogénico normalizado
por la B2microglobulina

CEIC: Comite Etic d'Investigacid Clinica

Ci: cubitus interruptus

CICG: carcinoma indiferenciado de célula grande

CIS: carcinoma in situ

CISH: chromogenic in situ hybridization

CIT: citron rho-interacting serine/threonine kinase
CK®6: citoqueratina 6

cm: centimetro o centimetros

cM: descriptivo metdstasis en la estadificacién clinica
C-MYC: v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene
homolog ¢

cN: descriptivo adenopatias en la clasificacion clinica
CNCG: carcinoma neuroendocrino de célula grande
COL7AZ1: collagen, type VII, alpha 1.

COL17A1: collagen, type XVII, alpha 1.

CONSORT: consolidated standards of reporting trials
COX8C: cytochrome c oxidase subunit VIIC

C,: crossing point, punto de corte.

CPCP: carcinoma de pulmén de célula pequefia
CPEBA4: cytoplasmic polyadenylation element binding
protein 4

CpG: dinucledtido CpG

CPNCP: cancer o carcinoma de pulmén no célula peque-
fia

CPT1A: carnitine palmitoyltransferase 1A (liver)

CR: concentracién relativa

cRAF: Raf-1 proto-oncogene, serine/threonine kinase,
RAFL.

CREB: cAMP responsive elemente binding protein
°C/s: grados centigrados por segundo

CSF1: colony stimulating factor 1 (macrophage)

C,: threshold cycle, ciclo umbral.

cT: descriptivo tumor primario en la clasificacion clinica
CTA: células tumorales aisladas

¢TNM: clasificacion o estadificacién clinica

CTSL: cathepsin L

CUL3: cullin 3

CXCR4: chemokine (C-X-C motif) receptor 4

CYPIA1L: cytochrome P450, family 1, subfamily A,
polypeptide 1.

CYFRA21-1: fragments of keratin 19, type |.
C120rf59: transmembrane protein 528, TMEM52B.

D

DAG1.: distroglycan 1, dystrophin-associated glycopro-
tein 1.

DAPK: death-associated protein kinase 1, DAPK1.
DAPK1: death-associated protein kinase 1

dATP: deoxyadenosine triphosphate

dCTP: deoxycytidine triphosphate

DDR2: discoidin domain receptor tyrosine kinase 2
DEPDC1: DEP domain containing 1

DGKH: diacylglycerol kinase, eta.

dGTP: deoxyguanosine triphosphate

DIAPH3: diaphanous-related formin 3

DISP: dispatched

DKK1: dickkopf WNT signaling pathway inhibitor 1
DLG2: discs, large homolog 2 (Drosophila)



DNA: deoxyribonucleic acid

DNMT3A: DNA (cytosine-5)-methyltransferase 3 alpha
DNMT3B: DNA (cytosine-5)-methyltransferase 3 beta
dNTP: deoxyribonucleosides triphosphate, desoxirribo-
nucleésido trifosfato.

DOC1: down regulated in ovarian cancer

DSG3: desmoglein 3

DTI: estabilizante

dTTP: deoxytimidine triphosphate

DTM: dominio transmembrana

dUTP: deoxyuridine triphosphate

DUSP6: dual specificity phosphatase 6

DYRK?2: dual-specificity tyrosine-(Y)-phosphorylation
regulated kinase 2

3

E: eficiencia de la reaccién

EBUS: endobronchial ultrasound

EBUS-TBNA: endobronchial ultrasound associated with
transbronchial needle aspiration

EDN3: endothelin 3

EGFR: epidermal growth factor receptor

EIF5A: eukaryotic translation initiation factor 5A
EML4: echinoderm microtubule associated protein like 4
EMT: epithelial-mesenchymal transition, transicion epi-
telial-mesenquimal

EN: expresién normal

ENPP2: ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodies-
terase 2

EPCAM: epithelial cell adhesion molecule

EPCAM2: epithelial cell adhesion molecule 2

EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica
ERCC1: excision repair cross-complementation group 1
ERBB2: erb-b2 receptor tyrosine kinase 2

ERBB3: erb-b2 receptor tyrosine kinase 3

ERK: mitogen-activated protein kinase 1, MAPK1.
ERK1: mitogen-activated protein kinase 3, MAPK3.
ERK?2: mitogen-activated protein kinase 1, MAPK1.
ERO1L: ERO1-like (saccharomyces cerevisiae)

ERS: European Respiratory Society

ESD: esterase D

ESMO: European Society for Medical Oncology

EST: expression sequence tag

ESTS: European Society of Thoracic Surgeons

EUS: endoscopy ultrasound

EUS-FNA: endoscopy ultrasound associated with fine
needle aspiration

EXOSC6: exosome component 6

€2F1: E2F transcription factor 1

€2F4: E£2F transcription factor 4, p107/p130-binding.

F

FAMG64A: family with sequence similarity 64, member A.

FAM107A: family with sequence similarity 107, mem-
ber A.

FBXW?7: F-box and WD repeat domain containing 7, €3
ubiquitin protein ligase.

FC: fold change

FDG: fluorodesoxiglucosa
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FGF: fibroblast growth factor

FGFR: fibroblast growth factor receptor

FGFR1: fibroblast growth factor receptor 1

FGFR2: fibroblast growth factor receptor 2

FGFR2b: fibroblast growth factor receptor 2b
FGFR2b-BA: fibroblast growth factor receptor 2b norma-
lizado por la Bactina

FGFR2b-B2M: fibroblast growth factor receptor 2b nor-
malizado por la B2microglobulina

FGFR2c: fibroblast growth factor receptor 2c
FGFR2-llIb: fibroblast growth factor receptor 2b
FGFR2-lllc: fibroblast growth factor receptor 2¢

FGFR3Db: fibroblast growth factor receptor 3b

FGF1: fibroblast growth factor 1

FGF2: fibroblast growth factor 2

FGF3: fibroblast growth factor 3

FGF?7: fibroblast growth factor 7

FGF9: fibroblast growth factor 9

FGF10: fibroblast growth factor 10

FGF19: fibroblast growth factor 19

FGF22: fibroblast growth factor 22

FHIT: fragile histidine triad

FIGF: c-fos induced growth factor, vascular endothelial
growth factor D.

FISH: fluorescence in situ hybridization

FOSL2: FOS-like antigen 2

FOXM1: forkhead box M1

FOXO03: forkhead box 03

FOXP1: forkhead box P1

FQ-PCR: fluorescent quantitation reverse transcription
polimerase chain reaction

FRAP1: mechanistic target of rapamycin (serine/threoni-
ne kinase), MTOR.

FRS: fibroblast growth factor receptor substrate
FRS2: fibroblast growth factor receptor substrate 2
FRS2A: fibroblast growth factor receptor substrate 2
beta, FRS3.

FRS2B: fibroblast growth factor receptor substrate 2
beta, FRS3.

FRS2-BA: fibroblast growth factor receptor substrate 2
normalizado por la Bactina

FRS2-B2M: fibroblast growth factor receptor substrate 2
normalizado por la B2microglobulina

FRS3: fibroblast growth factor receptor substrate 3,
FRSZ2B.

Fu: fused

FUT3: fucosyltransferase 3 (galactoside 3(4)-L-fucosyl-
transferase, Lewis blood group).

G

G: grupo, gramo 0 gramos, guanina, segun el contexto.
GAB: GRBZ-associated binding protein

GABL1: GRBZ-associated binding protein 1

GAB2: GRBZ-associated binding protein 2

GAPDH: gyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
GATAG: GATA binding protein 6

GCCB-S: Grupo Cooperativo de Carcinoma Broncogénico de
la Sociedad Espafiola de Neumologia y Cirugia Tordcica
GDNFR: glial derived neurotrophic factor receptor
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GDP: guanosina difosfato

GEO: Gene Expression Omnibus

GKN2: gastrokine 2

GLI: Glioma associated oncogene family zinc finger
GLI1: GLI family zinc finger 1

GLI2: GLI family zinc finger 2

GLI3: GLI family zinc finger 3

GPI: glicosilfosfatidilinositol

GR: gen de referencia

GRAM: glucosyltransferases, Rab-like GTPase activators
of myotubularins.

GRAMD1B: GRAM domain containing 1B

GRB2: growth factor receptor bound protein 2

GREB1: growth regulation by estrogen in breast cancer 1
Grupo A: pacientes sin neoplasia, aportan ganglios
normales.

Grupo B: pacientes con carcinoma pulmonar no célula
pequefia sin afectacién ganglionar histoldgica

Grupo C: pacientes con carcinoma pulmonar no célula
pequefia con afectaciéon ganglionar histolégica

Grupo D: pacientes elegidos con adenocarcinoma o carci-
noma escamoso confirmado y con muestras de tumor y
pulmén normal apareados

GSTA1L: glutathione S-transferase alpha 1

GSTP1: glutathione S-transferase pi 1

GTP: guanosina trifosfato

GTPase: hydrolase enzyme to guanosine triphosphate
Gy: gray o grays

Gl:gap 1

H

h: hora u horas

HAA: hiperplasia adenomatosa atipica

HERZ2: erb-b2 receptor tyrosine kinase 2, ERBBZ2.
HES1: hes family bHLH transcription factor 1
HEXIM1: hexamethylene bis-acetamide inducible 1
HGF: hepatocyte growth factor (hepapoietin A; scatter
factor).

HIF1A: hypoxia inducible factor 1, alpha subunit (basic
helix-loop-helix transcription factor).

HIP: hedgehog interactin protein

HIST1H4F: histone cluster 1, H4f.

HK: housekeeping, gen de referencia.

HMMR: hyaluronan-mediated motility receptor (RHAMM)
HNF3B: hepatocyte nuclear factor 3f, factor nuclear de
los hepatocitos 3.

HOX: homeobox

HOXA9: homeobox A9

HOXA11: homeobox A11

HOXB7: homeobox B7

HPCAL4: hippocalcin like 4

HR: hazard ratio

HRAS: Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog
Hs: homo sapiens

HSD17B3: hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 3
HSPG2: heparan sulfate proteoglycan 2

HUB: Hospital Universitari de Bellvitge

H,0: agua

|

IASLC: International Association for the Study of Lung
Cancer

IC: intervalo de confianza

1CO: Institut Catala d'Oncologia

ICS: Institut Catala de la Salut

IDIBELL: Institut d'Investigacié Biomedica de Bellvitge
IE: infraexpresion

IF: inmunofluorescencia

IF144: interferon-induced protein 44

Ig: inmunoglobulinas

IgC: dominio similar a inmunoglobulinas constante
IGFBP3: insulin-like growth factor bindint protein 3
IGFR1: insulin growth factor receptor 1

IgV: dominio similar a inmunoglobulinas variable

IH: inmunohistoquimica

IKBKAP: inhibitor of kappa light polypeptide gene en-
hancer in B-cells, kinase complex-associated protein.
IKK: inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer
in B-cells, kinase.

IL: lllinois

IL6: interleukin 6

IL11: interleukin 11

Inc.: incorporation

IPO8: importin 8

IP3: inositol 1,4,5-trisphosphate.

IQR: interquartilic range, rango intercuartilico.

IRF4: interferon regulatory factor 4

l
JAK: janus kinase
JNK: mitogen activated protein kinase 8, MAPK8.

K

kDA: kilodalton

KEAP1: kelch-like ECH-associated protein 1

KGFR: keratinocyte growth factor receptor, FGFR2b.
KIAA1201: GRAM domain containing 1B, GRAMD1B.
KRAS: kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
KRT5: keratin 5, type Il 6 citoqueratina 5

KRT7: keratin 7, type Il 6 citoqueratina 7

KRT8: keratin 8, type Il 6 citoqueratina 8

KRT13: keratin 13, type | 6 citoqueratina 13
KRT14: keratin 14, type | 6 citoqueratina 14
KRT15: keratin 15, type | 6 citoqueratina 15
KRT16: keratin 16, type | 6 citoqueratina 16
KRT18: keratin 18, type | 6 citoqueratina 18
KRT19: keratin 19, type |6 citoqueratina 19
KRT20: keratin 20, type | 6 citoqueratina 20
KS1/4: epithelial cell adhesion molecule, EPCAM.
KW: test de Kruskal Wallis

L

L: left, izquierdo; leucina, segun el contexto.

LCK: lymphocyte-specific protein tyrosine kinase pro-
to-oncogene, Src family tyrosine kinase.

LEOPARD: lentigino, anomalias en el electrocardiograma,
hipertelorismo ocular, estenosis pulmonar, alteraciones
genitales y sordera.



LID: I16bulo pulmonar inferior derecho

LII: 16bulo pulmonar inferior izquierdo
LKB1.: serine/threonine kinase 11, STK11.
LM: |6bulo pulmonar medio

Log: logaritmo

LRT-1: Laboratori de Recerca Translacional 1, Hospital
Duran i Reynals, Institut Catala d'Oncologia.
LSD: I6bulo pulmonar superior derecho

LSI: 16bulo pulmonar superior izquierdo
LTB4: [eukotriene B4

L1CAM: L1 cell adhesion molecule

M

M: descriptivo metdastasis, marcador o metionina seguin
contexto.

m: eficiencia de la reaccién o pendiente de la recta pa-
trén

MAGEA1-6: melanoma antigen family A1 to 6
MAGEA10: melanoma antigen family A10

MAPK: mitogen-activated protein kinase

MAPKKK: mitogen-activated protein kinase kinase ki-
nase

MAPKZ1: mitogen-activated protein kinase 1

MAPK3: mitogen-activated protein kinase 3

MAPKS8: mitogen-activated protein kinase 8

MAP2K: mitogen-activated protein kinase kinase
MAP2K1: mitogen-activated protein kinase kinase 1
MAP2K2: mitogen-activated protein kinase kinase 2
MAP3K: mitogen-activated protein kinase kinase kinase
MAX: MYC associated factor X

MB: myoglobin, mioglobina.

MCL1: myeloid cell leukemia 1

MCM4: minichromosome maintenance complex compo-
nent 4

MCM6: minichromosome maintenance complex
component 6

MDM2: MDMZ proto-oncogene, €3 ubiquitin protein
ligase.

MED12: mediator complex subunit 12

MEK: mitogen-activated protein kinase kinase MEK1:
mitogen-activated protein kinase kinase 1

MEK2: mitogen-activated protein kinase kinase 2
MER: MER proto-oncogene, tyrosine kinase, MERTK.
MERTK: MER proto-oncogene, tyrosine kinase.

MET: MET proto-oncogene, receptor tyrosine kinase.
MgCl,: cloruro de magnesio

MGMT: 0-6-methylguanine DNA methyltransferase
microRNA: microribonucleic acid

min: minutos

MIQE: minimum information for publication of quantitati-
ve Real-Time PCR experiments

miRNA: microribonucleic acid

mg: miligramos

mL: mililitros

MLANA: melan-A

MLPA: multiplex ligation dependent probe amplification
mm: milimetros

MMD: monocyte to macrophage differentiation-associated
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MMLV RT: Moloney Murine Leukemia Virus Reverse
Transcriptase

MMP2: matrix metallopeptidase 2

MMP7: matrix metallopeptidase 7

MMR: mismatch repair

MMTV: family with sequence similarity 89, Fam89b.
Mol-: no afectaciéon molecular ganglionar

Mol+ N1: afectacién molecular ganglionar a nivel hiliar
y/o intrapulmonar

Mol+ N1-2: afectacién molecular ganglionar a nivel
hiliar y/o intrapulmonar y/o mediastino

Mol+ N2: afectacion molecular ganglionar a nivel me-
diastinico

mRNA: messenger ribonucleic acid, dcido ribonucleico
mensajero.

MSP: methylation-specific PCR

MTOR: mechanistic target of rapamicin

MTOR1: mechanistic target of rapamicin 1

MTORZ2: mechanistic target of rapamicin 2

MUC1: mucin 1, cell surface associated.

MYC: v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene
homolog

MYCL: v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene
lung carcinoma derived homolog 1

MYCN: v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene
neuroblastoma derived homolog

MYCN-BA: v-myc avian myelocytomatosis viral oncoge-
ne neuroblastoma derived homolog normalizado por la
Bactina

MYCN-B2M: v-myc avian myelocytomatosis viral oncoge-
ne neuroblastoma derived homolog normalizado por la
B2microglobulina

MYNN: myoneurin

MYT1L: myelin transcription factor 1-like

N

N: descriptivo ganglios o expresion normal, segun el
contexto.

n: nimero de pacientes o muestras, segun la tabla; nd-
mero de ciclos, segin convino.

NCBI: National Center for Biotechnology Information
NCCN: National Comprehensive Cancer Network
NCI: National Cancer Institute

ND: no disponible

NDRG1: N-myc downstream regulated 1

NDRG2: NDRG family member 2

NER: nucleotide-excision repair

NF: no factible

NFAT: nuclear factor of activated T-cells

NFE2L2: nuclear factor, erythroid 2-like 2.

NFKB: nuclear factor kappa B

NF1: neurofibomin 1

ng: Nanogramo 0 Nanogramos

NGFR: nerve growth factor receptor

NK: célula natural killer

NPBWR1: neuropeptides B/W receptor 1

NPY: neuropeptide Y

NRAS: neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene homolog
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NTRK: neurotrophic tyrosine kinase, receptor.
NUDCD1: Nuclear distribution protein C (NudC) domain
containing 1

(o}

0CD1: solute carrier family 6 (neurotransmitter trans-
porter), member 4.

OCT: optimal cutting temperature compound

OH: oligonucleotide hybridization

0ECD: Organization for Economic Co-operation and De-
velopment

Oligo-dT: secuencia corta de desoxitimidina

OMDM: 0°-methylguanine-DNA-methyltransferase.
OMS: Organizacién Mundial de la Salud

OR: odds ratio

0S: overall survival, supervivencia global.

P
PAAF: puncién aspiracién con aguja fina

PAP2: MYB binding protein (p160) 1a

PCDHGB®6: protocadherin gamma subfamily B, 6.

PCR: polimerase chain reaction, reaccién en cadena de la
polimerasa.

PDCD1: programmed cell death 1

PDGFR: platelet-derived growth factor receptor
PDGFRA: platelet-derived growth factor receptor, alpha
polypeptide.

PD1: programmed cell death 1, PDCD1.

PDL1: programmed death ligand 1, CD274 molecule.
PEA15: phosphoprotein enriched in astrocytes 15

PET: positron emission tomography, tomografia por
emision de positrones.

PET-TC: positron emission tomography associated with
computed tomography, tomografia por emisién de posi-
trones asociada a tomografia computadorizada.

PGFR: platelet growth factor receptor

PIK3: phosphoinositide 3-kinase

PIK3CA: phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kina-
se, catalytic subunit alpha.

PIK3R1: phosphoinositide-3-kinase, regulatory subunit 1
(alpha).

PIK3R2: phosphoinositide-3-kinase, regulatory subunit
2 (beta).

PIM1: pim-1 proto-oncogene, serine-threonine kinase.
PIP_: phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate.

PIWILL: piwi-like RNA-mediated gene silencing 1
PLAGL2: pleiomorphic adenoma gene-like 2

PLCG1: phospholipase C, gamma 1.

PLUNC: BPI fold containing family A, member 1, BPIFAL.
pM: descriptivo metdstasis en la estadificacion quirdrgica y
patoldgica

pN: descriptivo adenopatias en la estadificacion quirtrgi-
cay patolégica

pNO(mol-): ganglios sin afectacion histoldgica y sin
afectacion molecular

pNO(mol+): ganglios sin afectacién histolégica pero con
afectacién molecular

pNO(mol+ N1): ganglios sin afectacion histolégica pero
con afectaciéon molecular a nivel hiliar-pulmonar

pNO(mol+ N1-N2): ganglios sin afectacion histolégica
pero con afectacién molecular

pNO(mol+ N2): ganglios sin afectacién histolégica pero
con afectacién molecular a nivel mediastinico

pN1(mol- N2): algtn ganglio hiliar o intrapulmonar con
afectacion histoldgica; ganglios mediastinicos asociados
sin afectacién molecular.

pN1(mol+ N2): alglin ganglio hiliar o intrapulmonar con
afectacion histolégica; ganglios mediastinicos asociados
con afectacién molecular.

poliA: poliadenosina

PPIA: peptidylprolyl isomerase A (cyclophilin A)

PRKC: protein kinase C

PRKCIL: protein kinase C iota/lambda

PROM1: prominin 1

proSpB: precursor surfactant B

proSpC: precursor surfactant C

PRSS25: HtrA serine peptidase 2

PS: performance status

PSG: pregnancy-specific glycoprotein

pT: descriptivo tumor primario en la estadificacion qui-
rurgica y patolégica

PTB: phosphotyrosine binding domain

PTCH1: patched 1

PTCHZ2: patched 2

PTEN: phosphatase and tensin homolog

PTGES: prostaglandin € synthase

PTHLUH: parathyroid hormone-like hormone

PTK: protein tyrosine kinase

PTNM: clasificacién o estadificacion quirdrgica y pato-
l6gica

PTP: protein tyrosine phosphatase

PTPN11: protein tyrosine phosphatase, non-receptor
type 11.

PVA: pemphigus vulgaris antigen

PVT1: pvtl oncogene (non-protein coding)

PXN: paxilin

PYCARD: PYD and CARD domain containing

Q

qPCR: quantitative polimerase chain reaction
QT: quimioterapia

Q3-Q1: rango intercuartilico

R

R: right, derecho; arginina; error medio, segun el contexto.
RAF: proto-oncogene serine/threonine-protein kinase
RAF1: Raf-1 proto-oncogene, serine/threonine kinase.
RARSB: retinoic acid receptor, beta.

RAS: rat sarcoma viral oncogene homolog

RASA1L: RAS p21 protein activator (GTPase activating
protein) 1

RASSF1A: Ras association domain family member 1A
RB: retinoblastoma

RBM10: RNA binding motif protein 10

RB1: retinoblastoma 1

REG1A: regenerating islet-derived 1 alpha

REMARK: reporting recommendations for tumor marker
prognostic studies



RET: ret proto-oncogene

RHAMM: receptor for hyaluronic acid-mediated motility
RHOD: RAS homolog family member D

RhoGDI: Rho GDP dissociation inhibitor (GDI) alpha,
ARHGDIA.

RIT1: Ras-like without CAAX 1

R,: cantidad de sefial fluorescente después de n ciclos
RNA: ribonucleic acid

Rnase: ribonuclease

RNASE7?: ribonuclease, RNase A family, 7.

RND3: Rho family GTPase 3

RNF4: ring finger protein 4

ROC: receiver operating characteristic

ROS1: ROS proto-oncogene 1, receptor tyrosine kinase.
RR: riesgo relativo

RRMZ1.: ribonucleotide reductase M1

RRM2: ribonucleotide reductase M2

RT: radioterapia, reverse transcription (transcripcion
inversa), reverse transcriptase (transcriptasa inversa)
segun el contexto.

RTK: receptor tirosina quinasa

RT-PCR: reverse transciption polimerase chain reaction,
reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion
inversa previa.

RT-qPCR: reverse transciption quantitative polimerase
chain reaction, reaccién en cadena de la polimerasa con
transcripcion inversa previa y deteccién cuantitativa en
tiempo real.

RUNXS3: runt-related transcritpion factor 3

R,: cantidad de sefial fluorescente después de O ciclos

S

S: synthesis, replicacién de DNA; sensibilidad, segun el
contexto.

s: segundos

SAGE: Serial analysis of gene expression

SAP: Systeme, Anwendungen und Produkte in der Da-
tenverarbeitung; Sistemas, Aplicaciones y Productos en
Procesamiento de Datos.

SBRT: stereotactic body radiation therapy

SCAT: Spanish customized adjuvant treatment
SCGB3A1: secretoglobin, family 3A, member 1.

SD: standard deviation, desviacién estandar.

SE: sobreexpresion

SEMAGA: sema domain, transmembrane domain (TM),
and cytoplasmic domain, (semaphorin) 6A.

SERPINBS: serpin peptidase inhibitor, clade B (ovalbu-
min), member 5.

SETD2: SET domain containing 2

SFK: SRC proto-oncogene non receptor tyrosine kinase,
family kinases.

SFTP: surfactant protein

SFTPC: surfactant protein C

SFTPC-BA: surfactant protein C normalizada por la Bacti-
na

SFTPC-B2M: surfactant protein C normalizada por la
B2microglobulina

SFTPD: surfactant protein D
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SF3B1.: splicing factor 3b, subunit 1, 155kDa.

SG: supervivencia global

SHH: sonic hedgehog

SHH-BA: sonic hedgehog normalizado por la Bactina
SHH-B2M: sonic hedgehog normalizado por la f2micro-
globulina

SHP2: shatterproof 2, PTPN11.

SHP2-BA: shatterproof 2 normalizada por la factina
SHP2-32M: shatterproof 2 normalizada por la 2micro-
globulina

shRNA: short hairpin RNA

SH2: SRC homology 2

SH3BGR: SH3 domain binding glutamate-rich protein
SIGLECS: sialic acid binding Ig-like lectin 9

SLC1AZ7: solute carrier family 1 (glutamate transporter),
member 7.

SLC4AL1: solute carrier family 4 (anion exchanger), mem-
ber 1.

SLC4A3: solute carrier family 4 (anion exchanger), mem-
ber 3.

SLC7AS: solute carrier family 7 (amino acid transporter
light chain, L system), member 5.

SLIT: slit homolog (Drosophila)

SLITRK4: SLIT and NTRK-like family, member 4.

SMAD: mothers against DPP homolog (Drosophila)
SMAD1: SMAD family member 1

SMAD2: SMAD family member 2

SMAD3: SMAD family member 3

SMAD4: SMAD family member 4

SMADS5: SMAD family member 5

SMADS8: SMAD family member 8

SMARCA4: SWI/SNF related, matrix associated, actin de-
pendent regulator of chromatin, subfamily a, member 4.
SMO: smoothened, frizzled class receptor.

SNF: sucrose non-fermenting

SNP: single nucleotide polymorphisms

SO0S: son of sevenless

SOX: SRY (sex determining region Y)-box

SOX2: SRY (sex determining region Y)-box 2

SOX3: SRY (sex determining region Y)-box 3

SO0X4: SRY (sex determining region Y)-box 4

SOX7: SRY (sex determining region Y)-box 7

SOX9: SRY (sex determining region Y)-box 9

SOX11: SRY (sex determining region Y)-box 11
SOX17: SRY (sex determining region Y)-box 17
SOX17-BA: SRY (sex determining region Y)-box 17 nor-
malizado por la Bactina

SO0X17-32M: SRY (sex determining region Y)-box 17
normalizado por la f2microglobulina

S0X18: SRY (sex determining region Y)-box 18

S/P: segln primer

SpC: surfactant protein C, SFTPC.

SPECS: strategic partnering to evaluate cancer signatu-
res

SPRR1A: small proline-rich protein 1A

SPRR1B: small proline-rich protein 1B

SPRR2A: small proline-rich protein 2A

SPRY2: sprouty homolog 2 (Drosophila)



224

SPSS: Statistical Package for the Social Sciences

SRC: SRC proto-oncogene non receptor tyrosine kinase
STARD: standards for reporting of diagnostic accuracy
STAT: signal transducer and activator of transcription
STAT1.: signal transducer and activator of transcription 1
STAT2: signal transducer and activator of transcription
2, 113kDa.

STAT3: signal transducer and activator of transcription 3
(acute-phase response factor)

STK11: serine/threonine kinase 11

STMN2: stathmin 2

STX1A: syntaxin 1A (brain)

SuFu: supressor of fused

SUV: standard uptake value

SUVmax: maximum standardized uptake value
s/variable: segln variable

SWI: switching

S100A10: S100 calcium binding protein A10

T

T: descriptivo tumor primario, treonina, timina, segutn el
contexto.

TACSTD1: tumor-associated calcium signal transducer 1,
epitelial cell adhesion molecule, EPCAM.

TACSTD2: tumor-associated calcium signal transducer 2
TB: tasa bruta

TBNA: transbronchial needle aspiration

TBP: TATA box binding protein

TC: tomografia computadorizada

TCGA: The cancer genome atlas

TE: tasa estandarizada por poblacién mundial.

TEMLA: transcervical extended mediastinal lymphade-
nectomy

TGFB: transforming growth factor beta

TGFB1: transforming growth factor, beta 1.

TGFB2: transforming growth factor, beta 2.

TGFB3: transforming growth factor, beta 3.

TIMP: plasma tissue inhibitor of matrix metalloproteinase
TIMP3: TIMP metallopeptidase inhibitor 3

TK: tirosine kinase

TKI: tyrosine kinase inhibitor, inhibidor de la tirosina
quinasa.

TK1: thymidine kinase 1, soluble.

TLE: tiempo libre de enfermedad

TM: tumores mixtos

Tm: melting temperature, temperatura de fusion.
TMEM52B: transmembrane protein 52B

TMS1: PYD and CARD domain containing

TNFSF10: tumor necrosis factor (ligand) superfamily,
member 10.

TNM: Tumor, node and metdstasis classification of ma-
lignant tumors, clasificacién tumor, adenopatias y metds-
tasis de los tumores malignos.

TOP2A: topoisomerase (DNA) Il alpha 170kDa

TPA: tissue polypeptide antigen

TPCA1: 2-[(aminocarbonyl)amino]-5-(4-fluorophen-
vl)-3-thiophenecarboxaminde

TP63: tumor protein p63

TRIM14: tripartite motif containing 14

TRIM29: tripartite motif containing 29

TSC: tuberous sclerosis complex

TSC1: tuberous sclerosis 1

TSC2: tuberous sclerosis 2

TTF-1: thyroid transcription factor 1, factor de transcrip-
Cion tiroideo 1.

TWIST1: twist family bHLH transcription factor 1

V]

UBEZ2S: ubiquitin-conjugating enzime E2S
UICC: Union Internationale Contre le Cancer
UMPS: uridine monophosphate synthetase
USA: United States of America

U2AF1: U2 small nuclear RNA auxiliary factor 1

v

VAMLA: video assisted mediastinal lymphadenectomy
VEGFA: vascular endothelial growth factor A

VEGFB: vascular endothelial growth factor B

VEGFC: vascular endothelial growth factor C

VEGFD: vascular endothelial growth factor D, c-fos indu-
ced growth factor, FIGF.

VEGFR: vascular endothelial growth factor receptor
VEGFR3: vascular endothelial growth factor receptor 3
VPN: valor predictivo negativo

VPP: valor predictivo positivo

VS: versus

W

WNT: wingless-type MMTV integration site family
WNT3: wingless-type MMTV integration site family,
member 3A.

X
XPO7: exportin 7

Y

Y: tirosina

y: concentracién absoluta
YAP1: Yes-associated protein 1

z

ZEB1: zinc finger E-box binding homeobox 1
ZNF236: zinc finger protein 236

ZNF264: zinc finger protein 264

B
32M: B2microglobulina

BA: Bactina

M

Hg: microgramos
pL: microlitros
pmol: micromoles

NUMEROS Y SiMBOLOS

228¢: método de comparacién de C;
+: positivo

-: negativo



Anexos

Anexo 1. Articulo

Articulo “Quality study of a lung cancer committee: study of agreement
between preoperative and pathological staging”, publicado en la revista
European Journal of Cardio-Thoracic Surgery. 2010; 37(3): 540-545.
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Abstract

Objective: Accurate preoperative staging is essential to provide the best treatment for lung cancer. The objective of the present study was to
determine agreement between preoperative and surgical—pathological staging and to analyse the impact of any disparity on treatment.
Methods: This is a descriptive study of a series of 176 lung cancer cases treated by surgery between 2005 and 2007. Preoperative staging was based
on clinical information and computed tomography (CT), positron emission tomography (PET), PET-CT, bronchoscopy and mediastinoscopy. In all
cases, surgical—pathological staging was based on the analysis of surgical samples and the findings during surgery. Both preoperative and
pathological stage determination were based on the TNM (tumour, node, metastasis) classification established in 1997. Concordance was
measured by calculating agreement rates and the kappa value. Results: Preoperative and surgical—pathological staging agreed in 102 cases, an
agreement rate of 58% and kappa value of 0.54 (95% confidence interval (Cl) 0.44—0.63). The highest kappa value (0.68, 95% CI 0.53—0.82) was
obtained in stage IA patients. Patients who underwent PET or PET-CT had a better kappa index (0.56, 95% CI 0.45—0.67, vs 0.39, 95% C1 0.21—
0.56). Surgical—pathological staging validated surgery in 145 cases (82%), while 21 (12%) were revised to stage IllAN2 and 10 (6%) to non-surgical
stages. Conclusions: Global agreement between preoperative and surgical—pathological staging was moderate. The best agreement was found in
stages IV and IA.
© 2009 European Association for Cardio-Thoracic Surgery. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Bronchogenic carcinoma; Neoplasm staging; Preoperative staging; Surgical—pathological staging; Surgery

1. Introduction are currently based on the revised tumour-node-metastasis

(TNM) classification system established by the American Joint

Accurate preoperative staging in bronchogenic carcinoma
is essential in determining the true extent of disease;
moreover, it is crucial if we are to provide patients with
optimal treatment and a realistic prognosis. It is therefore
imperative that preoperative staging coincide closely with
pathological staging, which uses information obtained during
surgery to provide the most accurate picture of disease
extension. Preoperative and surgical—pathological staging

* Corresponding author. Address: Feixa Llarga, s/n 08907, L'Hospitalet de
Llobregat, Barcelona, Spain. Tel.: +34 932607700; fax: +34 932607983.
E-mail address: ivanmacia@yahoo.com (I. Macia).

Committee on Cancer (AJCC) and the International Union
Against Cancer (UICC), which has been in effect since 1997
[1], although revised criteria have been proposed for 2009
[2]. According to the published studies, agreement rates
range from 35% to 50% [3].

Preoperative staging has improved markedly in recent
years with the emergence of new tools such as positron
emission tomography (PET), used alone or in with computed
tomography (PET-CT), virtual bronchoscopy, endobronchial
ultrasound-guided transbronchial needle aspiration (EBUS-
TBNA) and endoscopic ultrasound-guided fine-needle aspira-
tion of the upper digestive tract (EUS-FNA).

1010-7940/$ — see front matter © 2009 European Association for Cardio-Thoracic Surgery. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.

doi:10.1016/j.ejcts.2009.07.026
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The aim of the present study was to determine the degree
of agreement between preoperative and surgical—patholo-
gical staging in bronchogenic carcinoma and to analyse the
consequences of diagnostic connection with the surgical
treatment carried out. This is not a study to assess, compare
or validate tools like PET, CT, mediastinoscopy or EBUS;
furthermore, this study does not expect to validate
predictors of the descriptors T, N or M.

This is only a quality study of the staging carried out by a
hospital lung cancer board (Lung Functional Unit) and the
impact of these decisions in the surgical treatment
performed.

2. Material and methods
2.1. Sample

This is a descriptive study of 176 patients diagnosed with
lung cancer and treated by surgery with curative intent at our
hospital between July 2005 and August 2007. Of the 176
cases, 173 had no prior history of lung cancer while three
were second lung tumours (two of which were metachronous
and one synchronous).

2.2. Inclusion and exclusion criteria

The initial sample included 190 patients who underwent
surgery with curative intent for lung cancer. Prior to surgery,
all patients presented a lung nodule suggestive of malignancy
or a histologically confirmed neoplasm. Exclusion criteria
were as follows: inability to determine one of the TNM
descriptors during preoperative or pathologic staging (five
cases); complete pathological response after neo-adjuvant
treatment (two cases); exploratory thoracotomy (six cases),
and stage 0 (one case). During the inclusion period, six
additional patients underwent surgery due to a lung tumour
recurrence while one patient had surgery for lung metastasis;
none of these cases were included in the study.

All 176 patients in our series underwent both preoperative
and pathological staging according to the guidelines
published in the 6th edition of the TNM classification of
malignant tumours, accepted by the UICC and AJCC for lung
cancer and in effect since 1997 [1]. In the present study,
preoperative staging was performed prior to surgery with
curative intent under the supervision of the lung tumour
board at our hospital. The tumour committee consists of a
multidisciplinary team with specialists in respiratory med-
icine, radiodiagnostics, nuclear medicine, thoracic surgery,
pathology, medical oncology and radiation oncology. Staging
was performed by evaluating data from patient medical
records and physical examination, bronchoscopy, chest
radiograph, contrast-enhanced CT of the chest and upper
abdomen, PET in two cases (1%), PET-CT in 135 cases (77%),
mediastinoscopy in seven cases (4%) and brain magnetic
resonance imaging (MRI) in cases with adenocarcinoma and/
or clinical suspicion of advanced stage. Bone scintigraphy was
not performed because PET scans are reported to be better
than scintigraphy at detecting bone metastasis [4].

To determine whether the primary tumour (T) had invaded
the mediastinum, we used the following criteria for no

invasion: less than 3cm of tumour in contact with the
mediastinum, presence of a fatty layer between the tumour
and the mediastinum and less than 90° of circumferential
contact with the aorta [5]. Cytological samples were
obtained by bronchoscopic aspiration. Whenever possible,
biopsy of the primary tumour was performed by broncho-
scopy and/or CT-guided fine-needle aspiration (FNA) to
obtain histological diagnosis prior to surgery.

For lymph node staging (N), all patients with a PET or PET-
CTscan without evidence of thoracic or supraclavicular nodal
uptake were considered cNO as were patients with nodal
uptake (after visual and semi-quantitative analysis and
determination of the maximum standard uptake value
(SUVmax)) of the radiolabelled glucose analogue fluorodeox-
yglucose (FDG) at the mediastinal level but with a negative
biopsy on mediastinoscopy. Evidence of uptake at the hilar
level on the PET or PET-CT scan was considered sufficient for
cN1 (hilar lymph node involvement) classification. Patients
with positive mediastinal nodes on biopsy were considered
cN2, although in certain cases we elected to perform surgery
despite nodal involvement, for these cases, uptake identified
by PET or PET-CTwas deemed sufficient for cN2 classification.

To confirm the presence of neoplastic disease, all patients
with evidence of mediastinal node uptake on PET or PET-CT
underwent mediastinoscopy. If no evidence of disease was
found on pathological examination of the resected samples,
the patient was considered eligible for surgery, provided that
assessment of the Tand M descriptors supported this option.
However, patients with confirmed nodal involvement were
prescribed neo-adjuvant chemotherapy (with or without
radiotherapy), after which restaging was performed. In cases
without PET or PET-CT scan, nodal involvement detected by
CTscan was considered pathological if the smallest diameter
was greater than 1 cm in all nodal stations, except for the
subcarinal level, where the minimum was 1.5 cm.

PETor PET-CTscans were used to assess distant metastasis
(descriptor M). If FDG uptake suggestive of malignancy was
detected in any region of the body, a comprehensive physical
examination—including additional imaging tests and extrac-
tion of histological material (generally with fine-needle
aspiration)—was performed. Other tests to rule out distant
metastasis were performed in certain cases. In this study, all
cases included with metastasis underwent resection of the
metastatic tumour prior to thoracic surgery.

Patients at preoperative stages I, Il and IlIA with hilar node
involvement were deemed surgical candidates. Under
certain conditions, other patients were also accepted for
surgery: stage IlIA patients with mediastinal node involve-
ment (major haemoptysis or involvement of a single station
on PET or PET-CT with reduced metabolic activity of the
affected nodes after neo-adjuvant treatment); stage IlIB
cases with a diseased satellite node in the same lobe or
vertebral involvement without mediastinal node involve-
ment; stage IV patients with a single resectable brain
metastasis; and patients with a single resectable suprarenal
metastasis.

The 176 cases in our study underwent thoracotomy, lung
resection and hilar and mediastinal lymphadenectomy. The
lymphadenectomy was more than sampling [6,7]; all lymph
nodes that were seen during surgery were removed. At least,
lymph node stations must be explored and the lymph node
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removed at the anatomic level of the hilum and mediastinum
(topographic) that correspond to the specimen (the lobe with
the tumour) or lung section to be extirpated; at least three
hilar lymph nodes and three mediastinal lymph node stations
from these levels should be evaluated pathologically.

Fourteen patients (8%) received chemotherapy prior to
surgery.

To assess the resected samples for pathology, all lymph
nodes were individualised, fixed in 10% formaldehyde and
completely embedded in paraffin. The paraffin blocks were
cut into numerous 3-pm sections (from two to eight sections
per block) and then subjected to deparaffination and
rehydration followed by conventional haematoxylin and
eosin staining. Histological evaluation was performed by a
single observer. Pathological staging, which followed the
same TNM classification system used for preoperative
staging, took into consideration information gathered during
surgery.

2.3. Data collection

A rigorous protocol which included the following informa-
tion: administrative data, demographic data, toxic habits,
co-morbidities, additional tests performed, treatments prior
to surgery, preoperative staging, surgery performed, patho-
logical staging, histology and tumour location was developed
for patient data collection.

2.4. Statistical analysis

Statistical analysis included descriptive statistics and
agreement analysis. To compare the results of preoperative
and pathological staging, the kappa index and the agreement
rate (the number of cases in which preoperative and
pathological staging coincided divided by the number of
cases that underwent preoperative staging) were calculated.
We have calculated global kappa and « individual kappas for
each category, named weighted kappa by Cohen [8].

According to published criteria, a kappa value less than 0
implies poor agreement; 0—0.2 indicates slight agreement;
0.21-0.4, fair; 0.41—0.6, moderate; 0.61—0.8, substantial
and greater than 0.8 almost perfect agreement [9].
Statistical analysis was performed with SPSS® 12.0 (Statis-
tical Package for the Social Sciences, SPSS Inc., Chicago, IL,
USA). All patients signed the informed consent form and our
institutional ethics committee on human research approved
the study.

3. Results

Descriptive analysis of the population revealed 158 men
(90%) and 18 women (10%), with a mean age of 62 years and a
median age of 63 (range, 40—81 years) and a standard
deviation of +9.4 years. Of these 176 patients, 89% were
current or previous smokers and 1% were passive smokers. In
addition, 47% had a prior history of respiratory disease and
46% a history of cardiocirculatory problems. Sixteen percent
of the sample had a prior history of cancer. The remaining
characteristics are described in Table 1. All patients under-
went both preoperative and pathological staging (Table 2).

Table 1
Patient characteristics.
n*  %®
Histology Adenocarcinoma 66 38
Squamous cell carcinoma 58 33
Bronchioloalveolar adenocarcinoma 17 10
Large-cell carcinoma 16 9
Small-cell carcinoma 4 2
Miscellaneous 15 8
Tumour location Upper left lobe 56 32
Upper right lobe 53 30
Lower left lobe 36 21
Lower right lobe 25 14
Main and intermediate bronchi 4 2
Middle lobe 2 1
Resection performed  Segmentectomy 7 4
Standard and extended lobectomy 144 82
Bilobectomy 7 4

Standard and expanded pneumonectomy 18 10

2 n, number of patients.

by, percentage of patients.

Stage IB was the most common preoperative stage and stage
IA the most common pathological stage. Mean time between
preoperative staging and surgery was 21 days, with a median
of 20 days (range, 2—66 days).

Preoperative and pathological staging coincided in 102
cases (Table 2) for an overall agreement rate of 58% and
kappa value of 0.54, 95% Cl 0.44—0.63. The agreement rate
and kappa value for each stage are shown in Table 3. Stage IV
had the highest agreement (100%), followed by stage IA
(75%), although the best kappa index was observed in stage 1A
(0.68, 95% CI 0.53—0.82).

Preoperative understaging occurred in 53 cases (30%) and
overstaging in 21 cases (12%). Of the 53 understaged cases,
pathological examination confirmed that 22 (41% of that
group) were surgical stages, while 21 (40%) were stage IlIA
with mediastinal node involvement and 10 (19%) were stages
1IIB or IV. All the overstaged cases were surgical candidates.

Preoperative and pathological staging for the descriptor T
(primary tumour) coincided in 127 cases, for an agreement of

Table 2
Distribution by preoperative and pathological staging.
cTNM? Total  %¢
A 1B WA B WA B IV
pTNMP
1A 38 10 0 0 0 0 0 48 27
1B 4 33 0 4 2 0 0 43 25
1A 1 0 1 1 1 0 0 4 2
B 1 15 0 18 1 2 0 37 21
A 5 8 1 8 6 0 0 28 16
mns 0 0 0 1 2 1 0 4 2
v 2 2 0 1 1 1 5 12 7
Total 51 68 2 3 13 4 5 176 100
%4 29 39 1 19 7 2 3 100

a

CTNM, preoperative staging.

> bTNM, surgical—pathological staging.

© The 13 cases at preoperative stage IlA include 3 patients with hilar node
involvement and 10 with diseased mediastinal nodes. The 28 cases at patho-
logical stage IlIA include 2 with affected hilar nodes and 26 with mediastinal
node involvement.

d Percentage of cases.
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Table 3
Agreement by stage.

Stage Agreement Kappa value 95% confidence
rate (%) intervals
1A 75 0.68 0.53-0.82
1B 49 0.42 0.28-0.56
1A 50 0.32 0.18-0.46
1IB 55 0.39 0.25-0.54
A 46 0.21 0.08—-0.34
nBs 25 0.23 0.09-0.38
v 100 0.57 0.44-0.70

72% and a kappa value of 0.61 (95% Cl 0.50—0.71). For the
descriptor N (nodal involvement) agreement between
preoperative and pathological staging was confirmed in
123 cases, an agreement of 69% and kappa index of 0.34 (95%
Cl 0.23-0.44).

For the group of patients who underwent a PET scan (PET
alone or PET-CT), in 137 cases, agreement was 57% with a
kappa value of 0.56 (95% Cl 0.45—0.67). In contrast,
agreement for those who did not undergo PET (39 cases)
was 62%, with a kappa value of 0.39 (95% Cl 0.21—-0.56).
Taking Cls into consideration, the differences between these
two groups were not significant; p > 0.05.

After establishing the histological type of the resected
tissue, we assessed agreement between preoperative and
pathological staging as a function of tumour histology.
Agreement between pre- and postoperative histological type
was not assessed. The highest agreement (100%) and kappa
values (1) were observed in bronchioloalveolar adenocarci-
noma. Large-cell carcinoma had the second highest agree-
ment (75%) and kappa values (0.74, 95% Cl 0.42—1).
Agreement rates for squamous cell carcinoma and adeno-
carcinoma were 55% and 47%, respectively, with kappa values
of 0.55 (95% Cl 0.38—0.72) and 0.42 (95% Cl 0.26—0.57).

The lowest kappa value (0.14, 95% C1 0.01—0.26) occurred
in the group that included the few patients with small-cell
lung cancer. Of these four patients, there were three patients
with localised small lung nodule without affected lymph
nodes and without metastasis prior to surgery and one
patient in whom the histology of small-cell lung cancer was
discovered after surgery.

Tumours located in the lower right lobe gave a higher
agreement (68%) and the highest kappa value, 0.67 (95% Cl
0.41—0.93). The lowest kappa value (0.39, 95% Cl 0.21—0.58)
was observed in tumours of the lower left lobe. The 162
patients who did not receive neo-adjuvant chemotherapy
presented a higher kappa value (0.53, 95% Cl 0.43—0.62, vs
0.24, 95% C1 0.04—0.53) than those who received chemother-
apy prior to surgery.

All patients underwent surgery, as described in Section
2.2. The pathology report confirmed that surgery was
correctly indicated in 91 stage | cases, 41 stage Il cases
and two stage IllA cases with nodal involvement at the hilum;
this in addition to the selected cases at non-surgical stages
that were accepted for surgery and confirmed the stage
pathologically: five at stage IlIA with mediastinal lymph node
involvement, one at stage IlIB and five at stage IV. In other
words, 145 cases (82%) correctly underwent surgery accord-
ing to their final pathological stage. Of the remaining 31
cases, 21 were pathological stage IlIA with diseased

Surgical-pathological staging Selected cases

theoretical surgical cases Well staged
911 5 IIA N2
411l 111B
2 1IIAN1 51V
N /

145 surgical cases by
surgical-pathological staging (82%)

21 surgical-pathological cases IIIA N2 (12%)
10 surgical-pathological cases IlIB and IV (6%)

Fig. 1. Distribution of cases by pathological stage and clinical impact.

mediastinal nodes (12% of all cases) and 10 were stage IIIB
or IV (6% of the total) (Fig. 1).

4. Discussion

In lung cancer, a preoperative staging that approximates
the real anatomical extent of disease allows, a priori, each
patient to receive optimal treatment. Moreover, with proper
staging, the prognosis is realistic. Pathological staging, which
includes information gathered during surgery, is the current
gold standard in determining disease extension and is one of
the main prognostic factors. As a result, obtaining good
agreement between preoperative and pathological staging—
that is, a high number of cases in which preoperative staging
reflects reality—is essential.

The characteristics of the patients included in this study
are similar in many ways to those we find in our daily practice
in Spain, as evidenced by comparing our sample with the
patient data provided by the member hospitals of the
Bronchogenic Carcinoma Cooperative Group (GCCB-S) of the
Spanish Society of Pulmonology and Thoracic Surgery (SEPAR)
[3]. Our sample is similar to the GCCB-S group in many
respects: men account for a large percentage of patients in
both groups, the mean age (62 years vs 64 years in the GCCB-
S) is similar, as is the percentage of current or past smokers
(89% vs 87%), and both groups have high rates of respiratory
or cardiocirculatory co-morbidities. In addition, distribution
among early and late stages is similar in both series, with
stage IB being the most common group on preoperative
staging in both series. However, differences can be found in
histological type—adenocarcinoma was the most common
cancer in our study—and in the distribution of lung
resections, with a lower percentage of pneumonectomies
and more lobectomies in our series [3].

A review of the literature shows that overall agreement
between preoperative and pathological staging is low, with
reported rates ranging from 22% to 47% [3,10—13] and a
kappa value of approximately 0.25 [3]. However, most of
these studies did not use a PET scan or PET-CT fusion for
preoperative staging. A PET or PET-CTwas performed on most
patients in our series, mostly as a consequence of the
increasingly routine use of such scans at our hospital. The
overall agreement (58%) and kappa index (0.54, 95% Cl 0.44—
0.63)—both of which indicate moderate agreement—
observed in our study are better than the figures reported
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in other studies. While it is true that agreement was slightly
higher in those group patients who did not undergo PET than
in those who did, results of the derived kappa index show
better agreement in the PET group (0.56, 95% Cl 0.45—0.67,
vs 0.39, 95% CI 0.21—-0.56), although this difference was not
significant. This study was not designed to compare PET or
PET-CT versus no PET with regard to agreement between
preoperative and surgical—pathological staging.

Although PET can be used to assess nodal stations
throughout the body, fusion with CT makes more precise
determination of the anatomical location. This is possible
because fusion scans provide both morphological and
metabolic information while CT alone is exclusively morpho-
logic. In addition, with PET-CT, it is possible to identify
disease in locations that were not initially suspected of
involvement, especially nodal groups. Previously, our group
carried out a preliminary study of 68 patients evaluated by
PET-CT fusion and we found a high specificity (94%) and a
negative predictive value (97%) in mediastinal staging with
no association between SUVmax and mediastinal involve-
ment by either PET-CT or surgery. However, some groups have
found SUVmax to be a prognostic factor in lung cancer; with a
higher SUVmax associated with a worse survival index [14].
Attempts have also been made to establish a specific SUVmax
cut-off point that would indicate a higher probability of
malignancy [15].

Considering all this, we can deduce that one factor that
allows us to achieve a closer approximation to the real extent
of the disease is the routine use of PET-CT for preoperative
staging [16]. Although PET-CT is not a substitute for other
tests, it can serve as a guide for other exploratory techniques
that obtain histological material from the mediastinum and
the hilum, such as mediastinoscopy and endobronchial
ultrasound and endoscopic ultrasound of the upper digestive
tract, serving to increase the yield of these techniques. The
aim of such techniques is to serve as a complement to
improve preoperative staging.

The highest levels of agreement were found at stage |,
especially stage IA, with our results similar to those reported
in the literature: there was agreement of approximately 60%
for stage | and 75% for stage IA [17,18]; with kappa index of
approximately 0.70 for stage IA [19]. On the other hand,
agreement in more advanced stages—such as stage lll—was
worse. Stage IV is a special situation because extirpation of
the metastasis prior to thoracic surgery influences agree-
ment.

An analysis of the descriptors Tand N show higher levels of
agreement for T than for N, a fact previously described in the
literature, with agreement rates of approximately 70% for
the descriptor T and 50% for N [10]. In terms of the kappa
index, the results presented here are better than previously
reported series in terms of T and N [3]. A limitation of this
type of study is the ethical impossibility of fully examining
the pathological expression of metastasis since only those
organs with a clinical suspicion of metastasis are examined.

It is worth pointing out that agreement analysis of all
variables shows the best agreement in patients who did not
receive neo-adjuvant chemotherapy and in those with
bronchioloalveolar adenocarcinoma of the lower right lobe.
The excellent agreement achieved in the 17 cases of
bronchioloalveolar adenocarcinoma is surprising given the

considerable reported rate of false negatives on PET scans in
such tumours [20]. It would be interesting to see if this
agreement is maintained when we have a larger series of
patients.

Surgery with curative intent in small-cell lung cancer is a
matter of controversy. In this study, the few patients with
small-cell lung cancer were selected cases with localised
neoplasm or patients in whom the histology of small-cell lung
cancer was discovered after surgery.

In cases with no agreement between preoperative and
pathological staging, our analysis showed that the tendency
was for preoperative understaging, a fact described pre-
viously in the literature [3,17]. Notably, about 60% of
understaged cases in our series were, in the end, either non-
surgical or initially non-surgical, mostly stage IlIA with
mediastinal node involvement. When analysing false nega-
tives on PET scans, it is important to keep in mind the poor
sensitivity such scans have for detecting nodes smaller than
8 mm, necrosis or cystic components and certain histological
types such as bronchioloalveolar adenocarcinoma. All of the
overstaged cases were surgical candidates and so staging
differences did not affect the therapeutic approach.

Despite the battery of modalities and the use of a variety
of different techniques over the years, the information
presented here demonstrates that some disease remains
undetected. The increasing adoption of virtual broncho-
scopy, endobronchial ultrasound and endoscopic ultrasound
of the upper digestive tract with FNA as well as tools such as
molecular markers should be considered as additional
modalities to evaluate the true extent of disease
[18,21,22]. Moreover, given the low rate of preoperative
overstaging, few surgical candidates are excluded from
surgery owing to doubts about resectability.

The most important aspect of the present study is to
determine how lack of agreement influences patient
treatment [18]. Despite the fact that the level of agreement
(58%) in our study was only moderate, 82% of patients
received the appropriate treatment. In many cases, stage
migration occurred within surgical stages. However, post-
surgical evaluation identified 12% of patients in our sample at
stage IlIA with mediastinal node involvement who should
have received neo-adjuvant treatment followed by subse-
quent restaging. In addition, 6% of patients should not have
undergone surgery at all because they were pathological
stage IlIB or IV (Fig. 1).

In terms of possible bias, the inclusion of patients with and
without preoperative PET and patients who received neo-
adjuvant treatment gave us a heterogeneous group of
patients. However, such a diverse sample provides us with
a broad view of preoperative and pathological agreement in
surgically treated lung cancer.

In conclusion, agreement analysis of preoperative and
pathological staging in lung cancer reveals the crude reality:
despite our best efforts, preoperative staging is incorrect in
approximately half of all patients. Nevertheless, the
introduction in recent years of new imaging modalities and
techniques has helped—and will continue to help—improve
staging. Fortunately, our analysis of the impact of differences
between preoperative and pathological staging on patient
treatment allows us to make a relatively benign conclusion:
surgery is appropriately indicated in most cases and only a
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small portion of patients should have received a different
treatment, at least in regards to the initial treatment. We
believe that efforts aimed at extending and standardising
newly emerging techniques should continue, and information
that such techniques provide should be added to data
collected by current techniques and should also included in
staging protocols [23]. Moreover, more research needs to be
done to discover new and better ways to assess disease
extent and complement the information currently obtained
by pathological staging.
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Anexo 2. Estadificacién y mapa ganglionar

AneXxo 2. Estadificacion
y mapa ganglionar

Clas on TNM de las neoplasias pulmonares
Descriptivo T

El tumor primario no puede ser evaluado.
Tx  Se ha probado la existencia de un tumor por células malignas en el esputo o en el lavado bronquioalveolar pero no se ha visuali-
zado por imagen o por broncoscopia.

TO No evidencia de tumor primario
Tis Carcinoma in situ

Tumor < 3 cm de eje mayor, rodeado de pulmén o pleura visceral, sin evidencia broncoscépica de invasién mas proximal que el

bronquio lobar o lobular. No afecta, por tanto, al bronquio principal.

En los pocos casos de tumor que se extiende superficial con un componente invasivo limitado a la pared bronquial, aunque se
T1 extienda al bronquio principal.

Tla Tumor < 2 cm de eje mayor
T1ib Tumor (2-3] cm de eje mayor

Tumor (3-7] cm o tumor con cualquiera de las siguientes caracteristicas:
1.- Afectacion del bronquio principal a > 2 cm de distancia de la carina.
2.- Invasion de la pleura visceral.
3.-  Atelectasia o neumonitis obstructiva que se extiende a la regién hiliar (subsegmentaria, segmentaria o lobar) pero

T2 que no compromete todo el pulmén.
T2a Tumor de (3-5] cm de eje mayor
T2b Tumor de (5-7] cm de eje mayor
Tumor > 7 cm o que invade directamente cualquiera de las siguientes estructuras:
1.- Pared tordcica, incluyendo los tumores del sulcus superior.
- Diafragma
- Nervio frénico
LE] - Pleura mediastinica

- Pericardio parietal

- Tumor en el bronquio principal a < 2 cm de la carina pero sin afectarla.
- Atelectasia o neumonitis obstructiva que compromete todo el pulmén.
.- Nodulo o nédulos separados en el mismo nédulo

ONOUIAWN

Tumor de cualquier tamafio que invade cualquiera de las siguientes estructuras:

1.- Mediastino
Corazén
Grandes vasos (aorta, vena cava superior, vena cava inferior, tronco pulmonar, porciones intrapericardicas de la
arteria pulmonar derecha e izquierda, porciones intrapericardicas de las venas pulmonares superiores e inferiores
derechas e izquierdas.
4.-  Nervio laringeo recurrente

2o
3.-

5.- Eséfago
6.-  Cuerpo vertebral
7.- Carina

Nédulo o nédulos separados en diferentes I6bulos en el mismo hemitérax
Descriptivo N
Nx Los ganglios linfaticos no pueden ser evaluados
NO No afectacién neopldsica ganglionar

N1 Metdstasis en ganglios linfdticos intrapulmonares, peribronquiales, interlobares o hiliares ipsilaterales.
La extension directa desde el tumor también se considera N1 (en las regiones descritas previamente).
N2 Metdstasis en ganglios linfaticos mediastinicos ipsilaterales y/o subcarinales

Metdstasis en ganglios linféticos
1.- Mediastinicos contralaterales
N3 2.- Hiliares contralaterales
3.- Escalenos
4.-  Supraclaviculares

Descriptivo M
Mx Las metdstasis a distancia no pueden ser evaluadas
MO No metdstasis a distancia
Metdstasis a distancia

Ndédulo en un Iébulo del hemitérax contralateral

M1la Nédulos en pleura visceral o parietal ) ) ) i - ) .
Derrame pleural o pericardico maligno. En caso de derrame sin evidencia de células neopldsicas, sin ser hematicos
ni exudados y cuando la clinica no sugiera malignidad, éste no se considerard M1a.

M1b Metdstasis a distancia, en otros 6rganos o estructuras diferentes a los citados, aunque sean en el térax (costilla,
vértebra, etc.)

M1
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Mapa linfatico ganglionar. Estaciones ganglionares.

_ Nomenclatur:
Nuamero omenc ?tu a
quirargica
Cervicales bajos
Supraclaviculares
1Ry L2
y De la escotadura
yugular esternal
Paratraqueales
2R .
superiores derechos
Paratraqueales
2L superiores
izquierdos
3a Prevasculares
3p Retrotraqueales
Paratraqueales
4R L
inferiores derechos
Paratraqueales
4 q

inferiores izquierdos

Subadrticos
5 (ventana
aortopulmonar)

Paraadrticos (de la
6 aorta ascendente o
frénicos)

1, R: derecho; 2, L: izquierdo

Descripcion y limites

Superior: margen inferior del cricoides.
Inferior: claviculas vy la escotadura yugular
esternal.

La linea media de la traquea es el limite
entre ganglios derechos e izquierdos.

Se incluyen los ganglios pretraqueales
hasta el borde lateral izquierdo de la
trdquea.

Superior: apex del pulmén derecho y

del espacio pleural, en la linea media, la
escotadura yugular esternal.

Inferior: interseccién del margen caudal
de la vena braquiocefalica izquierda con la
trdquea.

Superior: apex del pulmén derecho y
del espacio pleural, en la linea media, la
escotadura yugular esternal.

Inferior: borde superior del arco adrtico.

3a derechos. Superior: dpex del térax.
Inferior: carina. Anterior: cara posterior
del esternén. Posterior: borde anterior de
la vena cava superior.

3a izquierdos. Superior: dpex del térax.
Inferior: carina. Anterior: cara posterior
del esternén. Posterior: arteria carétida
comun izquierda.

Superior: dpex del térax.
Inferior: carina.

Se incluyen los ganglios pretraqueales
hasta el borde lateral izquierdo de la
trdquea.

Superior: interseccion del margen caudal
de la vena braquiocefdlica izquierda con la
trdquea.

Inferior: borde inferior del arco de la vena
acigos.

Incluye los ganglios a la izquierda del
margen izquierdo de la traquea, medial al
ligamiento arterioso de Botal.

Superior: borde superior del arco adrtico.
Inferior: borde superior del tronco
pulmonar.

Ganglios subadrticos laterales al ligamento
arterioso de Botal.

Superior: borde inferior del arco adrtico.
Inferior: borde superior del tronco
pulmonar.

Ndédulos anteriores y laterales a la aorta
ascendente v al arco adrtico.

Superior: una linea tangencial al borde
superior del arco adrtico.

Inferior: borde inferior del arco adrtico.

Zonas
ganglionares

Nomenclatura
anatémica

Zona
supraclavicular

Mediastinicos
anteriores

Laterotraqueales
derechos

Laterotraqueales
izquierdos

Prevasculares
Zona superior

Retrotraqueales

Laterotraqueales
derechos
Pediculares o de la
raiz del pulmén

Laterotraqueales
izquierdos
Pediculares o de la
raiz del pulmén

Mediastinicos
anteriores
izquierdos

Zona AP
Mediastinicos

anteriores
izquierdos
Prearteriales
Preaortocarotideos



Anexo 2. Estadificaciény mapa ganglionar

Mapa linfatico ganglionar. Estaciones ganglionares.

Nuamero Nom-e '!"a.‘“’a Descripcion y limites Nomen’cla.tura Zo-nas
quirargica anatomica ganglionares
Superior: cara inferior de la carina. Traqueobronquiales
Inferior: limite superior del bronquio inferiores
7 Subcarinales lobar inferior izquierdo en la De la bifurcacion Zona subcarinal
izquierda. Limite inferior del bronquio Intertraqueo-
intermediario en la derecha. bronquiales

Ndédulos adyacentes a la pared del
esofago, tanto a la derecha como a la
izquierda de la linea media, excluyendo

Paraesofdgicos los ganglios subcarinales. e
. o . Mediastinicos
8 (por debajo de la Superior: limite superior del .
) . P, posteriores
carina) bronquio lobar inferior izquierdo en la

izquierda. Limite inferior del bronquio Zona inferior

intermediario en la derecha. Inferior:

diafragma.
. . L Mediastinicos
Del ligamento Superior: vena pulmonar inferior. ;
9 . . posteriores, del
pulmonar Inferior: diafragma.

ligamento triangular

Noédulos adyacentes al bronquio
principal v a los vasos hiliares
incluyendo las porciones proximales
de las venas pulmonares y el tronco
pulmonar.

10R'y L? Hiliares . s Hiliares
Superior: cara inferior del arco de la
vena acigos en la derecha.
Borde superior de |a arteria pulmonar Zona hiliar e
izquierda en la izquierda. interlobar

Inferior: espacio interlobar.

Entre los origenes de los bronquios
lobares y los vasos adyacentes.

11Rs: entre el bronquio lobar superior
derecho vy el bronquio intermediario.
11Ri: entre el bronquio lobar medio y el
bronquio lobar inferior derecho.

11Ry L Interlobares Interlobares

12Ry L Lobares Adyacentes a los bronquios lobares Lobares

Adyacentes a los bronquios

: Segmentarios
segmentarios

13Ry Ll  Segmentarios Zona periférica
Adyacentes a los bronquios

. Subsegmentarios
subsegmentarios

14Ry Ll  Subsegmentarios

1, R: derecho; 2, L: izquierdo
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Anexo 3. Informe
del Comite Etic
d’'Investigacio Clinica

Bellvitge

Hospﬂa[ Comité Etic d'Investigacié Clinica

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA
SOBRE PROYECTOS DE INVESTIGACION

El Comité Etico de Investigacién Clinica del Hospital Universitario de Bellvitge, con
fecha de 24 de Enero de 2008, tras examinar toda la documentacion presentada

sobre el proyecto de investigacion nuestra ref. 247/07, titulado:

"EXPRESION DE MARCADORES MOLECULARES IMPLICADOS EN EL
DESARROLLO PULMONAR COMO INDICADOR DE AFECTACION
GANGLIONAR EN EL CARCINOMA DE PULMON NO CELULA PEQUENA"

Presentado por el Dr. Juan Antonio Moya Amords del Servicio de Cirugia Toracica,
ha considerado que no existe inconveniente ético para su realizacién y ha acordado
dar su APROBACION DEFINITIVA al mencionado proyecto

pitalet de Llobregat, 24 de Enero de 2008

ersitari do Bailitge

= ge Lickregat
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Anexo 4. Protocolos de recogida de datos

Anexo 4. Protocolos de
-
recogida de datos

Edad

Sexo

Tabaquismo

Antecedentes patolégicos

Fecha de cirugia

Histologia - Presencia de patologia inflamatoria
Estacion ganglionar recogida

Presencia de marcador/es
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PROTOCOLO DE RECOGIDA DE DATOS GRUPOS B Y C (PACIENTES CON CPNCP)

Edad

Sexo

Tabaquismo

Antecedentes patoldgicos

Tiempo de enfermedad hasta cirugia

Fecha de cirugia

Resultado de PET-TC

Estadificacion clinica: cTNM y cT, cN v cM por separado

Histologia

Localizacion tumoral

Tamafio tumoral

Grado de diferenciacién

Invasion vascular histolégica parenquimatosa

Invasion linfatica histolégica parenquimatosa

Invasion perineural histolégica parenquimatosa

Expresion tumoral del marcador y gen de referencia, concentracion absoluta normalizada
Expresion tumoral del marcador y gen de referencia, concentracion relativa
Metilacién tumoral del marcador

Afectacién ganglionar histolégica

Numero de ganglios afectos en histologia

Estaciones ganglionares afectas en histologia

Estadificacion patolégica: pTNMy pT, pN, pM por separado

Estacion ganglionar recogida

Expresion ganglionar del marcador y gen de referencia, concentracién absoluta normalizada
Expresion ganglionar del marcador y gen de referencia, concentracion relativa
Regidn anatdmica (N1 6 N2) afecta molecularmente por marcador y combinacién
Clasificaciéon molecular del paciente (molecular NO, N1, N2)

Clasificaciéon molecular del paciente (molecular positivo, molecular negativo)
Reseccién realizada

Tratamiento adyuvante

Presencia de recidiva

Localizacion de la recidiva

Fecha de recidiva

Supervivencia

Fecha de éxitus

Causa de éxitus

Fecha de dltimo contacto
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(PACIENTES ELEGIDOS CON CARCINOMA ESCAMOSO Y ADENOCARCINOMA)
Edad
Sexo
Tabaquismo
Antecedentes patolégicos
Fecha de cirugia
Estadificacion clinica: cTNM y cT, cN vy cM por separado
Histologia
Localizacion tumoral
Tamafio tumoral
Grado de diferenciacién
Invasion vascular histolégica parenquimatosa
Invasion linfatica histolégica parenquimatosa
Invasién perineural histolégica parenquimatosa
Afectacion ganglionar histoldgica
Numero de ganglios recogidos
Estadificacion patolégica: pTNMy pT, pN, pM por separado
Expresion tumoral del marcador vy gen de referencia, concentracion absoluta normalizada
Expresion tumoral del marcador y gen de referencia, concentracion relativa
Metilacién tumoral del marcador
Reseccidn realizada
Radicalidad de la reseccién
Tratamiento adyuvante
Presencia de recidiva
Localizacion de la recidiva
Fecha de recidiva
Supervivencia
Fecha de éxitus
Causa de éxitus

Fecha de Gltimo contacto
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PROTOCOLO DE EXTRACCION DE RNA

HOMOGENEIZACION
1 Descongelar la muestra a temperatura ambiente.
Dividir la muestra para RNA (60%) y DNA (40%).

En un nuevo eppendorf, se colocan 500 pL de trizol.
La muestra no debe ser mayor del 10% del volumen de trizol utilizado.

4 En una placa de Petri, se coloca unos pL de trizol sobre la muestra y se homogeneiza con un bisturi.
5 Tras desmenuzar la muestra, se introduce en el eppendorf con trizol y se mezcla.
SEPARACION

6 Tiempo de incubacién: 20 minutos a temperatura ambiente.
Permite la completa disociacién de los complejos nucleoproteicos.

Afiadir 100 pL de cloroformo y se agita suavemente 15 segundos. Cantidad: 1:5 respecto el trizol
Tiempo incubacién: 10 minutos a temperatura ambiente.
Centrifugar la muestra a 13000 revoluciones durante 15 minutos a 6°C.

10 Los eppendorfs mostraran 3 fases:
1.- Fase acuosa, superior, contiene el RNA.
2.- Fase semisdélida, intermedia, organica.
3.- Fase fenol-cloroformo, inferior, rosada, contiene los reactivos.
Extraer la fase acuosa (60% del volumen del trizol utilizado) sin aspirar la fase organica.

PRECIPITACION DE RNA
11  Transferir Ia fase acuosa (sobrenadante) a un nuevo eppendorf.
12  Afadir isopropanolol 250 pL. Cantidad: 1:2 respecto el trizol. Permite precipitar el RNA.
13  Agitar suavemente durante 15 segundos.
14  Tiempo incubacién: 10 minutos a temperatura ambiente.

15 Centrifugar la muestra a 13000 revoluciones durante 10 minutos a 6°C.
El RNA formara un pellet en la zona lateral del vértice del eppendorf.

LAVADO DEL RNA
16  Eliminar el sobrenadante

17  Afadir 500 pL de alcohol al 70%.
La cantidad de alcohol es de 1:1 respecto el trizol.

18 Despegar el pellet golpeando suavemente el eppendorf

19  Centrifugar la muestra a 5000 revoluciones durante 5 minutos a 6°C
REDISOLVER EL RNA

20  Eliminar el alcohol.

21  Dejar secar el pellet de RNA a 8°C durante 2 horas.
En un recipiente de hielo picado se coloca el eppendorf inclinado unos 45° con el pellet en la zona superior del
vértice del eppendorf, para que el alcohol que se deslice no vuelva a contactar con el pellet.
Es importante no secar completamente el pellet dado que esto disminuye su solubilidad.

22  Afadir varios pL de agua bidestilada/libre de RNAses en funcién de la cantidad de RNA-pellet obtenido.
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PROTOCOLO DE EXTRACCION DE DNA

HOMOGENEIZACION Y DIGESTION
Descongelar las muestras a temperatura ambiente.
Dividir la muestra para RNA (60%) v DNA (40%).
Preparar 1mL de trizol (muestras de <2 mm) 6 2 mL (muestras de 2-5 mm) en un eppendorf/tubo.
Afiadir de 10-20 pL (segun volumen) a 20 ng/mL.
En una placa de Petri, colocar unos 50 pL de trizol sobre la muestra y homogeneizar con bisturi.

Tras desmenuzar la muestra, se introduce en el eppendorf con trizol y se mezcla.

N O b wNBP

Mantener las muestras a 37°C en agitacion durante 20-24h.
En caso de tejidos pequefios, puede acortarse a 2-3h a 55°C.

SEPARACION
Afiadir 50-100 pL (segln volumen inicial) de NaOH 5 molar para ayudar a la precipitacion del DNA
Afiadir 1-2 mL de fenol y agitar suavemente.
10 Centrifugar la muestra a 15.000 revoluciones durante 15 minutos

11  Los eppendorfs mostraran 3 fases:
1.- Fase acuosa, superior, contiene el RNA.
2.- Fase semisélida, intermedia, organica.
3.- Fase inferior, contiene los reactivos.
Extraer la fase acuosa sin aspirar la fase orgdnica.

12  Anadir 1-2 mL de cloroformo (segin volumen inicial) y agitar suavemente
13  Centrifugar la muestra a 15.000 revoluciones durante 15 minutos

14  Los eppendorfs volverdn a mostrar 3 fases.
Transferir la fase acuosa/sobrenadante a un nuevo eppendorf.

PRECIPITACION DE DNA

15  Afadir isopropanolol 1 mL (segun volumen inicial). Permite precipitar el DNA.
Agitar suavemente durante 15 segundos.

16  Habitualmente se identifica la medusa (hebra) de DNA.
De no ser asi se pueden mantener las muestras 24h a -20°C.

17  Centrifugar la muestra a 15.000 revoluciones durante 5 minutos.
LAVADO DEL DNA

18  Eliminar el sobrenadante controlando el pellet que estara en la base del eppendorf.
19  Afadir 1-2 mL de alcohol al 70% (segtin volumen inicial). Cantidad: 1:1 respecto el trizol.
20  Despegar el pellet golpeando suavemente el eppendorf.
21  Centrifugar la muestra a 15.000 revoluciones durante 5 minutos.

REDISOLVER EL DNA
22  Eliminar el alcohol.

23 Dejar secar el pellet de RNA a 8°C durante 2 horas.
En un recipiente de hielo picado se coloca el eppendorf inclinado unos 45° con el pellet en la zona superior del
vértice del eppendorf, para que el alcohol que se deslice no vuelva a contactar con el pellet.
Es importante no secar completamente el pellet dado que esto disminuye su solubilidad.

24 Anadir varios pL de agua bidestilada/libre de RNAsas en funcién de la cantidad de RNA-pellet obtenido.
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PROTOCOLO DEL BISULFITO (EZ DNA METHYLATION-GOLD™ KIT)

PREPARACION DEL REACTIVO DE CONVERSION

1 900 pL de agua bidestilada, libre de RNAsas
2 300 pL de M-Dilution Buffer
3 50 pL de M-Dissolving Buffer
4 Agitar suavemente durante 10 minutos.
BISULFITACION
5 Afiadir 130 pL del reactivo de conversién a 20 pL de muestra de DNA. Mezclar.

6 Mantener las muestras a las siguientes temperaturas:
1.- 98°C durante 10 minutos
2.- 64°Cdurante 2,5 horas
Dejara4°C.

Afiadir 600 pL de M-Binding Buffer a la columna Zymo-Spin™ IC.
8 Afiadir la muestra. Agitar suavemente durante 15 segundos.
Centrifugar la muestra a 15.000 revoluciones durante 30 segundos.
10  Afadir 100 pL de M-Wash Buffer a la columna, agitar 30 segundos.
11  Afadir 200 pL de M-Desulphonation Buffer a la columna y esperar 15-20 minutos.
12  Centrifugar la muestra a 15.000 revoluciones durante 30 segundos.
13  Afadir 200 pL de M-Wash Buffer a la columna, agitar 30 segundos.
14  Afadir 200 pL de M-Wash Buffer a la columna, agitar 30 segundos.
16  Afadir 10 pL de M-Elution Buffer directamente a la matriz de la columna.

17  Colocar en un tubo de 1,5 mL. Agitar brevemente para separar el DNA.

Se obtuvieron tres valores sobre el RNA con el espectrofotometro:

1.- Concentracion. En pg/mL.

2.- Razén 260/280. Indica la pureza del RNA en relacion a sustancias
organicas. Los valores aceptables estan entre 1,7-1,9; asi sucedid en la
mayoria de muestras.

3.- Razén 280/230. Indica la pureza del RNA en relacion a sustancias
inorgdnicas. Los valores aceptables estan por debajo de 2,3; asi sucedié en
la mayoria de muestras.

La lectura del Nanodrop™ y correr la muestra en un gel de agarosa nos permitio
valorar la integridad del RNA.

La extraccion del RNA fue realizada principalmente por dos técnicos de
laboratorio experimentadas v el doctorando. La extraccién de DNA se realizé
por las mismas dos técnicos de laboratorio, las cuales no tenian acceso a la
informacion clinica de los pacientes.
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Anexo 6. Reaccion
en cadenade la
polimerasa (PCR)

Técnica de la PCR (309)

La PCR (polimerase chain reaction, reacciéon en cadena de la polimerasa) es
una técnica ideada por Kary Mullis en 1984 que permite amplificar y detectar
pequefias cantidades de DNA. Si la PCR estd precedida de la transcripcién
inversa del mRNA en cDNA, se conoce como RT-PCR; este es nuestro caso.
La RT-PCR es mucho mas sensible que la inmunohistoquimica, pues permite
incluso amplificar una Unica molécula de DNA.

La PCR precisa de tres componentes basicos: los primers forwardy reverse, los
dNTPs (deoxyribonucleosides triphosphate, desoxirribonucledsidos trifosfato)
y una DNA polimerasa estable al calor. Antes de empezar los ciclos de expansion
del DNA, se realiza un ciclo de activacién para desnaturalizar el DNA calentando
la disolucién a 96° durante 10 minutos. Un ciclo de PCR consta de las tres
etapas siguientes:

1.- Separacion de la hebra. Las dos hebras de la cadena de DNA se separan
mediante calentamiento de la disolucién a 96°C durante 10 segundos.

2.- Hibridaciéon de los primers. La disolucion se enfria bruscamente a
la temperatura que permita al primer forward unirse a una hebra y el
primer reverse unirse a la hebra complementaria. Cada primer tiene una
temperatura 6ptima para unirse al DNA, que depende de los nucleétidos
que lo forman. Los primers se disefian para que forwardy reverse tengan
una temperatura similar y se produzca correctamente la hibridacion de
ambos a la misma temperatura. Esta suele estar entre 55-60°C. €l rigor de
la alta temperatura hace que sélo se hibriden los primersy sélo se sintetice
después la secuencia diana entre los primers. La duracién de la hibridacién
es de 20 segundos.

3.- Sintesis del DNA. La disolucién se vuelve a calentar hasta 72°C, que
es la temperatura 6ptima para que funcione DNA polimerasa. Esta DNA
polimerasa se obtiene de la bacteria terméfila thermus aquaticus. Se
produce la sintesis de doble cadena de DNA, replicando las dos hebras
iniciales de la secuencia diana. En nuestro caso, la secuencia diana tiene
una longitud entre 150-200 bp, que nos permite una correcta y rapida
amplificacién. La sintesis de DNA se realiza en 20 segundos.

Estas tres etapas juntas forman un ciclo y se repiten en bucle cambiando la
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temperatura hasta realizar 30-40 ciclos. Después del primer ciclo no es preciso
afiadir ningdn reactivo.

Todas las hebras nuevas de DNA sirven como moldes en ciclos sucesivos.
La colocacion de los primers flanqueando la secuencia diana hace que ésta
aumente exponencialmente con los ciclos, mientras que el resto de las
secuencias de DNA aumentan sélo linealmente. En teoria, la secuencia diana
se amplifica 2" veces, donde n es el nimero de ciclos.

Tras los ciclos hay una fase de fusién o melting, donde las muestras pasan un
minuto a 95°, luego 1 minuto a 65°y finalmente a 95°-98°.

La PCR no necesita saber la secuencia de los hucleétidos de la secuencia diana
y ésta puede ser larga. En los andlisis por PCR se introduce un control negativo
sin cDNA, que suele ser agua. El tamafio de las bandas se comprueba en un gel
de agarosa al 1,5%.

PCR cuantitativa,
real-time RT-PCR

Hay dos tipos de PCR, la cualitativa y la cuantitativa. La PCR cualitativa permite
saber si hay o no hay DNA, pero no permite saber la cantidad de DNA que tiene
la muestra. En cambio, la RT-PCR en tiempo real (RT-qPCR), permite inferir la
cantidad de DNA que presenta la muestra analizada y saber los niveles de

expresion génica.

Deteccion de la cantidad
de expresion

Para poder tener un registro de la cantidad formada de DNA, la RT-gPCR mide
la fluorescencia emitida por un marcador fluorescente que se une al producto
amplificado en cada ciclo. €l SYBR Green es el fluorocromo mas utilizado y se
une al surco menor de la doble cadena de cDNA. Cuanto mas DNA amplificado,
mas SYBR Green unido y mas fluorescencia(310).

En los primeros ciclos la sefial fluorescente es débil y no se distingue del
fondo, dado que se sintetizan poco DNA, es la fase de fluorescencia de fondo.
No obstante, llega un punto en que la reaccién crece exponencialmente y se
detecta ampliamente la fluorescencia superando la fluorescencia de fondo.
Esta segunda fase es la fase logaritmica e idealmente en cada ciclo se dobla
el contenido de DNA(311,312). El nimero de ciclos necesarios para llegar a
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ese punto de crecimiento exponencial es el C; o C; (threshold cycle, usando el
método de la segunda derivada o crossing point, utilizando el método de los fit
points). Este punto es crucial y la cinética de la reaccién se puede describir con
la siguiente formula:

Rn=RolJ (1+E)"

n: numero de ciclos
R cantidad de sefial fluorescente después de n ciclos
R,: cantidad de sefial fluorescente después de O ciclos

E: eficiencia de la reaccién

El crecimiento exponencial se visualiza como un recorrido semilogaritmico de
la cinética de la curva, siendo la porcion lineal del grafico la fase de crecimiento
exponencial. Para calcular el C,/C, se pueden utilizar dos métodos, el método
de la segunda derivada y el método de los fit points.

El método de los fit points implica determinar una linea de corte horizontal
que excluya el ruido de fondo de la reaccién y una linea que recorra la porcion
exponencial de la curva de amplificacion de cada muestra. El punto de
interseccién entre la linea de corte (threshold line) y la linea de la muestra (/og-
line) nos dara el C,.

El método utilizado en este estudio para calcular el C; es el de la segunda
derivada, que es el maximo de la segunda derivada de la curva de intensidad
de fluorescencia, es decir, el punto de la fase exponencial donde la intensidad
de la fluorescencia crece mas rapido.

Posteriormente se pasa a una tercera fase, de retraso de la reaccién, donde se
acumulan factores inhibidores de la PCR, se agota el enzima vy los substratos
para la PCR vy se desacelera la reaccién. Finalmente se llega a una fase
estacionaria donde no se produce mas DNA.

Las diferencias en expresion de las diferentes muestras se inferiran como
resultado de comparar los diferentes C.. A mas concentracion inicial de DNA,
menor nimero de ciclos necesarios para llegar al crecimiento exponencial y a

la saturacion de la reaccion.

Curvas de fusion
o melting curves

La ventaja del SYBR Green es que permite optimizar facilmente las reacciones;
el inconveniente es que se une a dimeros de primers (primer dimer) o productos
inespecificos de la reaccién. Estos inconvenientes se pueden controlar
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evaluando las curvas de fusion o melting curves. La curva de fusién es el
grafico resultante de relacionar la temperatura con la cantidad de fluorescencia
emitida. La temperatura a la cual se produce el pico de fluorescencia (Tm,
melting temperature) es la temperatura en la que se produce la mayor
cantidad de DNA. Cada DNA amplificado presenta su melting curve a una Tm
determinada, depende de su composicién. Los primer dimers presentan melting

curves a unas Tm mas bajas que el producto amplificado.

Cuantificacion de la
expresion génica

La cuantificacion de la expresién génica implica la obtencién de concentraciones
de DNA, tras analizar el material amplificado por la RT-gPCR. La cuantificacién
de la expresién génica puede ser de dos tipos:

e Absoluta. Permite obtener un valor absoluto final de concentracién o de
copias de DNA por mL.

e Relativa. Compara los niveles de la expresién entre dos genes de manera
que el resultado final es una razén entre la concentraciéon del gen problemay
el gen de referencia en cada muestra. El gen de referencia se presenta en una
concentracion constante en la tipo de muestra a analizar. Este es un control
enddgeno o interno y permite normalizar los resultados entre las muestras.
Hay varios métodos o modelos matematicos para obtener la concentracion
relativa, el mas comun es el método de comparacion de C, o también llamado
método AAC,. Un método mas preciso y complejo es el E-method.

Cuantificacion absoluta

Parapoder obtener la concentracion de DNA de cada muestra necesitamos unarecta
patrén o curva estandar. La recta patrén es el resultado de analizar una muestra
de RNA del tejido a estudio a diversas concentraciones decrecientes conocidas. La
muestras se cuantifican por espectrofotometria y se realizan diluciones seriadas
para obtener las diferentes concentraciones. Se analiza el RNA a 1000, 500, 250,
125 y 65 pg/mL, como minimo por duplicado, idealmente por cuadriplicado. El
coeficiente de variabilidad entre las réplicas a una misma concentracién deberia
ser menor a 0,2.

Cada concentracion estara relacionada con un determinado C, y con estos
datos se realiza una regresion lineal con ajuste a ultimo punto. Por tanto, los
resultados generan una recta donde el eje X es el logaritmo de la concentracién
velejeYelC.
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Para obtener resultados precisos hay que tener en cuenta la eficiencia de Ia
reaccion. Idealmente, ésta deberia ser cercana al 100%. Esto implica que se
duplica el producto amplificado, durante la fase exponencial. La eficiencia de
la reaccién es muy importante, porque pequefias variaciones en la eficiencia
pueden generar diferencias importantes en los ratios de expresion aun
teniendo la misma concentraciéon de RNA/DNA al inicio de la reaccién. Factores
como el fenol, el etanol, la hemoglobina, la heparina e incluso la transcriptasa
inversa alteran inhiben la eficiencia de la PCR.

Teniendo en cuenta todos estos aspectos, la recta patron nos permitird obtener
los valores de concentracién aplicando la siguiente férmula:

Cr-b

logy =

log v: logaritmo de la concentracién absoluta (v)
C,.cycle threshold
b: log y-interseccién de la recta patrén

m: eficiencia de la reaccién o pendiente de la recta patrén
La cantidad inicial de DNA es la inversa del logaritmo, 10"8V,

Estos calculos los realiza automaticamente algunos programas informaticos
de las plataformas que realizan la PCR, como el LightCycler 480° (Roche
Diagnostics, Mannheim, Alemania).

Este método nos aportara la cuantificacién absoluta del gen en cada muestra.
No obstante, en muchas ocasiones no nos interesan los valores absolutos de
cada muestra, sino los valores relativos a un grupo o gen de referencia.

Normalizacion de la concentracion absoluta

por los genes de referencia

Para poder conocer los resultados reales de la expresion génica hay que
corregir las variaciones que se pueden dar por la eficiencia de la reaccion y
por la cuantificacién de la muestra individual. Hay que eliminar las diferencias
en expresion debidas a la diferente concentracién de DNA entre muestras,
como resultado de una cantidad diferente de muestra, de recuperacién de RNA
o de sintesis diferente de cDNA. Dicho de otra manera, las variaciones en la
concentracion pueden venir, por ejemplo, por una mayor concentracion inicial
de RNA en la muestra y no por una mayor expresion del gen a estudio. Por
tanto, la normalizacién de la concentracién permite compensar las variaciones
entre muestras y las variaciones entre experimentos.

Para normalizar los resultados de concentracion obtenidos hay que relacionar
los resultados obtenidos del gen problema con un gen de referencia (GR) o
housekeeping (HK). El gen de referencia es un gen que se expresa de forma
constante tanto en tejido normal como en tumoral y sirve de referencia. Este
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gen se analiza en la PCR de forma apareada en una o dos alicuotas de cada una
de las muestras que se han analizado para el gen problema. Ejemplos de genes
de referencia son la GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) o la
Bactina. La Bactina, el PPIA (peptidyiprolyl isomerase A) o la IPO8 (importin 8) se
han demostrado Utiles como genes de referencia para muestras pulmonares. La
GAPDH se ha utilizado también como gen de referencia en el analisis de ganglios
tordcicos; no obstante, la GAPDH esta en una regién cromosémica frecuentemente
delecionada en cancer de pulmén y tiene valor prondéstico por ella misma.

Las melting curves de los genes de referencia se presentan a diferente melting
temperature que las muestras a estudio.

Cuantificacion relativa. Comparacion de
la expresion génica entre muestras.

Para comparar las diversas muestras, en muchas ocasiones no sélo es necesario
obtener las concentraciones relativas a un gen de referencia, si no también
normalizarlas respecto a las concentraciones relativas (CR) de muestras de
tejido sin la patologia que estamos evaluando. Esto nos permitird saber cuanto
mas o menos expresado estd el gen a estudio en las muestras problema
respecto la expresion del gen a estudio en las muestras normales.

Método de la comparacion de C. o método 22

Este método obtiene la concentracion relativa de las muestras teniendo en
cuenta el C, normalizado por un gen de referencia y relacionado a una muestra
control. Este método asume que la eficiencia de la reaccién para el gen a
estudio es la misma que la del gen de referencia, y se asume que es de 2, lo
cual implica que las moléculas se doblan en cada ciclo. Como ya hemos dicho
antes, la eficiencia muchas veces varia sensiblemente produciendo notables
variaciones del concentracion; este es el punto débil de este método. Si las
eficiencias de la PCR del gen problemay del gen de referencia no son idénticas
u 6ptimas, los resultados no seran precisos. Por otra parte, elimina los posibles
errores que se cometan a la hora de realizar las rectas patrén.

Método de la regresion lineal

Este método implica la linearizacién de la fase exponencial de la PCR y usando
laregresion lineal se calcula la pendiente de la curva, el logaritmo de la cantidad
de fluorescencia en cada ciclo y la eficiencia de la reaccion para obtener la
concentracion relativa.

€E-Method

Este método compensa las diferencias en la eficiencia de la amplificacion del
gen problema y del gen de referencia, utilizando estandares relativos para

generar la curva estandar.
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Anexo 7. Curvas
de fusion de los
marcadores
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mejor amplificacién de FRS2.
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Melting Peaks
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Anexo 8. Rectas patron

de los marcadores
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Datos de expresién de los ~
marcadores embrionarios en M uest ras de pu‘mon
las muestras de pulmén normal

apareado de algunos pacientes I d
de la serie tumoral, medida norma apa rea o
como concentracion absoluta
normalizada (CAN).

CAN CAN CAN

Caso 84 1,82€+00 7,71€+00 1,83€+01 1,10€+00 3,54€+01 1,46€-05 895E+01  1,48€-01
Caso 85 1,08e+01 3,656+00 5,08E+01 9,94€-01  2,82€6-01 254€-02 1,23€E+03 1,32€-02
Caso 86 2,87€+00 1,24E+00 7,17€+00 1,19€+00 5,29€+03 7,64€-04 5,30€+01  1,44€E-02
Caso 87 1,80€-01 4,07€-01 3,95€E+00 4,83€E-01 2,71€+00 3,08€-06 1,086+01  6,68€-02
Caso 88 1,53€6-01 1,39€+00 3,11€+00 1,65€-01 1,35€6+00 2,25€-06 8,33E+00  6,20€-02
Caso 89 1,69€+00 169€+00 6,586+00 897€E-01 145€E+01 9,94€-05 2,12E+01  9,22E-02
Caso 90 4,36€-02 6,55€-01 3,34E+00 4,41E+00 3,86E+01 8,51E-02 1,26€+00  3,89E-01
Caso 91 2,32€E-02 2,37€-01 2,06E+00 3,68€-01 1,68E+01 1,00€-05 1,24€E+00 1,31E-01
Caso 92 1,66€E-01 3,60E-01 2,07E+00 1,15€-01 9S,36€E+01 5,53€E-05 1,04E+00 1,41E-01
Caso 93 9,44€-02 1,35€6+00 2,23E+00 3,80€-02 6,636+01 1,53€-02 1,04E+00  8,24€-02
Caso 94 3,00€-01 793E-01 2,26€E+00 3,16€-02 850€E+01 645€E-06 895€6-01  4,35€-02
Caso 95 1,41€-01 1,30€E+00 1,98€+00 7,44€-02 9,77e+01 3,54€-03 1,41€+00 5,28€-02
Caso 96 3,31E-02 193€-01 6,526-01 1,31€-02 3,65€+01 3,15€-05 3,56E-01 2,86€-02
Caso 97 6,15€-01 3,79e+00 8,59€+00 2,75€+03 1,47€+05 8,20€-03 3,06E+01  3,93€E+02
Caso 98 7,06€-02 112€+00 1,58E+00 8,28E-02 3,08E+01 6,09€-05 1,63E+00 8,95E-02
Caso 99 3,23€-01 3,046+00 6,59€+00 5,10€-01 215€+01 8,83€E-03 1,67E+01  7,08€-02
Caso 100 1,68€-01 197€+00 3,61€E+00 2,67€-01 6,39€+00 7,82E-03 6,00E+00  7,44€-02
Caso 101 4,96€-01 1,40E+00 9,56E+00 1,20E+00 6,72E+01 5,43€E-02 2,76E+01  1,64€-01
Caso 102 3,83€-01 2,76E+00 1,22€E-02 3,39€-01 4,39€+03 6,86E-02 1,34E+00 1,93€E-01

Datos de las réplicas del pool
de pulmén normal para cada R 4 I H d I I
marcador embrionario. ep Icas e poo
Se expresan como

‘s vy
e de pulmon normal

disponible.
A
MYCN SFTPC S0X17
1 0,366 1,599 0,425 0,037 2,003 0,423 3,564 9,572
2 0,250 1,379 0,265 0,030 2,003 0,283 9,936 11,596
3 0,282 1,346 0,203 0,025 2,028 0,296 3,812 13,730
4 0,307 1,258 0,327 0,020 2,369 0,381 11,336 8,613
5 0471 2,013 0,630 0,023 2,138 0,565 4,924 6,000
6 0,410 2,009 0,633 0,018 2,031 ND* 10,637 6,520
7 0,480 1,993 0,684 0,021 1,761 ND 5,601 7.853
8 0,700 4,024 1,365 0,019 2,047 ND 11,420 7,484
9 0413 1,833 0,569 0,029 2,100 ND 3,250 8,129
10 0,295 1,275 ND* ND ND ND 10,920 ND



Anexo 10. Concentracién absoluta tumoral segun histologia

Anexo 10. Concentracion
absoluta tumoral segun
histologia

CONCENTRACION ABSOLUTA NORMALIZADA TUMORAL SEGUN HISTOLOGIA

Carcinoma célula grande

Adenocarcinoma (n'=44) Carcinoma escamoso (n=50) Tumores mixtos (n=8)

Mediana Q3-01 Mediana Q3-01 Mediana 03-01 b

(ng/uL) (ng/pL) (ng/pL) (ng/pL) (ng/pL) (ng/uL)
CEACAM5S 2,01 6,91 0,76 213 0,68 31,19 0,24
FGFR2b 0,014 0,57 0,16 1,24 0,058 017 0,04
FRS2 0,11 1,14 0,34 23,39 0,18 36 0,08
MYCN 0,1 9,43 0,43 2,82 0,035 3,75 0,5
SFTPC 0,98 11,28 9,3 64,85 5,05 20,58 0,09
SHH 1,39-107 19310° 9,49-107 4,1810° 1,28-10°¢ 1,56-10° 013
SHP2 2,19 517 2,76 17 2,75 4,24 0,62

S0X17 0,14 132 0,11 0,35 0,045 013 0,55
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NIVELES DE CONCENTRACION RELATIVA CEACAM5-32M FGFR2b-32M
Mediana 03-Q1 Mediana Q3-01
Variable
_ﬂ (ne/wl) _|_(ne/bL ﬂ (ne/w) | (ne/ut)
Hombre 6,35 44,12 0,55 2,24
Sexo
Mujer 16 16,45 82,86 0,37 0,41
<70 afios 62 7,69 64,74 0,39 1,72
Edad 041 0,26
270 afios 40 5,98 37,64 0,7 2,14
. Si'y pasivo 86 7,52 45,61 0,45 7.36
Tabaquismo 0,99 0,2
No 16 4,91 62,84 0,61 2,85
IA 31 9,2 80,43 0,53 16
1B 26 22 84,61 0,8 2,4
i IA 25 6.8 47,35 0,61 10,64
Estadl|0. 0,9 0,099
patologico 1B 8 3,04 7,91 03 0,56
1A 11 2,49 8,16 0,27 0,57
1NB/1V 1 0,3 0 0,063 0
<2cm 23 3,22 41,06 041 5,19
(2-3] cm 25 23,61 83,32 0,78 1,99
Tamatio (3-5] cm 29 8,58 6153 0,26 048 2.25 021
tumoral
(5-7] cm 20 5,39 44,33 0,55 0,77
>7 cm 5 2,40 11,45 0,064 0,41
Adenocarcinoma 44 30,79 105,17 0,39 1,23
Histologia Carcinoma escamoso 50 3,67 15,96 0,86 0,64 2,39 0,42
CCG/CNCG/Mixto 8 5,86 70,66 0,42 0,63
e Si 22 4,97 38,75 0,26 043
Invasion 021 0,02
vascular No 80 715 60,12 0,6 2,29
i Si 17 5,48 39,59 0,26 0,96
Ipva,s!on 0,51 015
linfatica No 85 6,80 61,54 0,56 2,22
e Si 5 22,19 38,04 0,31 19
Inv§5|on 076 0,69
perineural No 97 6,48 54,36 0,53 2,04
Segmentectomia 5 4,81 151,69 0,48 1.2
U Lobectomia 81 9,20 6348 073 055 232 0,56
reseccion
Neumonectomia 16 2,04 19,13 0,52 0,98
Si 29 4,29 21,62 0,31 0,64
Recidiva 0,06 011
No 73 9,20 71,6 0,57 2,42
Local 12 1,66 4.8 0,26 0,47
Tipo de . .
L Distancia 11 9,83 42,53 0,64 0,26 0,47 0,26
recidiva
Ambas 6 532 13,42 0,8 494
Niveles de
concentracion relativa
de CEACAMS y FGFR2b

segUn variables clinicas
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NIVELES CONCENTRACION RELATIVA FRS2-BA MYCN-32M
Mediana | Q3-Q1 Mediana Q3-01
Variable
_ﬂ (ne/wt) | (ne/uL) ﬂﬂ (ne/wl) | (ne/ut)
Hombre 1,28 4,55 3,17 21,35
Sexo 0,6
Mujer 16 0,92 3,04 15 1,96 21,13
<70 afios 62 1,16 4,05 62 2,19 17,15
Edad 0,86 0,19
270 afios 40 1,61 3,52 39 4,9 27,58
; Si'y pasivo 86 1,27 4,6 86 3,17 21,07
Tabaquismo 0,99 0,63
No 16 1,27 29 16 1,88 89,43
IA 31 0,71 2,71 31 2,35 101,2
1B 26 14 4,4 25 9,88 3,39
i IA 25 2,03 4,08 25 6,79 21,66
Estadllo. 05 0,07
patologico 1IB 8 111 3,64 8 134 2,96
1A 11 2,69 4,25 11 1,46 16,79
1B/ 1 0,56 0 1 1,07 0
<2cm 23 0,66 17,52 23 2,6 20,56
(2-3]1 cm 25 0,99 2,83 25 2,41 30,96
Tamario (3-5] cm 29 269 455 023 28 25 21,85 0,25
tumoral
(5-7] cm 20 2,73 3,57 20 3,47 15,05
>7 cm 5 1,26 2,04 5 0,48 2,57
Adenocarcinoma 44 0,96 3,05 43 2,41 19,47
Histologia Carcinoma escamoso 50 1,98 4,53 043 50 3,68 25,09 0,04
CCG/CNCG/Mixto 8 0,87 14,1 8 1,12 16,91
¢ Si 22 1,58 4,51 22 2,18 23,44
Invasion 0,85 0,95
vascular No 80 1,21 3,88 79 2,82 21,13
e Si 17 2,03 6,53 17 3,53 118,79
Invasion 0,25 0,76
linfatica No 85 1,16 3,85 84 251 20,83
i Si 5 2,03 8,06 5 17,2 77,95
Inv§5|on 075 04
perineural No 97 1,16 3,94 96 2,39 21,12
Segmentectomia 5 0,94 2,08 5 1,98 56,56
skt Lobectomia 81 1,06 396 079 80 251 21,18 076
reseccion
Neumonectomia 16 2,56 4,21 16 2,88 22,36
Si 29 0,97 2,92 29 1,88 11,68
Recidiva 0,39 01
No 73 1,56 4,59 72 2,88 24,27
Local 12 0,85 1,32 12 2,88 15,03
VB E Distancia 11 116 338 044 11 171 11,44 051
recidiva
Ambas 6 1,32 4,22 6 0,82 8,96
Niveles de
concentracion relativa
de FRS2 y MYCN seguin

variables clinicas



NIVEL CONCENTRACION RELATIVA

Hombre
Sexo
Mujer
<70 afios
Edad .
270 afos
Si'y pasivo
Tabaquismo
No
1A
B
Estadio A
patoldgico B
1A
NB/IvV
<2 cm
(2-3]cm
Tamafo
tumoral Bl
(5-7] cm
>7 cm
Adenocarcinoma
Histologia Carcinoma escamoso
CCG/CNCG/Mixto
Invasion Si
vascular No
Invasion Si
linfatica No
Invasion Si
perineural No
Segmentectomia
U2 d?, Lobectomia
reseccion
Neumonectomia
Si
Recidiva
No
Local
Tlpp .de Distancia
recidiva
Ambas
Niveles de
concentracién relativa
de SFTPCy SHH seguiin

variables clinicas

15
61
39
86
16
31
24
25
8
11
1
23
25
27
20
5
43
49

22
78
17
83

95

79
16
29
71
12
11

Anexo 11. Andlisis de correlacién

SFTPC-32M

Mediana Q3-01 Mediana 03-Q1
ﬂﬂl-

0,0094
0,0015
0,0019
0,016
0,0094
8,58:10+
0,016
0,0018
0,0033
0,013
0,0014
1,57:10+4
0,011
0,016
0,0019
0,0059
8,53:10°
0,0019
0,014
0,0024
0,0062
0,008
0,026
0,0046
0,063
0,0033
0,014
0,0047
0,0086
0,0033
0,0077
0,034
11
6

0,07
0,026
0,04
0,096
0,064
013
011
0,094
0,058
0,061
0,013
0
0,24
0,092
0,053
0,056
0,0059
0,031
01
013
0,066
011
0,066
0,065
0,19
0,052
0,038
0,065
0,09
0,061
0,064
011
89310+
0,0016

043

0,05

0,29

0,75

042

0,49

0,74

0,78

0,04

0,84

0,7

04

16
61
40
86
16
30
26
25
8
11
1
22
25
29
20
5
43
50
8
22
79
17
84
5
96
5
80
16
29
72
12
11
6
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SHH-B2M

1,74
4,5
1,88
4,05
181
4,5
2
7,57
181
2,94
0,78
0,2
16
131
2,35
4,89
1,58
212
2,84
1,05
118
3,25
112
2,24
27,95
2
4,58
2,39
0,89
0,59
3,25
044
0,62
1,16

15,4
7,56
15,29
15,29
23,78
8,66
16,47
61,41
23,93
5,55
3,22
0
12,81
30,12
12,8
26,17
42,64
126,73
16
99,68
5,75
24,75
20,62
16,01
77,33
14,2
9,58
20,89
379
4,53
49,37
4,39
4,6
8,81

0,63

0,77

048

0,48

014

018

043

0,77

0,87

0,004

0,44
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NIVELES DE CONCENTRACION RELATIVA SHP2-32M S0X17-32M
Mediana 03-01 Mediana Q3-01
ELEDL]
_ﬂ (ne/wy) | _(ne/) - (ne/wt) | (ne/ut)
Hombre 0,93 3,67 1,13 4,03
Sexo 0,5
Mujer 16 0,76 0,79 1,32 1,73
<70 afios 62 1,05 3,69 1,34 3,45
Edad 0,52 0,97
>70 afios 40 0,78 2,77 11 4,97
_ Si'y pasivo 86 1 3,65 1,06 3,59
Tabaquismo 0,056 0,18
No 16 0,53 1,21 1,89 6,75
IA 31 0,63 0,94 1,03 1,99
1B 26 1,15 4,82 1,98 5.4q
i 1A 25 1,06 3,89 142 4,77
ST 0,82 07
patologico 1B 8 05 3,17 116 3,76
1A 11 1,15 4,05 0,82 4,05
1B/1vV 1 0,024 0 0,99 0
<2.cm 23 0,68 2,89 0,86 1,32
(2-3]1cm 25 0,96 3 1,45 3,07
LGN (3-51cm 29 1.29 4,52 0,55 11 585 053
tumoral
(5-7]1 cm 20 0,58 0,98 1,63 4,14
>7 cm 5 0,13 4,44 1,96 3,31
Adenocarcinoma 44 1,21 4,09 1,66 4
Histologia Carcinoma escamoso 50 0,78 2,44 0,52 0,91 2,22 0,83
CCG/CNCG/Mixto 8 1,04 5,06 212 3,19
¢ Si 22 1 2,74 0,75 1,48
Invasion 0,58 0,07
vascular No 80 0,78 35 1,48 4,01
e Si 17 0,89 4,04 0,86 34
IR 0,5 084
linfatica No 85 0,9 2,79 1,42 3,99
i Si 5 2,78 3,1 0,83 0,67
Inv.:asmn 0,29 0,099
perineural No 97 0,88 2,96 142 3,96
Segmentectomia 5 0,79 2,32 0,69 2,88
el Lobectomia 81 088 348 06 1,56 465 054
reseccion
Neumonectomia 16 1,05 2,73 0,7 0,84
Si 29 0,65 0,83 1,11 2,21
Recidiva 0,02 0,89
No 73 1,29 3,87 1,42 4,74
Local 12 0,77 1,7 1,05 1,23
IMEEE Distancia 11 0,41 1,06 0,95 0,99 2 0,07
recidiva
Ambas 6 0,52 2,28 2,65 8,81
Niveles de
concentracién relativa
de SHP2 vy SOX17

segUn variables clinicas



Anexo 12. Andlisis multivariante de correlacién

Anexo 12. Analisis
multivariante
de correlacion

Los andlisis multivariantes de factores que se correlacionan con la expresién
tumoral de los marcadores se realizaron mediante la regresién ordinal.

CEACAMS

La invasion vascular intratumoral se asocié de forma independiente a
infraexpresion tumoral de CEACAMS. El motivo de incluir el estadio patolégico,
la histologia y la recidiva fue porque son variables clinicamente relevantes.

CEACAM5-32M (n'=94)

Edad 0,49 -0,02 -0,09 0,04
Sexo 0,95 0,056 AL5S 1,66
Estadio | 0,16 0,99 -0,38 2,36

[} 0,37 0,68 -0,81 2,18
Invasién vascular intratumoral 0,04 -1,05 -2,09 -0,02
Adenocarcinoma 021 0,74 042 1,89
Recidiva 08 -0,14 -1.2 092

Andlisis multivariante de variables asociadas a la expresion tumoral de CEACAMS, Referencia: CEACAMS
sobreexpresado, estadio Ill-1V, adenocarcinoma. Test de Pearson: p=0,3. Desviacion: p=0,98. 1, n: nimero de pacientes,
n=94 (excluidos 8 casos con CCG/TM).

FGFR2b

Se evidencié que los pacientes con invasién intratumoral, especialmente
vascular, o recidiva se asociaban de forma independiente a infraexpresion
tumoral de FGFR2b. En los modelos incluyendo el descriptivo pN, se aprecia
que la afectaciéon pNO se asocia a mayor tendencia a sobreexpresiéon tumoral
de FGFR2b que la afectacién pN1-2 [0,99 (IC 95% -0,06-1,92), p=0,04].
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Andlisis multivariante
de variables asociadas
ala expresion

tumoral de FGFRe2D.
Referencia: FGFR2b
sobreexpresado. Test
de Pearson: p=0,82.
Desviacion: p=03.1, n:
ndmero de pacientes,

Andlisis multivariante
de variables asociadas
a la expresion tumoral
de FRS2. Referencia:
FRSe sobreexpresado.
Test de Pearson:
p=0,12. Desviacion:
p=0,03. 1, n: ndimero de
pacientes.

Anexo 12. Andlisis multivariantede correlacién

Variable p valor | Estimacion | Intervalo de confianza 95%
Edad 0,19 -0,56 -1,4 0,28
Sexo 014 0,93 -0,32 2,19
Estadio I-1l 01 121 -0,25 2,68

Carcinoma escamoso 0,42 0,65 -0,92 2,22
Histologia

Adenocarcinoma 0,83 017 -1,4 1,74
Recidiva 0,049 -0,9 -1,8 -0,002
Invasion vascular intratumoral 0,02 -1,24 -2,31 -0,18

FGFR2b-B2M (n1=102)

FRSZ2

Analizando el FRSZ con el gen de referencia Bactina, se propuso un modelo
con edad, sexo, pT y recidiva; ninguno de estas variables correlacionaba con la
expresion de FRS2. En cambio, el mismo modelo reemplazando pT por tamafio
tumoral, descubrid que los tumores >3 c¢m se asociaban de forma significativa
a sobreexpresion de FRS2.

FRS2-BA (n'=102)

0,74

Edad 0,97 -0,01 -0,77

Sexo 0,87 -0,08 -1,11 0,94
Tamaiio tumoral >3 cm. 0,01 0,96 0,2 1,72
Recidiva 0.2 -0,54 -1,36 0,28

MYCN

Se evalué un modelo que incluy6 edad, sexo, tabaquismo, invasién intratumoral,
estadio patolégico e histologia. Se incluyeron estos dos ultimos items
porque clinicamente eran interesantes y porque en el analisis univariante
con los niveles, habia asociacién p<0,1. Sélo se evidencié una tendencia a la
sobreexpresion tumoral de MYCN en los pacientes con carcinoma escamoso.
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MYCN-BA (n'=101)

Edad -0,03
Sexo 0,94 -0,05 -1,36 1,26
Adenocarcinoma 0,15 1,06 -04 2,51
Histologia
Carcinoma escamoso 0,07 1,35 -0,12 2,83
Tabaquismo 0,17 0,89 -0,39 2,17
Invasion intratumoral 0,66 0,19 -0,64 1,01

SFTPC

Noseevidenciaronfactoresasociadosasobreexpresiénoinfraexpresiéontumoral
de SFTPC, aunque la recidiva tenia tendencia a asociarse a infraexpresion.

SETPC-BA (n'=100)

Edad -0,92
Sexo 0,36 0,74 -0,85 2,33
Recidiva 0,097 -1,09 -2,37 0.2

SHH

La recidiva y la afectacion histolégica ganglionar se asociaron de forma
independiente a infraexpresién tumoral de SHH.

SHH-2M (n*=101)

Edad 0,009 -0,04

Sexo 013 -0.9 -2,08 0,28
pN1-2 0,006 -1,26 -2,16 -0,37
Recidiva 0,03 -0,94 -1,79 -0,09

Andlisis multivariante
de variables asociadas
ala expresion

tumoral de MYCN.
Referencia: MYCN
sobreexpresado, CCG/
TM. Test de Pearson:
p=0,28. Desviacion:
p=0,24.1,n: nimero
de pacientes. n=101
(1 caso perdido por no
tener determinacion de
MYCN).

Andlisis multivariante
de variables asociadas
a la expresién tumoral
de SFTPC. Referencia:
SFTPC sobreexpresado.
Test de Pearson:
p=0,053. Desviacién:
p=0,052.1, n: nimero
de pacientes.n=100 (2
casos perdidos por no
tener determinacion de
SFTPQ).

Andlisis multivariante
de variables asociadas
a la expresion tumoral
de SHH. Referencia:
SHH sobreexpresado.
Test de Pearson:
p=0,33. Desviacion:
p=0,44.1,n:nimero
de pacientes, n=101
(1 caso perdido en
ambos por no tener
determinacion de SHH).
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SHP2

El carcinoma escamoso se asocié a mayor expresion tumoral de SHP2-BA, en
comparacién con el adenocarcinoma.

Andlisis multivariante
de variables asociadas Variable Intervalo de confianza 95%

ala expresion tumoral
de SHP2. Referencia: SHP2-BA (nt=94)
SHP2 sobreexpresado.
Test de Pearson:

p=0,58. Desviacién: Edad 0,06 -0,05 -0,11 0,001
p=044.1,n: nimero
de pacientes. n=94 Sexo 0,95 -0,04 -1,21 1,13
(excluidos 8 casos con
CCa/mM). Carcinoma escamoso 0,03 0,46 0,11 1,9
Recidiva 0,21 -0,57 -1,36 04

SOX17

Para el SOX17, no se apreciaron variables asociadas a expresion. Sélo decir
que los pacientes tratados con lobectomia o presentaban una tendencia a
presentar mayor expresion de SOX17 (1,08 IC 95% -0,43-1,28, p=0,052)
respecto la neumonectomia, mientras que los no fumadores estaban mas
sobreexpresados (p>0,05).



Anexo 13.

Analisis del tiempo
libre de enfermedad y
supervivencia global
segun expresion
tumoral de los
marcadores en la
serie global, segun
histologia y segun
otras variables
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Anexo 13.

CEACAMS

Serie global

TIEMPO LIBRE DE ENFERMEDAD, SEGUN EXPRESION DE CEACAMS5-BA

Probabilidad de ausencia de recidiva

1,0

0,8

0,6

0,4

0,2

0,0+

CEACAMS
normal n=16

CEACAMS infraexpreado n=17

CEACAMS sobreexpresado n=69

p=0,35

- CEACAMS
infraexpresado
~IICEACAMS normal
_CEACAMS
sobreexpresado
~4=Tiempo censurado
4= Tiempo censurado
—4=Tiempo censurado

tiempo (meses)

— 1 1 1 T T 1 1T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132

SUPERVIVENCIA GLOBAL, SEGUN EXPRESION DE CEACAM5-BA

Probabilidad de supervivencia

TIEMPO LIBRE DE ENFERMEDAD, EXPRESION SEGUN CEACAM5-B2M

1,0+

0,8

0,6

0,4

0,2

Probabilidad de ausencia de recidiva

0,0

CEACAMS infraexpresado n=17

CEACAMS
normal n=12

CEACAMS sobreexpresado n=73

p=0,47

— 1T 1 1 1 1T 1T 1 1T T T 1
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132

tiempo (meses)

CEACAMS
infraexpresado
~ITICEACAMS normal
CEACAMS
sobreexpresado
~+=Tiempo censurado
~4=Tiempo censurado
~—+=Tiempo censurado

SUPERVIVENCIA GLOBAL, SEGUN EXPRESION DE CEACAMS5-82M

CEACAMS
1,07 ‘hinfﬁaeﬁ‘gresado 1,04 E\Efﬁfg(ﬁg?esado
: ~IICEACAMS normal ~IICEACAMS normal
CEACAMS sobreexpresado n=69 —nﬁﬁg‘,iéi*ﬁ,esado -5 E:l;\rceg;d;resado
0,8 " ; ~+-Tiempo censurado & 0,87 ~+=Tiempo censurado
~=Tiempo censurado > CEACAM5 ~+=Tiempo censurado
—+=Tiempo censurado E CEACAMS sobreexpresado —4=Tiempo censurado
o | normal =73
0,67 g 0,6 n=12 n
CEACAMS ! [  CEACAMS
infraexpresado n=17 - infraexpresado
0,4 : B 04 n=17
CEACAMS or3na1 16 E
normal n=
0,21 ; § 027
[-%
= =0,74
0.0 : p=0,46 o P
I B B e e e I N e T T T T I 1T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132
tiempo (meses) tiempo (meses)
Tiempo libre de
enfermedad y CEACAMS TLE 0s
TSN . oo vedo (5o 1o 52 J10a vea |50 |12 52 [10a)
los pacientes (n=102)
Seggmexpfegién |nfraexpresad0 43 5,1 88% 22% - 45,3 5,5 88% 60% -
fumoral de CEACATS | ey bresién normal 321 3 88% - - 378 42 94% 0% 0%
1:meses; 2, a: afios.
Sobreexpresado 91,7 8 85% 76% 56% 894 7.7 91% 74% 52%
Infraexpresado 46,5 44 94% 24% - 46,7 49 94% 58% -
Expresién normal 347 55 75% - - 388 47 92% - -
Sobreexpresado 91,5 78 86% 76% 56% 86 76 90% 68% 48%



Carcinoma escamoso

CARCINOMA ESCAMOSO, TLE SEGUN CEACAMS5-BA

14 ‘ CEACAMS
o ' infraexpresado
= CEACAMS normal n=7 | ~IICEACAMS normal
2 ! CEACAMS
B 0.64 ! sqbreexpresado
=5 CEACAMS sobreexpresado n=33 | I~ Tiempo censurado
(] ' ~+=Tiempo censurado
z . = Tiempo censurado
T 0,61
[
w
3
o
L 0,4
k] :
2 CEACAMS infraexpresado n=10
o 0,24 :
]
a
£ 0,57
a =
0,04 ‘ p=0,
T T T 1 T 1 1 T 1 T 1T
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132
tiempo (meses)
CARCINOMA ESCAMOSO, 0S SEGUN CEACAMS5-BA
1,0 -t g - CEACAMS
infraexpresado
) ~ITICEACAMS normal
= | _CEACAMS
2 08 CEACAMS infraexpresado n=10 sobreexpresado
o J ~4=Tiempo censurado
2z H ~+-Tiempo censurado
= ! —4=Tiempo censurado
I CEACAMS5 n=33
% 0.6 sobreexpreado
° .
-]
R 0,41
2 !
] CEACAMS5 normal n=7
a 1
o 0,2 h
e
a
p=0,79
0,0 H
1T T T T T 1T T T T T 1T
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132
tiempo (meses)
CARCINOMA ESCAMOSO

CEACAM5 TLE

[Gonce eeenca | Moo [ 507 | 13 [ 52 103 wear [ 507 13 |53 [105

Probabilidad de ausencia de recidiva

Probabilidad de supervivencia

279
Anexo 13.

CARCINOMA ESCAMOSO, TLE SEGUN CEACAM-B2M

1,0 _ - CEACAMS
infraexpresado
~IICEACAMS normal
! CE[;&CAMS g
| ’ sobreexpresado
0.8 bCE‘ACAM5 d ~4=Tiempo censurado
so| ree)fpresa o ~+=Tiempo censurado
n‘32 == Tiempo censurado
0,6 ;
CEACAMS5
normal n=8
0,4 e h
CEACAMS infraexpresado n=10
0,2+ ‘
p=0,66
0,0 ‘
T T T T T T T T T I T |
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132

tiempo (meses)

CARCINOMA ESCAMOSO, 0S SEGUN CEACAM5-82M

1,04 - CEACAMS
infraexpresado
~ITICEACAMS normal
CEACAMS
sobreexpresado
~=Tiempo censurado
~+=Tiempo censurado
—=Tiempo censurado

CEACAMS infraexpresado n=10

0,8

0,6
CEACAMS
normal n=8

04 CEACAMS5 sobreexpresado n=32
0,2

p=0,71
0,0

T 1 T 1 T T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132
tiempo (meses)

Tiempo libre de
enfermedad y
supervivencia global

de los pacientes con
carcinoma escamoso
(n=50) seglin expresion

Infraexpresado 43,8 6,9 89% 32% 45,8 77 80% 67% - tumoral do CEACAME.
Expresion normal 359 29 100% - - 343 24 100% 0% 0% 1:meses.
Sobreexpresado 879 109 81% 71% 59% 80 102 91% 64% 48%

Infraexpresado 50 49 100% 38% - 48,2 65 90% 64% -

Expresion normal 83 6,9 75% - - 34,1 6,5 88% - -

Sobreexpresado 90,7 109 84% 74% 61% 78,7 10,2 90% 61% 46%
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Probabilidad de supervivencia
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Adenocarcinoma

ADENOCARCINOMA, TLE SEGUN CEACAM5-BA

1,0 CEACAMS
-F\_LL infraexpresado
= ~ITICEACAMS normal
T CEACAMS sobreexpresado n=31 T CEACANS
0,8+ sobreexpresado
! ~+=Tiempo censurado
~+=Tiempo censurado
ngsrﬁgf":zg —+=Tiempo censurado
0,6 5
— s
CEACAMS infraexpresado n=5
0,4+
0,24
p=0,54
0,0+
T T T T T T T T T T T
0 12 24 36 43 60 72 84 96 108 120
tiempo (meses)
ADENOCARCINOMA, 0S SEGUN CEACAM5-BA
CEACAMS | CEACANS
_ infraexpresado
sobreexpresado n=31 | —EAcans normal
|~ CEACAMS
sobreexpresado

~— Tiempo censurado
(= Tiempo censurado
= Tiempo censurado

CEACAMS
infraexpresado
n=>5

0,4

0.2 CEACAM5 normal n=8
=0,08
0,04 B
T T 1 T T 1T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120

tiempo (meses)

Tiempo libre de
enfermedad y
supervivencia global

de los pacientes con
adenocarcinoma (n=44)

segun expresion Infraexpresado 36,9
tumoral de CEACAMS.
1: meses. Expresién normal 29,7
Sobreexpresado 93,3
Gen de referencia p2M
Infraexpresado 26,9
Expresién normal -
Sobreexpresado 89,4

ADENOCARCINOMA, TLE SEGUN CEACAM5-82M

1,0+ CEACAMS

s T CEACAMS5 normal n=3 inframvpresado
B ~IICEACAMS normal
kv CEACAMS5 sobreexpresado n=36 CEACAMS

@ 0,8 sobreexpresado

e 0 1 ?

° ~4=Tiempo censurado
£ ~+=Tiempo censurado
© == Tiempo censurado

2 0,67

@ L

3 CEACAMS infraexpresado n=5
B 0,47
-]

I
2
B 0,21

©
S
a p=0,45

0,0
T 1T 1 1T T T 1T T T T 1T
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
tiempo (meses)
ADENOCARCINOMA, 0S SEGUN CEACAM5-82M
1,0 = CEACAMS
CEACAMS normal n=3 infraexpresado
~ITICEACAMS L
CEACAMS5 sobreexpresado _CEACAMS norma
0.8+ n=36 sobreexpresado
’ ~+=Tiempo censurado
~+=Tiempo censurado
== Tiempo censurado

T

K

CEACAMS infraexpresado n=5

Probabilidad de supervivencia

0,2
p=0,11
0,0
T T T T I 1T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
tiempo (meses)
ADENOCARCINOMA

Cwows | ome | e
o e e [543 5 Tsoa weow 5o 2 52 Tson

84 80% - - 357 7.2 100% -

39 88% - - 435 73 88% 0% 0%
99 90% 81% 54% 989 94 94% 83% 56%
84 80% - - 357 7.2 100% - -
- 100% - - - - 100% - -
98 89% 76% 51% 91,7 10 92% 73% 49%
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Serie global
TIEMPO LIBRE DE ENFERMEDAD, SEGUN EXPRESION DE FGFR2b-BA TIEMPO LIBRE DE ENFERMEDAD, SEGUN EXPRESION DE FGFR2b-B2M
I IFGFR2b infracxpresado
1,0 ~IIFGFR2D infraexpresado 1,04 FGFR2b normal
~IIFGFR2D normal
I3 FGFR2b sobreexpresado n=20 IStk g FGFR2b sobreexpresado n=27 PR dobreenprasadc
3 T Temmceunss 8 o Tres o
"5 0,8 == Tiempo censurado 9 0.8 1
- - I
e - e (-] p .
© 1
2 M "
T 0,67 S 0,67
@ 2
3 2 - .
o I .
3 044 . FGFR2b ] & 044 FGFR2b infraexpresado n=51
o infraexpresado FGFR2b normal °
z n=51 n=31 S L—
z z FGFR2b normal n=24
] 0, B 0,2 e
F-] Fel
& £
p=0,25 p=0,04
0.07 0,0
1 1 U U I 1 | T U T T T T T T J T T T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72 84 9 108 120 132 0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132
tiempo (meses) tiempo (meses)
SUPERVIVENCIA GLOBAL, SEGUN EXPRESION DE FGFR2b-BA SUPERVIVENCIA GLOBAL, SEGUN EXPRESION DE FGFR2b-B2M
o7 g mes - rOFRID SoUpHPTesade g
FGFR2b ~IIFGFR2b sobreexpresado n=, | VFGFR2D sobreexpresada
sobreexpresado n=20 [~ Tiempo censurado |+ Tiempo censurado
o =+ Tiempo censurado o =4 Tiempo censurado
g 0,8 —H=Tiempo censurado G 0.8 == Tiempo censurado
= e Y
H g
£ FGFR2b infraexpresado n=51 4
& R g
3 067 3 0.6 FGFR2b infraexpresado
° b n=51
° o
§ 0,4 3 o
é FGFR2b normal n=31 ;,-: FGFR2b normal n=24
Qo F-1
2 0. 2 0 —
p=0,01 p=0,01
0,0 0,0
| 1 U U 1 T 1 1 U I Il 1 1 T T T T 1 T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132
tiempo (meses) tiempo (meses)

Tiempo libre de
enfermedad y

" mem | ome e
Gonce et | o [55°] 22 5 105 mear [ 0] 12 | 52 [105 [ ISR

los pacientes (n=102)

Infraexpresado 461 31 82% 46% - 49,2 3 86% 72% - segin expresion
Expresion normal 776 105 90% 64% 43% 61,3 97 93% 38% 25% TWUQZ;?'UEFGFRZD-L
Sobreexpresado 1031 114 90% 85% 71% 1092 99 100% S5% 71%

Infraexpresado 548 63 80% 48% - 61,7 5 84% 63% -

Expresion normal 71 111 91% 57% - 61,7 96 96% 43% -

Sobreexpresado 1074 102 93% 89% 74% 110,5 94 100% S6% 72%

Si comparamos sobreexpresados e infraexpresados (BA n=71, B2M n=78), el
mejor prondstico de los sobreexpresados tendia a la significacion estadistica
para FGFRZ2b-BA (0S p=0,07) y era significativo para FGFR2b-32M (TLE p=0,01;
0S p=0,02). Por su parte, los pacientes no infraexpresados presentaban mayor
tiempo hasta la recidiva que los no infraexpresados (p=0,03).
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Carcinoma escamoso

CARCINOMA ESCAMOSO, TLE SEGUN FGFR2b-BA

1,0
FGFR2b sobreexpresado n=15
0,84
0,61
FGFR2b normal
n=20
0.4 FGFR2b infraexpresado n=15
0,2
p=0,19
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FGFR2b infraexpresado n=15
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e
N~
I

p=0,002

0,0

~IIFGFR2b infraexpresado
~IIFGFR2b normal
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T T T T T T T T
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Los pacientes con sobreexpresidon tumoral de FRSZ2 presentaban mejor
evolucién (respecto los no sobreexpresados BA p=0,07/f2M p=0,03), mientras
que destacaba la mala evolucién de los pacientes con expresion normal (32M

p=0,03).
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Adenocarcinoma
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Sobreexpresado

Los pacientes con adenocarcinoma presentaban un comportamiento evolutivo
diferente a los carcinomas escamosos. Los pacientes con sobreexpresién
presentan buena evolucion, mientras que los infraexpresados presentan mala
evolucién; los pacientes la comparacién entre ellos tiende a la significacién
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estadistica para el TLE en MYCN-BA (p=0,07) y significativa para la 0S (p=0,02).
Esto se mantiene en el andlisis entre sobreexpresados y no sobreexpresados

(TLE BA y B2M p=0,24; OS BA p=0,03, $2M p=0,04).
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Supervivencia global de
los pacientes estadio |
(n=56) seglin expresion
tumoral de MYCN. 1.
meses.
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SFTPC

Serie global
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Los pacientes con infraexpresidon de SFTPC presentan peor tiempo libre de
enfermedad y peor supervivencia. Esto se repite cuando comparamos entre
infraexpresados y no infraexpresados (TLE BA p=0,07; p2M p=0,31; OS BA

p=0,03; p=0,99).
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Adenocarcinoma

Los pacientes infraexpresados presentaban franco peor TLE y OS que los no
infraexpresados (BA p=0,096; p=0,09; B2M p=0,29; p=0,42).
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SHH

Serie global

Al comparar los sobreexpresados con los infraexpresados, las diferencias en
el TLE a favor de los sobreexpresados tienden a la significacion para Bactina
(p=0,06) y son significativas para BZ2microglobulina (p=0,01). La comparativa
entre infraexpresados versus no infraexpresados, evidencio peor TLE para los
infraexpresados de forma significativa (BA p=0,048; p2M p=0,01), aunque las

supervivencias fueron similares (p=0,39; p=0,34).
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Carcinoma escamoso

La sobreexpresion de SHH se asocié a mayor TLE y la infraexpresion, a menor
TLE (BA p=0,23; B2M p=0,002). En cuanto a la supervivencia, los resultados
eran similares para los tres estratos de expresion para SHH-BA, mientras que la
sobreexpresion de SHH-B2M estaba asociada a mejor evolucién (p=0,09). Entre
los sobreexpresados y los no sobreexpresados habia diferencias en el TLE y OS,

significativas para f2M (p=0,04, p=0,03).
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Adenocarcinoma
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SHP2

Serie global
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k"] ~+=Tiempo censurado © ! ~+- Tiempo censurado
c 0,8 4= Tiempo censurado £ 0,84 E =+ Tiempo censurado
g Shp2 sobreexpresado n=49 g Shp2 normal n=42
£ £ ‘
Qoed [T N N 8 0,6 Shp2 infraexpresado
3" F] 'I n=30
o ° !
o o
o O
0,4 . < 0,47
ﬁ Shp2 infraexpresado n=14 poi
= 3 Shp2 sobreexpresado n=30
3 2 L
| 0,2 T3t o 0,2 1
s Shp2 normal n=39 a
00 p=0,15 00 p=0,56
T 1 1 1 T 1T T T 1 T 1 T T T 11— T T T-T"1
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132
tiempo (meses) tiempo (meses)

Tiempo libre de
enfermedad y
supervivencia global de
los pacientes (n=102)
segln expresion

" eweson | ome | os
[ Gonce eerrcan | Weai 507 13| 53 [103 wedar 50| 23] 53 [103

Infraexpresado 757 164 64% 56% 56% 654 204 79% 43% 43% tumoral de SHP2. 1
Expresion normal 686 99 95% 52% 17% 755 10,1 95% 65% 22% Meses.
Sobreexpresado 95,1 7 85% 75% 75% 87,2 84 92% 71% 60%

Infraexpresado 739 118 72% 57% 48% 779 11 80% 58% 49%

Expresion normal 804 11,7 90% 51% 51% 933 81 93% 69% 69%

Sobreexpresado 914 114 93% 83% 42% 772 11,5 100% 72% 24%

Al comparar infraexpresados y sobreexpresados, no se evidenciaron diferencias
estadisticamente significativas en el TLE (32M p=0,08) ni en la supervivencia.



Probabilidad de ausencia de recidiva

Probabilidad de supervivencia

300
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Carcinoma escamoso

CARCINOMA ESCAMOSO, TLE SEGUN Shp2-BA CARCINOMA ESCAMOSO, TLE SEGUN Shp2-B2M
10 im0 gt et
~I"1Shp2 sobreexpresado > ~I15hp2 infraexpresado
=4~ Tiempo censurado 'E hp2 sob d 14 I:iempo censurax
i ] = iempo censura
0.5 Shp2 sobreexpresado n=28 | _fembocenuade G | 7] Shp2 sobreexpresadon=14 S Tiemps consurads
Shp2 infraexpresado n=5 o infraexpresado
0,61 - 2 0,6 n=14
2
3
= e .
0,4 3 0,47 Shp2 normal n=22
Shp2 normal n=17 g
0,2 3 0,2
[
a
)
p=0,68 a p=0,79
0,04 0,0
1T T T T 17 T T T T TT 1 T 1T T 1T T 1T T T T 1T
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108120132 0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132
tiempo (meses) tiempo (meses)
CARCINOMA ESCAMOSO, 0S SEGUN Shp2-BA CARCINOMA ESCAMOSO, 0S SEGUN Shp2-B2M
1,04 ~I7IShp2 infraexpresado 1.0 : ~I71Shp2 infraexpresado
’ . —1Shp2 L , | —shp2 L
—ﬂsh:;l xg::xpresado . _nsr‘gz ::I;::xpresado
=}~ Tiempo censurado © | =4~ Tiempo censurado
' ~+=Tiempo censurado kv ' ~+= Tiempo censurado
0,84 h 4= Tiempo censurado < 0,8+ - b ~4= Tiempo censurado
| 3 Shp2 infraexpresado n=14
' Shp2 é i
0,67 infraexpresado n=5 S 0,6
Ly ° Shp2 normal n=22
Shp2 ° '
0,4 sobreexpresado B 0,4
n=28 S
Shp2 normal n=17 g Shp2 sobreexpresado
0,2 h Q 0 n=14
' E i
Qo .
0,01 . =099 oot P08
(')112 2'4 3|6 4|86|07]28|49|61(|)81{01£Z ' T T 11111
X 0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132
tiempo (meses) tiempo (meses)
Tiempo ibre de CARCINOMA ESCAMOSO

enfermedad y
supervivencia global

 see [ ome | o
de los pacientes con )
RSN W Con ce rcrerencia pA | Media® | 5D | 1a | 5a 10a|Mediat] 50| 1a | 5a [10a

(n=50) seglin expresién Infraexpresado 812 263 80% 60% 60% 775 272 80% 53% 53%
tumoral de SHP2. 1.

meses. Expresion normal 643 145 87% 48% 24% 698 151 88% 62% 31%

Sobreexpresado 791 78 85% 74% 74% 701 9 93% 61% 49%

Infraexpresado 809 166 67% 54% 54% 857 155 78% 70% 58%

Expresion normal 752 156 91% 47% 47% 818 115 91% 58% 58%

Sobreexpresado 561 61 93% 79% - 497 69 100% 51% 0%
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Adenocarcinoma

Cuando comparabamos infraexpresados vs no infraexpresados, el peor
prondstico de los infraexpresados era significativo (TLE BA p=0,04; p2M
p=0,007, 0S p<0,05).

ADENOCARCINOMA, TLE SEGUN Shp2-BA ADENOCARCINOMA, TLE SEGUN Shp2-B2M
o "] om0 g e
2 oo Shp2 normal n=16 | Ishp2 sobreexpresaco
=] ——Ti Po do o ~{~ Tiempo censurado
] e T:zmpo E::::::do kY] ~+= Tiempo censurado
@ 0,81 po @ 0,8 Shp2 == Tiempo censurado
] o
- Shp2 sobreexpreslado n=16 © sobreﬁ):h)gesado
2 0,6 T 0,61
g Shp2 infraexpresado n=8 o
a 3
S 0,47 S 0,4 Eee—
9 B Shp2 infraexpresado n=15
= Shp2 normal n=20 2
2 0,21 3 0,2
o ©
Q a
3 2 i
a p=0,12 & p=0,02
0,0 0,0 :
T T T T T 1T T T T 1T 1 1 1 T T 1T 1 T T 1
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
tiempo (meses) tiempo (meses)
ADENOCARCINOMA, OS SEGUN Shp2-BA ADENOCARCINOMA, 0S SEGUN Shp2-B2M
~I715hp2 infraexpresado ~I71Shp2 infraexpresado
1,09 ~I715hp2 normal 1,07 Shp2 sobreexpresado n=13 |~ enpZ normal
~I1Shp2 sobreexpresado ~I1Shp2 sobreexpresado
Shp2 sobreexpresado n=16 +Tigmp° phocn b ~+= Tiempo censurado
.8 ~+= Tiempo censurado o I Tiempo censurado
2 0,8 —+Tiempo censurado £ 0,8 Shp2 normal n=16 Tiempo censurado
2 g
: :
‘é‘_ 0,6 Shp2 normal n=20 g 067
w
w
3 S
o . ,| Shp2infraexpresado n=8 B 0,4
< 0,4 o
=2 =
E ﬁ Shp2 infraexpresado n=15
a .| © 0,24
[ 0,2 =
a
p=0,02
=0,001
0,0 g 0,01
4 3% 48 €0 T2 84 9% 108 1y 0 12 24 36 48 60 72 84 9 108 120
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 .
tiempo (meses) tiempo (meses)
Tiempo libre de
ADENOCARCINOMA .

enfermedad y
supervivencia global

e e etenc mmmmmmmmmm

Infraexpresado 174 35 63% - - 182 27 7% - segun expresion
tumoral de SHH. 1:

Expresion normal 79 73 100% 81% 0% 734 116 100% 56% 0% meses,

Sobreexpresado 959 118 88% 75% 75% 1094 S 94% 88% 88%

Infraexpresado 536 145 73% 39% - 561 133 80% 33% -

Expresion normal 575 24 100% 93% - 57 28 100% 86% -

Sobreexpresado 929 132 92% 85% 42% 1025 11,1 100% 92% 46%
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SOX17

Serie global

TIEMPO LIBRE DE ENFERMEDAD, SEGUN EXPRESION DE Sox17-BA TIEMPO LIBRE DE ENFERMEDAD, SEGUN EXPRESION DE Sox17-B2M
1o e % 1,0 . L[ e
s _1S0x17 sobreexpresado @ Sox17 infraexpresado n=18 | |=r750x17 sobreexpresado
5 +T1:empo censurado % ' ' —+~T@empo censurado
% 0s Sox17 sobreexpresado n=37 | _ 10O G | : S Tiempo conairade
= = Sox17
3 3 sobreexpresado
= o n=37
2 0,6 Sox17 9 0,6 "
@ infraexpresado o
3 n=20 H
3 0,4 $ 0,4 :
o =
E Sox17 normal n=45 3 Sox17 normeal m 47
= - =
8 0,27 8 0
[} a
Q I ! ! !
S a : : :
a p=0,69 ; p=0,006'
0,0 0,0+ - ; ;
— 1 1 T 1 T 1 T T T T 7T — T 1 T T I 1 T T [ T 1T
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132
tiempo (meses) tiempo (meses)
SUPERVIVENCIA GLOBAL, SEGUN EXPRESION DE Sox17-BA SUPERVIVENCIA GLOBAL, SEGUN EXPRESION DE Sox17-B2M
1.0 115017 infraexpresado 104 :’J:gx:;infrae)l(presado
Sox17 infraexpresado n=20 ~1Sox17 normal ’ o
R } iAo e . Sox17 infraexpresado n=18 iﬁ:,;ﬁzﬁf:f;f“
.g I Tiempo censurado kv I ;iempo censurax
0,8 ! ! Tiempo censurado c 0,84 iempo censura
§ Sox17 sobreexpresado n=37 .§’ s0x17 sotr)lige7xpresado
I ‘ : 3
o | o
2 0,6 | S 0,6
d ——— “
o ' ]
o e Sox17 normal n=47 L.—.—.—.
R 0,4 B 0,41
= : =
E Sox17 normal h=45 ?
o 0,2 ] ! 4 0,21
. S
a o
! -0 39 p=0,096
0,0 . 0,0
T 1 1 1 T T 1 T 1 1 T 1T
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132
tiempo (meses) tiempo (meses)

Tiempo libre de
enfermedad y sox17

oo | TR mmmmmmmmmm

los pacientes (n=102)

segn expresion Infraexpresado 45,2 85% 67% - 42 95% 65% -
t“””ora‘degoﬁlezelsf Expresién normal 683 112 84% 47% 23% 768 95 89% 64% 32%
Sobreexpresado 942 96 89% 75% 64% 894 98 92% 69% 54%

Infraexpresado - - 100% 100% - 768 61 100% 86% -

Expresion normal 663 101 82% 41% 41% 77 83 89% 53% 53%

Sobreexpresado 905 102 84% 78% 52% 88 101 89%% 74% 46%

La evolucion de los pacientes infraexpresados era diferente segln el gen de
referencia utilizado.
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Carcinoma escamoso

Esta diferente evolucién de los pacientes infraexpresados se mantenia para los
carcinomas escamosos y los adenocarcinomas.

CARCINOMA ESCAMOSO, TLE SEGUN Sox17-BA CARCINOMA ESCAMOSO, TLE SEGUN Sox17-B2M
n ) 1S0x17 infraexpresado
v : ﬂ;‘iﬂ; ::"'r':?pmm g " Sox17 infraexpresado n=9 j:::;x;:; resado
g Sox17 infraexpresado n=7 ST sobreexpresado 2 P i Tiempo censurado
2 : ~+-Tiempo censurado kv} —+— Tiempo censurado
b1 | Sox17 == Tiempo censurado @ 0,84 |~ Tiempo censurado
@ 0,8
= sobreexpresado o Sox17
3 n=18 ° sobreexpresado
2 0l . T 06 n=14
2 06 =
[ v
g 3
H ©
8 04 Sox17 normal n=25 3 0,41 ;
O - ° Sox17 normal n=27
<
2 2
% 0,2 4 0,24
a a
° °
a ' p=0,63 a p=0,02
0,0 } 0,0
L U A R N SR S B B 1 T 1 1 T 1 T T T T 1T
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132
tiempo (meses) tiempo (meses)

CARCINOMA ESCAMOSO, 0S SEGUN Sox17-BA CARCINOMA ESCAMOSO, 0S SEGUN Sox17-B2M

~I7150x17 infraexpresado ~I71S0x17 infraexpresado
1,0 —50x17 normal 1,07 _r150x17 normal
~I50x17 sobreexpresado : - —I¥S0x17 sobreexpresado
Sox17 infraexpresado n=7 ~+— Tiempo censurado Sox17 lnfraexpresado n=9 -4~ Tiempo censurado

o =4~ Tiempo censurado st —— Tiempo censurado
s} 0.8 =4 Tiempo censurado g 0.8 —4— Tiempo censurado
g0 s

>
g . Sox17 § s Sox17
] sobreexpresado o sobreexpresado
g 0,67 n=18 S 0,67 n=14
w w
[ [}
° °
° o

4+ |

- o Sox17 normal n=25 s o Sox17 normal n=27
z =
3 3
o 0,2 o 0,2

I
a a

p=0,07 : p=0,03
0,0 0,0 1
1 T T I 1 1 1 T 1T 17 1 1 1 T T T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132
tiempo (meses) tiempo (meses)
Tiempo libre de
CARCINOMA ESCAMOSO P

enfermedad y
supervivencia global

X17 TLE
) de los pacientes con
Gen de referencia A _| Mediat | SD* | 1a | 5a |10/ Mediat| SD'| 1a | 52 [10 a [l SSRGS

Infraexpresado 479 73 100% 71% - 552 44 100% 83% - (n=50) seguin expresion
tumoral de SOX17. 1.

Expresion normal 632 178 78% 33% 33% 661 115 84% 45% 45% meses.

Sobreexpresado 937 132 89% 78% 62% 893 123 94% 73% 52%

Infraexpresado - - 100% 100% - 774 79 100% 86% -

Expresion normal - - 80% 40% 40% 63,7 106 85% 42% 42%

Sobreexpresado - - 86% 86% 57% 903 143 93% 81% 4%9%
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Adenocarcinoma

ADENOCARCINOMA, TLE SEGUN Sox17-BA

ADENOCARCINOMA, TLE SEGUN Sox17-B2M

~I7150x17 infraexpresado
1,04 ~I7150x17 normal - 1,0
Sox17 sobreexpresado n=15 —IIS0x17 sobreexpresado >
~4=Tiempo censurado £S5
~—+= Tiempo censurado k7]
0,8 == Tiempo censurado @ 0,8
o
°
—— o
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 0 |
0,67 sox17 infraexpresado n=11 S 0,6
5
©
0,4 3 0,47
R
Sox17 normal n=18 ©
0,2 F 0,21
©
a
°©
=0,83 &
0,0 P2 0,0

~I71S0x17 infraexpresado
~I1S0x17 normal
~I1S0x17 sobreexpresade
~4~ Tiempo censurado
—+— Tiempo censurado
~4= Tiempo censurado

Sox17 infraexpresado n=8

Sox17 normal n=17

B
Sox17 sobreexpresado n=19

p=0,34

T 1T T T T T 1 T T 1
0 12 24 36 48 60 72 84 9 108 120
tiempo (meses)

ADENOCARCINOMA, 0S SEGUN Sox17-BA

1 1T 1T T T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
tiempo (meses)

ADENOCARCINOMA, 0S SEGUN Sox17-B2M

104 ~I71S0x17 infraexpresado 1.0+
' Sox17 sobreexpresado n=15 |7t
=4~ Tiempo censurado
=+ Tiempo censurado ud
0.5 4= Tiempo censurado 'f:l 0,8
o
0,6 g- 0,6
w
[
o
o {—
0,4 ﬁ 0,4
Sox17 infraexpresado n=11 %
0,2 § 027
Sox17 normal n=18 o
p=0,22
0,0 0,0

~I71S0x17 infraexpresado
~I150x17 normal
~I"1S0x17 sobreexpresado
~+= Tiempo censurado
=+~ Tiempo censurado
4= Tiempo censurado

Sox17 infraexpresado n=8

Sox17 normal
n=17

Sox17 sobreexpresado n=19

p=0,99

11 1 T T T T T T 1T
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
tiempo (meses)

Tiempo libre de
enfermedad y
supervivencia global

de los pacientes con
adenocarcinoma (n=44)
segun expresion

Gen de referencia A | Media? | SD*

tumoral de SOXL7. 1: Infraexpresado 379 54
meses. Expresién normal 779 8
Sobreexpresado 93,7 132
Infraexpresado - -
Expresién normal 465 51
Sobreexpresado 853 121

T 1 1 1T T 1 1 T 1T T 1
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
tiempo (meses)

ADENOCARCINOMA

l1a | 5a |10a| Media! |SD*| 1a | 5a |10a

82% - - 379 46 91% - -
89% 83% 0% 86,6 7.7 94% 8% -
93% 71% 71% 895 161 93% 60% 60%
100% - - 34,1 2,7 100% - -
88% 68% - 508 41 94% 67% -
84% 72% 48% 868 133 90% 67% 45%
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Metilacion de DNA

Para validar los resultados de expresion, se analizé la metilacién de DNA
del promotor de RASSF1A en las muestras del grupo A y en 43 tumores con
confirmacion histolégica. Ninguna muestra de ganglios normales estaba
metilada (0/21). Ninguna de las muestras de pulmén normal estaba metilada
(0/20). Se aprecio que 11 de 41 muestras tumorales validas presentaban
metilacion de RASSF1A, un 27%. Ninguno de estos pacientes presentd
metilacion ganglionar. Las curvas de supervivencia fueron similares en términos
de supervivencia global aunque algo mejor la de los no metilados respecto el
tiempo libre de enfermedad.

TIEMPO LIBRE DE ENFERMEDAD, SEGUN METILACION DE RASSF1A

o 1 et M [ediar ] 5o [ 1a [ 52 102
! ~IMetilados
No metilacion de RASSF1A n=30 |+ Tiempo censurado .
: = Tiempo censurado NO metilado 733 84 8% 67% -

Metilado 71,4 165 82% 53% 40%

0,8

0,6

Tiempo libre de
0.4 ! enfermedad segln

s ‘ metilacién tumoral del
Metilacion de RA§SF1A n=11 promotor de RASSF1A

0,2 : (n=41). 1: meses.

Probabilidad de ausencia de recidiva

00 p=0,37

T T T [ T T 1T T T T 1T
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132
tiempo (meses)
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Anexo 14. Modelos
multivariantes

con la combinacion
de marcadores

y por histologia

Combinacion de marcadores

TIEMPO LIBRE DE ENFERMEDAD (n*=99)

0,02 0,22 0,97 0,93 1,02

Edad
Sexo 0,55 0,84 0,89 03 2,64
| 0,6 0,2 047 014 1,52
Estadio patoldgico!
Il 0,59 0,55 1,42 0,45 4,52
SFTPC-SHH-SHPZ, 1(SFTPC)-3 0,84 0,01 8,63 1,67 44,73

marcadores con signo adverso

perdidos por imposibilidad técnica de la determinacion de algtin marcador de la firma). 1: referencia, estadio Ill-IV,
Prueba émnibus: p=0,005. -2 log de la verosimilitud inicial: 238,44, final: 218,32. 1, n: nimero de pacientes.

Andlisis multivariante de factores asociados a la recidiva en la serie tumoral, incluyendo la firma (n=99; 3 casos ‘

SUPERVIVENCIA (n*=99)

0,02 0,78 1,01 0,96 1,06

Edad
Sexo 0,55 0,69 0.8 0,27 2,36
1 0,54 0,02 0,29 0,1 0,84
Estadio patoldgico*
Il 0,5 0,67 1,24 0,46 3,32
SFTPC-SHH-SHP2, 1(SFTPC)-3 0.75 0,02 5,74 1,31 25.12

marcadores con signo adverso

Andlisis multivariante de factores asociados a la supervivencia en la serie tumoral, incluyendo la firma (n=99; 3 casos
perdidos por imposibilidad técnica de la determinacién de algiin marcador de la firma). 1. referencia, estadio Ill-1V,
Prueba émnibus: p=0,001. -2 log de la verosimilitud inicial: 242,16, final: 220,23. 1, n: ndmero de pacientes.



Anexo 14. Modelos multivariantes con la combinacién de marcadores y por histologia

Carcinoma escamoso

Analisis univariante

CARCINOMA ESCAMOSO. Variables p-valor <0,05.

Insuficiencia renal cronica Insuficiencia renal crénica

pT pT

Estadio patoldgico Estadio patoldgico

Invasion linfatico intratumoral Tamafio tumoral

Insuficiencia respiratoria postoperatoria Insuficiencia respiratoria postoperatoria
Fistula broncopleural postoperatoria Fistula broncopleural postoperatoria
Empiema postoperatorio Hemotdrax postoperatorio

Invasién perineural intratumoral
Edad 265 afios
QT adyuvante (estadio Il)

Tiempo libre de enfermedad

Los pacientes con carcinoma escamoso y FGFRZ2b-B2M infraexpresado tienen
un riesgo de recidiva 8,19 veces superior que los pacientes sobreexpresados
(p=0,02). Los pacientes con SHH-B2M infraexpresado presentaban un riesgo
de recidiva 4,6 (1,36-15,57) veces superior que el resto de pacientes (p=0,01),
en un modelo que incluia edad, sexo, insuficiencia renal crénica y invasion
linfatica intratumoral. Estos datos eran similares a los resultados de la serie
global expuesta en el cuerpo de esta tesis.

Los pacientes con FRS2 sobreexpresado presentan un riesgo de recidiva 5,39
(1,13-25,66) veces menor que el resto de pacientes (p=0,03), en un modelo
que incluia edad, sexo, antecedente de insuficiencia renal crénica, pT e invasion
linfatica intratumoral. €l resto de marcadores evaluados (SHP2, SOX, SFTPC) no
Se asociaron a mejor o peor prongstico.

Supervivencia global

Los pacientes con FGFR2b sobreexpresado tienen un riesgo 7,28 (1,74-30,5)
menor de mortalidad que el resto de pacientes (p=0,007). La edad >70 afios
seguia asociandose a una mayor mortalidad, de forma significativa. Por su parte,
los pacientes con SHH-32M sobreexpresado presentaban un riesgo 2,92 (1,06-
8,04) veces menor de mortalidad que el resto de pacientes, en un modelo con
edad, sexo, insuficiencia renal crénica como antecedente patoldgico y tamafio
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tumoral.

En cambio, SFTPC-BA infraexpresado se asociaba a un riesgo de mortalidad
4,14 (1,12-15,28) veces superior, en un modelo con edad y sexo, donde la
mayor edad también era un factor prondstico negativo. Estos datos también
eran similares a la serie global.

CARCINOMA ESCAMOSO (n*=49). Tiempo libre de enfermedad.

Edad 0,58 0,97 0,87 1,08
Sexo 0,99 3,4310° 0 o

Infraexpresado 0,02 8,19 1,31 51,04
FGFR2b-B2M*

Normal 0,09 7,56 0,73 78,45
Antecedente de insuficiencia renal crénica 011 5,06 0,69 37,25

pTla 0,09 011 0,008 1,47

pTlb 0,22 0,3 0,04 2,01
pT

pT2a 0,8 1,23 0,25 6,14

pT2b 0,56 0,48 0,04 5,69
Invasion linfatica intratumoral 0,24 0,38 0,08 1,87

Andlisis multivariante de factores que condicionan el tiempo libre de enfermedad en los carcinomas escamosos,
incluyendo el FGFR2b (n=49; 1 caso censurado antes del evento mas temprano en un estrato). 1: referencia, FGFR2b
sobreexpresado. Prueba émnibus: p=0,03. 1, n: niimero de pacientes.
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Adenocarcinoma

Analisis univariante

Antecedente de hepatopatia Tamafio tumoral

Estadio patolégico Estadio patoldgico

Invasién linfética intratumoral Invasién linfatica intratumoral
Localizacién del tumor Localizacién del tumor

Insuficiencia respiratoria postoperatoria
Edad

Tiempo libre de enfermedad

Los pacientes con infraexpresion de SHP2-32M presentaban mayor riesgo de recidiva
respecto el resto de pacientes, en un modelo que incluia edad, sexo e invasion
linfatica intratumoral. Los pacientes con infraexpresion de MYCN-BA presentaban un
riesgo de recidiva 4,08 (1,1-15,11) veces superior que el resto de pacientes, p=0,04
(modelo con edad y sexo). Los pacientes con infraexpresion de SHH-BA presentaban
un riesgo de recidiva 5,1 (1,16-22,43) veces superior al resto de pacientes, p=0,03
(modelo con edad, sexo y estadio patoldgico). Estos datos también eran similares
a los obtenidos con la serie global. En este Ultimo modelo, los pacientes <65 afos
presentan mayor riesgo de recidiva de forma independiente.

ADENOCARCINOMA (n'=44). Tiempo libre de enfermedad.

Variable Hazard Intervalo de confianza
ratio 95%

Edad 0,07 5,62 0.89 35,54
Sexo 0,49 0,61 014 2,54

SHP2-32M infraexpresado 0,02 5,34 1,23 23,22
Invasion linfética intratumoral 0,005 13,26 2,14 82,12

Supervivencia global

Los pacientes con sobreexpresion de CEACAM5-BA y MYCN presentaban
significativamente menor riesgo de mortalidad (p<0,05), en sendos modelos donde
la edad se asociaba o presentaba tendencia a mejor prondstico. Por su parte, los
pacientes con infraexpresién de SHP2 presentaban un riesgo 7,21 (1,15-45,23)
veces superior de mortalidad, respecto los pacientes con expresién normal. En este
modelo, la edad también se asoci6 a mejor pronodstico. Finalmente apuntar que la
infraexpresion de SOX17 se asocid a peor prondstico de forma independiente.
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Andlisis multivariante
de factores que
condicionan el tiempo
libre de enfermedad
en los pacientes con
adenocarcinoma,
incluyendo SHP2
(n=44). Prueba
omnibus; p=0,001. 1, n:
numero de pacientes.
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Muestras ganglionares
de pacientes sin neoplasia

Datos de expresion ”

embrionarios en Caso 1 Hamartoma 1,81€-03 3,62€-02 2,53€+00
muestras ganglionares
de pacientes sin Caso 2 Hamartoma 2,54€-04 1,20€-02 8,35€-01
neoplasia. Se dividen .
los pacientes segdn Caso 3 Neumotdrax 4,36€-04 4,80€-03 1,34€-01
presenten patologia Caso 4 Fibrosis 2,19€-04 5,34€-03 1,95€-01
inflamatoria. 1, ND: no
disponible. Caso 5 Hamartoma 1,10€-01 1,08€+00 1,29€+02
Caso 5 Hamartoma 1,63€-02 3,53€-01 2,11e+01
Caso 6 Enfisema 5,02€E-04 9,79€-03 1,72€-01
Caso 7 Glomerulonefritis 3,86€E-04 1,31€-02 2,22E-01
Caso 8 Ndédulo fibroso 8,90€-01 6,76€-03 8,95€-01
Caso 9 Secuestro pulmonar 1,01€-02 1,67€-01
Caso 10 Quiste broncogénico 4,80€-02 8,76€-02 3,82€+01
Caso 11 Pleuropericarditis 4,70€-04 8,94€-03 3,68€-01
2,85€-03 1,11€-01 3,64€+00
Caso 12 Broncocele
2,30€-04 7,78€-03 5,08€-01
6,35€-04 3,54€-02 9,48€-01
Caso 13 Amiloidosis
4,29€-04 1,58€-02 5,59€-01
8,41€-03 1,38€-01 1,94€+01
Caso 14 Amiloidosis
8,41€-03 1,38€-01 1,94€+01
9,31€-03 1,58€-01 7,47€+00
5,39€-04 2,63€-02 8,16€-01
Caso 15 Tuberculosis ND 5,75€-01 3,41€E+01
1,79€-03 3,02€-02 3,63€+01
6,42€-03 8,04€-02 1,53€+01
ND 6,11€-01 1,49€+01
Caso 16 Neumonia organizativa
1,45€-03 3,96€-02 1,62€+01

Caso 17 Bronquiectasias 9,10€-01 1,03€-02 9,14€-01
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Anexo 16. Restadificacion
molecular ganglionar de los
marcadores por separado

Expresion en ganglio normal, puimén
vy tumor (otros marcadores)
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CEA-CEACAMS

Concentracion relativa

TLE TRAS LA RESTADIFICACION GANGLIONAR (CEACAM5) 0S TRAS LA RESTADIFICACION GANGLIONAR (CEACAM5)

Lo 1,0
NO-1 (mol+) n=43

3 pNO-1 (mol+) n=43 PNO-1 (mol+)
:E <
9 0,8 . G 0,8
: §
3 pNO (mol-) n=22 E pNO (mol-) n=22
]
S 0,6+ =t 8 0,6+
S 3
" w
3 (7]
© el
o | ]
: 0,4 g 0,4
] =
2 2
% 0,2 -8 0,2

» 1 , 47
E [-%

p=0,58 p=0,11
0,0 0,0
I I I I I T T T T T T T
0 12 24 36 48 60 0 12 24 36 48 60
tiempo (meses) tiempo (meses)

Molecular - 41 81% 76% = 44,8 47 91% 63% 63%
Molecular + 49,6 31 91% 81% 61% 518 28 91% 86% 81%

n=65), distribuidos en dos estratos: molecular negativo y molecular positivo. No se incluyen los pacientes pN1

Tiempo libre de enfermedad v supervivencia global tras la restadificacion ganglionar mediante CEACAMS (pacientes, ‘
molecular N1 dado que son molecular positivo pero no restadifican. 1: meses.

TLE, GRUPO B pNO SEGUN REESTADIFICACION MOLECULAR DE CEA-B2M 0S, GRUPO B pNO SEGUN REESTADIFICACION MOLECULAR DE CEA-B2M
107 NO(mol+ N1), n=9 ~F helecua N1 = hotecsar 1
) - 1 Molecular ) IMolecular
g prNmats N1), —MMolecular N2 pNO(mol+ N2), n=29 —MINolecular N2
§ — ycmpo ccnsu,az © ~—+=Tiempo censurado
~= Tiempo censura ] ~4—Tiempo censurado
§ 0,8 —4= Tiempo censurado é 0,8 L . ALt —Tiempo censurado
< pNO(mol-), n=22 2z
- e pNO(mol-), n=22
Q0.6 ] —_——
§ » g— 0,6
w
3 pNO(mol+ N2), n=29 ] !
@ o4 o pNO(mol+ N1), n=9
© 0 ]
3 '_-IS 0,4+
2 =
E 0,24 %
- € 027
< I
a p=0,86
0,0+ p=0,23
T T T T T T 0,04
0 12 24 % 48 60 ; ; ; ; ; ;
tiempo (meses) 0 12 24 36 48 60

tiempo (meses)

Tiempo libre de enfermedad y supervivencia global de los pacientes pNO tras la restadificacion ganglionar mediante
CEACAMS,
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Curvas ROC entre la expresion ganglionar de CEACAMS (n=376) y la recidiva o supervivencia, para detectar el nivel de
expresion asociado a cambio prondstico.
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Restadificacion con el punto de corte

tumor/ganglio normal (CAN)

Este se determiné utilizando como valores basales la concentracién absoluta
en ganglio toracico de pacientes sin neoplasia y como valores patoldgicos la
serie tumoral de 42 muestras. Se realizaron las curvas ROC y se eligié el punto
de minima distancia ROC.
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Tiempo libre de enfermedad v supervivencia global de los pacientes pNO (n=60) tras la restadificacién ganglionar
molecular y anatémica mediante CEACAMS, utilizando la concentracién absoluta normalizada.
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FGFR2b

Concentracion relativa
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42,7
46

4,3

81%

29 8%

TLE, GRUPO B pNO SEGUN REESTADIFICACION SE DE FGFR2b-BA

Probabilidad de ausencia de recidiva

o ~Molecular NO
B lﬂ pNO(mol+ N2), n=38 ~MMolecutar N1
~IMolecular N2
’ —+=Tiempo (Pnsuradn
= Tiempo
0,8 =+ Tiempo censurado
pNO(mol-), n=16
0,67
NO(mol+ N1), n=6
o] PNO( )
0,24
p=0,06
0,0+
T T T T T T
0 12 24 36 48 60

tiempo (meses)

39%

4,8
2,8

100%

48 89%

75%
79%

75%
63%

0S, GRUPO B pNO SEGUN REESTADIFICACION SE DE FGFR2b-BA

Probabilidad de supervivencia

1,04

0,84

0,6

0,44

0,2

0,04

pNO(mol+ N2), n=38

pNO(mol-), n=16

pNO(mol+ N1), n=6

p=0,17

~MMolecular NO
INolecular N1

~MIMolecular N2

~+ Tiempo censurado
I Tiempo censurado

—+ Tiempo censurado

o

T T T
24 36

tiempo (meses)

Tiempo libre de enfermedad y supervivencia global de los pacientes pNO tras la restadificacion ganglionar mediante

FGFRZb.
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Curvas ROC entre la expresion ganglionar (n=376) de FGFR2b vy la recidiva o supervivencia, para detectar el nivel de
expresion asociado a cambio pronéstico.
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Restadificacion con el punto de corte

tumor/ganglio normal (CAN)
Se determind el punto de corte diagndstico con la misma metodologia utilizada

para el CEACAMS.
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anatémica mediante FGFR2b, utilizando la concentracién absoluta normalizada.
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SHP2
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Los segmentos diagonales son producidos por los empates

Curvas ROC entre la expresion ganglionar (n=376) de SHP2 v la recidiva o supervivencia, para detectar el nivel de
expresion asociado a cambio prondéstico.
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Restadificacion con el punto de corte

tumor/ganglio normal (CAN)
Se determind el punto de corte diagndstico con la misma metodologia utilizada.
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Molecular NO 366 56 73% 73% - 364 47 91% 62% -
Molecular N1 302 54 78% 56% - 345 46 8% 78% -
Molecular N2 52 29 92% 87% 65% 511 31 90% 80% 80%
Molecular NO-1 383 10,4 100% 50% 50% 438 7,7 100% 50% 50%

Molecular N2 41,9 6 92% 63% 0% 46,6 5 100% 92% 39%

Tiempo libre de
enfermedad y
supervivencia de los
pacientes pNO (n=60)
y pN1 en funcion

de larestadificacion
molecular y
anatémica mediante
SHP?2, utilizando la
concentracién absoluta
normalizada. 1: meses.







