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TABLA DE ABREVIATURAS

A: Adenosina

ADK: Adenocarcinoma

ASCO: American Society of Clinical Oncology
BCL2: B-cell leukemia/lymphoma 2

BIC: B-cell integration cluster

C: Citosina

Ca: Carcinoma

CDK: Cinasa dependiente de ciclina

CK: Citoqueratina

crasiRNA: Centrosome-associated RNAs

CCR: Cancer colorrectal
CM: Cancer de mama

CPNCP: Cancer de pulmdn no célula pequeia
CPCP: Cancer de pulmdn célula pequena
CP: Cancer de pulmédn

CpG: Islas de citosina y guanina
CYP: citocromo

DNA: Acido desoxirribonucleico

dsRNA: RNA de doble cadena

ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group

EE: Enfermedad extensa

EL: Enfermedad limitada

ELCWP: European Lung Cancer Working Party

EGFR: Receptor del factor epidérmico de crecimiento

EORTC: European Organization for Research and Treatment of Cancer
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EPIC: European Prospective Investigation into cancer
EPOC: Enfermedad pulmonar obstructiva crénica
ERBB: Familia de proteinas de EGFR.

ERCC1: Excision Repair Cross Complementation 1
FHIT: Fragile histidine Triad

G: Guanina

GBM: Glioblastoma

GSTM : Glutatidn S-transferasa mu 1

HPV: Virus del papiloma humano

IASCL: International association for the study of the lung
IALT: The International Adjuvant Lung Cancer Trial

IK: indice de Karnofsky

KRAS: V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogen homolog
LLC: Leucemia linfatica crdnica

LMA: Leucemia mieloide aguda

LOH: Loss of heterocigosity

LncRNA: Long non-coding RNA

M: Metastasis

m7G cap: 7-metil guanosina caperuza

MAPK: Mitogen activated kinase-like protein
MET: met proto-oncogene

miRNA: microRNA

miRISC: RISC con una cadena guia de un miRNA
MCL1: Myeloid cell leukemia sequence 1
MDM2: Murine double minute oncogene
moRNA: miRNA-offset RNA

MYC: myelocytomatosis oncogene

MSY-RNA: MSY2-associated RNA



N: Nodes (ganglios)

ncRNA: RNA no codificante

OG: Oncogén

OMS: Organizacién Mundial de la Salud

PAAF: Puncion aspiracidén con aguja fina

PACT: Proteina de unidn a dsRNA

PAH: Hidrocarburos aromaticos policiclicos

PARs: Promoter-associated RNA

Pb: Pares de bases

pb: p-bodies

PCR: Reaccidn en cadena de la polimerasa

PDCDA4: programmed cell death 4

piRNA: PIWI-interacting RNA

PS: Performance status

pri-miRNA: miRNA primario

pre-miRNA: miRNA precursor

PTEN: phosphatase and tensin homolog

Rb: Retinoblastoma

RNA: Acido ribonucleico

RNAi: RNA interferencia

RISC: RNA-induced silencing complex; Complejo de silenciamiento inducido por RNA
RMN: Resonancia magnetica nuclear

RT-PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa mediante retro-transcriptasa
RRM1: Ribonucleoside-diphosphate reductase large subunit
sdRNA: Sno-derived RNA

siRISC: RISC con una cadena guia de un siRNA



SIRT1: Sirtuin 1

snoRNA: small-nucleolar RNA
Sd: Sindrome

siRNA: small-interfering RNA

SLE (DFS): Supervivencia libre de enfermedad (Disease free survival)
SNC: Sistema nervioso central

SWOG: Southwest Oncology group

SVCS: Sindrome de vena cava superior

SG (0S): Supervivencia global (Overall survival)

T: Timidina

T: Tumor

TAC: Tomografia axial computerizada

tel-sRNA: Telomere small RNA

TPM1: Tropomiosina 1

TRBP: TAR RNA-binding protein

TS: Tumor suppressor

U: Uracilo

VEGF: Vascular Endothelial Grothw Factor

xiRNA: X-inactivation RNA

XPD: Xeroderma pigmentosum D

XRCC1: X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 1
WIP1: Wild type p53 induced phosphatasa 1
WNT3A: Wingless-related MMTV integration site 3A



INTRODUCCION

1.1 CANCER NO MICROCITICO DE PULMON O DE CELULAS NO
PEQUENAS.

1.1.1 EPIDEMIOLOGIA Y ETIOLOGIA

EPIDEMIOLOGIA
El cancer de pulmdn es uno de los tumores mas frecuentes en todo el mundo. Se

detectan alrededor de 1.400.000 nuevos casos cada afo — representa el 16,6% de
todos los tumores en varones (965.000 casos) y el 7,6% en mujeres (387.000 casos) -.
Se registran 1.200.000 muertes cada afio a causa de esta enfermedad, siendo la

principal causa de muerte por cancer a nivel mundial®.

En el afo 2003, en Estados Unidos 171.900 americanos se diagnosticaron de cancer de
pulmén, de los que fallecieron 157.200. Con 187.000 muertes anuales, el cancer de

pulmén es la tercera causa de muerte por cancer en Europa2

En China, la mortalidad por cancer de pulmén en hombres es de 33 por cada 100.000

habitantes, con una expectativa de incremento en los préximos afios® .

En el afio 2005, fallecieron en Espafia 19.115 personas por cancer de pulmén: 16.645
varones y 2.470 mujeres °. En las Gltimas décadas, la mortalidad por cancer de pulmén
en Espafia ha cambiado. Mientras que la tasa de mortalidad en hombres, en 1973 era
de 31 por cada 100.000 habitantes, en 1997 era de 58 por cada 100.000 habitantes,
con un incremento anual del 2,7%. El incremento en la tasa de mortalidad por cancer
de pulmén en hombres, en las cohortes nacidas hasta 1952, se justifica como
consecuencia del incremento del habito tabaquico en las generaciones siguientes. Es
cierto, que se observa en las generaciones mas jévenes una tendencia a la disminucién
de la tasa de mortalidad, lo que sugiere una evolucion mas favorable, probablemente
relacionada con la disminucién del nimero de hombres fumadores. Para las mujeres,
las tasas de mortalidad son 5-9 veces mas bajas que para los hombres. Con una tasa
de mortalidad de 6,3 por cada 100.000 habitantes en 1973 y del 6,4 por cada 100.000

habitantes en 1997. Sin embargo, el incremento de la mortalidad en las generaciones
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mas jovenes, desde 1942, refleja el aumento de la prevalencia de fumadoras en la

Gltimas décadas®.

Dada la pobre supervivencia del cdncer de pulmdn, existe una gran correlacién entre
la incidencia y la mortalidad. La supervivencia global a los cinco anos es de un 10-13%
y esta no ha cambiado en las uUltimas dos décadas. A pesar de la implementacién de
terapias multidisciplinares en el tratamiento de la enfermedad avanzada, existe una

mejoria modesta de la supervivencia de los pacientes en estadios 7.



MAPAS DE INCIDENCIA Y MORTALIDAD POR CANCER DE PULMON MUNDIAL EN
2008, POR GENEROS

Figura 1: INCIDENCIA DE CANCER DE PULMON EN MUJERES EN 2008.
GLOBOCAN 2008 (IARC), (31/1/2011).

010 36 74 164 37

Tasa de incidencia estandarizada por edad y por 100.000 habitantes.



Figura 2: MORTALIDAD POR CANCER DE PULMON EN MUJERES EN 2008.
GLOBOCAN 2008 (IARC), (31/1/2011).

009 33 57 94 30
Tasa de mortalidad estandarizada por edad y por 100.000 habitantes.



Figura 3: INCIDENCIA DE CANCER DE PULMON EN HOMBRES EN 2008.
GLOBOCAN 2008 (IARC), (31/1/2011).

0 3.3 104 26.8 46.8 81
Tasa de incidencia estandarizada por edad y por 100.000 habitantes.



Figura 4: MORTALIDAD POR CANCER DE PULMON EN HOMBRES EN 2008.
GLOBOCAN 2008 (IARC), (31/1/2011).

0 31 91 209 335 74

Tasa de mortalidad estandarizada por edad y por 100.000 habitantes.



ETIOLOGIA

TABACO

El tabaco desempena un papel dominante como causa del cdncer de pulmdn, siendo
el responsable de hasta un 90% de la epidemia del cancer de pulmén, no sélo de
forma directa sino también indirectamente (fumadores pasivos) y en asociacién con

otras sustancias, como el asbesto y el radén. 8,

La relacidn causal entre fumar tabaco y el cancer de pulmén se establecié mediante
estudios epidemioldgicos, llevados a cabo en los afios cincuenta y sesenta. La
complejidad del humo del tabaco, con unos 3.000 compuestos quimicos diferentes, ha
hecho dificil la identificacién de la contribucién de mas de 40 agentes carcinogénicos
putativos. Los carcinégenos en el humo del tabaco incluyen hidrocarburos aromaticos
policiclicos (PAHs), N-nitrosaminas, aminas aromaticas, sustancias organicas (benceno,
acrilonitrilo) e inorganicas (arsénico, acetaldehido) y el polonio 210. La composicién
del humo depende de las condiciones ambientales donde se fume, de la mezcla de las
hojas del tabaco, de los filtros, de los aditivos y del papel de envolver. EIl humo del
tabaco de pipas y puros es mas fuerte y mas alcalino que el producido por los cigarros.
Los fumadores de pipas y puros tienen mas riesgo de cancer de pulmén, que los no
fumadores. La mayoria de los componentes del tabaco se producen en un ambiente
deficiente en oxigeno y rico en hidrégeno, que viene de la pirolisis y la destilacién, de
la region inmediatamente por detrdas de la zona de quemado del cigarro. La

concentracién de la nicotina es adictiva, aunque no es carcinogénica®'°.

El humo que aparece en la combustion del tabaco contiene aproximadamente entre
10°- 10'° particulas por ml. Los diametros aerodinamicos de estas particulas, entre
0,1- 1,0 micrometros, determinan los sitios de depdsito en la via aérea y en los
alveolos del pulmdn. La fraccién de humo retenido varia mucho segun el patrén de

inhalacién. El andlisis del humo del tabaco se separa en particulas o alquitran (Tar) y
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las fases gaseosas. Los filtros de acetato de celulosa retiran las nitrosaminas volatiles y
los fenoles de forma selectiva. La fraccién neutral de la fase de particulas contiene

iniciadores tumorales potenciales como los PAHs *°.

En paises desarrollados el tabaco es el responsable del 24% de todas las muertes en
hombres y del 7% en mujeres. Estas cifras aumentan hasta un 40% en algunos paises
de Europa del este y hasta un 17% en las mujeres de Estados Unidos. El tabaco mata
cada afio a 3.000.000 de personas en el mundo®. Fumar ha sido claramente
identificado como causa directa de cancer de pulmdn, estémago, eséfago, orofaringe,
laringe, péncreas, vejiga, rifion, leucemias'’.. También como agente causal de
patologia cardiovascular, EPOC (enfermedad pulmonar obstructiva crénica), ictus,

, . . . ey 11
neumonias. La mitad de los fumadores moriran debido a su habito .

HUMO DE TABACO AMBIENTAL

La asociacién causal entre fumadores pasivos y el cancer de pulmén, puede explicar el
s ;1 s1. - 14

1,6% de los canceres de pulmén®®. Los resultados de un meta-analisis™® y una

revision™®, mostraba un riesgo relativo entre 1,14 y 5,20 en las personas que no habifan

sido fumadores, pero que vivian con un fumador.

La exposicién ambiental en el hogar y en el trabajo en Espafia puede ser el responsable
de 1.228-3.237 de las muertes de cancer de pulmén y de enfermedad isquémica
cardiaca™®. En un meta-andlisis de estudios hechos exclusivamente en mujeres no
fumadoras, se mostraba un incremento del riesgo de cancer de pulmén de hasta un
20% debido al humo de tabaco ambiental®’.

En 2005, se publicd un estudio caso-control poblacién EPIC (European Prospective
Investigation into Cancer), que consistia en mas de 500.000 voluntarios de diez paises
europeos entre 1993 y 1998. Este estudio incluyé 123.479 no fumadores o ex
fumadores en la cohorte con datos de exposicién al humo de tabaco ambiental. Este
estudio no mostrd datos concluyentes respecto al desarrollo de cancer de pulmén

por exposicion al humo de tabaco ambiental®®.



EXPOSICION A LOS HUMOS DE COCINAR
Se ha descrito la presencia de compuestos carcinogénicos en los humos de cocinar de
los aceites fritos'®. Se ha relacionado con la aparicién de cancer de pulmén en mujeres

no fumadoras chinas®.

SUSPECTIBILIDAD GENETICA HEREDITARIA

La agregacion familiar del cancer de pulmdén, se ha comunicado en repetidas
ocasiones, sugiriendo un componente hereditario®'.

Se ha observado mayor riesgo de cancer de pulmén en los portadores, en la linea
germinal, de mutaciones en el gen TP53. Los portadores de estas mutaciones, que
fuman, tienen una probabilidad 3 veces mayor de desarrollar cancer de pulmédn, que
los portadores que no fuman?.

También se ha descrito la relacion entre la mutacién en la linea germinal del receptor
del factor epidérmico de crecimiento (EGFR) con la aparicion de multiples casos de
cancer de pulmon no célula pequefia en una familia?.

Recientemente, se ha identificado un nuevo locus de mayor susceptibilidad a padecer
cancer de pulmén en la regién cromosdémica 6g23-25p**. Alteraciones en este
cromosoma se han relacionado de forma mds especifica con una  mayor
susceptibilidad a padecer cancer de pulmdén en no fumadores y en fumadores no
excesivos *°.

Por otro lado, tres estudios genéticos independientes han encontrado un marcador en
el cromosoma 15 asociado al cancer de pulmédn. El riesgo de padecer cancer de
pulmdn en los portadores de una copia de este marcador es del 30% mas elevado y
hasta un 70-80% en los portadores de 2 copias. La regiéon donde se encuentra este
marcador contiene 3 genes que codifican las subunidades del receptor nicotinico de la

acetilcolina®®%"?8,
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EXPOSICION OCUPACIONAL Y AMBIENTAL

RADON

El raddn es un producto de degradacién del uranio, que se ha asociado con la apariciéon
de cancer de pulmdn en los mineros en minas de uranio®.

El radén emite particulas alfa, induciendo dafios en el ADN de las células epiteliales
respiratorias. La radiacion alfa se asocia con la inactivacién del gen supresor pl6,
induciendo su metilacion®.

El radén estd presente en el suelo y en el aire como contaminante. La exposicidon a
radon entre la poblacién general se asocia con un incremento del riesgo de cancer de
pulmon®t,

El estudio “The lowa Radon Lung Cancer Study” investigd el papel de la exposicion
ambiental al radén en el desarrollo de cancer de pulmdén, demostrando mayor riesgo
de desarrollarlo con la exposicidon y que a mayor nivel de exposicidon a radén, mayor

. 2
riesgo de desarrollo2.

ASBESTO

La exposicién ocupacional al asbesto se ha asociado al desarrollo de cancer de
pulmon®,

El riesgo de cancer de pulmdn por asbesto es dependiente tanto de tipo de fibra como
de la dosis>***?.

En un estudio de cohortes en Holanda, en poblacién expuesta al asbesto de tipo
ocupacional, se comunicd un incremento en el riesgo relativo para cancer de pulmodn
de 3,5, ajustando por edad, habito tabaquico y la ingesta de vitaminas®’.

En un estudio retrospectivo poblacional, en zonas de Quebec dedicadas a la mineria

de asbesto, comunicé que la mortalidad por cdncer de pulmdén en el marco no

ocupacional (mujeres) es insignificante..



FACTORES HORMONALES
Tanto en el tejido normal pulmonar, como en el procedente de lesiones cancerosas,

39,40,41 .
. Sin

se han detectado receptores de estrégenos en hombres y en mujeres
embargo, hasta el momento no existen datos concluyentes de la relacién entre

terapias hormonales y cancer de pulmén®?.

VIRUS ONCOGENICOS
Se conoce la asociacidon entre el carcinoma de células escamosas de cérvix, piel,
esofago y vias aéreas superiores y el virus del papiloma humano (HPV), surgiendo la

T . / ;4
posibilidad del papel de este virus en el desarrollo de cancer de pulmén®.

ENFERMEDAD PULMONAR PREEXISTENTE

Las lesiones pulmonares pre-existentes y las enfermedades pulmonares, como la
enfermedad pulmonar obstructiva crdnica, las neumonias, el asma y la fibrosis
pulmonar idiopatica, han sido estudiadas como potenciales factores de riesgo, para el

desarrollo de cancer de pulmdn, sin llegar a datos concluyentes44’45’46'47.
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1.1.2. BIOLOGIA DEL CANCER DE PULMON NO CELULA PEQUENA

El cadncer de pulmdn aparece como consecuencia de la acumulacién de diferentes
anomalias de origen genético y epigenético, que tienen como dianas proto-oncogenes
y genes supresores de tumores. El conocimiento de estos cambios puede
proporcionarnos la capacidad de detectarlos en el epitelio bronquial y utilizarlos como
estrategias de deteccién precoz de tumores, ademds de como criterios para
implementar, cuando sea posible, estrategias de quimioprevencién; también puede ser
el origen de nuevos abordajes tanto diagndsticos como terapéuticos.

Muchos de los defectos genéticos somaticos de las células tumorales de las neoplasias
pulmonares han sido adquiridos en la vida adulta y estan relacionadas con la
exposicién ambiental a los carcindgenos. Sin embargo, algunas alteraciones genéticas
son heredadas y aparecen en todas las células somadticas. Los mecanismos de
interaccion entre genes y agentes exégenos pueden resultar de la alteracion motivada
por determinados agentes ambientales, en la expresion de genes, que regulan el ciclo
celular, las sefales intercelulares y la apoptosis. Los genes susceptibles, ademas,
incluyen aquellos que participan en la fiabilidad de la reparaciéon del ADN, su
replicacion y la estabilidad gendmica. Los individuos con alteraciones en los sistemas
enzimaticos de activacidn o detoxificacién pueden tener mas riesgo de padecer cancer

de pulmon, incluso, con exposiciones a dosis bajas de humo de tabaco.

De las proteinas esenciales en el metabolismo de los carcinégenos, sobre todo del
humo del tabaco, las mejor estudiadas son el CYP1A1 y GSTM “®4°°° E| CYP1A1 es un
miembro del gran sistema enzimatico de los Citocromos P450 (CYP), que son enzimas
tipo |, que activan carcinégenos y permiten, asi su unién al ADN.

GSTM1 es una forma activa del sistema enzimatico Glutation-S. Tranferasa, que es una
enzima de tipo Il, que ejerce su accion inactivando carcinégenos, como los metabolitos
reactivos de los PAHSs. Si un individuo presenta polimorfismos inactivos como GSTM1-

null, también se incrementa el riesgo de cancer de pulmén.



Los proto-oncogenes son aquellos genes, que tras sufrir una mutacién se transforman
en oncogenes. Los mas conocidos en cancer de pulmén son ERBB-1 y ERBB-2.

El ERBB-1 se conoce como EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), porque codifica
la proteina receptora del factor de crecimiento epidérmico. Se expresa en la mayoria
de los CPNCP y se asocia a mal prondstico™* °2.

Otros proto-oncogenes relacionados con el cdncer de pulmén, son los del grupo RAS,

el mas conocido el KRAS, que estd presente en mas del 30% de los adenocarcinomas.

En el grupo de alteraciones de los genes supresores tumorales, se incluyen las de los
genes que codifican proteinas que actuan de manera fisiolégica en el control del
crecimiento, division celular y en la reparacién del ADN aberrante. Lo patolégico es su
inactivacién, que en muchas ocasiones, se debe a la pérdida de heterocigosidad (Loss
of heterocigosity: LOH). Los mejor estudiados son RB, P16 y P53.

Las alteraciones de p53 estan presentes en mdas del 50% de todos los tipos
morfoldgicos de cancer de pulmdn y su inactivacidn se correlaciona con el tabaquismo,

4 . s
>34 De p53 hablaremos ampliamente mas

ademas de que confiere mal prondstico
adelante.
El gen TP16, puede inactivarse por LOH, pero con frecuencia se inactiva por metilacién

aberrante del promotor del gen 3336,

En otro grupo, se incluyen las alteraciones de los genes encargados de la reparacién
del ADN. Se trata de proteinas que regulan el ciclo celular y que reparan el ADN
aberrante e impiden su replicacién. Destacan las alteraciones del gen FHIT (Fragile
Histidina Triad), que se encuentra en la region del gen 3p14.2. Se ha especulado que
los fragile sites observados en el genoma humano corresponde frecuentemente con
regiones reorganizadas en cdncer.

Por otro lado, existen muchos trabajos sobre polimorfismos que afectan a los genes
implicados en la reparacion de las bases nitrogenadas (XRCC1) o a la reparacion de

nucledtidos (XPD).

La actividad de la telomerasa es otro punto de interés en la biologia del cancer de

pulmén. El descubrimiento de que la actividad de la telomerasa esta silenciada en el
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tejido normal, pero que esta activada en aproximadamente el 85-90% de todos los
canceres ha hecho que crezca el interés por el papel de esta en la patogénesis,
diagndstico y tratamiento del cancer de pulmén. EI ADN humano telomérico esta
formado por una cadena doble de repetitivas TTAGGG, seguidos por una Unica cadena
en el extremo 3’ G- rico. Las proteinas especificas de teldmero se unen directamente a
la cadena por la regién de Unica o doble cadena, formando un complejo protector
sobre el final de los cromosomas, que los protege de la degradaciéon terminal,

recombinacién®’>%°%60

. Ademas los telémeros sirven de medio para completar la

replicacion de los cromosomas y contribuyen a la organizacion funcional de estos en el

nucleo. Finalmente, los telémeros sirven como reloj molecular, que controla la
. . . . . 61,62,62

capacidad replicativa de las células y su entrada en senescencia .

La disfuncién del teld6mero conduce a una rapida induccion del arresto del crecimiento

celularoala apoptosis63.

Por lo tanto, no podemos concluir que existe un Unico proceso que sea el
desencadenante de la aparicion de un cancer de pulmdn. En cambio, vemos que
existen varios procesos, que pueden darse de forma simultdnea o consecutiva,

poniendo en evidencia la complejidad de la patogénesis tumoral.



1.1.3. CLASIFICACION MOLECULAR Y PATOLOGICA DEL CANCER DE PULMON

CANCER DE PULMON (CP)

La principal division patoldgica que se hace del cancer de pulmdn es dividirla en dos
grupos bien diferenciados histolégicamente y en cuanto al abordaje terapéutico y
prondstico. Esta division consiste en el cancer de pulmén de célula pequeiia (CPCP) o
microcitico y en el de no célula pequeia (CPNCP).

Me voy a centrar en el estudio de los CPNCP, dado que es el subgrupo de pacientes

gue vamos a analizar, haciendo una breve resefia al CPCP.

CARCINOMA MICROCITICO DE PULMON O DE CELULA PEQUENA

El CPCP representa el 12- 17% de los tumores de pulmén1'64.

El estadio es el factor prondstico fundamental. Los estudios de extensién tienen la
importancia de distinguir a pacientes con enfermedad ubicada en el térax, de aquellos
con enfermedad metastasica. Los procedimientos diagndsticos mas comunmente
utilizados son la analitica general, la tomografia axial computerizada(TAC) de térax y
abdomen, TAC o resonancia magnética nuclear(RMN) de sistema nervioso central y la
gammagrafia o6sea. El sistema de estadiaje mas comunmente utilizado es el
desarrollado por la Veterans Administration Lung Cancer Study Group, que lo que hace
es diferenciar simplemente en dos grupos: Enfermedad Limitada al Térax (EL) y
Enfermedad Extendida (EE). La definicion clasica de Enfermedad Limitada a Térax es de
tumor confinado al hemitdrax de origen, mediastino y ganglios supraclaviculares, que
puede ser incluido en un campo tolerable de radiacién. Pero no ha habido una
definicion universalmente aceptada de este término, y pacientes con derrame pleural,
tumores pulmonares de gran tamano, o adenopatias supraclaviculares contralaterales,
han sido incluidos o excluidos del concepto de enfermedad limitada por diversos

grupos.
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La definicién de EE es aquella que sobrepasa los limites de definicion de EL®. Esta
clasificacién ha sido utilizada en los ultimos 50 afios, pero actualmente, se recomienda

el uso del TNM también en CPCP®.

El CPCP se caracteriza por su gran tendencia a la diseminacién y sin ningun tipo de
tratamiento, su prondstico es de 2 a 4 meses de vida desde el diagndstico. Estrategias
de tratamiento locales como Unica actitud, raramente producen supervivencias
prolongada567. La poliquimioterapia ha mejorado claramente los resultados tanto en
EL como en EE, con un indice de respuestas globales de 80-90% y de mediana de
supervivencia de 12-20 meses para pacientes con EL, y 60-80% de respuestas globales
y mediana de supervivencia de 7-11 meses para EE, aunque menos del 3% de los

pacientes de este Ultimo grupo alcanzaran 3 afios de supervivencia®®.



CLASIFICACION PATOLOGICA DEL CANCER NO MICROCITICO DE PULMON

Existen diversas clasificaciones nosolégicas del CP. Desde el punto de vista
microscopico la mas utilizada es la de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
actualizada en el afio 2004%, que se basa en criterios de microscopia ptica.

Casi la totalidad de los canceres de pulmdén son carcinomas (99%); de éstos, el
carcinoma epidermoide es el mas frecuente, ya que supone el 44% de los carcinomas
en el varén y el 25% en la mujer. El adenocarcinoma, el segundo mas frecuente,
corresponde al 28% de los casos en el varén y el 42% en la mujer®. En los dltimos afios
se observa un aumento de la incidencia del adenocarcinoma.

La combinacion de varios tipos histoldgicos es frecuente en las neoplasias pulmonares,
lo que dificulta su clasificacion. La inmunohistoquimica no siempre permite solucionar
este problema, como en un principio se pensaba, dado que existe un gran
solapamiento de los perfiles antigénicos de diferentes tipos histoldgicos.

De manera general, los marcadores mas utilizados en el estudio del carcinoma
pulmonar son las citoqueratinas(CK), la apoproteina A del surfactante( SP-A) y el factor
de transcripcion 1 del tiroides (TTF-1). Las CK estan presentes en todos los carcinomas,
aungue su expresion disminuye a medida que se produce la desdiferenciacién del
tumor; el subtipo de CK varia segun el subtipo del carcinoma. La proteina SP-A se
expresa aproximadamente en la mitad de los adenocarcinomas y en una proporcién
variable de los otros carcinomas. El TTF-1 se expresa normalmente en el tejido
pulmonar y se esta convirtiendo en uno de los marcadores mas Utiles para detectar
carcinomas primitivos de pulmdn y diferenciarlo asi de las metastasis. Los tumores
mesenquimales tienen patrones de expresidon caracteristicos. Los carcinomas

escamosos suelen ser p63+.
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CARCINOMA NO MICROCITICO DE PULMON

CLASIFICACION HISTOLOGICA DE LOS CARCINOMAS DE PULMON DE CELULAS NO
PEQUENAS (CPCNP) DE LA OMS Y LA ASOCIACION INTERNACIONAL PARA EL ESTUDIO
DEL CANCER DE PULMON®®

1. Carcinoma de células escamosas.
e Papilar.
e Células claras.
e Células pequenas.
o Basaloides.
Adenocarcinoma.
e Acinar.
o Papilar.
e Carcinoma bronquioloalveolar.
e No mucinoso.
¢ Mucinoso.
¢ Mucinoso y no mucinoso mixto o de tipo celular indeterminado.
¢ Adenocarcinoma sélido con mucina.
¢ Adenocarcinoma con subtipos mixtos.
e Variantes.

¢ Adenocarcinoma fetal bien diferenciado.

Adenocarcinoma mucinoso (coloide).

Cistoadenocarcinoma mucinoso.

Adenocarcinoma de células en anillo de sello.

Adenocarcinoma de células claras.

Carcinoma de células grandes.
e Variantes.
e Carcinoma neuroendocrino de células grandes.
e Carcinoma neuroendocrino de células grandes combinado.

e Carcinoma basaloide.



e Carcinoma semejante a linfoepitelioma.
e Carcinoma de células claras.
e Carcinoma de células grandes con fenotipo rabdoide.

Carcinoma adenoescamoso.

Carcinoma con elementos pleomérficos, sarcomatoides o sarcomatosos.

e Carcinoma de células fusiformes o gigantes.
e Carcinoma fusiforme.
e Carcinoma de células gigantes.
e Carcinosarcoma.
e Blastoma pulmonar.
Tumor carcinoide.
¢ Carcinoide tipico.
e Carcinoide atipico.
Carcinoma de tipo de glandulas salivales.
e Carcinoma mucoepidermoide.
e Carcinoma quistico adenoide.
e Otros.

Carcinoma no clasificado.
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CARCINOMA EPIDERMOIDE O DE CELULAS ESCAMOSAS

Es un tumor epitelial maligno que tiene caracteristicas de diferenciacion escamosa
(queratinizacidn y/o puentes intercelulares). Es el tumor pulmonar mas frecuente en
los paises occidentales y esta relacionado con el consumo de tabaco.

La mayoria de los carcinomas epidermoides surgen de los bronquios principales,
lobares o segmentarios. Sin embargo, puede que esta tendencia esté cambiando, ya
que en un estudio se ha observado que un 53% de los carcinomas epidermoides se

localiza en la periferia’®”*

. Se trata de tumores blancos o grises, con areas centrales de
antracosis y retraccion en forma de estrella en la periferia. Este tipo de tumor puede
presentar un crecimiento endobronquial o invasivo y suele cavitarse®.

Una caracteristica de este tipo de tumor es su extensidn in situ a lo largo de la mucosa
bronquial, que no se observa ni en el carcinoma de célula pequefia ni en el

adenocarcinoma.

Se clasifican segun el grado de diferenciacién del tumor:

- Tumores bien diferenciados. Las células presentan una arquitectura en empalizada
con citoplasma eosinofilico amplio y nucleo redondo u oval, y cuando los limites
celulares estan bien delimitados y tiene puentes intercelulares.

- Tumores moderadamente diferenciados. Presentas las caracteristicas citadas en
menor grado, mayor atipia citoldgica y un aumento de la actividad mitética.

- Tumores pobremente diferenciados. Se observa una marcada atipia citolégica, un

aumento de la actividad mitdtica, y un patréon de necrosis tipo comedo.

El carcinoma epidermoide tiende a ser localmente agresivo, y afecta a las estructuras
adyacentes por contigliidad. Las metastasis a distancia son mucho menos frecuentes

que en el adenocarcinoma’?.



Figura 5: Carcinoma epidermoide moderadamente diferenciado. Imagen cedida por el

hospital clinico de Santiago de Compostela.

Variantes del carcinoma epidermoide

1.- Papilar. Es un tipo con crecimiento endobronquial exofitico.

2.-De células claras. Formado en su totalidad por células con un citoplasma claropor
acumulacion de glucogeno.

3.- De células pequeiias. Con células tumorales de pequefo tamafio que se asemejan a
un carcinoma microcitico y presentan diferenciacién focal escamosa. El diagndstico
diferencial se plantea con un tumor microcitico con areas de carcinoma epidermoide’>.
4.- Basaloide. Los nidos tumorales presentan una empalizada periférica y el tumor

ocupa los espacios alveolares sin causar destruccion de la red alveolar.



ADENOCARCINOMA
El adenocarcinoma (ADC) es un tumor epitelial maligno con diferenciacién glandular o

produccién de mucina. Es el tipo histolégico mas frecuente en muchos paises, en los
gue su incidencia ha sobrepasado al carcinoma epidermoide.

Anatémicamente, puede ser un tumor Unico o multiple, que suele localizarse en la
periferia del pulmén, provocando un engrosamiento focal de la pleura, con retraccidn
de la misma. También puede presentar otros patrones macroscopicos caracteristicos-
endobronquial, difuso tipo neumdnico, multifocal, pseudomesoteliomatoso o sobre
fibrosis.

Histoldgicamente, presenta varios patrones de crecimiento que pueden aparecer
aislados o combinados en diferentes areas del mismo tumor. Lo mas frecuente es que
se dé una combinaciéon de varios patrones histoldgicos, lo que dara lugar al
denominado  adenocarcinoma  mixto. Este  subtipo tumoral conforma
aproximadamente el 80% de los adenocarcinomas resecados quirurgicamente y suele
presentar, ademas de la mezcla de tipos histoldgicos, diversos grados de diferenciacion
y atipia segin la zona del tumor considerada’®. Cuanto mas grande es el
adenocarcinoma, mas frecuente es que presente diferentes patrones histolégicos
combinados. En todos los subtipos de adenocarcinoma puede existir un grado variable

de fibrosis estromal e inflamacidn.



Figura 6: Adenocarcinoma de pulméon moderadamente diferenciado. Estructura acinar.

Imagen cedida por el hospital clinico de Santiago de Compostela.

Los principales subtipos son:

- Patrén acinar. Presencia de acinos y tubulos.

- Patron papilar. Muestra papilas con ramificaciones papilares secundarias o terciarias
gue sustituyen la arquitectura pulmonar normal.

- Adenocarcinoma sdlido con produccion de mucina. Es una proliferacion de células
poligonales que se disponen en sabana, sin formar ni acinos, ni tubulos, ni papilas y
que producen mucina.

- Patrén bronquioloalveolar (BAC). Existen dos variantes de este patron: una variante
no mucinosa y la variante mucinosa, % Clasicamente, el adenocarcinoma
bronquioloalveolar era considerado un tipo histoldgico diferente al adenocarcinoma, y

no sélo un patrdn de crecimiento tipico de un subtipo tumoral.



El hecho de que presente un comportamiento morfoldgico propio, junto con el
comportamiento biolégico caracteristico, con un pronédstico mas favorable, hace que la
decisidon de la OMS de eliminarlo como entidad independiente, no sea compartido por
muchos’.

Recientemente, se ha publicado una revisién de la clasificacién multidisciplinar del
adenocarcinoma de pulmén, en el que desaparecen los términos BAC vy
adenocarcinoma de subtipo mixto, y se introducen conceptos como adenocarcinoma

in situ y adenocarcinoma minimamente invasivo’®.



Variantes de adenocarcinoma pulmonar

1.- Adenocarcinoma fetal. Presenta elementos glandulares que recuerdan a los
tubulos del pulmdn fetal.

2.- Adenocarcinoma mucinoso (coloide). Presenta células neoplasica epiteliales
flotando en grandes lagos de mucina que van disecando el parénquima.
3.-Cistoadenocarcinoma mucinoso. Es una variante bien delimitada, que incluso
puede tener una cdpsula fibrosa. En la zona central aparece una formacion quistica,
con acumulacién de mucina y células mucosas neopldsicas tapizando las paredes
alveolares.

4.- Adenocarcinoma de células en anillo de sello. Es una variante infrecuente.

5.- Adenocarcinoma de células claras. Generalmente, la diferenciacion con células
claras es focal, pero de forma excepcional puede ser el componente principal del

tumor.
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CARCINOMA DE CELULA GRANDE
Por definiciéon, los carcinomas de célula grande son tumores escasamente

diferenciados. Se trata de un diagndstico de exclusion después de haber descartado la
presencia de componente de carcinoma escamoso, adenocarcinoma o carcinoma de
células pequeiias. Estos carcinomas estan formados por nidos de células poligonales
grandes con nucleo vesicular y nucléolo prominente, bordes bien definidos, una
cantidad moderada de citoplasma y escasa estroma fibrovascular.
Ultraestructuralmente, en la mayoria se observa un componente escamoso O
glandular.

Macroscépicamente, la mayoria de tumores tienen una localizaciéon periférica.

El tumor invade con frecuencia la pleura visceral, la pared toracica o estructuras
adyacentes. Al corte, el tumor tiene una coloracién pardo rosada, con frecuentes areas
de necrosis, y no suele presentar pigmento antracético por su crecimiento compresivo.
Las metastasis se dan en mayor frecuencia en los ganglios mediatinicos o hiliares,

pleura, higado, hueso, cerebro, ganglios linfaticos y pericardio69’77.

Tipos histolégicos de carcinoma de célula grande

1.-Carcinoma neuroendocrino de célula grande. Este tipo de carcinoma presenta un
patrén que sugiere una diferenciacion neuroendocrina. Las células tumorales son
grandes, con citoplasma moderado o abundante’®.

2.-Carcinoma de tipo linfoepitelioma. En el nucleo de las células neoplasicas grandes
indiferenciadas existe ARN de EBER-1"°.

3.-Carcinoma de células claras. Esta formado por células tumorales con citoplasma
claro de forma poligonal.

4.-Carcinoma de células grandes con fenotipo rabdoide. Un 10 % de la poblacién
tumoral debe consistir en esta tipologia de células rabdoide, caracterizadas por
glébulos citoplasmaticos eosinofilicos. En éstos, suelen verse focos de

adenocarcinoma y positividad para marcadores neuroendocrinos 80,



1.1.4 PRESENTACION CLINICA. DIAGNOSTICO. ESTADIAJE Y PRONOSTICO

PRESENTACION CLINICA
La mayoria de pacientes con cancer de pulmén suelen tener sintomas clinicos en el

momento de su diagndstico, si bien es dificil diferenciarlos de los sintomas anteriores,
que pueden padecer los pacientes®. Hay que tener en cuenta que un 90% de los
enfermos que sufren un carcinoma de pulmén son fumadores y, en muchos casos,
padecen otras enfermedades relacionadas con el tabaquismo como la

bronconeumopatia crénica obstructiva.

Las manifestaciones clinicas pueden depender de diversos aspectos como el subtipo
histoldgico, localizacién, la diseminacion locorregional, las metastasis a distancia, los
sindromes paraneopldsicos o ser el resultado de una combinacién de estos
mecanismos.

Se estima que un 10 % de los pacientes pueden estar asintomaticos, alrededor de un
25% pueden tener sintomas relacionados con el tumor primario, el 35% sintomas
sistémicos como anorexia, astenia y pérdida de peso relacionados con el tumor, vy el
30% sintomas especificos de metastasis. De hecho, la existencia de sintomas puede
asociarse significativamente con la supervivencia.

La clinica esta claramente relacionada con la localizacién del tumor primario.
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Tumores centrales Tumores periféricos

Epidermoide Adenocarcinoma

Microcitico Carcinoma de células grandes
Sintomas

Tos seca Tos

Disnea Disnea

Estridor

Hemoptisis

Fiebre por neumonitis obstructiva
Dolor toracico sordo, mal localizado

Dolor toracico pleuritico, localizado

Tabla 1: Diferencias por el tipo de crecimiento del tumor primario.

Los carcinomas epidermoides y CPCP suelen tener un crecimiento central. La imagen
radioldgica tipica es la de una masa hiliar con o sin afectacién del mediastino. La
existencia de una cavitacién es mas frecuente en los carcinomas epidermoides,
aunque también puede verse en los carcinomas indiferenciados de células grandes.

Los tumores centrales produciran con mas frecuencia sintomas relacionados con los
bronquios principales, lobares o segmentarios proximales, como tos, hemoptisis,
disnea o sintomas de obstruccién bronquial que puede implicar neumonitis obstructiva

y atelectasia.

El adenocarcinoma y el carcinoma indiferenciado de células grandes suelen tener un
crecimiento periférico. La imagen radioldgica de los tumores periféricos es un nédulo

intrapulmonar o un infiltrado pulmonar.



El dolor pleuritico y la afectacién pleural pueden ser sintomas de los tumores
periféricos. Mds del 90% de los pacientes presentardn sintomas en el momento del
diagndstico®®. Existen estudios que han establecido una relacién directa entre la clinica

y la posibilidad de tener un tumor metastasico®.

Al describir la clinica del cdncer de pulmén se pueden diferenciar los sintomas que se
relacionan con el tumor primario, la extension locorregional o con la enfermedad

metastasica.

Lesion primaria Afectacion intratoracica Enfermedad metastasica
Tos Pardlisis N. laringeo recurrente  Dolor éseo
Disnea Pardlisis N. frénico Afectacion de glandulas
Hemopstisis Derrame pleural suprarrenales
Dolor toracico SVCS Afectaciodn hepatica
Tumor de Pancoast Adenopatias
Sindrome de Horner Afectacién del SNC
Dolor costal
Disfagia

Derrame pericardico

Tabla 2: Signos y sintomas de acuerdo con el origen de la afectacién.
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SINDROMES PARANEOPLASICOS

El cancer de pulmdn es uno de los tumores que se asocian con mayor frecuencia a los
sindromes paraneoplasicos, estimandose que entre un 10-20% de estos pacientes
desarrollaran esta complicacién®’.

Los sindromes paraneopldsicos son un conjunto de manifestaciones clinicas, originados
por la liberacién por el tumor de sustancias biolégicamente activas o por el desarrollo
por parte del enfermo de una respuesta inmunoldgica anémala contra el tumor. Por lo
tanto, no es originado por la invasidn directa del tumor ni por sus metastasis, no
dependen de su tamafio y pueden preceder al mismo incluso en afios, por lo que
también han sido denominados “efectos remotos del cancer”. Las sustancias que
producen los sindromes paraneoplasicos suelen ser hormonas segregadas por el tumor
en niveles andmalos o de forma ectdpica, aunque también pueden ser anticuerpos o
citocinas producidas por el huésped.

En el cancer de pulmdn puede producirse un gran numero de paraneoplasicos, pero
los mas frecuentes suelen ser de origen endocrino-metabdlico, éseo y neurolégico. Los

mas frecuentes en los CPNCP son la hipercalcemia y la osteoartropatia hipertroéfica.



Sistémicos
Anorexia

Caquexia
Endocrinos o metabdlicos

Hipercalcemia tumoral
Hipersecrecién de hormona de crecimiento
Sindromes osteoarticulares
Osteoartropatia hipertroéfica
Acropaquias

Hematoldgicos

Anemia

Granulocitosis

Trombocitosis

Coagulacion intravascular diseminada
Neurolégicos

Degeneracidn cerebelosa subaguda
Neuropatia sensitiva subaguda
Mononeuritis multiple

Mielopatias

Pérdida de peso

Secrecion inadecuada de ADH

Ginecomastia

Polimiositis

Tromboflebitis superficial

Endocarditis trombdtica no bacteriana

Sindrome de Eaton-Lambert
Encefalomielitis

Neuritis dptica

Tabla 3: Sindromes paraneplasicos asociados a CP (l).
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Renales

Glomerulonefritis membranosa Sindrome nefrético
Cutaneos

Acantosis nigricans Eritema gyratus repens
Hipertricosis lanuginosa adquirida Dermatomiositis

Acroqueratosis paraneoplasica de Bazex

Tabla 4: Sindromes paraneopldsicos asociados a CP (l1).

DIAGNOSTICO Y ESTADIAJE

El diagndstico y la estadificacion se basan en una completa historia clinica vy
exploracién fisica. Se debe conocer la historia natural de la enfermedad precoz y
metastasica, para orientar la anamnesis y la exploracion.

Toda la estrategia de diagndstico y de la estadificacion debe orientarse a la
identificacion de pacientes que puedan ser inicialmente operados o tratados
mediantes neoadyuvancia para luego ser sometidos a la reseccidon quirdrgica, ya que
la cirugia es practicamente el Unico tratamiento curativo.

La realizaciéon de una u otra técnica diagnéstica dependerad de su capacidad para
diagnosticar y establecer el estadio de la enfermedad, asi como de la posibilidad de
evitar pruebas invasivas, poniendo especial atencion en el probable tratamiento.

A los pacientes que sufran un derrame pleural por primera vez deberia practicarseles
una toracocentesis, ya que podria tratarse de un derrame maligno o paramaligno.

Es importante diferenciar entre ambos, porque condiciona un estadio y tratamiento

diferentes.



Cuando aparezcan sintomas consuntivos y de afectacién especifica de drganos,
deberemos sospechar extension metastdsica y el método diagndstico puede centrarse

en la obtencion de material histolégico de estas zonas mediante biopsia o citologia.

ESTUDIOS DE IMAGEN

Radiografia de torax

En pacientes asintomaticos puede ser el primer motivo de sospecha y es la piedra
angular en la deteccidon del cancer de pulmdn. Objetiva si se trata de una masa o
nodulo Unico o lesiones multiples, localizacidn, existencia de derrame pleural,

atelectasia, afectacidén ésea y broncopatia previa.

Tomografia axial computarizada (TAC)

La TC de térax y abdomen superior es muy importante. Informa sobre las
caracteristicas del tumor primario, su extension locorregional, sobre todo si existe
afectacién de ganglios mediastinicos, corazén y grandes vasos, esdfago, columna
vertebral, costillas, paguetes nerviosos y si existen metastasis en higado o glandulas

suprarrenales.

Tomografia con emisidén de positrones (PET) sola o asociada a TAC

La PET se basa en las diferencias de metabolismo entre células malignas y normales,
mediante la captacién de glucosa marcada con un isétopo (18-FDG). También es un
método muy valioso para la estadificacion ganglionar mediastinica y para el estudio de
extension. La PET-TC es muy util es el diagnéstico diferencial del nédulo pulmonar
solitario. Pero en lesiones de menos de 1 cm o en tumores de escaso recambio celular
como los carcinoides o bronquioalveolares puede tener falsos negativos. Puede dar

falsos positivos en lesiones inflamatorias o en infecciosas®.
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Figura 7: La imagen de la derecha (A) es una imagen de PET que muestra una
hipercaptacion pulmonar izquierdo sugestivo de neoplasia, que coincide con la imagen

de TAC (B) y que se trata de un carcinoma epidermoide de pulmén.

ESTUDIOS PARA OBTENER TEJIDO

Citologia de esputo

Técnica poco invasiva. Es util en los tumores centrales y que cursan con hemoptisis. Es

una alternativa en pacientes que no sean candidatos a realizar broncoscopia.

Fibrobroncoscopia

Es una prueba fundamental. Permite localizar la situacién endobronquial y su
extensién a bronquios principales y traquea. Permite tomar biopsia del tumor y de los
ganglios afectos. Se puede encontrar afectacion endobronquial exofitica o una
infiltracion submucosa o compresidn extrinseca. Se recomienda la toma, al menos de

tres muestras.



Puncidn con aspiracidén pulmonar percutanea guiada por TAC

Es una alternativa para obtener material citolégico mediante control radiolégico,

cuando se trata de tumores periféricos no accesibles por broncoscopio.

Exploracion y estadificacion ganglionar del mediastino

En el periodo previo a la PET y a las técnicas endoscdpicas con posibilidad de biopsia
ganglionar (Eco-endoscopia con PAAF (puncidn-aspiracién con aguja fina), se realizaba
una exploracion quirdrgica del mediastino sistemdtica, a todos los pacientes con
enfermedad susceptible de cirugia curativa y sospecha de extensién a mediastino.

Desde que existen estas técnicas, se reserva la mediastinoscopia/mediastinotomia,
para aquellos casos en que sospecha metastasis ganglionares (TAC o PET positivos) y la

PAAF no muestra células malignas®®.

Supraclavicular zone

@ 1 Low cervical, supraciavicutar,
and sternal notch nodes

Superior Mediastinal Nodes
Upper zone
@ 2R Upper Paratracheal (right)
@ 2L Upper Paratracheal (left)
. 38 Pro-vascular
. 3p Retrotracheal
@ 4R Lower Parstracheal (right}
@ AL Lower Paratracheal (left)

Aortic Nodes

AP zone
@ 5 Subaortic

. 6 Para-avetic (ascending
aorta or phrenic)

Inferior Mediastinal Nodes
Subcarinal zone

() 7 Subcarinal

Lower zone

O 8 Paraesophageal
{betow carina)

. 9 Pulmonary Bgament

N+ Nodes

Hilar/interiobar zone
) 10 Hitar

@ 11 imeriobar

Penpheral zone
@ 12 Lobar
@ 13 segmental
@ 14 subsegmental

Figura 8: Mapa de los ganglios linfaticos de la IASLC.
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ESTADIFICACION CLINICA

Pretende establecer la situacidon del tumor de acuerdo con el patréon habitual de
diseminacidn de esta neoplasia y se utiliza el sistema TNM.

- El pardmetro “T” tumor, se define por el crecimiento del tumor primario en tamafio
en el parénquima pulmonar, o su extensién a estructuras vecinas.

- El parametro “N” ganglios linfaticos regionales, describe la afectacién ganglionar
hiliar o mediastinica ipsi o contralateral.

- El pardmetro “M” metastasis, se refiere a la presencia de metdstasis a distancia.

La clasificacién TNM utilizada hasta ahora y en el presente trabajo es la de 1997.
Recientemente, se ha actualizado, por lo que presento también, la clasificacion TNM
actual y una tabla comparando ambas clasificaciones, para que estos cambios sean

mas visibles.

Sistema_Internacional de Estadificacion TNM para Cancer de Pulmon

1997°

TUMOR (T) DESCRIPCION DE ESTADO

e TO: No evidencia de tumor primario

e TX: Tumor primario que no puede ser evaluado, o tumor certificado por la
presencia de células malignas en el esputo o lavado bronquial pero no
visualizado por imagenes o broncoscopia.

e TIS: Carcinoma in situ

e T1: Tumor <3 cm en su didmetro mayor, rodeado por pulmdn o pleura visceral,
sin evidencia broncoscopica de invasion mas proximal del bronquio lobar (no
en bronquio principal).

e T2:Tumor con cualquiera de los siguientes: >3 cm en su didmetro mayor;
compromiso de bronquio principal, >2 cm distal de la carina; invasion de pleura
visceral; asociado con atelectasia o neumonitis obstructiva extendida al hilio

pero que no compromete el pulmdn entero.



e T3: Tumor de cualquier tamafio que invade directamente cualquiera de los
siguientes: pared tordcica (incluyendo tumores del sulcus superior), diafragma,
pleura mediastinal, pericardio parietal; o tumor en bronquio principal <2 cm
distal de la carina pero sin compromiso de esta; o atelectasia asociada o
neumonitis obstructiva del pulmén entero.

e T4:Tumor de cualquier tamano que invade cualquiera de los siguientes:
mediastino, corazén, grandes vasos, trdquea, eséfago, cuerpos vertebrales,
carina; o tumor con derrame pleural o pericardico maligno®, o con ganglio(s)

tumoral satélite dentro del I6bulo tumoral primario ipsilateral del pulmoén.

GANGLIOS LINFATICOS (N) DESCRIPCION DEL COMPROMISO

¢ NX: Ganglios linfaticos regionales que no pueden ser evaluados.

e NO: No metastasis en ganglios linfaticos regionales.

e N1: Metastasis en ganglios linfaticos peribronquial ipsilateral y/o hiliar
ipsilateral, y compromiso de ganglios intrapulmonares por extensién directa del
tumor primario.

e N2: Metastasis de ganglio(s) linfaticos ipsilateral mediastinal y/o subcarinales.

¢ N3: Metastasis de ganglio(s) linfaticos mediastinales contralaterales, hiliares

contralaterales, escalenos ipsilaterales o contralaterales, o supraclaviculares.

METASTASIS A DISTANCIA (M)
e MX: No se puede evaluar la presencia de metastasis a distancia.
e MO: No metastasis a distancia.

e M1: Presencia de metastasis a distancia °.

? La mayoria de los derrames pleurales asociados con cancer de pulmdn son debidos al
tumor. Sin embargo, en algunos pacientes con multiples exdmenes citopatoldgicos
negativos de derrames pleurales no sanguinolentos, no exudativos o pericardicos, que
el juicio clinico dicta que no estan relacionados al tumor, el derrame deberia ser
excluido como elemento de estadificacion de la enfermedad del paciente como T1, T2,

oT3.
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® Los nodulo(s) tumorales metastasicos alejados en el I6bulo(s) tumoral no primario
ipsilateral del pulmén son clasificados como M1.
En la siguiente figura recogida del articulo de Mountain et al., de 1997, se recoge una

relacidn de la supervivencia segun el estadio clinico y patoldgico.

ESTADIOS CLINICO Y PATOLOGICO | |

MESES DESPUES DEL TRATAMIENTO (Porcentaje de supervivencia
acumulada)

12(%) 24(%) 36(%) 48(%) 60(%)

cEstadio

clA(n=687) 91 79 71 67 61
cIB(n=1189) 72 54 46 41 38
cllA(n=29) 79 49 38 34 34
cliB(n=357) 59 41 33 26 24
clllA(n=511) 50 25 18 14 13
clliB(n=1030) 34 13

clV(n=1427) 12 6

pEstadio

plA(n=511) 94 86 80 73 67
pIB(n=549) 87 76 67 62 57
pllIA(n=76) 89 70 66 61 55
plIB(n=375) 73 56 46 42 39
pllIA(n=399) 64 40 32 26 23

P<0,05

Tabla 5: Estadificacion quirtrgica y clinica del CPNCP ¥'.



Los estadios clinicos se agrupan asi:

ESTADIAIJE GRUPOS PRONOSTICOS
ANATOMICO

Carcinoma oculto TX NO MO
Estadio 0 Tis NO MO
Estadio IA Tla NO MO
Tlb NO MO
Estadio IB T2a NO MO
Estadio lIA T2b NO MO
Tla N1 MO
Tlb N1 MO
T2a N1 MO
Estadio IIB T2b N1 MO
T3 NO MO
Estadio llIA Tla N2 MO
Tlb N2 MO
T2a N2 MO
T2b N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
T4 NO MO
T4 N1 MO
Estadio IlIB Tla N3 MO
Tlb N3 MO
T2a N3 MO
T2b N3 MO
T3 N3 MO
T4 N2 MO
T4 N3 MO
Estadio IV Cualquier T Cualquier N M1a
Cualquier T Cualquier N M1b

Tabla 6: Grupos prondsticos por estadiaje anatémico, de la 72 edicién de la AJCC.



Los cambios del estadiaje resumidos y comparacién entre la 62 y 72 edicion:

Tabla 7: Resumen comparativo de los cambios entre la 62 y la 72 edicidon del TNM




En la siguiente tabla se especifican los cambios en cada componente del TNM.

T T1 se subclasifica en :
-T1la: tumor<=2cm
-T1b:tumor >2cm y <=3cm
T2 se subclasificaen :
-T2a: tumor >3cm y <=5cm( o cualquiera de
los descriptores de T2, pero <=5cm)
-T2b: tumor >5 cm y <=7 cm
T2 > 7 cm se reclasifica como T3
T4 por nédulo/s adicional/es en I6bulo del
tumor primario se reclasifica como T3
M1 por nédulo/s adicional/es en Iébulo
homolateral diferente de aquél del tumor
primario se reclasifica como T4
T4 por derrame pleural maligno se reclasifica

como M1la
N Sin cambios
M M1 se subclasifica en:

-M1a: nddulo/s tumoral/es separado/s en
I6bulo contralateral; tumor con nédulos
pleurales o derrame pleural( o pericardico)
maligno

-M1b: metastasis distantes

Tabla 8: Novedades en la séptima edicion de la clasificacion TNM del cancer de

pulmon®,
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TRATAMIENTO

TRATAMIENTO QUIRURGICO DEL CPNCP

El tratamiento quirdrgico del CPNCP pretende curar esta enfermedad y hasta el
momento actual es la Unica modalidad de tratamiento con capacidad potencialmente
curativa.

El objetivo debe ser la extirpacién de todo el tejido tumoral y asegurar que no exista
enfermedad residual.

El disefio global de la estrategia de tratamiento debe realizarse de forma individual y
basandose en la correcta estadificacion TNM. El sistema TNM pretende agrupar a los
pacientes para plantear una estrategia terapéutica. Se establece seglin toda la
informacién obtenida en la anamnesis, la exploracion fisica y las exploraciones
complementarias. Una vez queda el paciente clasificado en un subgrupo del TNM,
existen dos escenarios: pacientes con enfermedad potencialmente resecable con una
reseccion completa y los que no.

El tratamiento quirdrgico tiene indicacidn en todos los casos de tumores en estadio | y
1°, cuando las condiciones del paciente lo toleren. Los pacientes con afectacion
ganglionar mediastinica N2 (llIA), no son, en general, candidatos a tratamiento
quirurgico, salvo que sea un hallazgo en el campo quirurgico.

Los tumores N3 (llIB) presentan una contraindicacién formal para la cirugia de entrada.
Los tumores T4 precisan de una consideracion especial, tanto de resecabilidad como
de irresecabilidad, pero se consideran quirdrgicos si no hay afectacién ganglionar

mediastinica (T4NO-1).

Intervenciones quirurgicas
-Neumonectomia.
-Lobectomia.

-Resecciones extendidas.
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TRATAMIENTO DE LOS ESTADIOS I Y II

La cirugia es el tratamiento estdndar de los estadio | y 11°°. Tras una reseccion
completa, la supervivencia a 5 afos oscila entre el 67% para los estadios TINO y el 38%

para los estadios T2N1 o T3NO.

Los pacientes con estadio IlIA es necesario distinguir a los pacientes con afectacion
ganglionar microscépica, que de entrada tienen van a tratamiento quirdrgico y
presentan una supervivencia a 5 anos del 25-40%, de los N2 con afectacién
macroscopica que tienen una supervivencia a 5 afios del 10 %°>.

Con la finalidad de mejorar estos resultados se han llevado a cabo varios estudios
investigando el efecto de la quimioterapia adyuvante. Se publicé el meta-andlisis de
1995, con los resultados de 8 ensayos aleatorizados, que utilizaba esquemas con
cisplatino en combinacién en 1394 pacientes. Se detectd una reduccidn del riesgo de
muerte del 13%, con una mejoria absoluta del 3 y 5% a los 2 y 5 afos,

respectivamentesg.

En el escenario de la adyuvancia, hay que destacar 4 estudios fase Ill randomizados a
cirugia sola o a cirugia seguido de quimioterapia adyuvante.

El primero de ellos el estudio IALT, que incluyd 1867 pacientes, con estadio I-lll,
aleatorizan a los pacientes a quimioterapia adyuvante basada en cisplatino en
combinacion versus cirugia solamente. Comunicaron diferencias significativas la
supervivencia global a 5 afios de 44,5 versus 40,5 %(p 0,03) y en la supervivencia libre
de progresion a 5 afios de 39,4 versus 34,3% (p 0,003), respectivamente y favoreciendo
a la quimioterapia adyuvante. Aunque, en el analisis de supervivencia a 7,5 afios, se
pierde el beneficio significativo (p 0,10)°>".

El estudio ANITA, con 840 pacientes, es un fase lll, abierto y multicéntrico, que

aleatorizaba a los pacientes a recibir un esquema de cisplatino vy vinorelbina versus

observacién tras la cirugia, presentaba una mediana de supervivencia



significativamente diferente, de 65,7 versus 43,7 meses (p 0,017), a favor del grupo de

quimioterapiagz.

En el estudio JBR.10, los 482 pacientes con reseccién completa de cancer de pulmon,
estadiados como pT2NO, pT1N1, pT2N1MO, fueron aleatorizados a recibir un esquema
de quimioterapia con cisplatino y vinorelbina versus observacién, con una tasa de
supervivientes a 5 afios del 69% versus el 54%, a favor del grupo de quimioterapia (p
0.03).En este estudio se objetivé que la adyuvancia era beneficiosa para los pacientes
a partir del estadio Il (no para IB). En el andlisis posterior a 9 afos se sigue

manteniendo el beneficio significativo en supervivencia en pacientes N1 %,

El estudio CALGB 9633, aleatorizaba pacientes tras cirugia de cancer de pulmdn no
microcitico, T2ZNOMO (IB) a recibir 4 ciclos de quimioterapia con un esquema de
carboplatino y paclitaxel versus observacién, presentaba una mediana de
supervivencia diferente, de 95 meses versus 78 meses, pero las diferencias en
supervivencia no son significativas (p 0.125). Este estudio es Unico, porque sélo
valoraba pacientes con estadio pT2NOMO y usaba un esquema de quimioterapia
adyuvante diferente. En un analisis posterior de este estudio se objetivd que los
tumores T2 mayores o iguales a 4 cm se beneficiaban de este tratamiento™.

El estudio de neoadyuvancia, fase lll, en pacientes con estadios I, Il y Il (T3N1)
resecables de entrada, el estudio NATCH, no ha demostrado beneficio entre el
tratamiento neoadyuvante comparado con el adyuvante. Este estudio tiene tres
brazos, uno que va a cirugia de entrada con observacion posterior, el otro en el que
reciben tres ciclos de carboplatino y paclitaxel neoadyuvante seguido de cirugia y otro
en el que se hace cirugia de entrada seguido de tres ciclos del mismo esquema en
régimen adyuvante *.

En los estadios |, el meta-analisis de estudios de adyuvancia LACE, publicado en 2008,
objetiva que el efecto de la quimioterapia puede ser perjudicial *°. Pero lo cierto es que
la mortalidad en los pacientes con estadios | es del 30%. En este momento hay ensayos
abiertos que exploran marcadores bioldgicos de sensibilidad a quimioterapia en el

tumor, incluyendo el analisis de ERCC-1 % y RRM1 2. Este es el ensayo SWOG-5072,
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que randomiza a los pacientes a un esquema de quimioterapia con cisplatino y

gemcitabina o a observacion.

TRATAMIENTO DE LOS ESTADIOS Il

El estadio Ill del CPNCP es una enfermedad heterogénea en la que se usan varias

combinaciones de quimioterapia, radioterapia y cirugia.

El volumen de la enfermedad, en especial mediastinica, influye en la toma de
decisiones En este estadio se observa una alta tasa de fallo local y de metastasis a
distancia, tras el tratamiento con cirugia o radioterapia aisladas. Como consecuencia,
el tratamiento combinado con quimioterapia y radioterapia y/o cirugia se emplea en
pacientes con buen PS, buena funcion pulmonar y minimas comorbilidades.

En los pacientes con estadio IlIA es necesario distinguir a los pacientes con minima
afectacién ganglionar, subsidiarios de cirugia después de un tratamiento
neoadyuvante, que presentan una supervivencia a 5 afios del 25-40%, de los N2 bulky
o multiestacién, que tienen una supervivencia a 5 afios del 10 % °°.

En el estadio IlIB, el tratamiento con quimioterapia con platino y radioterapia toracica,
se considera el tratamiento estandar, siendo la modalidad concomitante la mas

activa®™.



En la siguiente figura, se muestra un esquema de las diferentes formas de administrar
la quimioterapia y la radioterapia, esquema secuencial, concomitante, de induccién y

de consolidacion 1%,

Quimioterapia de induccién X X
Radioterapia -

QUIMIORRADIOTERAPIA CONCOMITANTE
Quimioterapia (x) (x) (x)

Radioterapia -

QUIMIOTERAPIA DE INDUCCION = QUIMIORRADIOTERAPIA CONCOMITANTE
Quimioterapia de induccién X X
Quimiorradioterapia concomitante (x) (x) (x)

Radioterapia -

QUIMIORRADIOTERAPIA CONCOMITANTE = QUIMIOTERAPIA DE CONSOLIDACION

Quimiorradioterapia concomitante (x) (x) (x)
Radioterapia -
Quimioterapia de consolidacién X X X

Tabla 9: Paradigmas del tratamiento con radioterapia y quimioterapia en CPNCP®

El tratamiento de radioterapia y/o cirugia se centran en la enfermedad locorregional y
la quimioterapia en la a distancia. Un tercer compartimento ha emergido como lugar
de recurrencia, el santuario cerebral, que se da en un 20% de los pacientes y que

justificaria la radioterapia profilactica™®.
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TRATAMIENTO DEL ESTADIO IV

La quimioterapia en el estadio IV, permite un discreto incremento de la supervivencia
y contribuye al alivio de sintomas. Desde la década de los 90, diferentes estudios*®
103,104 demostraron que las combinaciones de farmacos que incluyen cisplatino
mejoran, de forma modesta, tanto la supervivencia como la calidad de vida, frente al
tratamiento de apoyo. En el meta-andlisis de 1995, se objetivd una reduccion del
riesgo de muerte del 27%, con mejoria en la supervivencia al afo del 10% y de 1,5-2
meses en la media de la supervivencia'®. Estos datos se confirmaron en un ensayo
prospectivo, Big Lung Trial, que compara diferentes combinaciones de pIatinolOG.
Ademas se observé que el beneficio de la quimioterapia es independiente del

performance status (PS) 106,

La combinacién de farmacos frente a la monoterapia, ha demostrado mejoria en la
tasa de respuesta y un beneficio en supervivencia aproximadamente de 2 meses'%"1%,
En los pacientes con PSO-1, el esquema de eleccidon es una combinacién de platino
(cisplatino o carboplatino) con un farmaco de tercera generacidon, como docetaxel,
gemcitabina, irinotecan, paclitaxel, pemetrexed y vinorelbina, sin que ninguna

109110 | 5 actividad de las

combinaciéon se haya demostrado superior a las otras
combinaciones de dos farmacos de ultima generacién, que no incluyan platino, es
inferior a las combinaciones con platino. Pero las diferencias en supervivencia no son
estadisticamente significativas. 12113114,

En el caso del tratamiento de los CPNCP estadio IV, no escamosos, sin M1 cerebrales y
sin hemoptisis, se debe tener en cuenta que afadir bevacizumab al tratamiento de
guimioterapia, con carboplatino y paclitaxel, aumenta tanto la supervivencia global
como la libre de progresion®>.

También se ha observado una interaccidn entre los tratamientos y la histologia, en el
caso de los CPNCP no escamosos, con respecto a pemetrexed, siendo de una eficacia

superior en la histologia no escamosa’'®?’.



Las nuevas terapias dirigidas a dianas moleculares, como gefitinib y erlotinib, han

demostrado eficacia en monoterapia 118,119,120 Yy no en combinaciéon con

121,122,123,124

guimioterapia En la actualidad, el uso de gefitinib estd restringido a

pacientes con mutaciones de EGFR, siendo las mads frecuentes las de los exones 19y
21 HM8A19125,126127,, 6| de erlotinib en segunda o tercera linea.

Por esto, el estudio del estado mutacional de EGFR es muy importante, ya que de ello
se derivan la eleccion del tratamiento mas adecuado. Pero de un modo particular, en
el caso del adenocarcinoma, que desde la primera linea de tratamiento del estadio IV,
se distingue entre el paciente con adenocarcinoma con mutaciones del EGFR y sin
mutaciones. Los pacientes con mutaciones obtienen mas beneficio de iniciar una
terapia con gefitinib o erlotinib, y los que no las tienen, se tratarian de inicio con
quimioterapia basada en una combinacién con platino*?.

La quimioterapia debera interrumpirse a la progresion de enfermedad o tras cuatro
ciclos si no hay respuesta, y no se administrardn mas de seis ciclos de combinaciones

110

de dos farmacos . En los pacientes con respuesta o no progresidon a quimioterapia

con platino, existe una nueva tendencia a los tratamientos de mantenimiento, que hay
que individualizar. En el caso de mantenimiento con quimioterapia, existen datos con

pemetrexed?® y con terapias dirigidas existen datos con erlotinib™°.
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1.1.5 FACTORES PRONOSTICOS

La Asociacion Internacional del Cancer de Pulmén (IASLC) establecié en 1996 un
consenso, que identificaba tres factores prondsticos **: estadio (TNM), estado general
del paciente y pérdida de peso. También se definieron otras variables con valor
predictivo: sexo, edad, histologia, niveles de lactato deshidrogenasa (LDH), albdamina,
hemoglobina, plaquetas y leucocitos. Sin embargo, la American Society of Clinical
Oncology (ASCO) sélo considera como factores prondsticos principales el estadio y el
estado general *%, si bien la pérdida de peso, el sexo, los niveles de LDH y la afectacién

Osea o hepatica también se consideran importantes.

FACTORES PRONOSTICOS EN ESTADIOS PRECOCES

En los pacientes con estadios precoces de CPNCP, los factores prondsticos mas
importantes son el tamafio tumoral y la afectacion ganglionar, lo que ha motivado una
serie de cambios en la nueva clasificacion TNM. La edad y las cirugias distintas de la

neumonectomia o lobectomia, también tienen implicacién prondstica.

-TAMANO DEL TUMOR

Durante mucho tiempo no se valoré como factor determinante. En los pacientes
quirurgicos, ha sido mas importante la resecabilidad que el tamafio tumoral. Y aunque
previamente, se considerd que en pacientes con enfermedad locorregional no
subsidiaria de tratamiento quirurgico, la T no era un factor prondstico independiente
133 'se ha demostrado que la T si es un factor prondstico y esto se ha tenido en cuenta

en la 72 edicién del TNM, que subclasificaalos T1y T2 en ay b™%.

-ESTADIO
La distribucién en cuatro estadios permite planificar el tratamiento, agrupando a los
pacientes en grupos homogéneos para poder comparar, ya que existe una correlacion

clara entre el estadio y la supervivencia.



-HISTOLOGIA
Aungue en la serie cldsica del grupo ECOG™ los tumores de células grandes se asocian
a un peor prondstico, en las series de los grupos SWOG™®, ELCWP*’ y la del grupo

ECOG™®, no aparece la histologia como factor independiente.

-RELACIONADOS CON EL TRATAMIENTO QUIRURGICO

En pacientes con estadios | y Il, que se tratan mayoritariamente con cirugia, se
considera que la reseccion minima necesaria es la lobectomia, excepto en paciente

13

gue no puedan tolerar esta cirugia % ya que la aplicacion de tratamientos mas

conservadores esta ligada a una supervivencia menor.

-EDAD

Mas de la mitad de los casos de cancer de pulmdn se diagnostica después de los 65
afios, y en mas del 30% de los casos después de los 70 afios. Por otro lado, los
pacientes mayores de 70 afios fueron excluidos de los ensayos clinicos. En la
actualidad, la edad bioldgica no tiene peso como factor prondstico independiente14°.
Aunque es evidente, que la edad avanzada se asocia con frecuencia a comorbilidad, lo
que si condiciona los resultados del tratamiento, tanto en estadios precoces como en

avanzados.

OTROS FACTORES PRONOSTICOS DEPENDIENTES DEL PACIENTE

-COMORBILIDAD

El cdncer de pulmdn se asocia al tabaco y es mas frecuente en pacientes de edad
avanzada, condiciones ambas asociadas a comorbilidad.

En un estudio sobre 1155 paciente con cancer de pulmédn, se recogieron datos sobre
56 condiciones de comorbilidad y se analizé el impacto de ésta en la supervivencia 141,
Sélo el 11,7% de los pacientes analizados no presentaban comorbilidad, mientras que
el 54,3% presentaban 3 o mdas enfermedades. En cuanto a la supervivencia el estudio
argumenta que tan sélo el 25,4% de la supervivencia es atribuible al estadio, mientras

que el 6,1% es atribuible a la comorbilidad, el 9,2% al tratamiento y el 3,7% a la edad.
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La comorbilidad tiene mayor influencia en los estadios precoces. En el analisis
multivariado 19 comorbilidades se asociaron a supervivencia: VIH/SIDA, tuberculosis,
cancer metastasico previo, enfermedad tiroidea, disbalance hidroelectrolitico, anemia,
otras enfermedades hematoldgicas, demencia, otra enfermedad neurolégica, fallo
cardiaco congestivo, EPOC, asma, fibrosis pulmonar, enfermedad hepdtica, sangrado
gastrointestinal, enfermedad renal, enfermedades del tejido conectivo, osteoporosis y
enfermedad vascular periférica™*.

En un estudio holandés se analizaban los 205 casos de pacientes operados de CPNCP,
con el objetivo de validar la influencia del indice de Charlson. En este estudio se
modificd la puntuacién de la patologia coronaria a un valor de 1, dado que se asocia a
alto riesgo quirurgico. Este estudio demostré que un valor del I. de Charlson de 3-4, se
asociaba a un riesgo elevado de complicaciones quirurgicas mayores, sin que en su
serie encontraran asociacion con factores como la edad, neumonectomia,
tabaquismo, diabetes, insuficiencia cardiaca congestiva, patologia coronaria o funcion
respiratoria. Por esto concluian que la valoracién debe hacerse por este indice y no
por los predictores individuales de riesgo *%.

En otro estudio, que analizaba el impacto de la comorbilidad cardiovascular en los
resultados quirurgicos de los estadios precoces de cédncer de pulmdn no microcitico,
estadios | y I, se encontré que el 17% de 247 pacientes presentaba comorbilidad
previa y que la mortalidad postoperatoria en este grupo era del 9% y la morbilidad del

58% 143,

En un estudio se analizé el tabaquismo como factor de prediccion independiente para
la supervivencia en pacientes con cancer de pulmén y hallaron que es un factor

;- . . . .1
prondstico independiente para la supervivencia ad

-SEXO

En la actualidad, el cancer de pulmén es cuatro veces mas frecuente en mujeres que
hace 30 afios**. En Estados Unidos se diagnostican al afio mas de 80.000 casos en
mujeres, y su mortalidad ya es superior a la del cancer de mama, de ovario y de Utero

juntas 146,



En mujeres, el cancer de pulmdn presenta algunas caracteristicas propias vy
diferenciales. Por ejemplo, la histologia mas frecuente es la de adenocarcinoma,
incluso en mujeres muy fumadoras. También es de dos a cuatro veces mas frecuente el
carcinoma bronquioalveolar. Ademas, el riesgo de desarrollar cancer de pulmdén en
mujeres que nunca han fumado es 2,5 veces superior que en los hombres. Existen
muchos estudios que intentan explicar estas diferencias. Algunos de estos estudios han
puesto de manifiesto que la mujer tiene mayor predisposicion a los efectos
carcindgenos, incluso con niveles de exposicion menor %7 Sin embargo, otros estudios
apuntan datos discordantes™®. Por otro lado, la presencia de mutaciones del gen
EGFR es mucho mayor en mujereslzs.

La supervivencia a 5 afios es del 15,6% en mujeres, frente al 12,4% en hombres.
Analizando la supervivencia por estadios es superior en mujeres en todos los

estadios®®,

En una revisidn japonesa sobre 1.242 casos intervenidos de CPNM, se encontrd que la
reseccion completa era menos frecuente en mujeres (79,6 frente a 85,2%), pero
cuando la reseccidn era completa su supervivenciaa 5y 10 aiios era mayor149.

En otra publicacion, en la que revisan 4.618 casos, encuentran que ser hombre es un

factor de mal pronéstico independientelso.

-ESTADO GENERAL

Es el factor prondstico mas importante en la evoluciéon de la mayoria de tumores
solidos. Se valora utilizando escalas como el indice de Karnofsky (IK) o la del grupo
ECOG. Estas escalas son subjetivas. En una revisidon retrospectiva de 5.000 pacientes
inoperables tratados entre 1968 y 1978, se analizaron 70 variables y se encontrd que el
estado general valorado segun el IK fue el factor prondstico mds importante para la
supervivencia, seguido de la extensidn de la enfermedad y la pérdida de peso en los 6

meses previos al diagndstico ™'

La escala utilizada en nuestra base de datos es la del grupo ECOG, que tiene 5

152

parametros publicado en 1982 *°°, que mostramos en la siguiente tabla:
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Actividad completa, cumple con sus quehaceres como antes de Ia
enfermedad, sin ninguna restriccion

Tiene que limitar las actividades que requieren esfuerzos, pero sigue
siendo ambulatorio y capaz de llevar a cabo trabajos ligeros y sedentarios
Ambulatorio y capaz de cuidarse, pero no de llevar a cabo cualquier
trabajo. Tiene que quedarse encamado durante <50% de las horas de
vigilia

Sélo puede cuidarse en parte. Encamado durante >50% de las horas de
vigilia

Totalmente invalido e incapaz de cuidarse, encamado por completo

Muerto

Tabla 10: Clasificacién ECOG del estado general y capacidad funcional del paciente®?.

-PERDIDA DE PESO
En algunas series se observd que la pérdida de peso en los 6 meses previos al

. s e o . . . . 136,151
diagnéstico es un factor prondstico independiente para la supervivencia®*®*®

, Si bien
otros autores consideran que no lo es™ (30,32). En los pacientes con estadio lll, si es
un factor prondstico, sobre todo para decidir planteamientos terapéuticos. Los
tratamientos combinados estan reservados para pacientes con una pérdida de peso
minima, ya que esta se correlaciona con la supervivencia y con el grado de toxicidad

del tratamiento™*2.



-DATOS DEL LABORATORIO
Los datos que aparecen con mayor frecuencia como determinantes en los estudios son

los niveles de hemoglobina (Hb) y de LDH™.

MARCADORES MOLECULARES PRONOSTICOS Y PREDICTIVOS

Pero incluso en pacientes con las mismas caracteristicas clinicas y patolégicas, la
evolucion varia: unos no recaen y otros si, falleciendo a consecuencia de la

enfermedad.

Por otro lado, la alta tasa de recaida que presenta el cdncer de pulmdn en estadios
iniciales, incluso en el estadio I, ha llevado a la busqueda de herramientas mas
precisas para poder distinguir qué pacientes son los que tienen mas riesgo de recaida y

por tanto, podrian beneficiarse mas del tratamiento adyuvante.

Entre las variables prondsticas en estos estadios iniciales cabe mencionar el perfil
genético tumoral. Existen estudios, en los que se determinan perfiles genéticos, que

demuestran tener valor predictivo y prondstico en CPNCP™***°,

Otro marcador biolégico, que ha demostrado tener valor prondstico y predictivo de
tratamiento en el CPNCP, es el gen que codifica para la RRM1, que es un componente
de la ribonucledtido reductasa, enzima clave en la sintesis del DNA. Niveles altos de
RRM1 y PTEN en el tejido tumoral son predictivos de mejor supervivencia global y libre

.1
de recurrencia®®.

Olaussen et al. en el analisis de supervivencia del estudio IALT bio, cuando se centra en
el subgrupo de control, la tasa de supervivencia a 5 afos era significativamente mas

alta en los pacientes ERCC1 positivo que entre los ERCC1 negativo®’.

Por lo tanto, ERCC1 y RRM1 son determinantes de supervivencia en estadios iniciales.
En otra publicacidén, sobre estos marcadores moleculares, se demuestra que altos

niveles de expresion de ambos, ERCC1 y RRM1 en pacientes con CPNCP tras
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intervencién quirdrgica, diferencian un subgrupo de pacientes con buen

pronéstico®®*’.

Dada la complejidad de la carcinogénesis del cancer de pulmédn, seria sorprendente si
un solo perfil de expresidon genética pudiera describir y predecir el curso clinico de la

enfermedad para todos los pacientes.



1.2 TP53
La proteina p53 esta codificada por el gen TP53, localizado en el locus 17p13 y

contiene 11 exones, que abarcan 20 kb. Pertenece a una familia de genes conservados,
que incluyen TP63 y TP73, que codifican las proteinas P63 y P73, respectivamente .
En la comparacion cruzada con otras especies, p53 muestra cinco regiones altamente
conservadas, en los residuos aminoacidicos 13-19, 117-142, 171-181, 234-258 y 270-

286. Estos cinco dominios son esenciales para la funcion de p53%°,

El gen TP53 codifica una fosfoproteina nuclear de 393 aminoacidos, que funciona

como un factor de trancripcion inducible por el dafio celular.t81%°,

Fue identificado por primera vez en 1979, formando parte de un complejo con el

antigeno T sv40™°,
P53 contiene tres regiones funcionales distintas:

1- Una regioén acidica, N-terminal (codones 1-101).
2- Unaregion core, central de unién al ADN (codones 102-292).

3- Una region basica, C-terminal (codones 293-393)°%,

La region core o central de TP53 es la zona de unidn al ADN, que consiste en una
estructura R-sandwich tipo inmunoglobulina, que junto con otros elementos
estructurales, forma la zona de unién™®.

La regién C-terminal o carboxi-terminal, estd implicada en la tetramerizacidn,

regulacion y estabilidad de la unién entre el ADN y p53%°%1¢2,

p53, sélo es un factor de transcripcidn activo en forma homotetramérica, uniéndose al
ADN™®! Como factor de transcripcién, la proteina activada p53 se une a una
secuencia de DNA especifica,denominada elemento receptivo de p53 para regular los
genes diana de p53. Este elemento receptivo se compone: RRRCWWGYYY (separador
de 0-21 nucle6tidos)RRRCWWGYYY, donde R es una purina, Wes Ao T, e Y es una

pirimidinalsa.
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Figura 9: Estructura-funcién de p53: Estructura de los dominios y subdominios de p53.

Se muestras puntos frecuentes de mutaciones de cancer®®*,



El nivel de actividad de p53 en la célula no expuesta a estrés, es muy bajo. Ante el
estrés celular, p53 se activa a través de una cascada de seiales post-translacionales,
que inducen la fosforilacién de la proteina p53. Dependiendo de las condiciones del
crecimiento celular, la duracién del tiempo de estrés celular o de la cuantia de dafio
del ADN, se activan selectivamente grupos de genes que pueden causar apoptosis,
arresto del crecimiento celular o reparacion del ADN dafiado™®.

p53 es conocido como “El guardidan del genoma”. La respuesta de p53 al estrés

comprende 3 pasos basicos, que son la estabilizacidon de p53, la unién al ADN de forma

especifica de secuencia y la activacidn transcripcional de los genes diana.

La estabilizacién de p53 se consigue interrumpiendo su interaccion con Mdmz2, un
regulador negativo de p53, que media su ubicuitinizacién y su degradacién164.

p53 regula el ciclo celular en dos puntos o Check points. El primero de ellos es el punto
de transicién entre G1-S, en respuesta a dafios leves del ADN. Entre la multiples dianas
de p53, que median un arresto celular en G1, estd P21WAF-1(un inhibidor de kinasa
dependiente de ciclina), que condiciona una pausa suficiente para reparar el dafio del
ADN. Bajo un estrés mdas severo o extremo, p53 activa la expresién de genes
implicados en la cascada celular de apoptosis, incluyendo BAX, DR5, P53AIP, PIDD,
NOXA, PUMA, FAS/APO-s y otros genes relacionados con REDOX'. EI segundo punto

es en la transicién G2-M, donde tiene mayor papel GADD45 y 14-3-3 %,
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HIPOXIA RADIACIOMES IONIZANTES
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Figura 10: Esquema de activacién y funciones de p53

MUTACIONES DE P53

El papel antiproliferativo de p53 en respuesta a varios tipos de estrés celular y durante
el proceso de senescencia, hace de esta proteina una diana primordial. Por esto, ha
sido y es de gran interés el estudio de cdmo contribuyen las mutaciones de TP53 en la

génesis tumoral.

La pérdida de la funciéon normal de p53 se ha asociado a la transformacién celular in
vitro y al desarrollo de neoplasias in vivo™®.

La pérdida de sus funciones puede producirse por cambios en el gen TP53 y por
formacion de complejos proteicos con oncoproteinas virales.

1.- Cambios en el gen TP53 por mutaciones somaticas, germinales, pequefias o grandes

delecciones, reagrupaciones estructurales, inserciones genémicaslsg.



La primera forma, son las mutaciones somaticas de TP53, que son frecuentes en la
mayoria de los canceres 163, Aproximadamente el 50% de los cdnceres del adulto de
colon, estémago, pulmdn, eséfago, mama, higado, cerebrales y de tejidos
hematopoiéticos, contienen el gen mutado. Mds del 90% de las mutaciones de tipo
sustitucidon reportadas se concentran entre los exones 5 y 8, en las localizaciones
evolucionariamente conservadas®™. El cambio mas frecuente de TP53 en los canceres
humanos es una mutacién puntual en la secuencia codificante, que da lugar a una

proteina alterada.

La segunda, es por la herencia de mutaciones de TP53. Se trata de mutaciones en la
linea germinal, que condiciona la aparicion de un sindrome autosémico dominante,
gue provoca la predisposicion al padecimiento de canceres de inicio temprano. Se
trata del sindrome de Li-Fraumeni y del sindrome de Li-Fraumeni like. Incluyen en sus
criterios diagnosticos la presencia de cancer de mama, sarcomas, tumores cerebrales y
carcinoma suprarrenal antes de los 50 afios®>1%,

La pérdida de uno o ambos alelos en el gen reduce la concentracion de p53 y por tanto
reduce su funcion®*®.

Otra forma de cambio en el gen, son los polimorfismos. TP53 es un gen muy
polimdrfico, en sus regiones codificantes y no codificantes, y algunos de esos
polimorfismos se han relacionado con susceptibilidad a padecer cancer®.

La zona de unién del ADN de TP53 es un “hot spot” para las mutaciones, dandose la
mayoria de las mutaciones asociadas a tumores en esta regién164’167.

Alrededor del 55% de los canceres de pulmdén contienen mutaciones de TP53, la
mayoria de las cuales son mutaciones puntuales entre los exones 5y gles169,

Las mutaciones denominadas nonsense dan lugar a una proteina truncada. Lo mas

frecuente es que exista una mutacién missense y una deleccién en el otro alelo, lo que

resulta en la ausencia de proteina p53 salvajelsg.
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Figura 11: Estructura-funcién de TP53: En esta figura se muestra la distribucién por
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frecuencia de las mutaciones comunes de TP53 en los canceres humanos'®®.

2.- Formacién de complejos proteicos con oncoproteinas virales, como por ejemplo
SV40-T antigeno, adenovirus E1B, la proteina E6 del virus del papiloma, el antigeno del
virus de la hepatitis B, el antigeno nuclear del virus de Epstein-Barr o con productos
genéticos celulares como Mdmz2. La unidn de la proteina E6 y de P53, resulta en una
degradacion acelerada de p53™°. Al igual la unién de Mdm2 y p53 provoca su
degradacién159’164.

En CPNCP, varios estudios han valorado el estado mutacional de TP53 como un factor

prondstico, con resultados controvertidos. En algunos casos la sobreexpresiéon de p53

170,171,172,173
,en

se ha relacionado con peor supervivencia en estadios iniciales de CPNCP
otros casos se concluye que una vez desarrollado el tumor, el papel de p53 es
importante, pero no una variable pronéstica *’* y en otros casos, se ha relacionado la

175,1 . s . 7.
7> 76.En una revision sistematica con

alta expresion de p53 con mejor prondstico
meta-analisis de estudios, que relacionan p53 con supervivencia en cancer de pulmén
no célula pequena, se concluye que el estado anormal de p53 es un factor que implica

peor supervivencia'’’.



1.3 MICRORNAs

GENERALIDADES
Los microRNAs (miRNAs) son unas pequefias moléculas de RNA enddgeno, que no

codifican para proteina y que actian como moléculas reguladoras de la expresién
génica. Juegan un papel regulador muy importante en animales y plantas, uniéndose a
los RNA mensajeros (mRNA), inhibiendo su traduccién a proteina.

Los miRNAs fueron descubiertos como pequefios RNAs temporales, que regulaban la
transicion de las fases del desarrollo en el nematodo Caenorhabditis elegans (C.
elegans). El primer microRNA fue Lin-4, descubierto en C. elegans por defectos en su
control temporal del desarrollo postembrionario.

Lin-4 codifica un RNA no codificante para proteina de 22 nucledtidos,
complementarios a la secuencia de la region 3'UTR (untranslated-region) del RNA

178179 E| descubrimiento de Lin-4 y la diana de la que

mensajero de la proteina LIN-14
inhibe la traduccién de forma especifica, puso de manifiesto un nuevo mecanismo de
regulacién genética durante el desarrollo. A partir de lin-4 se intentaron encontrar
miRNAs homdlogos en otras especies, pero no se encontrd nada. No fue hasta 7 afios
después, que con el descubrimiento del segundo miRNA, let-7, se empezaron a
descubrir homélogos en multiples especies.

Cientos de miRNAs han sido descritos hasta la actualidad, en varios organismos. Se
trata de estructuras evolutivamente conservadas, que tiene un papel en la regulacion
del desarrollo. Actualmente en humanos se conocen 891 miRNAs (www.mirbase.org).
Estos miRNAs son RNAs no codificantes (ncRNA) de proteina de 21-25 nucledtidos (en
su forma madura), que se derivan de precursores mds grandes que forman unas
estructuras stem-loop. Los precursores son procesados por dos ribonucleasas antes de
llegar a ser un miRNA maduro.

En los animales, los miRNAs se unen al extremo 3’UTR de su RNA mensajero diana, con
complementariedad imperfecta y funcionan como represores de la traduccién de
proteinas, en general.

Aunque todavia no se conoce muy bien, parece que también los ncRNAs son piezas
fundamentales en control de genes, estando implicados no sélo en una regulacién

post-transcripcional de la expresiéon genética, si no que tienen un papel en la
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regulaciéon transcripcional de los genes, fendmenos epigenéticos, integridad del
genoma .
A la vez que se descubrian los miRNAs, otros RNAs pequefios se caracterizaban como

179 pero

componentes de un proceso bioldgico separado, la RNA interferencia (RNAI)
cada vez se van conociendo mas formas no codificantes de RNA, tanto de cadena corta
como de cadena larga, con diferentes funciones, no todas bien conocidas. Por tanto,
los miRNAs forman parte de una gran familia de ncRNAs, con capacidad reguladora de
la expresién genética, de la que estamos empezando a conocer cada vez mas*&L.

En las siguientes tablas, muestro un resumen de las clases de ncRNA conocidas hasta

ahora®®.

Long(regulatory)
non-coding
RNAs (IncRNAs)

Small interfering
RNAs (siRNAs)

miRNAs

PIWI-interacting
RNAs (piRNAs)

Promoter-
associated
RNAs(PARs)

Small nucleolar
RNAs (snoRNAs)

El grupo mas extenso. IncRNA engloban todos los RNAs no codificantes de
proteina, tanto los de cadena larga como corta. Sus funciones incluyen
regulacién epigenética, actia como cadena secuencia especifica para complejos
proteicos y especificando el compartimento subcelular o localizacion.

RNAs pequefos de 21-22 nucleétidos (nt) de longitud, producidos por el
procesamiento de Dicer de las dsRNA duplex complementarios. siRNAs forman
complejos con las proteinas Argonauta y estan envueltos en la regulacién
genética, control de transposones y defensa viral.

RNAs pequefios de 21-22 nt de longitud producidos por el procesamiento de
Dicer de los hairpin de RNA de complementariedad imperfecta codificadas en
largos transcritos primarios o intrones cortos. Se asocian a las proteinas
Argonauta y estan principalmente envueltas en la regulacidon genética post-
transcripcional .

Pequefios RNAs independientes de Dicer de 26-30 nt, restringidos a las células
germinales y a las somaticas que lindan con las germinales. Se asocian con las
proteinas Argonautas PIWI-clade y regulan la actividad de los transposones y el
estado de la cromatina.

Término general que engloba a RNAs largos y cortos; incluyen RNAs asociados al
promotor y a RNAs de iniciacion de la transcripcién (tiRNAs), que se solapan con
los promotores. Estos RNAs pueden regular la expresion genética.

Tradicionalmente vistos como guias de la metilacion de rRNAy de la pseudo
uridilacion. Sin embargo, hay evidencia de que también tienen papel en la
regulacién genética.

Tabla 11: Clases de RNA no codificante (I).



CLASES DE RNA NO
CODIFICANTE
(NCRNA) (11)

CARACTERISTICAS (1)

X-inactivation RNAs
(xiRNAs)

Sno-derived
RNAs(sdRNAs)

miRNA-offset RNAs

(moRNAs)

tRNA-derived RNAs

MSY2-associated RNAs
(MSY-RNAS)

Telomere small RNAs
(tel-sRNAs)

Centrosome-
associated
RNAs(crasiRNA)

Pequefios RNAs dependientes de Dicer procesados de los duplex de dos
IncRNAs, Xist y Tsix, que es responsable de la inactivacién del cromosoma
—X en la placenta de mamiferos.

Pequefios RNAs, algunos son Dicer dependiente, que son procesados
desde los pequefios RNA nucleolares (snoRNAs). Algunos sdRNAs han
mostrado funcionar como miRNAs reguladores de la traduccién.

Pequefios RNAs de 20nt de longitud, derivados de regiones adyacentes a
los pre-miRNAs. Funcién desconocida.

tRNAs pueden ser procesados en especies de pequefios RNAs mediante
una RNasa. Son capaces de inducir represién traduccional.

MSY-RNA estan asociados con la proteina de union a DNA/RNA especifica
de célula germinal MSY2. Como los piRNAs estan restringidos a la linea
germinal y son de 26-30 nt de largo. Funcién desconocida.

RNA de 24 nt Dicer independiente derivado de las cadenas teloméricas

ricas en G. Puede tener papel en el mantenimiento de los telémeros.

Pequefios RNAs de 34-42 nt, derivados de los centrosomas, con
evidencia de guiar modificaciones de la cromatina locales.

Tabla 12: Clases de RNA no codificante (ll).



En la siguiente figura se muestra un resumen de las funciones de los RNA no
codificantes a nivel epigenético, transcripcional, post-transcripcional, de integridad del

genoma y en la defensa contra virus y transposones.

Epigenetic Genome intagrity / Transcriptional Post-transcriptional ~ Viral defence
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Figura 12: Funciones de los RNA no codificantes®".



RNA interferencia
La RNAI es un mecanismo evolutivamente conservado de silenciamiento de genes de

forma especifica por complementariedad de secuencia de nucleétidos. Se induce por
exposicién a RNAs de doble cadena -dsRNA: double stranded RNA-.

En muchos sistemas, incluido el de gusanos, plantas y moscas, el estimulo que inicia
una RNA interferencia es la introduccién de un dsRNA de 500 pares de bases (pb). Este
dsRNA se procesa en pequefios dsRNA de 21-25 pb, que se designan small interfering
RNA (siRNA). Una de las cadenas de los siRNA, se incorpora selectivamente al
complejo efector de RISC, RNA-induced silencing complex. RISC directamente destruye
el RNA mensajero diana.

Este mecanismo de la RNAI, que responde a dsRNA exdgenos refleja un mecanismo
endégeno de defensa contra infeccidn viricas o dcidos nucleicos parasitos.

La diferenciacién entre miRNAs y siRNAs refleja las vias diferentes de descubrimiento
de estos RNAs, puesto que son similares en términos de caracteristicas moleculares,
biogénesis y funciones.

Lo que si ha puesto de manifiesto la distincion entre siRNA y miRNA, es que el grado de
complementariedad entre el siRNA/miRNA y su diana, puede determinar el mecanismo
de silenciamiento. Cuando la complementariedad de la unién es perfecta, se produce
la destruccién y la degradacion del RNA mensajero, como ocurre en el caso de los
siRNA. En cambio, cuando la unidn es imperfecta, se consigue una represion de la
traduccion mas que una destruccién del RNA mensajero. Esta es la diferencia mas
importante entre los siRNAs y los miRNAs. El mecanismo de represidn de la traduccién
por complementariedad perfecta es muy rara en humanos, siendo la mas habitual la

mediada por miRNAs'”°.
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BIOGENESIS DE LOS miRNAs
Los genes que codifican para los miRNAs estdn localizados principalmente dentro de

los intrones de genes que pueden codificar para proteinas(90%), asi como también en

regiones intergénicas o exdénicas'®?

. Algunos miRNA primarios constituyen su propia
unidad transcripcional, con una estructura precursora mono o policistrénica, mientras
que otros miRNAs residen en intrones, exones o regiones intergénicas de la proteina
codificante que regulan®®. La distribucién de estos, no es al azar, ya que parece que
los ncRNA, son capaces de regular a los genes en los que reside y a los de las regiones
vecinas'®

Los miRNAs maduros son moléculas de unos 20-25 nucleétidos de longitud, con un
grupo fosfato en el extremo 5’y un grupo hidroxilo en el extremo 3’. Para realizar su
funcién, precisan de un procesamiento que se inicia en el nucleo celular y que se
completa en el citoplasma, donde realizan su funcién. Son transcritos por la RNA
polimerasa Il, que produce una larga molécula de RNA que puede exceder 1 Kb, que se

182

conoce como MIiRNA primario o pri-miRNAs Los pri-miRNAs, son modificados

postrancripcionalmente, afiadiéndoles un cabezal m’G en el extremo 5 y una

estructura poli-A en el extremo 37183

. Este forma una estructura en horquilla tallo-bucle
(hairpin stem-loop), que es cortada en el nucleo por la endonucleasa RNAasa llI,
conocida con el nombre de Drosha, que esta asociada con la proteina DGCR8 en los
mamiferos o Pasha en Drosophila y en C. elegans. Drosha corta de forma asimétrica
ambas cadenas en los sitios cercanos a la base de la estructura primaria en forma de

182 . , o
8 Como resultado se obtiene una molécula de unos 60-70 nucledtidos

stem-loop
denominada pre-miRNA. Este pre-miRNA es exportado al citoplasma de forma activa a
través del complejo dependiente de RAN-GTP Exportina-5. Ran es un cofactor que une
GTP durante la exportacién de RNA desde el nucleo al citoplasma'®. Una vez en el
citoplasma, esta molécula de 70 nucledtidos sera cortada por la endonucleasa RNAasa
IIl conocida como Dicer, asociada a las proteinas TRBP y PACT en mamiferos. Esto da
lugar a una molécula de doble cadena conocida como miRNA duplex.

De éste miRNA duplex, se separaran las dos cadenas, mediante una helicasa y una de
ellas da lugar al miRNA maduro de unos 20-25 nucledtidos. EI miRNA maduro se

183

incorpora al complejo ribonucleoproteico conocido como RISC “°. Este complejo es la

maquinaria catalitica que se encarga de degradar el mRNA o de la inhibicidn de la



182

traduccién del mRNA™. Si la unién se produce entre la cadena guia de un siRNA, el

complejo RISC, se denomina siRISC, en cambio si se trata de un miRNA, el complejo se
denomina miRISC'®*.

El complejo RISC contiene las proteinas Argonauta 1y 2 (Ago 1y Ago 2). Ago 2 cataliza
el clivaje de los mRNAs diana, en los casos de complementariedad perfecta o reprime
su traduccion, en los casos de complementariedad imperfecta, mediante RISC, y los
confina a los cuerpos de procesamiento citoplasmatico (processing bodies: p-bodies).
Otro componente de RISC es RCK/p54, una helicasa, que interacciona con Ago 1y Ago
2 in vivo, facilitando la formacién de los p-bodies y la represién de la traduccion del
mRNA diana. La deplecién de RCK/p54 altera los p-bodies y dispersa Ago 2 en el
citoplasma, pero no afecta la funcién de RISC'3**%>,

Multiples copias del complejo RISC que contengan RCK/p54, pueden iniciar eventos de
oligomerizacidn, secuestrando el mRNA en los p-bodies.

El mRNA traduccionalmente reprimido podria permanecer en los p-bodies para su
almacenamiento o degradaciénlgs.

Después de ejercer su funcidén, ya sea la degradacion del mRNA o la inhibicién de su
traduccién, el miRNA permanece intacto y puede guiar hacia el reconocimiento de

otros mRNA,
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Figura 13: Modelo de biogénesis de los miRNAs*?.

El mecanismo preciso mediante el que el miRNA se une a su mRNA no esta totalmente
claro, pero si algunas caracteristicas. La secuencia de unién del miRNA esta situada en
la region 3"UTR del transcrito, entre la region codificante de la proteina del mRNA y su
cola poIi—A183.

Mediante la comparacién de secuencias de los miRNAs y sus mRNAs diana, se ha
encontrado que existe una region semilla (seed region), desde los nucleétidos 2 a 8,
gue se une de forma complementaria a la secuencia reconocida del mRNA.

La zona central del miRNA habitualmente no tiene complementariedad con el mRNA,
mientras que la regidon 3’del miRNA se une mas o menos especificamente al mMRNA y
contribuye a la mayor especificidad y afinidad del complejo mRNA-miRNA,

Cuando la seed region no muestra una complementariedad completa con la secuencia

de uniéon del mRNA diana, se requiere, para la estabilidad del complejo, una unién

fuerte de la regidn 3’con el mRNA.



Los miRNAs que muestra una unién fuerte, pueden ejecutar su funcién por ellos

mismos, pero cuando la unidn es mas débil, a menudo, tienen que actuar

conjuntamente con otros miRNAs, que se unen al mismo mRNA™®.
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mRNA cleavage
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Figura 14: Modelo de funcionamiento del complejo RISC.
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ALTERACIONES EN LA FUNCION DE LOS miRNAs
Puede darse una alteracion de la regulaciéon directa de los miRNAs. Un miRNA puede

regular mas de 100 mRNAs diferentes, por lo que alteraciones en sus niveles de
expresion, procesamiento de sus precursores 0 mutaciones en su secuencia, en la de

sus precursores o en su mRNA diana, pueden alterar sus efectos en la fisiologia celular.

Estas alteraciones pueden ser categorizadas en los siguientes tipos:

1. Alteraciones de los niveles de expresion de los miRNAs.
e En grandes alteraciones gendmicas, como delecciones, inserciones, inversiones
y translocaciones.
e Regulaciones epigenéticas en el gen del miRNA.
e Mutaciones puntuales en la regién promotora del gen del miRNA o en la regién

codificante.

2. Alteraciones que afecten al procesamiento del miRNA.

e Mutaciones/polimorfismos en el pri-miRNA o en el pre-miRNA, pueden afectar

a los niveles finales de miRNA maduro.

e Alteraciones en las moléculas que intervienen en el proceso de biogénesis.

3. Mutaciones en las secuencias de interaccion miRNA:mRNA. Estas mutaciones
pueden debilitar la interaccién entre miRNA y mRNA, en especial cuando se dan en la

. 1
seed region™® .
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MICRORNAS COMO ONCOGENES Y GENES SUPRESORES DE TUMORES
Los diferentes perfiles de expresion de miRNAs en tipos celulares y tejidos, indica que

la forma de expresion de los miRNAs es especifica de tipo celular y de tejido, lo que
sugiere que el programa de expresion de miRNAs es dependiente del tipo celular y
asociada con su diferenciacién y desarrollo*’®.

Hay evidencia de que la expresién de miRNAs esta alterada en cancer y que ciertos
cambios estan directamente implicados en el proceso de carcinogénesis. Algunos

miRNAs se han asociado a la promocién de la proliferacion celular y la supervivencia,

mientras que otros las disminuyen. Estas dos clases de miRNAs pueden tener un papel
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en el desarrollo del cdncer como nuevos oncogenes y supresores de tumores. En
general, la mayoria de los miRNAs estdn disminuidos en las muestras tumorales™®.
Uno de los primeros indicios de que los miRNAs estaban ligados a proceso tumoral fue
la conexion entre miR-15 y miR-16 con la deleccion de 30 Kb en la region 1314, que se
pierde hasta en el 68% de los casos de leucemia linfatica crénica (LLC).

El estudio comparativo entre la LLC de curso indolente y la agresiva, mostré un perfil
de 13 miRNAs, que distinguian entre la LLC de buen y mal prondstico. La secuenciacién
de los miRNAs de esta firma, permitié identificar las mutaciones germinales vy

somdticas de los genes de los miRNAs miR-15 y miR-16-1 %

La presencia de
mutaciones se observé en las células de leucemia homocigotas, mientras que las
células normales de los pacientes eran heterocigotas. Por tanto, estos dos miRNAs se
comportan como tipicos supresores de tumores en la LLC. Utilizando diferentes
algoritmos para identificar las dianas de estos miRNAs, validaron Bcl-2 como target, un
oncogen que protege a las células de la apoptosis. Indirectamente, también se
asociaron con la proteina mcl-1, otra proteina relacionada con la apoptosis y Bcl-
2178,187-

Por tanto, la funcion como tumor supresor de un miRNA (TS-miRs) se da cuando la
proteina que controla es una oncoproteina, y el miRNA se expresa e inhibe la
traduccién de la oncoproteina. En cambio, la funcién como oncogén de un miRNA

(oncomiRs), se da cuando el miRNA controla la expresidon una proteina supresora de

tumores y este miRNA se expresa y la traduccion del supresor de tumores se

inhibe®,
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TS-miRs
Ademds de miR-15 y miR-16, hay otros miRs que estan disminuidos en las células

tumorales. Por ejemplo, son casos miR-143 y miR-145 en el cancer colorrectal; miR-
145 en el cancer de mama, let-7 en el cancer de pulmdén; miR-29-b en la LLC y en la

leucemia mieloide aguda (LMA)*®.

ONCOmiRs
Algunos miRNAs conocidos como oncogenes son miR-155, miR-21, los miembros del

cluster miR- 17-92.

miR-155 esta aumentado en linfomas de Burkitt, linfoma difuso de céluas B grandes,
linfoma mediastinico y en linfoma de Hodgkin. Este miRNA estd codificado en la
porcién terminal del gen BIC (B-cell integration cluster). Parece estar relacionado con
la inflamacidn, inmunidad y cadncer. También se ha relacionado con mal pronéstico en
cancer de pulmc')n183.

Otro policistrén conocido por su funcion de oncogén es miR-17-92. Este cluster, que

178 | 6 conforman miR-17-

incluyen 7 de miRNAs se ha relacionado con el oncogén MYC
5p, miR-17-3p, MiR-18, miR-19a, miR-19b-1,miR-20 y miR-92, que se codifican en el
locus 13931.3, frecuentemente amplificado . miR-17-5p y miR-20 regulan la traduccién
de E2F1, un conocido factor de transcripcidén nuclear 183,

En cancer de mama la sobreexpresion de miR-21 se relaciona con supervivencia y
proliferancion celular, que regula los genes supresores PTEN, PDCD4 y TPM1. También

esta sobreexpresado en glioblastoma, ovario, pulmoén. En cancer de colon y pancreas

se ha relacionado con pobre supervivencia y poca respuesta a los tratamientos®’®.



En la siguiente tabla, algunos de los miRNAs mas importantes relacionados con

cancer'®;

miR-15a,
miR-16-1

miR-143,
miR-145

miR-21

Familia let-7

BIC/miR-155

Cluster
miR-17-92

Cromosoma 13q14

Cromosoma 5q32-33

Cromosoma 17g23.2

Multiples loci

Cromosoma 21g21

Cromosoma 13g31-32

Deleccionado o TS
infrarregulado en LLC B;

regulacién negativa del gen

BCL-2

Disminuido en CCR; TS
infrarregulado en CM,

préstata, cérvix y linfoide:

miR-145 estd disminuido en

CM.

Factor anti-apoptdtico, 0G
suprarregulados en GBMy

CM.

Regulacion negativa del TS
oncogen RAS. Disminuido

en CP

Suprarregulado en linfoma 0G
de burkitt, Hogdkin,

primario mediastinico y

difuso de células By en CM.
Suprarregulado por MYC; TS/0G
Modula negativamente al

oncogen E2F1; LOH en
hepatocarcinoma;

sobreexpresado en

linfomas B.

Tabla 13: miRNAs importantes asociados con cancer.
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PRINCIPALES MICRORNAS EN CANCER DE PULMON
El estudio de las alteraciones de los miRNAs en cancer de pulmdn ha suscitado un gran

interés y existen importantes hallazgos.

En cadncer de pulmdn hay perfiles de diagnéstico y prondstico de miRNAs. Este es el
caso del estudio de Yanaihara, en el que mediante el analisis de microarrays se
identificaron perfiles Unicos que discriminan tejido pulmonar tumoral del no tumoral, e
incluso distinguir entre las histologias de los diferentes tumores.

Ademas, en este estudio, se objetivd que la expresion elevada de miR-155 y baja de
let-7a-2 en tejido tumoral de adenocarcinoma, se correlacionaba con una pobre
supervivencia, en el analisis univariado, asi como sucede en el andlisis multivariado,
con miR-155. Estos resultados se confirmaron realizando estudios de RT-PCR y la
validacién de los datos en una serie de independiente de adenocarcinomas™®’.
Recientemente, se ha publicado una firma de miRNAs detectados en sangre de los
pacientes con adenocarcinoma o carcinoma epidermoide de pulmén en estadio I-llIA,
tratados con cirugia y quimioterapia adyuvante, que se ha relacionado con
supervivencia. En este estudio se detectaron alteraciones en los niveles de 11 miRNAs,
de hasta 5 veces, entre las muestras de pacientes de mayor y menor supervivencia.
Entre estos 11 miRNAs, 4 se asociaron significativamente con supervivencia global.
Estos miRNAs son miR-486, miR-30d, miR-1 y miR-499%.

Takamizawa llevd a cabo un estudio con el tejido tumoral de pacientes con CPNCP tras
cirugias potencialmente curativas, que demostré que los niveles de let-7 estratificaban
a los pacientes en dos grupos, siendo los pacientes con niveles bajos los que
mostraban menores supervivencias. En la segunda parte de este estudio, con lineas
celulares de CPNCP, al sobreexpresar let-7, el crecimiento celular in vitro, quedaba
inhibido™".

Fue Johnson, quien identific6 las dianas de la familia de let-7, basandose en
experimentos con tejidos de C. elegans y de dos lineas celulares humanas, utilizando
un sistema basado en la pantalla computerizada (based-computed screen), para
identificar genes codificantes de mRNA, que contuvieran los multiples sitios
complementarios con la region 3'UTR de let-7, dirigiéndose a cuatro genes: el gen RAS

del nematodo (que se denomina let-60) y los genes humanos KRAS, HRAS y NRAS.



Después los autores investigaron el papel de let-7 en el contexto del cancer, por la
relacidon entre la via de sefializacion celular que activa la proteina RAS y cancer. Se
basaron en el uso de 2 lineas celulares diferentes, obteniendo mayor evidencia de su
interaccion, ya que la sobreexpresion de let-7 reprimia la expresion de RAS™%

Existe otro estudio, que evalta el uso de perfiles de expresion de miRNAs, como
herramienta para predecir la recaida del CPNCP estadio I, tras cirugia. Concluyen que
entre todos los miRNAs evaluados, los niveles de miR-488, miR-503 y miR-647, pueden
ser la mejor referencia para ser utilizados en este tipo de estudios en tejido de
CPNCP™,

Cabe destacar, otro estudio que relaciona miR-15 y miR-16, con el CPNCP. Estos
miRNAs, que estan implicados en el control del ciclo celular, estdn deleccionados o
infraexpresados en el carcinoma escamoso y en el adenocarcinoma de pulmoén. miR-15
y miR-16, indican arresto del ciclo celular en GO-G1, en las células de CPNCP de una
forma dependiente de la proteina del retinoblastoma(Rb)**.

Por otro lado, alteraciones en el procesamiento de los miRNAs pueden ser causa
también de tumores. En este caso, cabe destacar el estudio de Karube, en el que se
relacionaron los niveles reducidos de la nucleasa Dicer, con la supervivencia de
pacientes con CPNCP tratados quirdrgicamente. En el andlisis multivariado los niveles
de expresién de Dicer eran un factor prondstico independiente del estadio y los

pacientes con tumores pobremente diferenciados eran los que mostraron mas alta

incidencia de niveles bajos de Dicer, de forma significativa®.
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MICRORNAs y P53

Existe una fuerte evidencia de que los niveles de expresién celular de los miRNAs de la
familia de miR-34, esta directamente regulada por p53, en respuesta al dafio al DNA'®,
En los mamiferos la familia miR-34, comprende tres miRNAs procesados, que se
codifican en dos genes diferentes: miR-34a, que se codifica en su propio transcrito, en
el cromosoma 1p36, mientras que miR-34b y miR-34c comparten el mismo transcrito

primario, en el cromosoma 11q23197.

a

miR-34a locus: ~30 kbp miR-34a
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Figura 17: a. Estructura gendmica de los loci de los genes de la familia miR-34. b.
Secuencias de alineamiento de los miRNAs maduros de la familia miR-34 y remarcadas

las seed regions™’.



Existe evidencia de que miR-34a se comporta como un supresor tumoral en las células
198 . . 199

de los neuroblastomas™ y en las de cancer de pancreas .

Los genes de la familia de miR-34, presumiblemente tienen funciones especificas por

tejido, siendo este hecho derivado de que no se expresan por igual en todos los

tejidos.

La expresién ectdpica de los genes de miR-34, tuvo efectos drdsticos en la proliferacion

y supervivencia celular. miR-34a y miR-34b/c ectdpicos causaban arresto del ciclo

celular en la fase G1. Ademas la re-expresion de miR-34a, induce apoptosislg7'2°0.

El analisis de microarrays después de la introduccidn ectdpica de diferentes miembros
de la familia de miR-34, en varias lineas celulares, reveld cientos de dianas putativas,
que estaban infraexpresadas'®’2°%2%1,

Los mRNAs con funciones en el control del ciclo celular y de la respuesta al dafio del
DNA, parecian sobrerrepresentados entre los transcritos reducidos por miR-34a.
Ademas estos mRNA infraexpresados mostraban en sus 3’UTR, secuencias ricas en
complementariedad a la seed region de unién a miR-34. Algunos ejemplos incluyen a

CDK4/6, Ciclina E2, MET, SIRT1 y BCL29%1%7:202,

La gran similaridad entre los tres miRNAs, sugiere que tienen las mismas dianas*®’.
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La induccién de los genes de miR-34, permite a p53 la regulacién de la expresién de un
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Figura 19: La familia miR-34 como mediador de la supresién tumoral por P53



Por tanto, miR-34a, se comportan como un gen supresor de tumores, dado que regula
negativamente la expresion de proteinas relacionadas con la progresidon del ciclo
celular y funciones antiapoptéticas.

Pero aunque la expresién de miR-34a es dependiente de p53, también se puede ver
influida por otras formas de silenciamiento transcripcional, a nivel epigenético.
Aproximadamente el 60% de todos los genes tienen islas CpG en su regién promotora
y la metilacién de estas provoca la inactivacién de genes supresores de tumores clave.
Ademas existe evidencia de que la inactivacién del gen de miR-34a mediante la
metilacion de CpG de su regidon promotora, es un evento frecuente en un amplio rango

201
de tumores®®?.

Otros miRNAs, cuya expresidn se ha relacionado con P53, son miR-16, miR-143 y miR-
145, tras dafio celular®®.

P53 estimula la maduracién post-transcripcional de miR-16, miR-143 y miR-145,
interaccionado con el complejo que Drosha, a través de su asociacion con la helicasa
p68 y facilita el procesamiento de sus pri—miRNAs205

Algunas mutaciones en el gen de p53, como la R175H y la R273H, que se observan
frecuentemente en los tumores, pueden llevar a descenso del procesamiento de los
pri-miRNAs por Drosha vy disminuir los niveles de los pri-miRNAs y de los miRNAs
maduros en las células, incluyendo estos miRNAs (miR-16, miR-143 y miR-145) 2%,

Por otro lado, miR-16, del que ya hemos comentado su papel como supresor de
tumores, conjuntamente con miR-15 y en relacién a la LLC, también es inducido,
inmediatamente tras el dafo celular y regula negativamente a WIP1 (Wild type p53-
induced phosphatase 1), que se ha identificado como un oncogén. Se trata de una

fosfatasa, cuya funcidn es inhibir la via de seializacidn de p53 tras el dafio del DNA?Y,
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS
El cdncer de pulmdn no célula pequefia es la neoplasia mds frecuente en la actualidad

en los paises industrializados, siendo la primera causa de mortalidad por cédncer en el
varén. Su incidencia continla aumentando progresivamente, y su tratamiento, pese a
los esfuerzos de investigacién de los ultimos afos, sigue siendo poco efectivo en la
mayor parte de los casos, situdndose la supervivencia global a los cinco afos alrededor
del 13%.

La alta tasa de recaida, incluso en estadios iniciales susceptibles de cirugias radicales,
justifica el interés de estudiar marcadores prondsticos de supervivencia y recaida. Esto
nos ayudaria a distinguir grupos de riesgo, cuyo interés radica en ayudarnos a conocer
la necesidad y efecto de los tratamientos adyuvantes, con quimioterapia y radioterapia
asi como abrir la puerta a posibles nuevas armas terapéuticas.

Dada la alta incidencia de alteraciones en la via de p53 en el cancer de pulmén no
célula pequeifia, y su probable valor prondstico, se trata de establecer la existencia de
alteraciones en los niveles de expresion de los miRNAs directamente regulados por
p53, como reguladores intermedios de la funcién de p53, con posible valor prondstico

en recaida y supervivencia de pacientes operados de CPNCP.



OBJETIVOS
Basandonos en las hipdtesis que acabamos de plantear, nos hemos propuesto los

siguientes objetivos:

OBJETIVOS GENERALES:

Identificar el papel que juegan los miRNAs como marcadores utiles en el prondstico del

CPNCP en estadios iniciales, tras cirugia radical.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Determinar el posible papel prondstico en recaida y en supervivencia de los
miRNAs de la familia de miR-34: miR-34a, miR-34b y miR-34c; cuya
transcripciéon es activada por p53.

Definir el posible papel prondstico en recaida y en supervivencia de los miRNAs
miR-16 y miR-143, cuyos niveles finales en la célula, estdn modulados por
p53.

Conocer si existen posibles interacciones entre miR-34a, miR-34b, miR-34c,
miR-16 y miR-143 a nivel pronéstico.

Obtencion de grupos de riesgo de recaida.

Relacionar las alteraciones en los niveles de expresidon de estos miRNAs con el
estado mutacional de TP53.

Vincular las alteraciones de los niveles de expresion de miR-34a, con el estado

de metilacion de la region promotora del gen MIR34A.
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RESUMEN

El CPNCP es la principal causa de muerte por cancer en nuestro entorno. A pesar, de
que la cirugia es posible en muchos casos, la tasa de recaida es muy alta, incluso en

estadios precoces.

Hemos seleccionado una serie retrospectiva de pacientes intervenidos por CPNCP, en
estadios I-lll, que posteriormente, no recibieron tratamiento adyuvante ni con
guimioterapia ni con radioterapia, para establecer el valor prondstico de la familia de

miRNAs miR-34 y su relacidn con el estado mutacional de TP53.

Para ello se utilizaron muestras parafinadas de tumor y tejido normal pareadas, para la

extraccién de RNA y cuantificacion de los niveles de miR-34a, miR-34b y miR-34c.

Mediante el andlisis estadistico de los datos referentes a los niveles de expresién de la
familia de miRNAs de miR-34, solamente se asociaron los niveles de miR-34a con la

recaida tumoral.

En base al analisis con MaxStat, (paquete de R software), que permite la deteccion del
mejor punto de corte, se establecieron tres grupos en funcién de la tasa de recaida,
dentro de la serie: el grupo con niveles bajos de miR34a, con un 67% de recaida, los
gue tenian niveles altos, con un 43% de recaida y los que tenian los niveles mas altos

con un 0% de recaida.



En el andlisis univariado para riesgo de recaida, el estado mutacional de P53, los
niveles de miR-34a y el estadio IA vs el resto, se correlacionaron con probabilidad de

recaida.

Se realizaron dos analisis multivariados, incluyendo o no el estado mutacional de P53,
permaneciendo en ambos andlisis la expresién de miR-34a, como factor independiente

para recaida tumoral.

Se observd que los pacientes con mutaciones de TP53 presentaban una media de
expresion de miR-34a mas baja. Se observé que el subgrupo de pacientes, en el que los
niveles de expresidon de miR-34a eran bajos y con mutaciones de TP53, presentaba

una alta tasa de recaida.

En los pacientes sin mutaciones de TP53, existe una diferencia significativa en los
niveles de expresion de miR-34a entre los pacientes que presentaban la regién

promotora de MIR34A metilada vs los que no.

Por todo esto, hemos identificado a miR-34a como un nuevo marcador bioldgico con
significacion en el prondstico de la recaida de pacientes sometidos a cirugia del
CPNCP, abriendo la posibilidad de una futura herramienta en el algoritmo de

decisiones terapéuticas.
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MicroRNAs (miRNAs) have been identified as promising prognos-

tic markers in non-small-cell lung cancer (NSCLC) since they play an
important role in oncogenesis. The miR-34 family is com- posed of three
miRNAs (miR-34a, miR-34b and miR-34c) that are part of the p53
network and whose expression is directly induced by p53 in response to
DNA damage or oncogenic stress. We have analyzed the impact of miR-
34 expression on relapse and overall survival in surgically resected
NSCLC patients. For this purpose, we used stem-loop reverse
transcription-polymerase chain reac- tion to analyze the expression of
the miR-34 family in paired tumor and normal tissue from 70
surgically resected NSCLC patients who received no postsurgical
treatment until relapse. In addition, in patients with sufficient tumor
tissue, we assessed pS3 mutations and the methylation status of the
MIRN34A gene pro- moter region and correlated these findings with
miR-34a expres- sion. Molecular findings were correlated with relapse
and overall survival. The miR-34 family was downregulated in tumor
com- pared with normal tissue, and low levels of miR-34a expression
were correlated with a high probability of relapse (P 5 0.04). A
relation was also found between MIRN34A methylation and miR-34a
expression (P 5 0.008). Patients with both p53 muta- tions and low
miR-34a levels had the highest probability of relapse (P 5 0.001). In the
multivariate analysis, miR-34a expression emerged as an independent
prognostic marker for relapse. In summary, we have identified miR-
34a as a novel prognostic marker in NSCLC patients, providing a
potential mechanism for estimating a patient's risk of disease recurrence
and a useful tool to help guide treatment decisions.

Introduction

Lung cancer is the most common cause of cancer death in Europe and
worldwide (1). Despite years of research, the prognosis for patients with
lung cancer remains dismal. The most frequent type, non-small- cell lung
cancer (NSCLC) (85%), shows an overall 5 year survival of

Abbreviations: miRNA, microRNA; MSP, methylation-specific polymerase chain
reaction; NSCLC, non-small-cell lung cancer; PCR, polymerase chain reaction.

YThese authors contributed equally to this work

10% (1,2). Although it is difficult to determine a clear prognosis for an
individual NSCLC patient, in part because of the marked heteroge- neity
of patients with the disease (2), in surgical NSCLC patients, tumor stage
is the most important prognostic factor (3). Even after complete resection,
recurrence rates are substantial (20-85%, depend-

ing on tumor stage) (3). During recent years, various molecular prog-

nostic factors have been analyzed, including markers of tumor
proliferation, cellular adhesion and cellular growth (Ras, retinoblas- toma
and epidermal growth factor receptor) or apoptosis (p53 and

Bcl-2) (3). One of the markers that has been extensively studied is

the mutational status of the tumor suppressor gene p53 (4,5), which is
frequently mutated or inactivated in human cancers (6). Although

several studies have assessed p53 mutations as a prognostic factor

for NSCLC, conflicting results have been reported (7-13). About 55% of
NSCLC:s are reported to contain mutations of the p53 gene,

most of which are point mutations located in the region between exons 5 and
8 (14,15), which contains the DNA-binding site of the p53

protein (16).

Recently, the analysis of tumor biology has led to increased interest
in microRNAs (miRNAs) (17-22). miRNAs are small non-coding RNAs
(22-24 nucleotides in length) that negatively regulate messenger RNA
translation to protein. miRNAs are encoded in the entire genome, including
the exonic, intronic and intergenic regions, but 90% are found in intronic
regions. Their expression levels are regulated by transcription factors
(23,24)—for example, the miR-17-92 cluster that is activated by c-myc
(24)—or by epigenetic mechanisms—such as methylation of the CpG
islands in the promoter region of the gene (25). Moreover, all the mechanisms
that alter the normal expression of a gene can affect the expression of an
miRNA, including chromosomal trans- locations, amplifications and
deletions or mutations (26,27). High- throughput analyses have shown that
miRNA expression is commonly deregulated in several types of cancer
including NSCLC (18,28-30). Some miRNAs, like the let-7a family, which
appears downregulated in many tumors, have prognostic implications in
postoperative survival in NSCLC through Ras regulation (31); patients with
low levels of let-7a had shorter survival (20). Other miRNAs, like miR-155
(20,30) or miR- 21 (19), also have a role as prognostic markers in NSCLC,
where short- er survival has been associated with high levels of miR-155 or
miR-21.

The miR-34 conserved family is composed of three miRNAs: miR- 34a,
miR-34b and miR-34c. There are two miR-34 loci, one encoding miR-34a
and the other encoding both miR-34b and miR-34c. The promoter regions
of both loci contain a p53-binding site (32). The miR-34 family has been
shown to form part of the p53 network (32-35), and the expression is
directly induced by p53 in response to DNA damage or oncogenic stress.
Moreover, the promoter region of the MIRN34A gene contains CpG
islands, and aberrant CpG meth- ylation that reduces miR-34a expression
levels has been reported in multiple types of cancer (36). The high
frequency of miR-34 silencing in tumors suggests that the miR-34 family
acts as a tumor suppressor gene, indicating a potential role as a prognostic
marker, although this has not yet been investigated.

In the present study, we have analyzed the prognostic value of miR- 34
expression and its relationship with p53 mutations in 70 surgically resected
NSCLC patients who received no treatment from curative surgery to
relapse.

Materials and methods

Tissue samples

Samples of tumor and paired normal tissue were retrospectively selected from

70 NSCLC patients who underwent potentially curative resection as their first and
only treatment between February 1996 and September 2002 at a single institution,
Hospital Clinic (Barcelona, Spain). Median age was 64 years

(range, 36-86), and 94% were males (Table I). At a median follow-up of
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Table I. Main clinical characteristics and correlation with relapse and
survival according to the univariate analysis

Characteristic N 570 (%) P-value P-value
relapse survival

Gender 0.82 09

Male 66 (94)

Female 4(6)
Median age, years (range) 64 (35-85) 024 0.04
Stage

I 39(55) 0.09 09

I 17 (25)

m 14 (20)

IA versus others 0.033 023
PS

012 17 (25) 0.81 05
Histologic subtypes 49 (71)

Adenocarcinoma 34

Squamous cell carcinoma

Others 31(44.3) 05 08
Smoking history 36 (51.4)

Current 3(43)

Never

Ex 38(54.3) 047 05
P53 mutation 1(14)

No 31(44.3)

Yes

39(55.7) 0.042 04
18(25.7)

38 months (range, 1-127), overall 5 year survival was 53.3% and 33 patients
(47%) had relapsed. Approval for this study was obtained from the Institutional
Review Board of Hospital Clinic, Barcelona, Spain. Signed informed consent was
obtained in accordance with the Declaration of Helsinki.

RNA extraction and miRNA quantification

Total RNA was extracted from formalin-fixed paraffin-embedded tumor tissues
using RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation Kit (Applied Biosystems, Foster
City, CA) as per the manufacturer's protocol. Tagman quantitative real time-
polymerase chain reaction (PCR) miRNA assay of miR-34a, miR-34b and miR-
34c¢ was used to quantify expression levels, as described previously (37), using an
Applied Biosystems 7500 Sequence Detection System. Normal- ization was
performed with miR-191, based on preliminary analyses compar- ing the stability
of miR-24, RNU6B and miR-191; miR-191 had the lowest expression variability
in the miRNA expression patient dataset (38) and was therefore used in this study.

MIRN34A gene methylation analysis

The methylation status of the promoter region of the MIRN34A gene was
examined in DNA extracted from tumor tissue. The DNA methylation status of the
CpG islands was determined by methylation-specific polymerase chain reaction
(MSP) after genomic DNA (1 1g) was subjected to sodium bisulfite treatment
using the EZ DNA Methylation kit as recommended by the manu- facturer (Zymo
Research, Orange, CA). For MSP, the modified DNA was amplified with primers
capable of annealing either methylated or unmethylated cytosine residues.
Oligonucleotide sequences used for the MSP were as

follows: mir34U 5#-IIGGTTTTGGGTAGGTGTGTTTT-34; mir34U.r
5#-AATCCTCATCCCCTTCACCACCA-3#; mir34M S5#-GGTTTT-
GGGTAGGCGCGTTTC-3# and mir34M.r 5#-TCCTCATCCCCTTCACC-
GCCG-3#. Primer sequences, polymerase chain reaction (PCR) conditions

and product sizes for each methylation marker were analyzed, and the speci-
ficity of the MSP assays has been described previously (36). PCR products were
visualized after gel electrophoresis in 2% agarose wt/vol containing ethidium
bromide. Commercially modified DNA (Chemicon International, Temecula, CA)
and normal blood DNA were used as positive controls for methylated and
unmethylated alleles, respectively.

P53 mutation analysis

PCR was performed on 100 ng DNA samples to identify pS3 mutations. The
mutation analysis included p53 exons 5-8. PCR primers and conditions for
mutation analysis have been described previously (39). The PCR products were
analyzed by agarose gel electrophoresis (2% wt/vol), purified and used in two
sequencing reactions per exon (forward and reverse), using the Big Dye
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Terminator Cycle Sequencing kit (version 3.1, Applied Biosystems). Reactions were
loaded into an ABI-3100 DNA sequencer (Applied Biosystems). All sequences were
analyzed with the SeqScape software (Applied Biosystems).

Statistical methods
All statistical analyses were performed with SPSS 14.0 (SPSS Inc., Chicago,
IL) and R v. 2.6.0 software. The primary end points of the study were relapse and
overall survival. miR-34a expression was dichotomized using the maxstat package of
R in order to determine the cutoff that best discriminated between different groups of
patients for relapse and overall survival (40). The univariate analysis of relapse was
performed using the Gray test (41). The cumulative incidence was computed with
the cmprsk package for R. All variables that were significant in the univariate
analysis were included in a multivariate analysis of relapse performed using the
subdistribution regression model of Fine et al. (42) with the cmprsk package. Overall
survival was calculated with the Kaplan-Meier method and compared using the log-
rank test.

Group comparisons of categorical variables were performed with Fisher's exact
test. All P-values were two sided and represent raw values. Statistical significance
was set at P ,0.05.

Results
miR-34a, miR-34b and miR-34c¢ expression and clinical outcome

The normalized real-time PCR results from 70 primary NSCLC tumor
samples showed that miR-34a (P , 0.001) and miR-34b (P 5 0.02) were
downregulated in tumor tissue compared with paired normal tissue, but no
significant difference in miR-34c expression levels was observed (Figure
1).

In order to examine the prognostic implications of the expression levels
of miR-34a, miR-34b and miR-34c, we used the cutoff selected by the
maxstat package of R. A significant association with relapse was observed
only for miR-34a. Maxstat identified two significant cutoffs:
one below (cutoff 1) and one above (cutoff 2) the median expression of
normal tissue (Figure 2). When patients were divided according to cutoff
1, 16 of 24 patients (67%) with low levels of miR-34a relapsed compared
with 17 of 46 patients (37%) with high levels (P 5 0.04). Cutoff 2
identified seven patients (10%) with the highest levels of miR- 34a, none of
whom relapsed (P 5 0.023). Using both cutoffs enabled us to identify three
groups of patients with different rates of relapse: 67% for those with low
levels; 43% for those with high levels and 0% for those with the highest
levels (P 5 0.039) (Figure 2). No significant correlation was observed
between either miR-34b or miR-34c¢ and relapse. In the univariate analysis
for relapse, in addition to miR- 34a, only stage IA versus other stages and
the presence of p53 muta- tions significantly correlated with probability of
relapse.

We performed two independent multivariate analyses for relapse: one
without p53 mutational status (all 70 patients) (Table II) and another
including p53 mutational status (57 patients) (Table II). In the first
analysis, miR-34a (relative risk 5 2.17; P 5 0.004) and disease stage
(stage IA versus others) (relative risk 5 2.9; P § 0.04) were independent
factors for relapse. In the second anal- ysis, only miR-34a expression
emerged as an independent factor for relapse (relative risk 5 1.9; P 5
0.024).

No correlation was observed between survival and miRNA expres- sion
or clinical characteristics, with the exception of age (P 5 0.04).

Regulation of miR-34a expression: p53 mutations and methylation
status

In order to further investigate the reasons for differences in miR-34a
expression levels between patients, we analyzed pS3 mutations and the
methylation status of the promoter region of the MIRN34A gene in
patients for whom sufticient tumor tissue was available.

P53 mutations

p53 mutations were assessed in 60 samples, 18 of whom (30%) had

p53 mutations (Table III). Although no significant correlation was
observed between mutation status and miR-34a expression levels (P 5
0.1) (Figure 3A), the median miR-34a expression in those with mutations
(median 5 0.11 £ 0.57) was lower than in those without mutations
(median 5 0.26 £ 0.58). Furthermore, when patients were
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Fig. 1. miR-34a, miR-34b and miR-34c expression. The data are shown as Log10 of relative quantification (2A.x“"). miR-191 was used as endogenous
normalization control. miR-34a (P , 0.001) and miR-34b (P 5 0.02) were downregulated in tumor tissue compared with paired normal tissue, but no significant (NS)
difference in miR-34c¢ expression levels was observed.
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Fig. 2. miR-34a expression and relapse. miR-191 was used as normalization control. (A) miR-34a expression and cutoffs, as selected by maxStat. The data are shown as
Log10 of relative quantification (RQ) (2Axn"). miR-191 was used as endogenous normalization control. Patients are classified according to their miR- 34a expression, and
numbers indicate patients harboring p53 mutations. Unknown refers to patients in whom p53 status was not clear; WT indicates wild-type (non-mutated) p53 and the
number indicates the codon where the mutation is located. NT indicates the median of expression in the normal tissues analyzed.

miR-34a expression was dichotomized using the maxstat package of R in order to determine the cutoff that best discriminated between different groups of patients for relapse.
Maxstat identified two significant cutoffs: one below (cutoff 1) and one above (cutoff 2) the median expression of normal tissue. (B) Probability of relapse using cutoff 1. (C)

Probability of relapse using cutoffs 1 and 2.
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divided into those with high versus low miR-34a expression, p53
mutations were found more frequently in those below (13/29, 45%) than
in those above (5/28, 18%) the median expression level (P 5 0.04).

No significant correlation was found between the location of the p53
mutation (exon 5, 6, 7 or 8) and miR-34a expression levels. However,
patients with mutations in exon 5 showed a more marked

Table II. Multivariate analysis of relapse including all factors with
univariate P-value ,0.1

Factor RR P-value

A) Multivariate analysis of

relapse without p53 mutational

status (all 70 patients)
Stage IA versus others 29 0.04
miR-34a expression 217 0.004

B) Multivariate analysis of relapse

including p53 mutational status

(57 patients)
Stage IA versus others 0.1
P53 mutations 02
miR-34a expression 19 0.024

RR, relative risk.

Table III. Patients carrying p53 mutations and their miR-34a expression by
cutoff' 1

Patient Exon Codon Nucleotide/ AA Type of miR-34a
change change mutation levels
(cutoff 1)
Pl 5 161 GCC/ACC  Ala/Thr Transition High
P2 5 157 GTIC/TTC ~ Val/Phe Transversion  High
p3 5 175 CGC/ICAC  Arg/His Transition Low
P4 5 149 TCC/TTC Ser/Phe Transversion ~ Low
p5 5 179 CAT/CGT  His/Arg Transversion  High
I 5 158 CGC/ICTC ~ Arg/Leu Transversion ~ Low
P7 5 175 CGC/CAC  Arg/His Transition Low
P8 6 204 GAG/TAG  GIwSTOP  Transversion  High
P9 7 249 AGG/AGT  Arg/Ser Transversion ~ High
P10 7 241 TCC/TAC Ser/Phe Transversion ~ Low
P11 8 280 AGA/ATA  Arg/lle Transversion  High
P12 8 273 CGT/CAT ~ Arg/His Transition Low
P13 8 282 CGG/TGG  Arg/Tip Transition Low
P14 8 273 CGT/CTT ~ Arg/His Transition High
P15 8 286 GAA/AAA  Glu/Lys Transition Low
P16 8 286 GAA/AAA  GluLys Transition Low
P17 8 284 ACAATA  Thr/lle Transition High
P18 8 266 GGA/AGA  Gly/Arg Transition High
A 20 5 B
o 150 2 ]
3 p=0.1 3
Z 100 «
E E
g o e
e e
o  0.00 o
3 4
2050 -
-1.00 -
Non-mutated Mutated

downregulation of miR-34a than those with mutations in the other exons
(P 50.06) (Figure 3B).

The relapse rate for patients with p53 mutations was 61.1% com- pared
with 35.9% for those without p53 mutations (P 5 0.04). Eight patients had
both p53 mutations and miR-34a expression below the cutoff 1 level. A
total of 87.5% of these patients relapsed compared with 36.7% of the
remaining patients (P 5 0.001) (Figure 4B).

Methylation status

Methylation status in the promoter region of the MIRN34A gene was
assessed in 31 patients. Eight (26%) were unmethylated, 20 (64%)

were methylated/unmethylated (patients that showed amplification in the
MSP assay with both pairs of primers) and 3 (10%) were meth- ylated
(supplementary Figure 1 is available at Carcinogenesis Online).
Unmethylated patients had significantly higher levels of miR-34a than the
other two groups (P 5 0.008) (Figure 5). In addi- tion, the group of
unmethylated patients showed a wide range of miR-

34a expression levels [median 5 0.51; range (A0.18 to 0.98);

variance 5 0.159].

Finally, when we analyzed the relation between MIRN34A methyl- ation
status and miR-34a expression in the 23 patients without pS3 mutations, 6
(26%) were unmethylated, 14 (61%) were methylated/ unmethylated and
3 (13%) were methylated. In this subgroup of pa- tients, the variance
decreased [median 5 0.56; range (0.18 to 0.73); variance 5 0.058], and the
difference in median expression levels was more significant between
methylated and unmethylated patients (P 5 0.004) (Figure 5).

Discussion

In the present study, we have examined the role of miR-34 as a prog-
nostic factor in NSCLC patients treated only with curative surgery. In our
series of patients, miR-34a and miR-34b were significantly down- regulated,
and low levels of miR-34a in tumor samples correlated with a high rate of
relapse. Moreover, miR-34a levels were modulated by methylation of the
promoter region of the MIRN34A gene. The frequency of p53 mutations
was significantly higher in patients with low miR-34a expression, and the
group of patients with both p53 mutations and low miR-34a expression
had a very poor prognosis, indicating a potential synergism for these two
factors.

miR-34 transcription is directly induced by p53 in response to
genotoxic stress and acts downstream to promote cell-cycle arrest or
apoptosis (32,43,44). Importantly, miR-34 enables p53 to regulate the
expression of a large number of proteins, even after their tran- scripts have
already been synthesized, without the need for translation of additional
effector proteins in situations of cellular stress. In vitro miR-34a
overexpression leads to decreased proliferation and activa- tion of
apoptosis in multiple tumoral cells (43,45-49), indicating a role for miR-34a as
a tumor suppressor gene, and in fact, miR-34a is lost or downregulated in
many tumors (43,45-52). In the present study,
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Fig. 3. Association between miR-34a expression (with miR-191 as normalization control) and p53 mutational status. (A) miR-34a expression in patients with and without p53
mutations. (B) miR-34a expression according to location of p53 mutation. Patients with mutations in exon 5 showed a non-significant trend toward greater downregulation of

miR-34a.
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patients with low miR-34a expression had a higher risk of relapse than those
with high expression, indicating that interindividual differences in miR-
34a expression may have an impact on rate of relapse.

In vitro inactivation of endogenous miR-34a effectively inhibits p53-
dependent apoptosis. However, increasing miR-34a levels elicits only a
very mild increase in apoptosis, suggesting that miR-34a may be a
necessary but not sufficient requisite (44). Patients with both p53 mutations
and low miR-34a expression have alterations in two impor- tant points of
the p53 pathway. In the present study, this group of patients had the
highest risk of relapse, leading us to hypothesize that the impact of miR-
34a on cell death may be greatest when acting synergistically with
additional modulators.

In chronic lymphocytic leukemia deleted and/or mutated p53 cor-
relates with low levels of miR-34a (53), although a significant corre-
lation was not found in the present study. However, there is some
evidence in NSCLC that p53 mutations can have different repercus-
sions depending on their location (54), and this may have had a bear-

ing on the results in the present study, where patients harboring exon 5
mutations tended to have lower miR-34a expression levels.

Moreover, in addition to p53 mutations, other mechanisms can
decrease miR-34 expression; for example, the miR-34-encoding genes
themselves may be targets for mutational or epigenetic inacti- vation in
cancer (55). Loss of miR-34a expression in neuroblastoma was associated
with the deletion of a region on chromosome 1p36, a common event in
neuroblastoma (46,55,56). Aberrant CpG methyl- ation that reduces the
expression levels of miR-34a has also been reported in multiple types of
cancer (36), and in the present study, a correlation was found between
methylation status and miR-34a expression.

p53 induces cell-cycle arrest, cellular senescence and apoptosis
through various targets. miR-34a is a direct transcriptional target of p53
and is upregulated in the presence of a functional p53 pathway. miR-34a
itself induces apoptosis, cellular senescence and cell- cycle arrest
through silencing of other potential targets, such as
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cyclin-dependent kinases 4 and 6, CCND1, MYCN and Sirtuinl (33,57-
59). miR-34a-based therapeutic approaches could thus be use- ful in
patients with a non-functional p53 pathway, where increasing miR-34a
levels may provide an alternative to p53-induced apoptosis. Though
miRNA-based therapies are still in the preliminary stages, some
promising results have been reported. For example, aerosol application
of let-7a has been shown to increase expression levels in mouse lungs,
leading to a decrease in tumor size (60). The present study shows a link
between MIRN34A methylation status and miR-34a expression levels,
raising the possibility that miR-34a expression could be induced by
demethylation therapies such as 5-azacytidine (61).

In summary, we have identified miR-34a as a novel prognostic marker
in NSCLC patients, providing a potential mechanism for estimating a
patient's risk of disease recurrence and an additional useful tool to guide
treatment decisions regarding adjuvant therapy. Further investigation in
a prospective study is warranted to validate these findings and to
examine potential miR-34a-based therapeutic approaches.

Supplementary material

Supplementary Figure 1 can be found at http://carcin.oxfordjournals.

org/
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RESUMEN

Los miRNAs son nuevos reguladores de la expresion genética, ligados a las principales
vias de oncogénesis, incluyendo la via de p53. p53 activa la transcripcién de la familia

de miRNAs de miR-34 y regula la maduracién de miR-16 y miR143.

Hemos analizado la expresién de miR-143 y miR-16 en el tejido normal y tumoral
pareado de cada paciente de una serie de 70 pacientes diagnosticados y tratados
mediante cirugia de CPNCP en estadios I-lll, en los que previamente se habia

examinado la expresidon de miR-34a y correlacionado con la evolucién clinica.

Los pacientes son clasificados en 3 grupos de acuerdo a sus niveles de expresion de

miR-16(alto, normal y bajo).

Aquellos pacientes con niveles normales tuvieron la mejor evoluciéon, mientras que

aquellos con niveles mas altos tuvieron la peor.

La supervivencia libre de enfermedad (SLE) era de 22,4 meses para los pacientes con
niveles altos de miR-16, 71,8 meses para los de niveles normales y de 55,8 meses para

los de niveles bajos.

La supervivencia global (SG) fue de 23,9 meses para los que tenian niveles altos de
miR-16, de 97,6 meses para los que tenian niveles normales y 63,5 meses para

aquellos con niveles bajos.

No se observé correlacidon entre los niveles de miR-143 y la evolucidon clinica de los

pacientes.



El analisis multivariado mostré a miR-16 como factor prondstico independiente de SLE

y SG.

En un andlisis secundario, examinamos la correlacién potencial entre la expresién de

miR-16 y miR-34a y el estado mutacional de TP53.

No hubo correlacion entre el estado mutacional de TP53 y miR-16, pero si se observé

una interaccién entre miR-16 y miR-34a.

En los pacientes con niveles altos de miR-34a, se observaron diferencias entre SLE Y
SG, de acuerdo a los niveles de expresion de miR-16, mientras que en los pacientes con
niveles bajos de miR-34a presentaban un pobre prondstico, independientemente de

los niveles de expresidon de miR-16.

Estos resultados nos indican por primera vez el valor prondstico de los niveles de miR-
16 en las muestras de tumor, de los pacientes intervenidos de CPNCP, ademas del

posible sinergismo entre miR-34a y miR-16.
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Background: MicroRNAs are novel regulators of gene expression that are linked to the main oncogene networks, including the p53 pathway. p53 regulates
the maturation process of miR-16 and miR-143. We analyzed the role as prognostic markers of miR-16 and miR-143 in 70 non-small-cell lung cancer
(NSCLC) patients.

Methods: MicroRNAs were analyzed by TagMan MicroRNA assays. Disease-free survival (DFS) and overall survival (OS) were examined using Kaplan-
Meier curves with log-rank tests and the Cox proportional hazard model.

Results: When patients were classified in three groups according to their miR-16 expression levels, those with normal levels had the best outcome while
those with high levels had the worst. DFS was 22.4 months for patients with high levels, 71.8 months for those with normal levels, and 55.8

months for those with low levels (P %4 0.05). OS was 23.9 months for patients with high levels, 97.6 months for those with normal levels, and 63.5

months for those with low levels (P < 0.001). In the multivariate analyses, high miR-16 levels emerged as an independent prognostic factor for poor DFS (P V4
0.001) and OS (<0.001).

Conclusions: Our results provide the first hints that miR-16 levels in tumor samples may be a prognostic marker in NSCLC.
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KEY Worps: microRNA (miRNA); miR-16; miR-143; prognostic marker; NSCLC; lung cancer; disease-free survival,
overall survival

transformation of pri-miRNAs to pre-miRNAs [18], thus regulating the
miRNA maturation process. miR-16 and miR-143, which suppress cell
proliferation [19], have recently been related to this p53-regulated

INTRODUCTION

The tumor suppressor gene P53 has been widely studied in non-

small-cell lung cancer (NSCLC) [1-12] and is mutated in 55% of cases [3,6].
MicroRNAs (miRNAs) are small RNA molecules that regulate mRNA
translation to protein [13]. It has been reported that p53 directly induces the
expression of a cluster of miRNAs [14,15]. Through its DNA binding domain,
the p53 protein activates the expression of the miR-34 family in response to
DNA damage or oncogenic stress, leading to apoptosis or cell cycle arrest
[14-17]. In a previous work, our group explored the potential role of the
miR-34 family as a prognostic marker in NSCLC [16] and found that low
levels of miR-34a expression correlated with a greater risk of relapse in
resected NSCLC patients who received no treatment from curative surgery
to relapse. Moreover, a synergistic effect between p53 and miR-34a levels
was observed whereby patients with both p53 mutations and low miR-34a
levels presented the highest relapse rate. Recently, a novel interaction
between

p53 and the miRNA biogenesis pathway has been described. In miRNA
biogenesis, the primary transcripts of miRNA genes (pri-miRNAs) are
cleaved into hairpin intermediates (pre-miRNAs) by the nuclear RNase 111
Drosha and further processed to mature miRNAs by the cytosolic RNase
III Dicer. The Drosha complex comprises Drosha, the DiGeorge syndrome
critical region gene 8 (DGCRS) and multiple RNA-associated proteins
including the DEAD-box RNA helicases p68 and p72 [13]. p53 interacts
with the Drosha processing complex through the association with DEAD-
box RNA helicase p68 and facilitates the

5 2010 Wiley-Liss, Inc.

maturation process [18]. Based on our previous findings that p53-related
miRNAs can impact prognosis in NSCLC [16], we examined expression levels
of miR-16 and miR-143 in 70 NSCLC patients and correlated the results with
clinical outcomes; in addition, we evaluated the relation of these miRNAs
and p53 mutations.

Additional Supporting Information may be found in the online version of this
article.
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MATERIALS AND METHODS
Patients

Samples of tumor and paired normal tissue were retrospectively
selected from 70 NSCLC patients who underwent potentially curative
resection as their first and only treatment between February 1996 and
September 2002 at a single institution, Hospital Clinic (Barcelona,
Spain). Median age was 64 years (range 36-86), and 94% were males
(Table I). At a median follow-up of 38 months (range 1-127), overall 5-
year survival was 53.3% and 33 patients (47%) had relapsed. As an
additional control of normal tissue, we also analyzed lung samples from
five bodies donated to the Body Donation Service of the School of
Medicine of the University of Barcelona. All donors had died due to non-
cancer-related causes less than 24 hr before the extraction of the tissue
samples. Approval for this study was obtained from the Institutional
Review Board of Hospital Clinic, Barcelona. Signed, informed consent
was obtained in accordance with the Declaration of Helsinki.

RNA Extraction and miRNA Quantification

Total RNA and miRNA detection was performed from formalin-

fixed paraffin-embedded tumor tissues as previously described [16].
Briefly, total RNA was extracted using RecoverAll Total Nucleic Acid
Isolation Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA) as per the
manufacturer's protocol. MicroRNA detection was performed using
commercial assays (TagMan MicroRNA assays, Appplied Biosystems) for
miR-16 and miR-143 in an Applied Biosystems 7500 Sequence Detection
System. The appropriate negative controls (non-template control) were
also run in each reaction. All reactions were performed

TABLE I. Main Clinical Characteristics and Correlation With Relapse and
Survival According to the Univariate Analyses

Log rank P-value
No. of patients

(N ¥4 70), N (%) DFS Survival
Gender 05 09
24316 1 66 (94%)
emalc
: 4(6%)
Median age, years (range) 64 (35-85) 07 0.04
Stage 038 09
[ 39 (55%)
g] 17 (25%)
14 (20%
IA versus others @0%) 02 023
Ps 06 05
012
) . 17 (25%)
Histologic sul?types 49 (71%)
Adenocarcinoma 3(4%)
Squamous cell carcinoma 05 08
Others 31 (44.3%)
Smoking history 36 (51.4%)
N @ 0 03
Former 38 (54.3%)
p53 mutation 1(1.4%)
1;10 31 (44.3%)
es 0.1 04
miRT16 expression 39 (55.7%)
High 18 (25.7%)
Normal 0.05 <0.001
Low 8 (11.4%)
29 (41.4%)
ournal of Surgical Oncology 33 (47.2%)

in triplicate. Relative quantification was calculated using 2800,

Normalization was performed with miR-191, based on preliminary
analyses [20] comparing the stability of miR-24, RNU6B, and miR- 191;
miR-191 had the lowest expression variability in the miRNA

expression patient dataset and was therefore used in this study. We

used the median of normal tissue expression as calibrator sample in order
to obtain a cutoff for each group of patients.

p53 Mutation Analysis

PCR was performed on 100 ng DNA samples to identify pS3
mutations. The mutation analysis included p53 exons 5-8. PCR primers and
conditions for mutation analysis have been described previously [16]. For
P53 analysis we have used the following primers obtained from Sigma-
Aldrich Qui'mica, S.A. (Madrid, Spain): p53 exon 5, 5°-GGA
ATTCCTCTTCCTGCAGTAC-3°  and  59-GGAATTCGCCCCAGCTG
CTCACCATCG-3% p53 exon 6, 5%-GGAATTCGATGGTGAGCAG
CTGG-3% and 59-GGAATCAGTTGCAAACCAGACCTCAGG-39; p53
exon 7, 5°%-GGAATTCTCCTAGGTTGGCTCTGAC-3° and 59-
GGAATTCCAAGTGGCTCCTGACCTGGA-3% and p53 exon 8, 50-
GGAATTCCCTATCCTGAGTAGTGGTAA-3°  and  5%-GGAATTCCT
GCTTGCTTACCTCG-3°. The PCR products were analyzed by agarose
gel electrophoresis (2% wt/vol), purified and used in two sequencing
reactions per exon (forward and reverse), using the Big Dye Terminator
Cycle Sequencing kit (version 3.1, Applied Biosystems). Reactions were
loaded into an ABI-3100 DNA sequencer (Applied Biosystems). All
sequences were analyzed with the SeqScape software (Applied
Biosystems). The p53 mutation analysis was per- formed only in 57
patients because the remaining 13 patients had insufficient tissue for DNA
extraction.

Statistical Methods

All statistical analyses were performed with SPSS 14.0 (Chicago,
IL). The primary endpoints of the study were disease-free survival (DFS)
and overall survival (OS), defined as the time between surgery and either
recurrence or death (DFS) or death from any cause (OS). DFS
and OS were calculated with the Kaplan-Meier method and compared using
the log-rank test. All prognostic variables in the univariate analysis with a
P-value at or below 0.1 were included in the multivariate analysis in order to
eliminate the redundancy among highly correlated characteristics, each of
which may be individually significant. This multivariate analysis was
performed using the stepwise proportional hazard Cox regression model.
Statistical significance was set at P 0.05. Optimal cutoffs of miRNA
expression data for DFS and OS were assessed by means of maximally
selected log-rank statistics [21] using the Maxstat package (R statistical
package, v. 2.8.1,Vienna,
Austria). miR-16 expression >0.22 was classified as "high," and
miR-16 expression <A0.22 was classified as "low." Expression
between these two values was classified as "normal." The applicability
of these cutoffs was confirmed by the Kaplan and Meier test.

RESULTS
miR-16 Expression and Clinical Outcome

Paired tumor and normal tissue samples were obtained from
70 NSCLC patients (Table I). The normalized real-time PCR results
showed that overall miR-16 (Fig. 1) and miR-143 (Supplementary Fig. 1)
were downregulated in tumor compared to normal tissue
(P <0.001 and P ¥4 0.001, respectively).

Using the two cutoffs identified by the Maxstat package of R [19],
patients were classified as having high, normal or low expression levels of
miR-16 (Fig. 1). miR-16 expression levels in the majority of the
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Fig. 1. Normalized miR-16 expression in tumor and paired normal

tissue from NSCLC patients and normal controls. The two horizontal lines
show the two selected cutoffs by the Maxstat package of R software,
which identified three groups: high, normal, and low expression.

normal tissue samples obtained from patients were within the normal
range; moreover, miR-16 levels in the five samples obtained from non-
cancer body donors were all within the normal range. No significant cutoff
was identified for miR-143.

Expression levels were correlated with DFS and OS and a significant
association with DFS and OS was observed only for miR-16. DFS for
patients with high levels was 22.4 months (95% CI: 8.4-36.4), while it was
71.8 months (95% CI: 51.8-91.8) for those with normal levels and
55.8 months (95% CI: 38.4-73.4) for those with low levels (P 4 0.05).

Mean OS was 23.9 months (95% CI: 10.3-37.4) for patients with high
levels, 97.6 months (95% CI: 79.7-115.5) for those with normal levels, and
63.5 months (95% CI: 46.3-80.7) for those with low levels

(P <0.001) (Fig. 2). Since DFS was similar for patients with normal
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Fig. 2.
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and low levels of miR-16, in an exploratory analysis, we combined
patients with normal and low expression in one group and compared
outcomes to patients with high levels. For the group of patients with
normal or low levels, DFS was 65.5 months (95% CI: 51.6-79.5)
(P %4 0.01). No other clinicopathological characteristic was signifi-
cantly associated with DFS, and only age (P %4 0.04) was associated
with OS (Table I).

In the multivariate analyses (including age, gender, and all factors with
univariate P-value 0.1), p53 mutational status (odds ratio [OR],
2.2; P ¥4 0.04) and high miR-16 expression (OR, 8.5; P %2 0.001)
emerged as independent prognostic markers for DFS, while both high
(OR, 6.7; P <0.001) and low miR-16 expression (OR, 2.4; P %4 0.04)
were independent markers for OS (Table II).

miR-16 and miR-143 Expression and p53 Mutations

In order to further investigate the reasons for differences in miR-16
expression levels between patients, we analyzed p53 mutations in 57 of 70
patients, 18 of whom (31.6%) had p53 mutations. No significant
correlation was observed between mutation status (mutated
vs. non-mutated) and miR-16 (P % 0.41) or miR-143 (P V4 0.38)
expression levels (Supplementary Fig. 2). Supplementary Figure 3
shows miR-16 expression levels according to the different types of p53
mutations found in our set of patients.

DISCUSSION

Although several reports indicate that miR-16 is a reference miRNA
[20], it is downregulated in many tumors, including NSCLC [19,22,23]. In
the present study, expression of miR-16 in normal lung tissue is not
significantly different (P %4 0.9) from the expression levels in normal
tissue from cancer patients. However, miR-16 was downregulated in the
majority of patients although we also identified a small group of patients
(11%) in whom it was upregulated and who had the worst prognosis. This
is in line with recent findings by Bandi et al. [19], who have reported that most
NSCLC tumors showed underexpression of miR-15 and miR- 16, which
allowed tumor cells to escape from miR-15/16 induction of cell cycle arrest
through their target cyclin D1. In the same study, overexpression of miR-
16 was detected in 26% of NSCLC tumors, in most of which the
retinoblastoma gene was inactivated, allowing
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Normal 97.6(79.7-115.5) <0.001
Low 33 63.5(46.3-80.7)
High 8 73.9(10.3-37.4)

Kaplan-Meier curves for disease-free and overall survival in 70 NSCLC patients grouped according to their miR-16 expression levels.
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TABLE II. Multivariate Analyses of Disease-Free and Overall Survival Including All Factors With Univariate P-Value 0.1

Disease-free survival

Overall survival

P-value Odds ratio 95% CI P-value Odds ratio 95% CI
P53 mutation
No 1 — — —
Yes 0.035 23 1.059-5.024
miR-16 expression
Normal 1 1
High 0.001 8.120 25265 <0.001 6.7 24-19.1
Low 0.1 — — 0.038 24 1156

Specifically, in the analysis for DFS, we have included smoking history, p53 mutations and miR-16. In the analysis for OS, we have included age and miR-16. The table shows only the

significative variables.

tumor cells with high levels of miR-16 to escape cell cycle arrest [19].
miR-16 is also overexpressed in cervical cancer [24] and gliomas [25], and
Bandi et al. [19] suggested a dual role for miR-16—as a tumor suppressor
and an oncogenic miRNA. This dual role could shed light on our findings
that two groups of patients—with low and high levels of miR-16—had a
worse prognosis than those with levels similar to normal tissue. Along the
same lines, at the clinical level, a recent study examining by microarray
analysis the association between miRNA expression and recurrence in 77
stage I NSCLC patients found that miR-16 was overexpressed in patients
who relapsed [26].

The dual role played by miRNAs [19,27] leads us to speculate that an
individual patient's prognosis may depend less on whether the expres- sion
of a specific miRNA is high or low and more on the fact that the miRNA is
dysregulated in comparison with normal tissue. In the present study,
although patients can be classified in three molecular groups according to
their miR-16 expression levels, from the clinical point
of view, these three groups are in reality only two: those with good
prognosis—with no alteration in miR-16 expression in tumor compared
normal tissue; and those with poor prognosis—with either high or low
miR-16 expression in tumor. miR-16 expression levels may thus be an
additional risk factor to take into account when deciding on the potential
benefit of adjuvant chemotherapy for resected patients, especially in stage
I disease, where adjuvant treatment is not routine practice.

miRNA-based therapeutic strategies for the treatment of NSCLC have
gained much attention in recent years. The rationale for developing miRNA
therapeutics is based on the premise that aberrantly expressed miRNAs
play key roles in the development of human disease, and that correcting these
miRNA deficiencies by either antagonizing or restoring miRNA function may
provide a therapeutic benefit. There are two principal strategies. One is
directed toward a gain of function and aims to inhibit oncogenic miRNAs by
using miRNA antagonists, such as anti- miRs and locked-nucleic acids, or
antagomiRs. The other strategy is based on restoring the levels of tumor
suppressor miRNAs in tumor tissues [28]. Specifically, the delivery of
miRNA mimics in animal models of lung cancer has been explored by
using let-7 [29,30] and, more recently, with miR-34a [31]. miR-16 may
prove to be an attractive target for therapeutic intervention in lung cancer
due to its important role in cell cycle control. In fact, synthetic miR-16
strongly inhibited the development of human prostate tumors in the bones
of mice, with no notable side effects [32].

In our set of patients, no significant correlation was observed between
mutation status and miR-16 or miR-143 expression levels. However, not
all mutations have the same effect on the p53-Drosha interaction [18], and
depending on where the mutation is located, it will have a greater or lesser
effect (Supplementary Fig. 3). R175H and R273H mutations correlated
with low Drosha activity, but other mutations, such as C135Y, had less
effect [18]. We detected the R175H mutation in only three and the R273H
mutation in only two
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patients, which may explain the lack of correlation between miR-16 or miR-
143 expression and p53 mutational status. Ideally, a larger number of patients
would allow a correlation analysis to be performed between different types
of mutations and miRNA expression.

In conclusion, our findings provide the first indication that miR-16 may
be a prognostic marker for DFS and OS in NSCLC. These pre- liminary
findings should be validated in an independent cohort. Since miR-16 are
involved in the key p53 pathway, further studies to elucidate their
mechanism of interaction and to validate the role of miR-16 as a
prognostic marker could lead to the development of novel therapeutic
strategies in NSCLC.
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DISCUSION

En estos trabajos, mostramos el papel prondstico en recaida de miR-34a y miR-16, en

pacientes de CPNCP, tras cirugia potencialmente curativa.

El cancer de pulmdn no célula pequefia es un problema de salud publica prioritario,
por tratarse de la causa de muerte por cancer mads frecuente en varones. A pesar, del
esfuerzo en investigacién, prevencién y de nuevos tratamientos, esta enfermedad,
sigue teniendo una supervivencia a 5 afos, en torno al 13% y una tasa de recaida muy
alta, incluso en estadios muy iniciales. Cuando la enfermedad recae tras la cirugia, en
forma de enfermedad avanzada o metastdsica, es incurable y de mal prondstico a
corto pIazoGS. Estos hechos, hacen que siga siendo necesario el esfuerzo en encontrar
marcadores precoces de recaida. En los ultimos afios, la administracién de
quimioterapia adyuvante, y en casos seleccionados la radioterapia, son practicas
asistenciales. Para aconsejar este tratamiento, nos basamos en la clasificacién
patoldgica del TNM (pTNM). Esto implica un sobretratamiento de pacientes que tienen
menor riesgo de recaida y en otros casos, en los que la enfermedad esta en un estado
muy inicial, puede que estemos menospreciando una enfermedad biolégicamente mas
agresiva. Esta cuestion es pertinente porque la toxicidad de los tratamientos con
quimioterapia, tanto a corto como a largo plazo, es muy frecuente y en algunos casos

muy grave, con riesgo vital.

Nos hemos centrado en el estudio de la via de p53, porque se trata de un gen que
codifica una proteina supresora de tumores, con probable valor prondstico en CPNCP,
existiendo mutaciones de esta proteina hasta en el 50% de los casos'”’. En concreto en

nuestra serie fue del 30%.

El descubrimiento de la existencia de una via de regulacién de expresién de proteinas
a nivel postranscripcional, es decir la regulacion llevada a cabo por los miRNAs, abrio
un campo de investigacion lleno de posibilidades. Se trata de moléculas capaces de
regular la traduccion de proteinas tanto en el tejido normal, como en el tumoral. La

deteccidon precoz de cambios en sus niveles normales, podria distinguir pacientes de



mayor riesgo de recaida y la posibilidad de estudiar dianas terapéuticas dirigidas a esta

deficiencia.

Por todo esto, hemos analizado la importancia clinica que tienen los miRNAs de la via
de p53, en la evolucién del CPNCP, tras cirugia potencialmente curativa. Nos hemos
basado en una serie retrospectiva de pacientes 70 pacientes, que se trataron con
cirugia curativa como primer y Unico tratamiento, entre Febrero de 1996 y Septiembre
de 2002. Se eligio este periodo, porque el tiempo de seguimiento, en el momento del
analisis era al menos de cinco afos. Ademas, se trata de un grupo de pacientes, que
no recibieron ningun tratamiento previo a la cirugia, que pudiera modificar los tejidos
analizados y tampoco con intencidon adyuvante, ni con radioterapia ni con

guimioterapia, que modificara la historia natural de esta enfermedad.

Dado que se trata de una serie retrospectiva con al menos 5 afos de evolucidn, las
muestras de tejido normal y tumoral pareadas de los pacientes eran muestras fijadas
en parafina. Existen estudios que confirman que la expresion de miRNAs en el tejido
fijado en parafina tiene buena correlacién con el tejido congelado, sin que la fijacion

en parafina altere la estabilidad de los miRNAs 2%?%

. Es mas, incluso se postula que los
miRNAs se verian menos afectados por la autolisis y la fragmentacién con la fijacion en

parafinazog.

Nosotros observamos que miR-34a y miR-34b estaban significativamente
infrarregulados, cuando comparamos el tejido tumoral con el tejido normal pareado
de cada paciente. Tras este primer andlisis, que mostraba que esta familia de miRNAs
podia jugar algin papel en la tumorogénesis del CPNCP, procedimos a correlacionarlo

con variables prondsticas como la recaida y la supervivencia global.

Nuestra serie, como ya comenté esta formada por pacientes que tenian al menos cinco
afios de seguimiento, para permitirnos analizar los resultados cuando la mayoria de

los pacientes ya hubieran presentado los eventos de recaida y supervivencia.

Mediante la utilizacién de MaxStat, paquete estadistico de R, que permite encontrar el
mejor punto de corte en relacién a una variable dependiente de tiempo, observamos

que se establecieron tres grupos de pacientes, en funcién de la tasa de recaida: el
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grupo con niveles bajos de miR34a, con un 67% de recaida, los que tenian niveles altos,
con un 43% de recaida y los que tenian los niveles mas altos con un 0% de recaida. Es
decir, que la baja expresidon de miR-34a en las muestras de tumor se correlacioné con

alta tasa de recaida.

En el andlisis univariado para riesgo de recaida, el estado mutacional de TP53, los
niveles de miR-34a y el estadio IA vs el resto, se correlacionaron con probabilidad de
recaida. En el andlisis multivariado, la expresién de miR-34a, permanecia como factor
independiente para recaida tumoral, lo que da mas fuerza a la capacidad de miR-34a

de distinguir pacientes de alto y bajo riesgo de recaida.

Por otro lado, que el estadiaje no se mantenga en el analisis multivariado, se puede
explicar, porque la muestra es pequefia y la distribucién de los estadios no es

homogénea, siendo el 50% de los pacientes estadios I.

Para explicar la razén por la que miR-34a estaba bajo, nos planteamos dos
posibilidades que TP53 estuviera mutado y/o que existiera alteracion del estado de

metilacion de su promotor.

El analisis de estado de metilacidn de la regién promotora de miR-34a, se llevd a cabo
en 31 pacientes, el 64% presentaba un estado no metilado, el 26% un estado
metilado/no metilado y en un 10 % estaba metilado. Los pacientes no metilados
presentaban de forma significativa los niveles mas altos de miR-34a, con respecto a

los otros dos grupos.

La frecuencia de mutaciones de TP53 fue significativamente mds alta en los pacientes
con baja expresion de miR-34a, a pesar de no encontrar una relacidn directa

significativa entre mutado/no mutado.

Cuando se analizo la relacidn entre el estado de metilacion de MIRN34A y la expresién
de miR-34a, en los pacientes sin mutaciones de TP53, se encontraron diferencias

significativas entre los que estaban metilados versus los que no.

Por lo tanto, los niveles de miR-34a estdn modulados por el estado de metilacion de la

region promotora del gen MIRN34A.



Debido a que en nuestra serie observamos que p53 era marcador prondstico de
recaida, nos planteamos analizar que supervivencia libre de enfermedad tenian los
pacientes con mutaciones de TP53 y niveles de expresién bajos de miR-34a. El
subgrupo de pacientes con ambas condiciones presentd un prondstico muy malo,
indicando el sinergismo potencial de estos dos factores. Esto es muy interesante,
porque como sabemos, la transcripcién de miR-34 esta directamente inducida por p53
en respuesta al estrés genotodxico y actua en su via celular promoviendo el arresto del

ciclo celularo la apoptosi5197.

Los pacientes con niveles de expresion de miR-34a bajos, tuvieron mayor tasa de
recaida que aquellos con alta expresién, indicando que diferencias interindividuales en

la expresién de miR-34a pueden tener un impacto en la tasa de recaida de CPNCP.

De los pacientes que presentaron mutaciones de TP53 —un 30% en toda la serie- los
que tenian mutaciones en el exdn 5, tuvieron una tendencia a presentar menores

niveles de miR-34a.

También encontramos una correlacidn entre el estado de metilacién de la regién

promotora del gen MIRNA34 vy los niveles de expresion de miR-34a.

Por otro lado, basandonos en que la maduracidon de miR-16 y miR-143, estd regulada
por P53y, que en el caso de miR-16, se encuentra infraregulado en muchos tumores,
analizamos los niveles de estos y su relaciéon con el estado mutacional de TP53, en

nuestra serie.

Encontramos que los niveles de miR-16 son significativamente diferentes entre el

tejido normal y el tumoral. También los de miR-143.

miR-16 estaba infrarregulado en la mayoria de los pacientes, aunque identificamos un
subgrupo de pacientes (11% de la serie), en los que miR-16 estaba suprarregulado,

presentando estos el peor prondstico.

Estos hallazgos van en consonancia con el estudio de Bandi et al**, gue observa que
en un grupo de pacientes con CPNCP, miR-16 esta suprarregulado vy el gen de RB

inactivado, lo que permite a las células escapar del arresto celular.
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En base a los niveles de expresién de miR-16, en el grupo de pacientes con niveles de
expresion de miR-34a alto, se diferenciaron 3 grupos prondsticos, aunque desde el
punto de vista clinico se dividen en dos grupos, uno de buen pronédstico —aquellos que
no presentaban alteracién en la expresion de miR-16 comparando tejido tumoral y

tejido normal- y el otro grupo de mal prondstico —con niveles altos o bajos de miR-16-.

No encontramos relacidn entre el estado mutacional de TP53 y los niveles de
expresion de miR-16, miR-143. Tampoco encontramos correlacién entre la evolucién

clinica y los niveles de miR-143.

El papel dual que tienen algunos miRNAs, nos permite especular, que el prondstico
individual de un paciente puede depender menos de si la expresién especifica de un
miRNA es alta o baja, y mas de que ese miRNA esté mal regulado en comparacién con

el tejido normal.

La familia de miR-34 es una diana directa de p53. Dado que funciones como el arresto
del ciclo celular y la apoptosis son finales comunes de la activacién de p53, puede que
los miRNAs de la familia de miR-34 se comporten como mediadores de la supresién

tumoral de P53.

miR-34a se ha relacionado con la regulaciéon de algunos mRNAs con funciones en la
respuesta al dafio del DNA, como la apoptosis y el arresto del ciclo celular. Algunos
ejemplos son CDK 4/6, Ciclina E2, MET, Ciclina D1, N-MYC, SIRT1, NOTCH1 vy
NOTCH2".

Es llamativo, que cuando nos referimos a las dianas de miR-16, encontramos algunas

dianas comunes como BCL2, Ciclina D1, ademas de otras dianas como MCL1 y WNT3A

194,210

Esto nos permite también especular sobre que el papel que ejerce como tumor
supresor p53, puede precisar como condicionante la integridad de la regulacion

postranscripcional llevada a cabo por estos miRNAs.

Ademas la interaccién observada entre miR-34a y miR-16, puede reflejar que se trate
de dos puntos de la misma via de regulacién postranscripcional secuenciales, siendo el

punto de regulacién mas inicial y posiblemente necesario el de miR-34a.



La identificacion de miR-34a y miR-16, como nuevos marcadores prondstico en
CPNCP, nos da una nueva herramienta para estimar el riesgo de recaida de los
pacientes tras la cirugia. Ademas nuestros hallazgos abren la puerta al estudio del
posible sinergismo entre miRNAs de la via de p53 y la posibilidad futura de nuevas

armas terapéuticas basadas en farmacos dirigidos.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos nos permiten indicar las conclusiones siguientes:

v

Los miRNAs involucrados en la via de p53 miR-34a y miR-16, son potenciales

marcadores prondsticos en CPNCP tras cirugia potencialmente curativa.

Los niveles de expresidn de los miRNAs de la familia miR-34: miR-34a y miR-34b

estan infraregulados en tejido tumoral con respecto al tejido normal pareado.

La baja expresion de miR-34a en tejido tumoral se correlaciona con una mayor

tasa de recaida de la enfermedad.

Los niveles de expresidn de miR-34a se correlacionan con el estado de

metilacion de la regién promotora del gen MIR34A.

La presencia de mutaciones en el gen TP53 se relaciona con una mayor tasa

de recaida de la enfermedad.

Los pacientes que presentan TP53 mutado y a la vez miR-34a bajo son los que

presentan una mayor tasa de recaida.

Los niveles de expresidn de los miRNAs miR-16 y miR-143, cuya maduracién
viene regulada por p53, estan infraregulados en tejido tumoral con respecto al

tejido normal pareado.

La alteracién de los niveles de miR-16, ya sea por infrarregulacion o por

suprarregulacion, se relaciona con mayor riesgo de recaida.



v' lainteraccién entre miR-34a y miR-16 muestra que miR-16 es capaz de sub-
clasificar la cohorte de pacientes con niveles de miR-34a altos, en 3 grupos de

riesgo:

a. Pacientes con niveles altos de miR-16 en tumor presentaban la menor
SLE y SG.

b. Pacientes con niveles bajos de miR-16 en tumor presentaban una SLE y
SG intermedia.

c. Pacientes que presentaban niveles normales de miR-16 son los que
tenian mejor SLE y SG.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO TRABAJO 1

Figura suplementaria 1

Resultados del andlisis MSP de los 31 pacientes. Ocho pacientes estaban no metilados;

Veinte estaban metilados/no metilados; Tres estaban metilados.

Supplementary Figure 1
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MATERIAL SUPLEMENTARIO TRABAJO 2
Figura suplementaria 1
Expresién normalizada de miR-143 en el tumor y en el tejido normal pareado de los

pacientes con CPNCP.
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Figura suplementaria 2

Niveles de expresidon de miR-16 y miR-143 de acuerdo al estado mutacional de p53.

Supplementary Figure 2
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Figura suplementaria 3

Niveles de expression de miR-16 y miR-143 de acuerdo al tipo de mutacién de p53.

Treinta nueve pacientes tenia p53 nativo; dos pacientes tenian mutaciones en el codén

286 y dos pacientes tenian mutaciones en el codén 175. Otras mutaciones se

encontraron en un solo paciente.

* indica mutaciones que muestran bajos niveles de miR-16 y miR-143.
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ANEXO Il

MATERIAL SUPLEMENTARIO AL TRABAJO II

Protn bility
Protn bility
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Curvas de Kaplan-Meier para SLE y SG en 70 pacientes con CPNCP agrupados de
acuerdo a los niveles de expresidn alto,normal o bajo de miR-16 y alto o bajo de miR-
34a. Los p-valores corresponden a los log Rank test y se consideraron significativos si la
P<0.05. Entre los 46 pacientes con niveles altos de miR-34a, se objetivaron diferencias
significativas en SLE y SG, de acuerdo a los niveles de miR-16 en SLE y DFS, mientras
gue todos los pacientes con niveles bajos de miR-34a tuvieron un prondstico muy
malo, independientemente de los niveles de miR-16.



