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1. INTRODUCCION



1.1 EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER DE PULMON

El cancer de pulmon (CP) o carcinoma broncogénico se define como una
neoplasia maligna que se origina en la via aérea o parénquima pulmonar y es
considerada una de las neoplasias mas frecuentes y que ocasiona una mayor
mortalidad.

Las variables histoldégicas no microciticas (CPNM) constituyen el 80% de
todos los tumores primarios de pulmén.

A nivel mundial en el aino 2014 el cancer de pulmén afecté a 1.8 millones
de pacientes y fue la causa de muerte en 1.6 millones, representando la
segunda neoplasia maligna mas frecuentemente diagnosticada en los EEUU en
hombres y mujeres, tras cancer de prostata y cancer de mama respectivamente’
Asi mismo fue la principal causa de muerte atribuida a cancer en ambos sexos
con mas de 25% de las muertes estimadas debidas a cancer en dicho afio’
(Figura 1). Desde los afios 50 el cancer de pulmén se ha convertido en la
principal causa de muerte atribuida a cancer en hombres y en 1985 alcanzé a
ser de igual forma en mujeres, causando aproximadamente el doble de muertes
que el cancer de mama. La mortalidad del cancer de pulmén ha comenzado a
descender en hombres y se ha empezado a estabilizar en mujeres en probable
relacion al descenso del habito tabaquico?.

En Espafa en el afo 2012 se diagnosticaron 26715 nuevos casos,
siendo el segundo cancer mas frecuente en hombres y el cuarto en mujeres.
Para ambos sexos el cancer de pulmon fue el que supuso una mayor mortalidad
(20,6%) .

Estimated Deaths

Males Females

Lung & bronchus 86,930 28% Lung & bronchus 72,330 26%
Prostate 29,480 10% Breast 40,000 15%

Colorectum 26,270 8 Colorectum 24,040 9%

Pancreas 20,170 4 Pancreas 19,420 %

Liver & intrahepatic bile duct 15,870 5 Ovary 14,270 5%
Leukemia 14,040 5% Leukemia 10,050 4%

Esophagus 12,450 4 Uterine corpus 8,590 3%

Urinary bladder 11,170 4 Non-Hodgkin lymphoma 8,520 3%
Non-Hodgkin lymphoma 10,470 3% Liver & intrahepatic bile duct 7,130 3%
Kidney & renal pelvis 8,900 3% Brain & other nervous system 6,230 2%
All Sites 310,010 100% All Sites 275,710 100%

Figura 1. Causa de muerte por cancer en Estados Unidos. Estimacion en 2014.
(Tomado de Siegel et al. Cancer statistics, 2014. CA Cancer J Clin. 2014;64(1):9-29)
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1.2 ETIOPATOGENIA Y FACTORES DE RIESGO

La exposicion a determinados agentes tanto ambientales como
ocupacionales asi como la susceptibilidad individual a los mismos determinan el
riesgo individual al desarrollo de cancer de pulmén.

1.2.1 TABAQUISMO

El tabaquismo activo constituye la principal causa de cancer de pulmoén
considerandose actualmente responsable, en los paises desarrollados, de
aproximadamente un 90% de estos tumores en la poblacion masculina y entre
60-80% de los diagnosticados en mujeres. El riesgo es directamente
proporcional a la duracién del habito y la intensidad del consumo.

Una de las primeras descripciones del cancer de pulmén fue realizada
por Adler en 1912, en la que ya sugiere la posibilidad de que la inhalacién del
humo del tabaco pueda relacionarse con su aparicion®. El primer estudio
cientifico que mostré una asociacion entre tabaco y mayor riesgo de muerte
prematura fue publicado en 1938°%. No seria hasta 1950 cuando Doll y Hill
demostraron mediante un estudio de casos y controles las asociacion
epidemiolégica entre el cancer de pulmén y el humo de tabaco asi como la
influencia de la cantidad de tabaco consumido y el desarrollo de este tumor ’.

En el humo del tabaco se han identificado mas de 5000 compuestos de
los cuales 73 han sido considerados carcindégenos por la Agencia Internacional
de Investigacion en Cancer. Entre ellos se incluyen los hidrocarburos aromaticos
(HPAs), las N-nitrosaminas, las aminas aromaticas y otros componentes
organicos e inorganicos como el benceno, arsénico y cromio. En relacién con el
cancer de pulmén los carcinégenos sobre los que hay una mayor evidencia son
los HPA como el benzoapireno y la nitrosamina especifica del tabaco 4'-
(nitrosometilamino)-1-(3-piridil)-1-butanona, que también es conocida como
nitrosamina derivada del tabaco (NNK)® Muchos son el sustrato de enzimas
catabolizadoras de drogas como el citocromo P450 que actua ante ellos de
forma similar a la exposicion a otra sustancia extrafia, mediante reacciones de
detoxificacion anadiendo atomos de oxigeno para aumentar su solubilidad en
agua y facilitar su excrecion. Estas reacciones dan lugar a productos intermedios
que reaccionan con el DNA dando lugar a aductos de DNA. Es conocida la
relevancia de la formacion de estos aductos en proceso de carcinogénesis.

Las células disponen de mecanismos de reparacion del DNA para
eliminarlos pero algunos escaparan a la misma ocasionando alteraciones
durante la replicacién del DNA, como puede ser la insercion de una base
equivocada opuesta al adusto. El resultado sera una mutacion permanente, que
de ocurrir en una region critica de un oncogén como KRAS o de un gen
supresor como TP53, dara lugar a la pérdida de los mecanismos de control de
crecimiento celular y al desarrollo del cancer ®'°. Los principales mecanismos
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implicados en la carcinogénesis en relacién al tabaco se encuentran los resume
Hecht en el siguiente esquema8 (Figura 2).

Akt, PKA Apoptosis ¥
RB.:\;T‘;' Activation and Angiog is £
/ Other Changes Transformation
Smoking Initiati Cigarette ¢ Metabolic DNA  |Persistence Mutations in KRAS, | | E°“|°"g°m: | | Lung
Nicotine Addiction | Smoking b Activation” | Adducts [Miscoding TP53, and Other Genes| st Cancer
Metabolic
Detoxification lRepﬂr
Excretion Normal DNA Apoptosis
Co-carcinogenicity, Tumor
Promotion, Inflammation, Tumor Suppressor Enhanced
Oxidative Damage, Gene Gene Inactivati Carcin icit
Promoter Methylation and Other Changes Sz

Figura 2. Carcinogénesis pulmonar producida por el Tabaco. Tomado de Hecht et al. Lung carcinogenesis by
tobacco smoke. Int J Cancer. 2012;131(12):2724-2732.

1.2.2 TABAQUISMO PASIVO

El tabaquismo pasivo, o exposicién a humo ambiental del tabaco también
puede contribuir a un incremento en el riesgo de padecer cancer de pulmoén con
una relacién dosis dependiente entre el grado de exposicion y el riesgo relativo.
En metaanalisis realizados para analizar el riesgo asociado al tabaquismo pasivo
encuentran un riesgo incrementado de un 24% en no fumadores que viven con
fumadores''. Otro estudio realizado en mujeres no fumadoras encontré que
aquellas que eran esposas de fumadores activos tenian un 30% de incremento
del riesgo de cancer de pulmén'?. Revisando la evidencia disponible se calcula
una OR de 1.34 de riesgo asociado a exposicién ambiental de tabaco, con un
incremento del riesgo en no fumadores de un 30% para todos los tipos de
cancer'.

1.2.3 CARCINOGENOS OCUPACIONALES

Diversas sustancias relacionadas con el ambito laboral se han propuesto
como posibles carcindgenos. La Agencia Internacional para Estudio del Cancer
(IARC) ha identificado como posibles carcinbgenos ambientales entre otros al
asbesto, arsénico, berilio, cadmio, cromo, niquel silice y cloruro de vinilo.

En el afio 2000 se estimé que el 10% del cancer de pulmoén en hombres y
el 5% en mujeres a nivel mundial podria atribuirse a la exposicion de 8
carcindgenos ocupacionales como asbesto, arsénico, berilio, cadmio, cromo,
niquel, silice y gases de diesel.
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1.2.4 ASBESTO

De entre un gran nimero de sustancias, el asbesto es considerado como
el carcindbgeno ocupacional y ambiental mas importante. Con el término asbesto
("inagotable", "indestructible") se denomina a un grupo de minerales fibrosos con
distinta composicién quimica y configuracién. Aunque su utilizacion data de
antiguo, fue a partir del siglo XIX cuando comenzé a utilizarse en la industria, y
se empleé de forma creciente hasta estas ultimas décadas, cuando, tras
determinarse su gran poder patogénico, ha decrecido su uso. Se clasifican
atendiendo a su configuracion en: grupo serpentinas (fibras curvadas), de los
que el principal es el crisotilo o amianto blanco, y grupo anfiboles (fibras rectas),
donde figuran la amosita o asbesto marrén, la crocidolita o asbesto azul, la
antofilita o asbesto amarillo, la tremolita y la actinolita’. Existen 3 fuentes de
exposicion: ocupacional, doméstica y ambiental.

En cuanto a la exposicidon ocupacional los trabajadores de la construccion
son los que probablemente estaran mas expuestos en los proximos afios, puesto
que durante décadas el amianto tuvo multiples usos y aplicaciones en el sector
de la construccion de edificios.

La exposicibn doméstica es la que tienen los familiares de los
trabajadores del asbesto al quedar fibras en la ropa de trabajo. También es
debida a exposiciones contaminantes dentro del hogar. Por su parte la
exposicion ambiental se da sobre todo en los paises donde se explota el mineral
de asbesto, como Sudafrica, Australia, Canada, etc., donde se ha detectado en
varios kilbmetros alrededor de las minas empolvamiento con fibras de asbesto y
en los que los casos de cancer de pulmén y mesotelioma son muy superiores a
lo esperado.

La exposicién a asbesto se relaciona con diferentes patologias pleurales
y pulmonares. La asbestosis es una forma difusa de fibrosis intersticial pulmonar
producida por la inhalacion de fibras de amianto, que afecta a ambos pulmones y
que se puede detectar en los estudios radiologicos del térax. Hay una clara
relacion dosis-respuesta entre la exposicion al amianto y el riesgo de desarrollar
asbestosis, de tal modo que los mas expuestos tienen mas riesgo de presentar
la enfermedad. Entre los trabajadores expuestos a asbesto, los que presentan
asbestosis tienen una mayor incidencia de cancer, incremento que puede ser
hasta 6 veces mayor. En otras enfermedades intersticiales pulmonares también
se ha publicado una mayor incidencia de cancer de pulmén, por lo que los
factores responsables de la asociacion encontrada no estan bien identificados.
El grado de fibrosis, el tipo de fibra y el tabaquismo parecen ser factores
relacionados™"®.

1.2.5 RADON

Se trata de un gas inerte que es producto de la degradacion del radio que
se encuentra en la mayoria de los suelos; siendo los trabajadores de minas
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subterraneas, bodegas, cuevas, tuneles, etc., los que tienen un mayor riesgo.
Estudios realizados en mineros no fumadores constataron un incremento del
riesgo de cancer de pulmén entre el 1,9% y 29,2% en relacién directa con la
intensidad de la exposicion y un descenso del mismo cuando se abandona el
trabajo'®. Al igual que con el asbesto, existe un efecto sinérgico con el consumo
de tabaco.

Ademas, este gas puede acumularse en los edificios. En un metaanalisis
publicado en 2005 incluyendo 13 estudios de casos-control europeos, y se
inform6 de una relacion lineal entre el acumulo de radén detectado en los
hogares y el riesgo de desarrollar cancer de pulmon. El incremento del riesgo era
pequefo pero estadisticamente significativo y los autores estimaron que la
exposicion al radén puede ser responsable de mas de un 2% de las muertes por
cancer de pulmén en Europa . En estudio de casos y controles realizado en
Galicia, se encontré que concentraciones incluso inferiores a las recomendadas
el radén podia asociarse a 2.5 mayor riesgo de cancer de pulmén'®®

1.2.6 ENFERMEDADES RESPIRATORIAS

Ciertas enfermedades respiratorias no malignas se han asociado con un
mayor riesgo de cancer de pulmén, la mas importante la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica(EPOC), junto a otras enfermedades pulmonares que
determinan el desarrollo de una fibrosis pulmonar como la fibrosis pulmonar
idiopatica, la asbestosis o la silicosis'. La prevalencia de cancer de pulmén en
EPOC es 6 veces mayor que en fumadores sin ese diagndstico, sugiriendo que
el EPOC por si mismo es un factor de riesgo independiente °.

Algunos estudios estiman la prevalencia de EPOC en pacientes con
cancer de pulmon es un 50-65% superior al resto de pacientes ?°, asi mismo un
estudio de cohortes publicado en el afio 2000 concluye que los individuos con
fibrosis pulmonar difusa tienen entre 8 y 14 veces incrementado el riesgo de
cancer de pulmén?'.

1.2.7 SUSCEPTIBILIDAD GENETICA

La posibilidad de padecer un CP, ha sido definida como la interrelacion
entre la exposicion a carcindbgenos ambientales y la susceptibilidad individual
determinada genéticamente. Seria esta susceptibilidad la que explicaria por
que siendo el tabaco responsable de mas del 90% de los CP en el hombre y del
80% en la mujer, sélo un 11-12% de los fumadores desarrollan un cancer de
pulmén?? Se ha comprobado también que los familiares directos de los enfermos
diagnosticados de CP tienen un riesgo de presentar la enfermedad entre 2 y 6
veces mayor que quienes carecen del parentesco®.

Esta susceptibilidad vendria determinada por alteraciones congénitas en
los genes que codifican proteinas esenciales en el metabolismo de los
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carcinégenos, sobre todo del humo del tabaco. Dichos genes que modulan la
respuesta del organismo frente a las sustancias cancerigenas con la reparacion
de ADN, activacion o inactivaciéon de carcinégenos, fundamentalmente pueden
presentar polimorfismos que dan lugar a alteraciones en la estructura, la funcion
o las concentraciones de las diferentes enzimas que codifican.

Asi, ciertas variantes de las enzimas activadoras de carcindgenos
(enzimas de fase 1), la ausencia de algunas enzimas detoxificantes de
carcinogenos (enzimas de fase Il) y otros polimorfismos en genes reparadores
de ADN se asociarian a un riesgo superior de presentar CP en las personas
portadoras.

Entre las enzimas de fase |, las mas significativas son las derivadas de
polimorfismos de los genes CYP (citocromo P450) relacionados con la activacion
de importantes procarcinogenos del humo del tabaco (aminas aromaticas,
hidrocarburos, etc.). Entre ellos destaca el CYP1B1, con un reciente metaanalisis
que concluye que el polimorfismo en el citocromo P450 1B1Leu432Val esta
asociado con un incremento en el riego de cancer de pulmén en caucasicos y
fumadores .

La glutation S-transferasa (GST) es la mas representativa de las enzimas
destoxificantes de cancerigenos (enzimas de fase Il) y tiene mas de 20
isoenzimas (GSTM1, GSTT1, GSTP1, etc.).lgualmente algunos metaanalisis
determinan que la carencia de GSTM1% podria ser un potencial biomarcador de
mayor riesgo de cancer de pulmén en la poblacién china, aunque advierten que
son necesarios posteriores estudios al respecto para extraer conclusiones
definitivas.

Otros estudios han mostrado igualmente que los polimorfismos en
CYP1A1 Mspl y GSTM1 se relacionan con un incremento en el riesgo de cancer
de forma independiente a otros factores y que ambos se relacionan entre si. Sin
embargo estos hallazgos varian entre diferentes razas®.

En definitiva, se ha visto como determinados polimorfismos genéticos
podrian incrementar la posibilidad de experimentar CP.

1.3 HISTOLOGIA

Como mencionamos con anterioridad, desde el punto de vista clinico la
clasificacion mas relevante establece dos grandes grupos: El carcinoma
microcitico o de células pequefias (CPCP) y el cancer de pulmén no microcitico
(CPNM). Este ultimo es el mas frecuente, representando el 80% .

Entre ambos existen importantes diferencias en su forma de
presentacion, comportamiento biolégico y manejo terapéutico.

Los avances descritos en biologia molecular han dado una mayor
importancia si cabe al diagnéstico histoldgico, que es ahora clave en las nuevas
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estrategias de tratamiento individualizado?’. Durante afios no existi6 un gran
interés en la distincion entre los diferentes subtipos de CPNM dado que tampoco
implicaba grandes diferencias en cuanto al tratamiento aplicado a cada uno de
ellos. Sin embargo esto cambiaria de forma radical en 2004 con el
descubrimiento de la importancia de las mutaciones del gen del Factor de
Crecimiento Epidérmico (EGFR) en los adenocarcinomas y su relaciéon con una
respuesta favorable a ciertos agentes quimoterapicos tales como los inhibidores
de la tirosinkinasa (ITK)?%.

La clasificacion histolégica mundialmente aceptada es la publicada por la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en el afio 2004>°:

1. LESIONES PREINVASIVAS
» Displasia escamosa/carcinoma in situ
» Hiperplasia adenomatosa atipica.
» Hiperplasia celular neuroendocrina difusa iopatica

2. LESIONES INVASIVAS MALIGNAS

A. Carcinoma de células escamosas o epidermoide
=  Papilar
= Células claras
= Células pequefias
= Basaloide

B. Carcinoma de células pequeias
= Combinacién

C. Adenocarcinoma
= Acinar
=  Papilar
= Bronquioloalveolar
= Micosecretor
= Adenocarcinoma de diferentes subtipos

D. Carcinoma de células grandes
= Carcinoma neuroendocrino de células grandes
= Carcinoma basaloide
= Carcinoma linfoepitelial-like
= Carcinoma de células claras
= Carcinoma de células grandes con fenotipo rabdoide

E. Carcinoma adenoescamoso

F. Carcinomas con elementos pleomorficos, sarcomatoides o
sarcomatosos

G. Tumores carcinoides
= Carcinoide tipico
= Carcinoide atipico

H. Carcinomas de tipo glandula salivar
I. No clasificables
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En los ultimos afios se han propuesto importantes cambios en la
clasificacién de los adenocarcinomas. La heterogeneidad clinica, radioldgica y
molecular existente dentro de ese grupo llevé al desarrollo de una nueva
clasificacion de consenso por parte de un grupo de estudio multidisciplinar. En
2011 la IASLC (International Association for the Study of Lung) en colaboracién
con la ATS (American Thoracic Society) y la ERS (European Respiratory
Society) propusieron una nueva clasificacion que incorpora aspectos tanto
histoldgicos como clinicos, moleculares, radiolégicos y quirtrgicos®'. De esta
forma se constituyen grupos mas homogéneos desde un punto de vista
morfoldgico, clinico y biolégico teniendo por tanto gran utilidad pronéstica y
terapéutica?®>"? (Tabla 1).

En la nueva clasificacion el término de adenocarcinoma
bronquioloalveolar deja de emplearse y se introducen dos nuevos tipos: el
adenocarcinoma in situ (AIS) y el adenocarcinoma minimamente invasivo (MIA).
El AIS se describe como una lesion solitaria de pequefio tamafo (<3cm) con un
100% de crecimiento lepidico. El adenocarcinoma minimamente invasivo (MIA)
por su parte describe lesiones de menos de 3 cm, uUnicas, con crecimiento
predominantemente lepidico y menos de 5 mm de invasion. En ambas entidades
si se realiza una reseccion completa se alcanza una supervivencia libre de
enfermedad cercana al 100%>°.

CLASIFICACION DEL ADENOCARCINOMA DE PULMON

Lesiones preinvasivas
e Hiperplasia adenomatosa atipica
¢ Adenocarcinoma "in situ" (<3cm, anteriormente bronquioloalveolar)
= No mucinoso
= Mucinoso
= Mixto mucinoso/ no mucinoso

Adenocarcinoma minimamente invasivo (<3cm crecimiento
predonminantemente lepidico con menos de 5mm de invasién)
e No mucinoso
e Mucinoso
¢ Mixto mucinoso/no mucinoso

Adenocarcinoma invasivo

¢ Crecimiento predominantemente lepidico (anteriormente patron
bronquioloalveolar no mucinoso con >5mm de invasién)
Predominio acinar
Predominio papilar
Predominio micropapilar
Predominantemente sélido con produccion de mucina

Variantes de adenocarcinoma invasivos
e Adenocarcinoma mucinoso invasivo (anteriormente bronquioloalveolar
invasivo)
e Coloide
e Fetal (bajo o alto grado)
e Entéricos

Tabla 1. Clasificacién de los adenocarcinoma para especimenes estudiados en piezas quirlrgicas resecadas,
conforme a la Asociacion Internacional para el Estudio del Cancer de Pulmoén (IASLC)
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1.4 CLINICA

Desde el punto de vista clinico el cancer de pulmén se caracteriza por
una presentacion clinica tardia. Esto es en gran parte reflejo de las
peculiaridades anatomicas del pulmén, de tal forma que un nédulo pulmonar
puede crecer durante un considerable periodo de tiempo, e incluso diseminar
fuera del pulmoén produciendo metastasis a distancia antes de producir
sintomas®.

Debido a esto a su presentacién inicial, la mayoria de pacientes con
cancer de pulmén se encuentran en un estadio avanzado. Se calcula que en el
momento del diagndstico el 80% de los pacientes son inoperables y solo
aproximadamente un 20% seran candidatos a tratamiento quirrgico®.

Los signos y sintomas dependen de la localizacion del tumor, la
diseminacion locorregional y la diseminacion a distancia. Asi mismo el cancer de
pulmén puede asociarse a diferentes sindromes paraneoplasicos®*. Un
porcentaje de pacientes cada vez mayor de casos se diagnostican de forma
casual por un hallazgo radiolégico, en el contexto de una infeccidn respiratoria,
un estudio preoperatorio o una radiografia de térax solicitada por otros motivos,
este porcentaje oscila entre el 2-15% en distintos estudios y en funcién del area
geografica®.

Los tumores que aparecen en la via aérea producen sintomas
relacionados con el crecimiento del tumor. Entre los mas frecuentes se
encuentra la disnea, tos persistente, sibilancias y estridor; si el tumor obstruye el
bronquio puede aparecer una zona atelectasica con sobreinfeccion distal en
forma de neumonia o absceso. En ocasiones, si el tumor sangra es frecuente la
aparicion de esputos hemoptoicos o, incluso, hemoptisis franca.

La hemoptisis se considera el sintoma predictor mas significativo
asociado a cancer de pulmén, aunque solo aparece en una quinta parte de estos
pacientes. Los programas destinados al diagnéstico precoz deben por tanto
considerar diversos sintomas, y ademas de su presencia la evolucion de los
mismos®’.

Otros sintomas reflejan la invasion de espacios o estructuras adyacentes
al pulmoén, como el mediastino (disfonia, sindrome de vena cava), diafragma,
pleura o pared costal (dolor toracico, sindrome de Horner).

Con menos frecuencia el tumor comienza a manifestarse con sintomas o
signos de metastasis a distancia (pleura, higado, hueso, cerebro, suprarrenales).
Si bien en el momento del diagnéstico el 80% de los pacientes tienen fatiga y
disminuciéon de su actividad normal y la mayoria de ellos presentan astenia,
disminucion del apetito y pérdida de peso, a lo que se denomina sindrome
constitucional®.
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1.5 DIAGNOSTICO Y ESTADIFICACION

A partir de una correcta anamnesis y exploracion clinica y en base a los
factores de riesgo y comorbilidad del paciente, puede establecerse un
diagnéstico de sospecha. Una vez establecido un diagndstico de sospecha la
confirmacion diagnostica y estatificacion se hara de acuerdo a protocolos
estandarizados que incluyen pruebas de imagen y técnicas encaminadas a la
obtencion de muestras citolégicas y preferiblemente histolégicas que permitan
llegar a un diagndstico de certeza.

La tomografia axial computerizada (TC) se considera el método estandar
para el diagnéstico y estatificacion del cancer de pulmén (Figura 3).

Figura 3 TC en paciente con carcinoma epidermoide en Iébulo pulmonar inferior izquierdo

Desde los afios 90 la tomografia por emisién de positrones (PET) y mas
recientemente la combinacién de ambas (PET-TC) se ha introducido en los
algoritmos diagnédsticos de los pacientes oncologicos, debido a la valiosa
informacién funcional y anatémica que proporcionan(Figura 4). Ademas la PET
presenta una elevada sensibilidad en la deteccion de metastasis ganglionares y
a distancia, y ha sido incorporada a los protocolos de estadificacién prequirurgica
del CPNM?38%,

Figura 4. Imagen de PET-TC correspondiente al mismo paciente de la Fig 3 con un
carcinoma epidermoide en Iébulo pulmonar inferior izquierdo
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La confirmacién diagnostica se llevara a cabo mediante un estudio
citolégico, o siempre que sea factible histologico, obtenido mediante diferentes
técnicas mas o menos invasivas. Las reconocidas por el American College of
Chest Phisicians (ACCP) incluyen: citologia de esputo, fibrobroncoscopia,
biopsia transbronquial, biopsia transparietal percutanea y cada vez con mayor
relevancia las técnicas endoscépicas guiadas por ultrasonidos(EBUS, EUS)™.

1.5.2 ESTADIFICACION

En cualquier enfermedad neoplasica es de vital importancia contar con un
sistema de estadificacién seguro y facilmente reproducible, que emplee una
nomenclatura estandarizada y que agrupe a los pacientes de acuerdo al
comportamiento biolégico del tumor, y que por tanto tendran un prondstico
similar y tratamientos similares*’

La estadificacion pretende por tanto describir y clasificar los tumores de
acuerdo a su extension de una forma estandarizada que permita: 1 Ayudar al
clinico a establecer un plan terapéutico. 2 Dar informacién sobre el prondstico de
la enfermedad. 3 Ayudar a la evaluacion de los resultados tras el tratamiento. 4
Facilitar el intercambio de informacion y comparacién de resultados. 5 Contribuir
a la investigacion contra el cancer permitiendo una descripcién estandarizada de
los tumores pulmonares, la comparacién de resultados entre distintos estudios
clinicos y encuadrar a los pacientes en estadios dentro de los cuales el
pronéstico y la estrategia terapéutica sean similares.

La Union Internationale Contre le Cancer (UICC) y el American Joint
Committee on Cancer (AJCC) son las principales organizaciones internacionales
responsables de la generacion de las normas y escalas de estadificacion de los
tumores malignos.

LA UICC acuerda en 1953 adoptar como método de clasificacion para los
tumores malignos el sistema TNM que Pierre Denoiz habia desarrollado entre
1943 y 1952%,

En 1966 la UICC recomendd el sistema TNM para la estadificacion del
cancer de pulmén y dos afios mas tarde, lo publico en su primera edicién de la
clasificacion TNM de los tumores malignos. En 1973 la AJCC propone un
sistema de estadificacion clinica utilizando el sistema TNM, basado en un
estudio realizado por el Dr Mountain con 2155 pacientes. Esta propuesta fue
adoptada por la UICC en su segunda clasificacion TNM*5.

Desde entonces se han publicado por parte de dichas sociedades
sucesivas ediciones, incorporando modificaciones en un intento por conseguir
grupos cada vez mas homogéneos. La vigente clasificacion es la séptima
edicion aprobada en 2009.4°
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Para actualizar y mejorar la 62 edicion, la IASLC, de acuerdo con la
International Union Against Cancer (UICC) y el American Joint Committee on
Cancer (AJCC) cre6 un Comité Internacional de Estadificacion que recogid
retrospectivamente los datos de 100.869 pacientes. Fueron diagnosticados
entre 1990 y 2000, seguidos clinicamente al menos durante 5 afios y procedian
de 45 fuentes distintas (registros, ensayos clinicos, series quirdrgicas y
hospitalarias) de 20 paises.

La 72 edicion del Manual de Estadificacion TNM publicada a fines de
2009 y vigente desde el 1° de enero de 2010, ha incorporado en la estadificacién
del carcinoma pulmonar de células no pequefias (NSCLC) cambios sustanciales,
especialmente referidos al tamafo tumoral y mapeo ganglionar-, proponiendo
ademas una nueva agrupacion en estadios*’ (Tabla 2)

Para cada uno de los estadios se obtuvieron las diferentes curvas de
supervivencia, que, sin solaparse entre ellas, presentaban peores cifras a
medida que aumentaba la extensiéon tumoral. Se confirma asi la nueva
agrupacién de estadios (Tabla 1), cuyas supervivencias a los 5 afos, para cada
estadio, fueron, segun la estadificacién clinica y la patoldgica, respectivamente,
las siguientes: 1A, 50y 73%; 1B, 43 y 58%; IIA, 36 'y 46%; 1IB, 25y 36%; IlIA, 19y
24%: 11IB, 7y 9%, y IV, 2y 13%.%®

El sistema TNM se basa en tres descriptores:

o Descriptor T: extension del tumor primario

o Descriptor N: La ausencia o presencia de metastasis en los ganglios
linfaticos locales y regionales

o Descriptor M: La ausencia o presencia de metastasis a distancia
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72 EDICION CLASIFICACION TNM

Tumor primario - T

TX: Tumor primario que no puede ser evaluado, o tumor probado por la
existencia de células tumorales malignas en esputo o lavados
bronquiales pero no visualizado por métodos de imagen o broncoscopia.

TO: Sin evidencia de tumor primario.
Tis: Carcinoma in situ.

T1: Tumor <3 cm en su mayor diametro, rodeado por pulmén o pleura
visceral, sin evidencia broncoscoépica de invasion mas proximal del
bronquio lobar (es decir: no hay invasién en el bronquio principal).

T1a: Tumor £2 cm en su mayor diametro.
T1b: Tumor >2cm pero <3 cm en su mayor didmetro.

T2: Tumor >3cm pero <7 cm en su mayor diametro o tumor con
cualquiera de las siguientes caracteristicas:
0 T2a si su diametro es <5cm: afecta al bronquio principal, distante
2 cm o mas de la carina principal; invade la pleura visceral,
asociado con atelectasia o neumonitis obstructiva que se extiende
hasta la regién hiliar pero no afecta al pulmén entero.
0 T2a: Tumor >3cm pero <5 cm en su mayor diametro.
0 T2b: Tumor >5¢cm pero <7 cm en su mayor diametro.

T3: Tumor >7cm o de cualquier tamano que invada directamente
cualquiera de las siguientes estructuras: pared toracica (incluyendo los
tumores del sulcus superior), diafragma, nervio frénico, pleura
mediastinica, pericardio parietal; o un tumor a menos de 2 cm de la
carina principal pero sin invadirla; o asociado a atelectasia o neumonitis
obstructiva del pulmén entero o existencia de ndédulo(s) tumoral(es)
separado(s) del tumor primario, en su mismo Iébulo.

T4: Tumor de cualquier tamano que invade cualquiera de las siguientes
estructuras: mediastino, corazén, grandes vasos, traquea, nervio
recurrente laringeo, eso6fago, cuerpo vertebral, carina; o existencia de
nodulo(s) tumoral(es) separado(s) del tumor primario, en un lébulo
diferente del pulmén homolateral.

N (ganglios linfaticos regionales)

NX: Los ganglios linfaticos regionales no pueden ser evaluados.
NO: No existen metastasis ganglionares linfaticas regionales.

N1: Metastasis en ganglios linfaticos peribronquiales homolaterales y/o
hiliares homolaterales e intrapulmonares, incluyendo la afectacién por
extension directa.

N2: Metastasis en ganglios linfaticos mediastinicos homolaterales y/o
subcarinales.
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e N3: Metastasis ganglionares linfaticas mediastinicas contralaterales,
hiliares contralaterales, escalénicas homolaterales o contralaterales, o
supraclaviculares.

M (metastasis a distancia)

e MX: Las metastasis a distancia no pueden ser evaluadas.

¢ MO: No existen metastasis a distancia.
e M1: Existen metastasis a distancia.

M1a: Existencia de ndédulo(s) tumoral(es) separado(s) del tumor
primario, en un lébulo del pulmén contralateral; tumor con nédulos

o

pleurales o derrame pleural (o pericardico) maligno

M1b: Existen metastasis a distancia.

ESTADIOS TNM(72 Edicion)
Carcinoma oculto | TX NO MO
Estadio O Tis NO MO
Estadio IA T1a,b NO MO
Estadio IB T2a NO MO
Estadio IIA T2b NO MO

T1a,b N1 MO
T2a N1 MO
Estadio 1IB T2b N1 MO
T3 NO MO
Estadio IlIA T1a,b, T2a,b N2
MO T3 N1, N2 MO
T4 NO, N1 MO
Estadio I1IB T4 N2 MO
Cualquier T N3 MO
Estadio IV Cualquier T N M1

Tabla 2. Estadios TNM de acuerdo a la 72 edicién
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1.6 TRATAMIENTO DEL CANCER DE PULMON NO MICROCITICO EN
ESTADIOS PRECOCES

En los ultimos afnos como hemos visto, se han introducido importantes
avances en diferentes areas relacionadas con el diagndstico y estadificacion del
CPNM, tales como la nueva clasificacion patolégica de los adenocarcinomas o la
ultima edicion de la estadificacion TNM. Todo ello ha contribuido a una mejor
planificacién y eleccion de las distintas estrategias terapéuticas, incluyendo una
mejor seleccion de pacientes candidatos a tratamiento quirurgico.

Asi mismo hemos asistido a importantes avances en las técnicas
quiruargicas y a un desarrollo sin precedentes de la cirugia minimamente invasiva
en el cancer de pulmon. Todo ellos con la finalidad de mejorar los resultados,
disminuyendo la morbimortalidad postoperatoria y el pronéstico a largo plazo de
estos pacientes.

Del mismo modo se ha profundizado en el papel del tratamiento
multimodal en estadios iniciales, con la investigacion de diferentes esquemas de
tratamiento adyuvantes a la cirugia, en un intento de mejorar la supervivencia y
los resultados en estos pacientes***°.

1.6.1 TRATAMIENTO QUIRURGICO

La reseccion quirtrgica constituye el tratamiento de eleccion y se
considera el método mas eficaz para modificar la historia natural del cancer de
pulmon, consiguiendo un mejor control del tumor primario y mejores tasas de
supervivencia, que se situan en torno 60% a los 5 anos tras reseccion completa.
Esta indicada como tratamiento unico o en combinacion con otras modalidades
de tratamiento en estadios iniciales y localmente avanzados, consiguiendo una
supervivencia que oscila entre el 60-80% para el estadio | y entre el 30-50%
para el estadio Il “**"%2, En comparacion con estos resultados la historia natural
del CPNM en estadios | y Il no tratados se asocia a una supervivencia global de
entorno al 15% a los 5 afios®.

La indicacion de tratamiento quirdrgico se establece en base al tipo
histolégico y el estadio, y teniendo en consideracién factores referidos al
pacientes como la edad, funcién respiratoria y comorbilidades. Con el término de
operabilidad nos referimos al riesgo de mortalidad operatoria y aparicion de
complicaciones que puede presentar un paciente. Se establece en base a su
edad, estado cardiovascular, comorbilidades, estado funcional general vy
pruebas de funcién pulmonar. La resecabilidad por su parte hace referencia a la
posibilidad de realizar un tratamiento quirdrgico con intencién curativa. Viene
definido por la estadificacion del tumor de acuerdo a la clasificacion TNM,
considerandose indicado en estadio | y Il y en el algunos casos seleccionado de
estadio IIl 5254,
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El tratamiento quirdrgico con intencién curativa esta compuesto por la
reseccion del parénquima pulmonar incluyendo el tumor primario y una diseccién
de los ganglios linfaticos locoregionales.

La IASLC define como reseccion tumoral completa la que cumple los
siguientes criterios®:

a) Margenes de reseccion libres demostrados microscopicamente. Estos
margenes deben incluir los mufiones de arterias, venas y bronquios, los
tejidos blandos peribronquiales y cualquier margen periférico cercano al
tumor o al resto del tejido resecado.

b) Diseccion ganglionar sistematica en su forma mas amplia, o bien
diseccion ganglionar sistematica I6bulo-especifica (tal como se describe
mas arriba). Las muestras deben incluir, al menos, seis ganglios, tres de
las estaciones intrapulmonares y/o hiliares y tres de las mediastinicas,
una de las cuales debe ser la subcarinica.

c) No debe haber extension extracapsular del tumor en los ganglios
resecados de manera aislada o en los localizados en el margen del
principal tumor pulmonar.

d) El ganglio mediastinico extirpado mas alto debe ser negativo

1. RESECCION PULMONAR

En cuanto a la extension de la reseccion pulmonar el procedimiento
considerado estandar es la lobectomia. De tal forma que en pacientes con
tumores en estadio | o Il y que pueden tolerar una reseccién pulmonar, el
procedimiento minimo recomendado sera la lobectomia®.

A lo largo de la historia de la Cirugia Toracica, la evoluciéon en el
tratamiento quirdrgico del cancer de pulmoén se ha asociado a la progresiva
reduccién en la extension de parénquima pulmonar resecado. Las primeras
resecciones realizadas con el objetivo de tratar un cancer de pulmén consistieron
en la reseccién de un pulmén completo o neumonectomia realizadas por
cirujanos que han sido referentes en la cirugia Toracica como Graham, que
describié y desarrollé esta técnica en 1930°.

A finales de los 50 y durante la década de los 60 la neumonectomia fue
gradualmente remplazada por la lobectomia, que se convirti6 en el
procedimiento estandar a mediados desde entonces®.

Los siguientes pasos hacia la preservacién de parénquima pulmonar se
dieron con el desarrollo de las resecciones en manguito que mediante técnicas
de broncoplastia y angioplastia permiten preservar parénquima pulmonar, con
unos mejores resultado en cuanto a morbimortalidad y supervivencia
comparados con la neumonectomia®® .
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El siguiente paso ha consistido en evaluar el posible papel de las
resecciones pulmonares sublobares para el tratamiento del estadio |,
comparando los resultados obtenidos con respecto a la lobectomia en términos
de supervivencia. En 1995 se publicaron los resultados de un ensayo clinico que
comparaba la lobectomia frente a resecciones sublobares en pacientes con
estadio T1INO encontrando un incremento del riesgo de recurrencia de un 75% y
de la mortalidad es de un 30%°".

Tras este estudio la lobectomia continué considerandose el tratamiento
de eleccion, aunque numerosos estudios posteriores han tratado de evaluar si
podrian conseguirse resultados equiparables en casos seleccionados®.

En la actualidad dos importantes ensayos clinicos pretenden comparar la
lobectomia frente a resecciones sublobares, en EEUU el ensayo clinico
realizado por el ‘Cancer and Leukemia Group B trial 140503’ que compara
lobectomia frente a resecciones limitadas (reseccién atipica o
segmentectomia)®?. Y el denominado ‘Japan Clinical Oncology Group (JCOG)
0802 study’®®, que compara lobectomia frente segmentectomia.

A la espera de resultados definitivos las resecciones sublobares son
recomendadas en los siguientes supuestos:

e En caso de lesiones inferiores a 2 cm detectadas en estudio de TAC con
caracteristicas radiologicas de lesibn no solida o subsdlida con
componente ground glass y en los que el status NO haya sido confirmado.

e En pacientes con estadio | y en el que la situacion clinica del haga que
puedan tolerar una intervencion quirdrgica pero no una lobectomia, la
reseccion sublobar (segmentectomia reglada o atipica) es preferible al
tratamiento no quirdrgico*”®.

2. DISECCION GANGLIONAR

Otro aspecto de gran importancia en el tratamiento quirdrgico del cancer
de pulmon es la estadificacion ganglionar intraoperatoria. La extension
ganglionar es un factor pronéstico clave para determinar la indicaciéon de un
tratamiento adyuvante, ES determinante para considerar una cirugia completa y
un requerimiento esencial en el control de calidad de la cirugia®’*.

En 1978 Naruke publicé un articulo de referencia en el que se propone
por primera vez un mapa de los ganglios linfaticos loco-regionales en el cancer
de pulmdn, en dicho trabajo se resalta la importancia pronéstica de describir la
localizacién especifica de las adenopatias®.

Desde entonces se han publicado varias revisiones de este mapa
ganglionar, habiendo existido importantes discrepancias en la nomenclatura
utilizada entre paises asiaticos y occidentales, hasta que en el 2009 la IASLC

29



establecié un mapa ganglionar como parte del proyecto de estadificacion en la
que se establece una definicion anatémica precisa de las distintas estaciones

ganglionares que es la empleada en la actualida

7
d66,6 )

Supradlavicular zone

.1 Low cervical, supraclavicular,
and sternal notch nodes

SUPERIOR MEDIASTINAL NODES
Upper rone
.2“ Upper Paratracheal (right)

. 2L Upper Paratracheal (l=ft)

. 3a Prevascular

B :p retromacheal

.4FI Lower Paratracheal (right)
4L Lower Paratracheal deft)

ADRTIC NODES

. 5 Subzortic

& Para-zortic (ascending aorta or phrenic)

AP zone

INFERIOR MEDIASTINAL MODES
Subcaringl zone

7 Subcarinal

Lower zone
8 Paraesophageal (below carina)

9 Pulmonary ligament

N1 NODES

Hilar/Tnteriobar zone
10 Hilar
. 11 Interlabar

Peripherai zone
12 Lobar

13 Segmental

14 Subsegmental

Figura 5. Mapa ganglionar de las estaciones y zonas propuestas por la IASLC

Otro aspecto de vital importancia lo constituye la extension de la

linfadenectomia. Esta ha de ser lo suficientemente exhaustiva para conseguir
una correcta clasificacion pero sin llegar a suponer un incremento excesivo del
riesgo quirurgico y de complicaciones o de la duracién de la intervencion. La guia
de estadificacion intraoperatoria de la ESTS® propone las siguientes definiciones
sobre los métodos de evaluacion ganglionar durante la cirugia:

1.

Biopsia ganglionar selectiva. Consiste en biopsiar uno o varios ganglios
de aspecto sospechoso. Estaria justificado solo para demostrar la
afectacionN1o N2 cuando la reseccién no es posible (toracotomia
exploradora).

Muestreo. Es la exploracidn mediante extirpacidon de ganglios, de un
numero preestablecido de estaciones ganglionares pulmonares vy
mediastinicas con un fin concreto. Muestreo sistematico: resecciéon de
estaciones predeterminadas por el cirujano.

Diseccion ganglionar sistemética. Reseccion sistematica de todo el tejido
mediastinico, incluyendo las adenopatias entre los limites anatémicos. En
los tumores del lado izquierdo, para poder acceder a las estaciones
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paratraqueales altas y bajas se debe liberar el ligamento arterioso para
poder movilizar el arco aértico. Se requiere un minimo de 3 estaciones
ganglionares (incluyendo siempre la subcarinica). Los ganglios deben
identificarse y ser analizados histolégicamente de forma separada.
Ademas, se deben disecar las adenopatias hiliares e intrapulmonares.®®

4. Diseccion ganglionar sisteméatica I6bulo-especifica. Reseccién sistematica
de todo el tejido mediastinico, incluyendo las adenopatias, dependiendo
del I6bulo donde se localice el tumor®. Este tipo de diseccion selectiva es
aplicable a carcinomas escamosos T1. Las areas a explorar segun el
I6bulo afectado, siguiendo las descripciones de Naruke y las normas del
Grupo Cooperativo de Carcinoma Broncogénico de SEPAR*, son:

5. Diseccion y examen histolégico de los ganglios hiliares e intrapulmonares
(lobares, interlobares y segmentarios) y al menos tres de las siguientes
estaciones ganglionares mediastinicas, segun la localizacion lobar del
tumor primario: a) I6bulo superior derecho y I6bulo medio: areas 2R, 4R y
7; b) lobulo inferior derecho: areas 4R, 7, 8 y 9; c) Iébulo superior
izquierdo: areas 5, 6 y 7; d) I6bulo inferior izquierdo: areas 7, 8 y 9. En
total deberia incluir 6 ganglios.

6. Diseccion ganglionar extendida. Se define como la de los ganglios
pulmonares y mediastinicos contralaterales, como complemento a la
diseccion ganglionar sistematica ipsilateral al tumor. Incluye la diseccion
cervical y generalmente se realiza mediante estereotomia media.

Se han realizado diversos estudios comparando los resultados obtenidos
entre diferentes técnicas diseccién ganglionar mediastinica. La diseccion
sistematica ganglionar ha demostrado conseguir una estadificacion mas fiable
que el muestreo ganglionar®™’ sin embargo no ha conseguido demostrar
ventajas en términos de supervivencia. Dos ensayos clinicos retrospectivos
realizados hace mas de 10 afios no encontraron diferencias significativas
comparando diseccién ganglionar sistematica con el muestreo ganglionar
sitematico.”""? La recurrencia local fue algo inferior en el grupo de la diseccion
sistematica aunque las diferencias no fueron significativas. Otro ensayo clinico
publicado en 2002 mostré ciertos beneficios terapéuticos de la diseccion
sistematica’®, sin embargo un posible sesgo metodolégico en el que esta
implicado una posible migracion de estadio durante el estudio, conocido como
fendmeno de Will Rogers, hace que los resultados hayan de ser interpretados
con cautela.

Tras estos estudios un ensayo clinico prospectivo multicéntrico llevado a
cabo por del American College of Surgery Oncology Group (ACOSOG Z0030)
se considera el trabajo referente en la actualidad y no ha encontrado diferencias
en cuanto a supervivencia global o libre de enfermedad en estadio precoces de
NSCLC. ™" Concluye que si un muestreo ganglionar sistematico mediastinico e
hiliar es negativo, la diseccidbn mediastinica no mejora la supervivencia.
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3. ABORDAJE MINIMAMENTE INVASIVO

En lo referente a la via de abordaje a lo largo de la historia de la Cirugia
Toréacica se han propuesto diferentes opciones para llevar a cabo una reseccion
pulmonar. Entre otras la esternotomia media, la toracotomia o en los ultimos
afios la cirugia videoasistida o cirugia VATS (de sus siglas en inglés:
videoasisted thoracosocpic surgery).

El abordaje estandar hasta mediados de los afios 90 ha sido la
toracotomia posterolateral, sin embargo el abordaje minimamente invasivo ha
ido adquiriendo un mayor protagonismo y desde finales de los 90 la cirugia
videoasistida se ha ido generalizando en especial para el tratamiento quirurgico
de los estadios inicicales’®.

Varios estudios retrospectivos han demostrado que la lobectomia
videotoracoscépica esta asociada a un menor nimero de complicaciones’®® |
un inferior porcentaje de transfusién y una menor estancia hospitalaria’’"%'82,
Se han realizado varios meta analisis y revisiones sistematicas en los que
encuentran beneficios en los resultados a corto plazo (menor numero de
complicaciones, mortalidad perioperatoria y dolor) y a largo plazo con tasas de
supervivencia por lo menos similares a las de las resecciones pulmonares
abiertas ¥, Si bien en varios de estos trabajos se advierte que los resultados
provienen en la mayoria de casos de estudios no randomizados, ademas de los

posibles sesgos a muchos niveles que estos estudios pueden presentar®>®.

Con todo lo anterior las recomendaciones de la ACCP (American College
of Chest Phisicians) concluyen que para pacientes con estadio clinico | el
abordaje minimamente invasivo como la videotoracoscopia es preferible a la
toracotomia para resecciones pulmonares anatdémicas en centros con
experiencia. (con un grado de evidencia 2C)®.

1.6.2 TRATAMIENTO ADYUVANTE

Un numero significativo de pacientes con CPNM sometidos a una
supuesta reseccion curativa finalmente mueren por enfermedad recurrente. Con
el objetivo de mejorar los resultados se ensayaron diferentes esquemas de
tratamiento adyuvante y se han realizado varios ensayos clinicos tratando de
probar beneficios.

El elevado porcentaje de recurrencias en estadios iniciales llevo a
plantear nuevos esquemas de tratamiento en los que se incluye el tratamiento
adyuvante tras la cirugia. Diversos estudios han tratado de demostrar los
beneficios en términos de supervivencia aportados por diferentes regimenes de
quimioterapia (QT) tras el tratamiento quirurgico. Estudios iniciales realizados en
los 90 mostraron que los diferentes regimenes no eran equivalentes y que
debian evitarse agentes alquilantes en favor de regimenes basados en el
platino®'. Los resultados de los ensayos clinicos realizados, han demostrado
beneficios del tratamiento adyuvante tras reseccién completa en el estadio 119
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Sin embargo no han conseguido demostrar con una suficiente evidencia un
mejor resultado tras adyuvancia en pacientes con estadio |. Para el estadio 1A no
se encontraron beneficios, incluso algunos estudios apuntaban a peores
resultados debido a efectos secundarios de la quimioterapia®®. Para el estadio
IB los resultados han suscitado una mayor controversia, y aunque los resultados
iniciales de algunos de ellos como el CALBG 9633 y el JBR10 apuntaban a
potenciales beneficios, analisis posteriores con resultados a mas largo plazo los
cuestionan®™%°.

De esta forma las actuales recomendaciones de la ACCP (American
College of Chest Phisicians) concluyen®:

- Para pacientes con estadio patolégico IA, IB sometido a reseccion
completa se recomienda no utilizar tratamiento adyuvante fuera de un
ensayo clinico (grado de recomendacién 1B)

- Para pacientes con estadio patoldgico Il sometido a reseccion completa y
con buen performance status se recomienda quimioterapia adyuvante
con un régimen basado en el platino (grado 1A)

1.7 RESULTADOS DEL TRATAMIENTO EN ESTADIOS PRECOCES DEL
CPNM. VALORACION DE LA SUPERVIVENCIA GLOBAL, RECURRENCIA Y
SUPERVIVENICIA LIBRE DE ENFERMEDAD.

1.7.1 SUPERVIVENCIA GLOBAL Y LIBRE DE ENFERMEDAD

Los analisis de supervivencia tienen por objeto evaluar los resultados de
los tratamientos y conocer e informar sobre el prondstico de los pacientes con
cancer. La tasa de supervivencia expresa la proporcidon de pacientes que
sobreviven del total de pacientes afectados por la enfermedad en un periodo de
tiempo determinado. Esta tasa de supervivencia puede resumirse en curvas de
supervivencia que muestran la evolucion de las tasas de supervivencia en el
tiempo.

Por su parte la tasa global de supervivencia corresponde al nimero de
pacientes vivos al término del periodo de observacion, con enfermedad o sin
ella. Mientras que la supervivencia libre de enfermedad indica la tasa de
pacientes que contintan vivos al final del periodo de seguimiento sin evidencia
de enfermedad, ésta ultima refleja mucho mejor el éxito del tratamiento.

Los resultados en términos de SG en estadios iniciales se situan en torno
al 60-80% para el estadio | y entre el 30-50% para el estadio Il en funcién de los
estudios consultados*®'%2,
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De acuerdo a los resultados obtenidos en el estudio de la IASLC para la
validacién de la 7° edicion del a clasificacion TNM, la supervivencia global para
pacientes de segun al estadio patologicos fue del 73%en estadio 1A, IB: 58%;
1A, 46%; 1B 36%; IlIA 24%; 11IB 9%, y IV 13%*.

5-year
Deaths/N MST (percent)
A 1168/3666 119 73
" 1B 1450/3100 81 58
s A :485/2579 49 46
e
&
IIIA 26896/3792 22 24
NIB  263/297 13 9
v 224/266 17 13

Survival, years

Figura 6 Supervivencia global expresada como media de supervivencia y supervivencia a los 5 afios de
acuerdo a los estadios patolégicos proppuestos en la 72 Ediciéon de la Clasificacion TNM. (Groome et al.
The IASLC Lung Cancer Staging Project: validation of the proposals for revision of the T, N, and M
descriptors and consequent stage groupings in the forthcoming (seventh) edition of the TNM classification of
malignant tumours. J Thorac Oncol. 2007;2(8):694-705.)

1.7.2 RECURRENCIA

De acuerdo a la definicién del Instituto Nacional de Cancer de los Estados
Unidos (NCI), cancer recurrente es aquel que reaparece tras un periodo durante
el cual no podia ser detectado. Se considera que una recurrencia es la
reapariciéon del cancer en la misma localizacion del tumor original (primario) o a
distancia tras haberse considerado al paciente libre de enfermedad.

Mientras que recidiva es la reaparicion del tumor en la misma localizacion
del tumor primario. (National Comprehensive Cancer Network. Clinical Practice
Guidelines).

Aunque la reseccién pulmonar se ha mostrado a lo largo del tiempo como
la mejor alternativa terapéutica y con la que se consiguen las mejores tasas de
supervivencia, nos seguimos encontrando unas cifras considerables de recidiva
tras reseccién completa que oscilan entre el 35-50% en funcion del estadio®'%2.

Hasta un 80% de las recurrencias tienen lugar durante los dos primeros
afios tras la intervencion''. Entre el 7-15% son loco-regionales®®" y entre el 14
y el 23% ocurren a distancia’®"'%,
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Dado que la mayor parte se presentan en forma de metastasis a distancia
los tratamientos de eleccién son la quimioterapia, la radioterapia o bien la quimio
radioterapia concurrente. La reseccidon quirdrgica se reserva para casos de
recurrencia local seleccionados.

En los ultimos afios los avances en la cirugia minimamente invasiva, las
terapias dirigidas basadas en el analisis molecular y la radioterapia estereotaxica
(SBRT) han conseguido mejorar de forma importante la supervivencia de estos
pacientes, de ahi la importancia de una deteccion precoz de la misma.

1.8 FACTORES PRONOSTICOS EN ESTADIOS INICIALES

Aquellos parametros o caracteristicas del paciente o tumor que predicen
los resultados, generalmente la supervivencia, independientemente del
tratamiento realizado se conocen como factores prondsticos'**'%. Mientras que
factor predictivo es aquella caracteristica del paciente o tumor que permite
predecir la respuesta a un determinado tratamiento.

En estadios precoces de CPNM el elevado porcentaje de recurrencias ha
hecho necesaria la identificacion de factores que nos permitan detectar a
pacientes que pese a encontrarse en estadios iniciales y haberse sometidos a
una reseccion quirdrgica completa, presentan en contra de lo esperable a su
estadio una recurrencia temprana de la enfermedad.

La identificacion de factores que ayuden a detectar a estos pacientes con
mayor riesgo de recurrencia podria contribuir a establecer indicaciones mas
precisas para el tratamiento adyuvante. Como hemos mencionado anteriormente
la quimioterapia adyuvante ha demostrado mejorar los resultados en estadios Il
y Il pero no el estadio 1'%, probablemente por la falta de criterios adecuados
para su indicacion. De esta forma pacientes con buen prondstico podrian no
requerir de tratamiento adicionales a la cirugia, mientras que los pacientes con
mal prondstico podrian beneficiarse de un tratamiento adyuvante.

Numerosos factores clinicos, patolégicos y quirtrgicos han sido
propuestos en relacion al prondstico de pacientes intervenidos por CPNM. En los
ultimos afios el desarrollo de la biologia molecular y sus avances en el cancer
de pulmoén, asi como el desarrollo de las terapias dirigidas ha favorecido la
investigacion de un nuevo campo de biomarcadores. Pasamos a revisar los
principales factores prondsticos que han sido propuestos hasta la fecha.

1.8.1 FACTORES CLINICOS

El factor prondstico considerado hasta ahora de mayor relevancia es la
estadificacién TNM de la que hablamos anteriormente, con una supervivencia a
los 5 anos de un 73% para el estadio patologico IA frente a un 13% para el
estadio IV***. Ademas del estadio se han propuesto diferentes factores
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prondsticos relacionados con parametros clinicos como el performance status, la
edad, el género o el tipo hostolégico ' 1%,

En el subgrupo de pacientes con estadios precoces, con la finalidad de
determinar que pacientes presentan un mayor riesgo de recurrencia, se han
propuesto asi mismo multiples factores clinicos y patolégicos como la edad'®, la
diabetes®'"°, |a extensién linfatica mediastinica®®'"""'? |a histologia no
escamosa®®'"2 el valor CEA' | el valor SUV del PET, la invasion de la pleura
visceral ola invasion vascular'™ entre otros. Todos ellos se han asociado a un
mayor riesgo de recurrencia en diversos estudios retrospectivos sin embargo no
han conseguido establecer criterios aceptados en protocolos o guias para indicar

un tratamiento adyuvante o un seguimiento mas exhaustivo.

1.8.2 BIOMARCADORES

Los avances en el conocimiento de la biologia molecular del cancer de
pulmon han liderado una revolucion en el prondstico y tratamiento del cancer de
pulmon'®. La base molecular del cancer de pulmén es compleja y heterogenea
y el descubrimiento de las alteraciones moleculares que ocurren a multiples
niveles (genéticos, epigenéticos y expresion proteica) y su significacion funcional
estan ya teniendo y tendran en el futuro un gran impacto en el enfoque
diagnéstico, prondstico y terapéutico del cancer de pulmén''>e.

Dichas alteraciones moleculares conducen al crecimiento tumoral y su
detecciéon puede implicar un mal prondstico, ademas de proporcionar posibles
dianas terapeuticas. La gran mayoria de las moléculas analizadas para este fin
en el cancer de pulmdén. como en otras neoplasias, son productos de la
expresion de determinados oncogenes o0 genes supresores.

La identificacion y el desarrollo de marcadores tumorales en en CP en
esta ultima década ha sido exponencial, hasta ahora las mejor identificadas y
definidas en los adenocarcinomas si bien el conjunto de alteraciones
molecualares implicadas en el carcinoma escamoso esta despeetando cada vez
un mayor interés.

Entre las mas ampliamente estudiadas con valor predictivo y prondstico
se encuentra las mutaciones del receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR)"2"7Y|as translocaciones del gen ALK (Anaplastic Large Cell Lymphoma
Gene) empleadas para la inidcacién de tratamiento con inhibidores de la tirosin
quinasa en pacientes con cancer de pulmoén metastascico.

Pero hay una enorme diversidad genética en el cancer de pulmén, con un
gran numero de alteraciones y en este sentido las nuevas tecnologias de
secuenciaciéon han permitido pasar de estudiar de 1 o0 2 genes a detectar
simultaneamente el grado de expresion de miles de genes a la vez, identificando
altrraciones somaticas de genomas o exosomas completos. En un reciente
estudio a gran escala en el que se ha realizado la secuenciacion de exosomas
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se identificaron 727 genes mutados no descritos previamente en la literatura o en
el COSMIC database"®.

El empleo de nuevos tratamientos con inhibidores de la tirosin kinansa
en base a la expresion de determinados biomarcadores como el EGFR han
conseguido mejorar los resultados de pacientes con CPNM metastasico.

Al igual que ha ocurrido con los estadios avanzados se ha planteado la
posbilidad de que los avances en biologia molecular puedan asi mismo mejorar
los resultados en estadios iniciales, en los que no se dispone aun de
biomarcadores con potencial aplicabilidad. De tal forma que podria identificar
una subpoblacion de paciente es estadios precocces con peores resultados,
siendo indicadores o promotores de progresion tumoral y constituyendo ademas
posibles dianas para terapias dirigidas'®. Entre ellos se encuentran
biomarcadores pronésticos como el p53 o el KRAS. Biomarcadores predictivos y
pronodsticos tales como el EGFR, Her2, ERCC1, BRCA, ribonucleotido reductasa
RRM1. Biomarcadores relacionados con el sistema inmune y firmas genéticas'"®
(Figura 7).

A continuacién describimos dos genes de gran trascendencia en CPNM y
describimos asi como el desarrollo de firmas genéticas como potenciales
biomarcadores en estos pacientes:

EGFR

EGFR es una glucoproteina transmembrana que cuenta un dominio
citoplasmatico que contiene el dominio tirosina quinasa.

Las mutaciones en el gen que codifica esta proteina conducen a la
activacion y amplicacién intracelular de sefiales que llevan a la proliferacion,
invasion y migracion de las células cancerigenas''” Se trata de genes receptores
de Tirosina Cinasas (TK) que se encuentra expresado en mas del 60% de los
CPNM, convirtiéndose en una importante diana terapéutica.

Las mutaciones del EGFR han sido el centro de multiples estudios
analizando su papel pronéstico y predicitivo en pacients con CPNM.

Algunos estudios mostraron que la mutacién del EGFR parecia tener un
valor prondstico favorable en la supervivencia de los pacientes con CPNM
avanzado ' '%"2" Asi mismo en la actualidad es ampliamente conocido el valor
predictivo del ciertas mutaciones del EGFR en la respuesta a tratamiento con
inhibidores de la TK (ITK) en cancer de pulmén avanzado, con estudios entre
otros el IPASS trial '%%1112

El papel predictivo y pronostico del EGFR en estadios avanzados parece
claro sin embargo su valor en estadios precoces es todavia controvertido.
Diversos estudios han tratado de demostrar el papel prondstico de la la mutacién
del EGFR en pacientes con cancer de pulmon resecado.
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Entre ellos un estudio retrospectivo realizado por Izar et al.”** con 307
pacientes en estadio T1a-2aNO0 tratados quirdrgicamente en el que encontraron
que la mutacion del EGFR se asociaba a una menor porcentaje (9.7% versus
21.6%; p=0.03) de recurrencias y una mayor mediana de SLE (8.8 versus 7.0
years; p=0.0085) y SG(98% versus 73%; p=0.003)'*. Sin embargo un posterior
metaanalisis que analizaba el impacto de la mutacion del EFGR en el prondstico
de pacientes con CPMN resecado no encontré que dicha mutacion tuviera un
papel prondotico en estos pacientes'®.

Aunque diversos estudios retrospectivos han mostrado una mejor
supervivencia en pacientes con mutacion del EGFR126, seran neceasrios estudio
prospectivos para poder llegar a conclusiones definitivas

p53

Se trata de un gen supresor que se encuentra en el brazo corto del
cromosoma 17 banda 13, y codifica una proteina nuclear de 53 Kd. La funcién
del P53 en estado normal es la de regulacién del ciclo celular ante un dafio del
DNA, por lo que se le ha denominado "guardian del genoma". Cuando el DNA se
dafa, el p53 se acumula en el nucleo, y es capaz de detener el ciclo celular en
G1 antes que se duplique el DNA e iniciar su reparacion. Si se repara la lesion el
ciclo continuara, pero en caso contrario se inducira la apoptosis de la célula
mediante la expresion de genes como bax.

La alteracién de la proteina P53 produce inestabilidad gendmica, siendo
las células incapaces de evitar la proliferacion o activar la apoptosis, de manera
que son capaces de acumular las mutaciones.

Se encuentra frecuentemente alterado en CPNM'?’. Aunque se trata de
un marcador de mal pronostico bien establecido en otros tumores, en estadios
precoces de CPNM aun es controvertido. En el ensayo clinco CALGB 9633 que
comparaba tratamiento adyuvante frente a observacion en paciente en estadio
IB, se realiz6 un analisis de la expresion de p53 mediante técnicas de
inmunohistoquimica. Dicha expresion estaba presente en el 47% de los tumores
y encontraron una asociacién de la misma a una peor SLE (hazard ratio [HR],
1.95; p = 0.003) y SG (HR, 2.30; p = 0.0005) en el analisis multivariante'?®.

Asi mismo en un metanalisis de 43 estudios que incluian a pacientes
intervenidos con intencion curativa encontré que la mutaciéon o sobreexpresion
de p53 era indicador de peor prondstico en especial en pacietnes con

adenocarcinoma'®.

FIRMAS GENETICAS
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Una firma genética consiste en la expresion de multiples genes, proteinas
o micro RNA que determinan un potencial riesgo de recidiva o la respuesta a
ciertos tratamientos''. Los datos de estas firmas genéticas se representan en
escalas de riesgo o subgrupos categoricos.

En un estudio desarrollado por Chen et al. se identificé una firma gnetica
basado en 5 genes DUSP6, MMD, STAT1, ERBB3, and LCK) que eran
determinados empleando técnicas de real time PCR. Una puntuacion
desfavorable se asocia un incremento del riesgo de muerte (HR for death 1.92,
p =0.03)"°

Mas recientemente Kratz propuso una firma genética con 14 genes
usando tecnicas PCR en pacientes con CPNM no escamoso y valido los
resultados en una cohorte de pacietens en estadio |. La superivivencia a los 5
anos fue del 71% en pacientes de bajo riesgo, 58% en riesgo intermediario y un

49% en pacientes de altos riesgo (p = 0.0003)™".

ADJUVANT TREATMENT

TNM
AGE

Figura 7 Potenciales biomarcadores en el CPNM.

(A): Andlisis de genes aislados. (B) Infiltracion por linfocitos en el tejido tumoral (TILs) incluidos
macroéfagos (TAM), linfocitos T CD4,CD8 Y linfocitos T reuladores (Tregs); (C) subtipos histolégicos
; (D) firmas de grupos de genes, proteinas, patrones de metilacion, MicroRNA etc. En el centro
factores pronésticos como la estadioficacion TNM, la edad o el performance status.

Tomado de Burotto et al. Biomarkers in early-stage non-small-cell lung cancer: current concepts
and future directions. J Thorac Oncol. 2014;9(11):1609-1617.

1. 9 DISEMINACION TUMORAL
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El proceso de diseminacion tumoral es una de las principales
caracteristicas de los tumores con capacidad invasiva. Las células de los
tumores malignos tienen capacidad de diseminarse por via sanguinea y/o
linfatica y anidar en otros 6rganos dando lugar al desarrollo de tumores
secundarios. Este proceso, denominado metastasis, supone la principal causa
de muerte debida al cancer'?.

El proceso metastasico puede ocurrir desde estadios muy tempranos del
desarrollo del tumor; pudiendo desembocar posteriormente en el establecimiento
de nuevos focos tumorales originando asi la enfermedad metastasica’>.

Las etapas que dan lugar al desarrollo de la metastasis son las
siguientes: en primer lugar, las células se desprenden del tumor primario
penetran la membrana basal del tumor, infiltran el estroma subyacente, entran en
microcirculacion, bien via linfatica o via sanguinea.

Las células viajan a través del sistema circulatorio (sangre o linfa) y se
distribuyen pasivamente en érganos distantes deteniéndose en los vasos mas
pequenos. En determinadas ocasiones estas células pueden tener capacidad
para extravasar los capilares e invadir un 6rgano diana donde se adaptaran al
microambiente para vivir en él"%.

4 figis |

Primary tumor formation Local invasion Intravasation

Arrest at a l
Extravasation distant organ site Survival in the circulation

|

Micrometastasis ) _ macroscopic metastases
formation Metastatic colonization .

Clinically detectable

Figura 8 Proceso de diseminacion tumoral. Tomado de SBae SY et al.
Translationally Tumor Protein induces epithelial to mesenchymal transition and promotes
cell migration, invasion and metastasis.ci Rep. 2015 Jan 27;5:8061

Durante el proceso metastasico, gran parte de las células diseminadas
seran eliminadas por el sistema inmune y otra parte de éstas permaneceran en
un proceso denominado estado de latencia; celular o tumoral'®.

Para que se produzca el crecimiento de la metastasis en el érgano diana,
primero se debe vascularizar. En este proceso se rompe el equilibrio entre
factores pro y antiangiogénicos secretados por el tumor y el microambiente. Asi
las células tumorales con capacidad proliferativa formaran una micrometastasis y
posteriormente metastasis detectables clinicamente.
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En el proceso metastasico hay que distinguir entre dos conceptos
fundamentales que implican la existencia de dos diferentes poblaciones
tumorales:

- Las células tumorales circulantes (CTCs) que hacen referencia a las
células que se pueden detectar en la sangre periférica de los pacientes y
no son detectadas por métodos clinicos convencionales.

- Las células tumorales diseminadas (DTCs, del inglés disseminated
tumor cells) haciendo referencia en este caso a las células que forman
pequefas agrupaciones de células tumorales (del inglés cluster) o
micrometastasis y que se encuentran acantonados en determinados
organos, Yy que por lo general mantienen un estado de latencia hasta
tener las condiciones adecuadas para su crecimiento ¥’

Las células tumorales diseminadas que persisten después del tratamiento
oncoldgico constituyen la fuente de recidiva de la enfermedad. La recidiva puede
ser local, regional o a distancia. Se entiende como recidiva la aparicién de
células tumorales originarias del cancer primitivo, en cualquier parte del
organismo, tras haber realizado cirugia o cualquier modalidad de tratamiento
primario con intencidn curativa. La recurrencia o recidiva sélo puede ocurrir
cuando tras completar un tratamiento radical adecuado, permanecen células
tumorales viables en el paciente.

Y dentro del proceso hay que distinguir a su vez multiples pasos que
podran culminar con el desarrollo de nuevos focos metastasicos.

Los pasos para la formacion de metastasis son los siguientes

A) Disociacién e intravasacion de las células tumorales.

Un epitelio normal mantiene su estructura gracias a las uniones
intercelulares (uniones GAP y desmosomas) que mantienen a sus células
intimamente conectadas. Las células mantienen su estructura gracias a los
filamentos de actina y filamentos intermedios de su citoesqueleto.

Las cadherinas son moléculas de adhesién, proteinas
transmembrana dependientes de calcio. Para que las células tumorales
puedan iniciar el proceso de invasion deberan romper las fuerzas que
mantienen la adhesién celular y atravesar el epitelio vascular para pasar al
torrente circulatorio.

La rotura de las fuerzas de union se debe a la modificacion en la
adhesion. El cambio mas importante es la pérdida de la adhesion mediada
por E-cadherina. A su vez en el proceso intervienen proteasas, proteinas
con actividad proteolitica, que permite a las células tumorales cruzar la
matriz intersticial y llegar al sistema vascular. Las moléculas implicadas en el
proceso son: las metaloproteasas de la matriz (MMP), el sistema activador
del plasminégeno y su receptor.

La interleucina-8 (IL-8) es otra molécula clave en la progresién
tumoral. Sus niveles se regulan por factores microambientales como la
hipoxia, la acidosis, el 6xido nitrico y la densidad celular, actuando como
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factor mitogénico y angiogénica frente a estas situaciones. El nivel de
expresion de IL-8 regula directamente la neovascularizacion inducida por el
tumor, el crecimiento tumoral y el desarrollo de metastasis.

B) Angiogénesis.

El crecimiento del tumor primario y de la metastasis sélo es posible si
se produce una neovascularizacion; que asegure la distribucion de oxigeno y
nutrientes al tejido, y un sistema excretor para eliminar los metabolitos de
desecho.

El proceso de angiogénesis comienza con la degradacion de la
membrana basal que rodea los capilares locales, sigue con la invasion del
estroma por las células endoteliales. Los nuevos vasos que se van formando
muestran diferencias respecto a los normales: tienen arquitectura mas
desordenada e irregular, con areas de hipoxia y acidosis. Las membranas de
las nuevas células endoteliales son mas permeables y los marcadores de
superficie y las moléculas de adhesién son diferentes, esto permite la
seleccién de dianas para terapias antiangiogénicas. Entre las moléculas
implicadas cabe destacar el factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGFR), el factor de crecimiento fibroblastico basico (FGFb) y el receptor
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR).

C) Diseminacién tumoral linfatica

Las células del tumor primario penetran en un vaso linfatico, que
carece de membrana basal y son transportadas por la linfa hasta un ganglio
linfatico donde proliferan formando una metastasis ganglionar linfatica. La
mayoria de las células tumorales que llegan al ganglio son destruidas por el

sistema inmune y no pueden llegar a formar metastasis'*®.

D) Diseminacion tumoral sanguinea

Las células tumorales invaden los tejidos adyacentes al tumor primario
hasta penetrar en la pared de algun vaso sanguineo pequeno.

Cuando la célula tumoral alcanza el torrente sanguineo tiene que
superar varios obstaculos: la apoptosis y la actividad del sistema inmune. Las
células tumorales escapan de la apoptosis porque experimentan alteraciones
en las integrinas y moléculas implicadas en la sefalizacion (proteinas
reguladoras de apoptosis). Las células tumorales pueden enmascarar

antigenos de superficie que son reconocidos por los linfocitos'°.

1.10 CELULA TUMORAL CIRCULANTE, CELULA TUMORAL DISEMINADA Y
CELULA MADRE DEL CANCER

Existen muchas evidencias de que células tumorales del tumor primario
ingresan en vasos linfaticos periféricos y en la circulacién sanguinea en estadios
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muy tempranos, durante el desarrollo del cancer. Este proceso de diseminacion
depende en gran medida del origen celular, alteraciones genéticas y agresividad
del subtipo de cancer'®. Por este motivo algunos pacientes con una completa
reseccion del tumor, por cirugia, con margenes negativos, pueden mostrar
células tumorales circulantes (CTCs) en sangre periférica y células tumorales
diseminadas (DTCs) en nddulos linfaticos, medula 6sea y en tejidos distantes u
6rganos. Consecuentemente las CTCs, tienen la capacidad de sobrevivir en el
torrente sanguineo y diseminar a sitios distantes, pudiendo persistir y
contribuyendo a la metastasis o generando recaidas tras una supuesta cirugia
curativa del tumor primario.

Con respecto a esto, un creciente numero de evidencias experimentales,
han revelado que las células progenitoras del cancer pueden presentar
propiedades relacionadas no solo con la iniciacion del proceso metastasico sino
también poseer importantes funciones en el crecimiento tumoral, metastasis,
resistencia al tratamiento y recaidas de la enfermedad oncolégica. De hecho, se
ha demostrado que la mayoria de los canceres pueden proceder de la
transformacion maligna de las células madres/progenitoras inmaduras,
residentes en tejidos o su progenie temprana, que posee alta capacidad de
autorenovacion y potencial de diferenciaciéon aberrante ''(Mimeault & Batra,
2010a, 2010b) .

Figura 9. Representacion esquematica de los tres grupos celulares que
componen el proceso metastasico.

1.10.1 Células Tumorales Circulantes.

Las células tumorales circulantes, son células que circulan en la sangre
de los pacientes con cancer, y son originadas en el tumor primario o las
respectivas metastasis. El descubrimiento de las CTCs, data de 1869 (Ashworth,
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1869). Desde entonces se ha convertido en un campo de investigacion, muy
prometedor, ya que a partir de una sencilla muestra de sangre periférica se
puede detectar el numero de CTCs por volumen de sangre. La monitorizacion
serial de las CTCs durante y luego del tratamiento, puede servir como un
parametro del grado de enfermedad circulante en el tiempo y dilucidar los
mecanismos involucrados en los procesos de agresividad, metastasis y
resistencia a las diferentes terapias. Teniendo en cuenta el origen de las CTCs,
es de esperar que ellas presenten una heterogeneidad, respecto a sus fenotipo y
genotipo, similar o mayor a una biopsia'*?. Cabe destacar que la mayor parte de
las CTCs no poseen la capacidad de generar metastasis y ni siquiera sobrevivir
por un tiempo prolongado, pero existen hallazgos recientes de que un grupo de
ellas con marcadores especificos, tales como marcadores de células madre,
pueden ser inductoras de metastasis'® se ha visto ademas CTCs en division
activa durante su paso por el torrente sanguineo, en muestras de sangre de
pacientes. Estos hallazgos sitian a las CTCs, como un importante componente
en la cascada metastasica y una herramienta potencial como biomarcador con
valor prondstico y predictivo. Las CTCs son también una importante diana en la
terapéutica del cancer, pudiendo ser consideradas en el futuro como masa
tumoral a erradicar por medio de tratamientos especializados.

1.10.2 Relevancia Clinica de las CTCs

La identificacién de nuevos y mas importantes factores pronostico y
predictivos, es uno de los campos de investigacion, mas activos en la Oncologia.
Los actuales sistemas prondsticos TNM, la caracterizacién molecular del tumor
primario y los marcadores séricos) son en ocasiones insuficiente para una
eleccién optima de la terapéutica a seguir en los pacientes de cancer. Un
ejemplo de esto son los pacientes que no se consideran elegibles para terapias
adyuvantes (debido a la falta de evidencia de enfermedad residual acorde a los
métodos de estadiaje convencionales) que experimentan luego enfermedad
recurrente y otros pacientes que son sometidos a terapias adyuvantes y solo
tienen bajo riesgo de recurrencia de la enfermedad (es decir muy pocos de ellos
pueden verse beneficiados de tratamiento complementario)'**. Por otra parte no
existe ningun método fiable para predecir la sensibilidad a la mayoria de las
terapias. En lo que respecta a los tratamientos adyuvantes, la eficacia solo
puede medirse en ensayos clinicos a gran escala, después de un periodo de
tiempo mayor a 5 anos, lo que hace que el progreso en este campo sea
extremadamente lento.

La deteccidén de CTCs es una atractiva estrategia para el disefio de un
tratamiento antitumoral individualizado, si se tienen en cuenta los siguientes
aspectos:

a) La presencia de CTCs es un paso necesario en la metastasis de tumores
solidos. En consecuencia, cualquier avance en el conocimiento de la
biologia de las CTCs podria dar lugar a avances en el desarrollo de
nuevas dianas antitumorales y mejorar el pronéstico del paciente.
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b) Las CTCs podrian significar una herramienta pronostica ideal, por su
papel activo en la metastasis.

c) Las células metastasicas pueden tener un perfil molecular diferente al
tumor primario de origen, la sensibilidad a las drogas de la quimioterapia
y las dianas terapéuticas pueden ser testadas en CTCs del mismo modo
que se realiza en el tumor primario.

d) Si se confirma el valor pronostico, la deteccién de las CTCs podria ser de
gran importancia para el seguimiento de la terapia adyuvante y neo-
adyuvante como asi también para la identificacién de pacientes que
necesitarian un tratamiento adyuvante.

e) Las CTCs son detectadas en sangre periférica, de una forma facil y
poco agresiva para el paciente en comparaciéon con el uso de otras
metodologias donde la enfermedad minima residual podria estar
presente y que si son altamente agresivas y dificiimente reproducibles.
(medula 6sea y ganglios linfaticos).

f) Recientes avances en la tecnologias de deteccion y caracterizacion de
CTCs podrian servir para caracterizar observando la evolucién del tumor
a tiempo real y utilizar esto para el disefio del tratamiento (Biopsia
Liquida)™®

1.10.3 Métodos para la deteccién y separacion de CTCs

Principios y reqguerimientos para la deteccion y reparacion de CTCs

Cualquier metodologia de deteccion, tienen que tener la capacidad de
detectar un pequefio numero de células tumorales entre millones de células
sanguineas. La mayoria de los métodos de enriquecimiento y deteccién para
CTC utiliza una o mas propiedades de las CTCs, que las distinguen de las
células normales de la sangre:

a) Propiedades bioldgicas: Las ceélulas son reconocidas a partir de la
expresion de proteinas estructurales y de superficie, presencia de
mutaciones, expresion de genes especificos, viabilidad y capacidad de
invasion.

b) Propiedades fisicas: Tamano, densidad, carga eléctrica y deformabilidad.

La propiedad biologica de uso mas extendido, se encuentra en la
expresion de proteinas, tales como la molécula de adhesion de células
epiteliales (EpCAM) y citoqueratina (CK) entre otros. No obstante, como hemos
visto anteriormente, estas proteinas pueden perderse en el proceso de
diseminacion (EMT), perdiendo asi la capacidad de detectar las CTCs que no
expresen estas proteinas de tipo epitelial. Este cambio de marcadores en el
proceso EMT justifica, en gran medida, la utilizacién de metodologias que se
basan en las propiedades fisicas de las CTCs. La propiedad fisica mas
utilizada para separar CTCs es el mayor tamafno que existe en estas, comparado
con las células normales de la sangre. Aunque existe el inconveniente de que el
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tamano de las CTCs es también variable (entre 4 y 30 ym) con lo que estos
métodos dejarian escapar las CTCs con tamafos similares a leucocitos.

Métodos inmunoldgicos

Los métodos por lo general consisten en un enriquecimiento previo, por lo
general por gradiente de densidad, para obtener células nucleadas, que tras ser
inmunomarcadas seran visualizadas mediante microscopia'®. La baja
concentracién de las CTCs ha provocado la realizacién de metodologias donde
se utilizan doble enriquecimiento, por gradiente de densidad y posteriormente

por seleccién inmunomagnética'’.

La tecnologia del CellSearch ha automatizado el enriquecimiento
inmunomagnético y el marcaje de las CTCs'® . Con esta tecnologia las CTCs
son enriquecidas con anticuerpos contra EpCAM unidos a ferrofluidos
magnéticos y a continuacion las células son tefidas para CK y se realiza una
contra tincién de CD45 (antigeno leucocitario comun) para evitar falsos positivos.

Recientes plataformas de microfluidica, como es el CTC chip. Utilizan
anticuerpos contra EpCAM que se encuentran recubriendo micro columnas que
son atravesadas por un flujo laminar de sangre total. Otro método aun mas
novedoso es CTC-Chip. Este método combina la separacion por tamafos, por
densidad y por separacién inmunomagnética al tiempo que la sangre total viaja a
través de un chip sometido a un campo magnético'®®. Con la aparicién de
sistema llamado escaneo de fibra éptica (FAST) se puede detectar 300.000
células por segundo, tras haber sido reconocidas por anticuerpos conjugados

con un fluorocromo'®°.

Separacién por tamaiio

En cuanto a la separacion por tamanos, existen muchos sistemas
sencillos de separacion de CTCs que utilizan membranas porosas'®'. Entre ellos
el sistema ScreenCell que en tan solo 10 minutos separa las CTCs de mayor
tamano del resto de células sanguineas.
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2. HIPOTESIS



El cancer de pulmén representa la principal causa de muerte atribuida a
cancer a nivel mundial. Las variantes no microciticas representan mas del 80%.

La reseccion quirurgica constituye el tratamiento de eleccion del cancer
de pulmén no microcitico y a pesar de que con la cirugia se consiguen las
mejores tasas de supervivencia, el alto porcentaje de recidivas incluso en
estadios iniciales y tras reseccién completa ha llevado a plantear la necesidad de
investigar nuevos factores prondsticos.

Dado que la cirugia ha demostrado ser eficaz cuando el tumor puede ser
completamente resecado, el elevado numero de recurrencias obliga a pensar
que un considerable porcentaje de estos pacientes ya tenian enfermedad
generalizada en forma de micrometéstasis o metastasis ocultas.

En la actualiad es conocido que para que llegue aproducirse una
metastasis, se requiere que un grupo de células procedentes del tumor primario
sean capaces de desprenderse del mismo, atravesar la membrana basal,
alcanzar el torrente sanguineo y sobrevivir en él, alcanzando finalmente otros
organos donde daran lugar a las metastasis. A estas ceélulas tumorales que
pueden aislarse en sangre periférica es a lo que denominamos célula tumoral
circulante(CTCs).

El origen de la recurrencia local o de la diseminacién metastésica podria
relacionarse con la presencia de estas células tumorales circulantes, que son
capaces de desprenderse del tumor primario ya en estadios iniciales.

La deteccion por tanto de estas CTCs antes y después de la intervencion
podria constituir un factor de mal prondstico asociado a un mayor riesgo de
recurrencia precoz y la base para plantear nuevas estrategias de tratamiento.

En un intento por mejorar los resulados de estos pacientes en estadios
iniciales, se han planteado diversos esquemas de quimioterapia adyuvante. Sin
embargo ninguno de ellos ha conseguido demostrar beneficios en términos de
supervivencia en el estadio .

La deteccidon de estas CTCs podria consituir una indicaciéon mas precisa
de tratamiento adyuvante en estadios iniciales. Asi mismo su monitorizacién
postoperatoria supondria una herramienta util en el seguimiento de estos
pacientes y en la evaluacién de la respuesta al tratamiento adyuvante, valorando
el incremento o disminucion del nidmero de CTCs. Ello permitiria finalizar
tratamientos ineficaces precozmente y ensayar otras modalidades terapéuticas.

Diversos estudios han demostrado el papel clave que la deteccién de
celulas tumorales circulantes tienen en el proceso metastasico y el papel
pronéstico y predictivo que la determinacion de estas CTCs puede tener en
diferentes tumores de origen epitelial, como en el cancer de mama, colon o
prostata.

Sin embargo en el cancer de pulmén, adn son pocos los estudios al
respecto, especialmente en pacientes con estadios iniciales donde la deteccion
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de CTCs supone un reto aun mayor. En lo que respecta al cancer de pulmén
varios grupos han investigado el valor prondstico de la deteccion de CTCs en
pacientes con estadios avanzados sometidos a tratamiento quimioterapico. Sin
embargo son escasas las publicaciones en en estadios iniciales sometidos a
reseccion quirdrgica, sus reslutados apuntan a un posible valor prondstico de la
determiancioén de CTCs, requiriéndose de nuevos estudios para confirmar dichos
hallazgos.

Junto a la deteccidon y enumeracion ha sido demostrada la importancia de
la caracterizacion de estas CTCs. Se ha comprobado que las CTCs presentan
una gran heterogeneidad, y que solo algunas de ellas con particulares
caracteristicas seran capaces de dar lugar a metastasis, la caracterizacion de
este subgrupo sera un aspecto fundamental en futuras investigaciones sobre
CTCs. Ademas su analisis molecular permitira detectar alteraciones genéticas en
las CTCs que pueden corresponderse o0 no con las presentes en el tumor
primario, y que pueden tener implicaciones fundamentales en la aparicion de
resistencias al tratamiento, en el prondstico y en la aparicién de recidivas.

El estudio de las CTCs supone un importante avance en el conocimiento
del proceso metastatico con importantes implicaciones en la practica clinica ya
que ayudaria a identificar a pacientes con un alto riesgo de recidiva hasta ahora
no detectados por los factores prondsticos habituales y en los que podria
indicarse la necesidad de tratamiento alternativos. La caracterizacion de las
CTCs permitiria ademas disponer de un perfil fenotipico y molecular de las
mismas que ayudaria a evaluar la aparicion de resistencias al tratamiento y por
tanto la posibilidad de ofrecer al paciente un tratamiento individualizado en base
a factores prondsticos mucho mas precisos que los empleados tradicionalmente.

Basandonos en lo anteriormente expuesto pretendemos demostrar que la
deteccién y caracterizacion de CTCs en sangre periférica de pacientes
sometidos a tratamiento quirurgico de un cancer de pulmon no microcitico se
asocia a un peor prondstico, identificando a pacientes que pese a encontrarse en
estadios inciales presentan un mayor riesgo de recrrencia. A estos pacientes
podria ofrecerse ademas nuevos esquemas de tratamiento adyuvante que
mejoren los resultados de supervivencia.
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3. OBJETIVOS



3.1 OBJETIVO GENERAL

El objetivo general consiste en analizar el valor pronéstico de la
deteccion y caracterizacion de CTCs en pacientes con tratamiento
quirurgico radical de un cancer de pulmoén no microcitico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar si es posible la deteccion de células tumorales
circulantes (CTCs) de origen epitelial en la sangre periférica de
pacientes con cancer de pulmon no microcitico sometidos a
reseccion pulnmonar.

2. Caracterizar fenotipicamente las CTCs aisladas.

3. Determinar si la presencia de CTCs antes y después de la cirugia
se asocian con la aparicion de recurrencias.

4. Analizar la influencia pronostica de la deteccion de CTCs antes y
después de la intervencion en la supervivencia global y
supervivencia libre de enfermedad de estos pacientes

5. Determinar el valor prondsitico de la caracterizacion fenotipica de las
CTCs en pacientes con cancer de pulmén resecado.
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4. MATERIAL Y
METODOS



4.1 DISENO

Estudio observacional prospectivo de cohortes en pacientes sometidos a
tratamiento quirdrgico con intencion curativa de un cancer de pulmén no
microcitico a los que se realizaron dos determinaciones de CTCs antes de la
intervencion y un mes tras la cirugia.

4.2 POBLACION DE ESTUDIO

Pacientes con diagnéstico de cancer de pulmdén no microcitico sometidos
a tratamiento quirdrgico con caracter radical en el Hospital Virgen de las Nieves
de Granada, que no habian recibido quimioterapia ni radioterapia previamente y
que se ajusten a los siguientes criterios de inclusion y exclusion.

4.2.1 Criterios de inclusion

- Pacientes con cancer de pulmoén no microcitico a los que se realice una
reseccion quirurgica completa de acuerdo a los criterios establecidos por
el Comité de estadificacion de la IASLC (International Association for the
Study of Lung Cancer):

1. Margenes de reseccion libres demostrados microscopicamente.

2. Diseccion ganglionar sistematica en su forma mas amplia, o bien
diseccioén ganglionar sistematica lobulo-especifica.

3. No debe haber extension extracapsular del tumor en los ganglios
resecados de manera aislada o en los localizados en el margen del
tumor pulmonar.

4. El ganglio mediastinico extirpado mas alto debe ser negativo.

- Que la reseccién pulmonar haya sido anatémica, considerando como tal
la realizacion de una lobectomia, bilobectomia o neumonectomia. Las
segmentectomias tipicas se contemplan en pacientes en los que la
limitacion funcional respiratoria contraindique la lobectomia y en
pacientes con estadio TINOMO, tumores sincrénicos o tumores del
sulcus superior.

= Edad superior a 18 anos.
= Performance status 0,1,2.

= Consentimiento informado.
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4.2.2 Criterios de exclusioén

- Pacientes a los que se haya realizado una reseccion atipica.

- Pacientes con reseccion incompleta del tumor.

- Pacientes que hayan recibido quimioterapia o radioterapia previa.

- Pacientes con historia previa de neoplasia maligna en los 5 afios anteriores
al estudio.

- Pacientes que mueran en el postoperatorio.

— Pacientes con criterios de irresecabilidad:

(0]

Derrame pleural tumoral, definido por la presencia de citologia del
liquido pleural positiva para células tumorales y/o biopsia pleural con
infiltracién tumoral efectuada con aguja transtoracica o por
toracoscopia.

Afectacion neoplasica del nervio recurrente.
Invasion extensa de pared toracica o de traquea.

Invasion extensa del cuerpo vertebral, del foramen neural, de los
vasos subclavios o sindrome de Horner.

Sindrome de vena cava superior.

Metastasis a distancia a excepciéon de metastasis Unica en el sistema
nervioso central tratable. Metastasis en adenopatias mediastinicas
en estaciones consideradas como N3.

— Pacientes con criterios de inoperabilidad:

(0]

Estado clinico general igual o inferior al 50% del grado de actividad
de la escala Karnofsky no reversible (ECOG IlI-1V)

Enfermedad asociada severa e incontrolable que limite seriamente y
de forma permanente o prolongada las capacidades psiquicas o
fisicas mas basicas del paciente o cuyo prondstico sea fatal a corto
plazo.

Cardiopatia grave o incontrolable. Infarto agudo de miocardio (IAM)
en las 6 semanas previas a la cirugia. Puede demorarse la cirugia 6
semanas o ser operado tras tratamiento de revascularizacion
coronaria.

Los pacientes con IAM durante los 6 meses previos a la cirugia o
intervenidos de cirugia de revascularizacién coronaria hace mas de 5
afos, precisaran evaluacion cardioldgica.

Rechazo del paciente del tratamiento quirurgico solo o combinado.
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o0 Funcionalismo respiratorio limitado: valores de FEV1 y DLCO
predichos postoperatorios inferiores al 40% y con prueba de esfuerzo
también afecta (VO2 max. por debajo de 10 ml/min/kg.)

4.3 VARIABLES

4.3.1 Variables Independientes

Demograficas: edad (afos), sexo: varén, mujer.

Calidad de vida del paciente de acuerdo a la escala ECOG.

Tabaquismo: Nunca, exfumador (con consumo acumulado superior a 20
paquete afo), fuma en la actualidad.

Comorbilidad:

» Respiratoria: se considera antecedente de EPOC (con signos clinicos
y espirométricos compatibles), antecedentes de TBC, de enfermedad
pulmonar parenquimatosa difusa, presencia de atelectasia o de
neumonitis

= Cardiovascular: se consideran antecedentes personales de
cardiopatia (cardiopatia isquémica, valvulopatia, arritmia) HTA,
vasculopatia periférica

= Endocrina: diabetes mellitus. Otras.

» Neuroldgica: secuelas de ACV. Sindrome miasteniforme. Otras.

Fecha de la cirugia.

Abordaje quirlirgico: considerando si se realizd6 una toracotomia
posterolateral, abordaje VATS, toracotomia lateral u otro.

Hemitérax intervenido: derecho o izquierdo.

Tipo de reseccion: distinguiendo reseccion atipica, segmentectomia,
lobectomia, bilobectomia, neumonectomia o combinacién de varios tipos de
resecciones. Reseccidon ampliada: pacientes a los que se realizé una
exéresis pulmonar ampliada a otras estructuras toracicas, incluyendo
resecciones de pleura parietal, pared costal, diafragma, pericardio, columna
vertebral, eséfago, manguito bronquial, manguito vascular pulmonar, cava ,
aorta, otros.

Histologia: de acuerdo al informe de anatomia patolégica distinguiendo:
Epidermoide, adenocarcinoma, adenoescamoso, indiferenciado de células
grandes, pobremente diferenciado, otro.
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Tamafio tumoral: tamafo en centimetros del tumor primario medido en la
pieza quirurgica.

Estadio patoldgico: de acuerdo a la séptima clasificacion TNM de la
Asociacion Internacional para el Estudio del Cancer de Pulmén (IASLC)

Mortalidad postoperatoria: definida como aquella ocurrida dentro de los 30
primeros dias siguientes a la intervencion o durante la estancia hospitalaria.
Fecha de muerte. Causa de muerte: de origen cardiovascular, de origen
respiratorio, otros.

Tratamiento adyuvante: si se ha realizado algun tipo de tratamiento con
quimioterapia o radioterapia tras la cirugia.

Tiempo de seguimiento: tiempo transcurrido desde la intervencion hasta la
fecha de finalizacién del seguimiento.

Valor CTC1: presencia y niveles de CTCs basal antes de la cirugia.
Valor CTC 2: presencia y niveles CTCs un mes tras la cirugia.

Valor CTCsEGFR1: presencia y niveles de CTCs que expresan EGFR en la
primera determinacion

Valor CTCsEGFR2: presencia y niveles de CTCs que expresan EGFR en la
primera determinacion

4.3.2 Variables Dependientes

Estado: estado del paciente al final del seguimiento. (vivo 0 muerto)

Supervivencia global: porcentaje de pacientes vivos al final del periodo de
seguimiento.

Supervivencia libre de enfermedad: tiempo después del tratamiento
quirdrgico durante el cual un paciente sobrevive sin signos o sintomas de
cancer.

Recurrencia locorregional o a distancia: definida como la reaparicion del
tumor en el pulmén o en otro 6rgano respectivamente.

4.4 PROTOCOLO DEL ESTUDIO

Estudio observacional prospectivo de cohortes en el que se incluyen a

pacientes sometidos a tratamiento quirdrgico radical de un cancer de pulmén no
microcitico intervenidos entre noviembre 2012 y febrero 2015. A dichos
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pacientes se les realizé dos determinaciones de CTCs, antes de la cirugia y al
mes de la intervencién y fueron posteriormente remitidos a revisiones periodicas
habituales en estos pacientes. El estudio obtuvo la autorizacion del Comité Etico
Hospitalario.

El tratamiento quirurgico incluye la reseccion pulmonar del tumor junto a
estadificacion ganglionar mediastinica. La exéresis pulmonar realizada fue una
lobectomia pulmonar (Figura 10) en todos los casos en que la extensiéon del
tumor y la operabilidad del paciente lo hizo posible, o bien bilobectomia o
neumonectomia si el tamafio o localizacion del tumor asi lo requiso. La
segmentectomia se realizé6 en aquellos casos en que las pruebas de funcién
pulmonar no permitian realizar una lobectomia. Para la estadificacién ganglionar
mediastinica el procedimiento de eleccién fue diseccidn ganglionar sistematica
I6bulo-especifica o el muestreo ganglionar sistematico.

Figura 10. Pieza de lobectomia pulmonar en un caso de un carcinoma epidermoide en LSD

La indicacién de cirugia se establecié en una Sesién Multidisciplinaria de
acuerdo al estadio y a los criterios de operabilidad y resecabilidad expuestos
anteriormente. Algunos de estos pacientes recibié un tratamiento oncoldgico
adyuvante a la cirugia en funcién de estadio patoldgico.

Los controles para el estudio se realizaron coincidiendo con las revisiones
que habitualmente se realizan a estos pacientes antes de la cirugia y durante el
seguimiento.

Los datos relativos a cada una de las variables se recogeran de forma
prospectiva en una en una ficha de recogida de datos creada a tal efecto para
este estudio. La recogida de datos se hizo siguiendo el siguiente protocolo:

» Estudio inicial: En la Consulta Externa de Cirugia Toracica se llevara a
cabo la anamnesis y exploracién fisica del paciente. Se entregd una hoja
informativa sobre el propodsito y protocolo del estudio, firmandose el
Consentimiento Informado disefiado al respecto en caso de conformidad.
Se llevé a cabo la apertura de la ficha de recogida de datos introduciendo
los datos referentes a las variables demograficas, la calidad de vida del
paciente de acuerdo a la escala ECOG, comorbilidad y funcién pulmonar.
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» Primera determinacién: Antes de la intervencion se llevd a cabo una
extracciéon de sangre periférica para realizar un hemograma, bioquimica y
coagulacion precisos para el estudio preoperatorio y para obtener la
primera recogida de muestras para CTCs: CTCs iniciales (CTC1) de
acuerdo al procedimiento explicado en metodologia para determinacion
de CTCs en el siguiente apartado.

» Procedimiento quirdargico: La reseccién quirtrgica se realizd6 en el
quiréfano de Cirugia Toracica. Al finalizar la intervencion y en el mismo
quiréfano se obtuvieron muestras de la pieza quirdrgica para el estudio
genético y molecular del tumor primario.

» Segunda determinacion: En la Consulta Externa de Cirugia Toracica y
coincidiendo con la primera revisién entre las 3 y 6 semanas tras la
intervencion, realizadndose una anamnesis y exploracion fisica del
paciente. Y valorando una radiografia de térax reciente. Se llevara a cabo
una extraccion de sangre periférica para realizar un control analitico con
hemograma y bioquimica y recogida de muestras para segunda
determinacion de CTCs (CTC2)

» Determinacion de la necesidad del tratamiento adyuvante: En este
momento y con los resultados de la estadificacion patologica se
determinara la necesidad de tratamiento adyuvante.

» Control periodico: Cada 3-6 meses con al menos un TC toracico y
abdominal al afio.

4.5 DETERMINACION DE CELULAS TUMORALES CIRCULANTES CON
FENOTIPO EPITELIAL POSITIVAS PARA CITOQUERATINA

4.5.1 Recogida de muestras y analisis de la muestra

A cada paciente se le extrajeron 20 ml de sangre periférica (2 muestras
de 10ml cada una) previa firma de consentimiento informado, en los momentos
especificados anteriormente Las muestras sanguineas fueron recogidas en tubos
heparinizados CellSave® (Veridex, Johnson & Johnson Company, LLC) y
procesadas dentro de las 72 horas siguientes a su extraccion de acuerdo con el
protocolo establecido por nuestro grupo (Gaforio, Serrano et al. 2003), (Nadal,
Fernandez et al. 2012). Para su transporte se adoptaron las medidas de
bioseguridad, siguiendo el plan general de prevencién de riesgos laborales del
Centro remitente.

Simultaneamente a la determinacion de los pacientes, se realizaron
controles negativos con sangre de donadores sanos sin relacion consanguinea

59



con los pacientes. Estas muestras se emplearon como controles negativos con la
finalidad de detectar posibles falsos positivos. Se obtuvo el consentimiento de
todos los voluntarios sanos. Todas las muestras son identificadas con un cédigo
para preservar la confidencialidad de los sujetos donantes, segun normativa
vigente.

4.5.2 Lineas celulares de cancer de pulmén y fiabilidad del método

Las lineas celulares de cancer de pulmoén utilizadas en este estudio,
fueron obtenidas de la coleccion europea de cultivos celulares (ECACC,
Salisbury, UK). Las lineas utilizadas fueron: HT29, T1975 en los experimentos de
recuperacion de células, analizamos muestras control con 10, 5y 1 célula. Las
células tumorales fueron anadidas a 10ml de sangre venosa de voluntarios
sanos, cada muestra control fue realizada por triplicado. Los controles fueron
procesados de igual forma que los pacientes como se explicara en el siguiente
punto.

4.5.3. Procesamiento de la muestra
El procesamiento de la muestra incluyo:
1. Enriquecimiento por gradiente de densidad
2. Permeabilizacién vy fijacién
3. Seleccion inmunomagnética
4. Fijacién en portaobjeto por centrifugacion

5. Tincién cromogénica con Fast Red y Hematoxilina

-_.ﬁc:aﬁ E_,y]

10ml de sangre  Separacion por gradiente Marcaje Separacmncr?
periférica de densidad inmunomagnético CAMPOMagnetico

I

. @ I e O

Visualizacién Cytospin

Figura 11. Esquemas del proceso de aislamiento de CTCs y fijacion

60



Enriquecimiento por gradiente de densidad

10ml de muestra son diluidas con 5 ml de PBS, luego se deposita la
mezcla cuidadosamente sobre 10 ml de una solucién de 1,119 g/ml de densidad
denominada Histopaque®1119(sigma). Se centrifuga a 700 g durante 40 minutos
a temperatura ambiente y sin la utilizacién de freno.

Luego de la centrifugacién, la muestra queda dividida en tres fases, una
fase de glébulos rojos, de mayor densidad que el Histopaque®, una fase de
Histopaque y unas fase de plasma sanguineo. Entre estas dos ultimas fases se
encuentran las células blancas de la sangre, conjuntamente con las CTCs. Se
recolectan esta capa de células y se las deposita en un tubo para su
procesamiento.

Permeabilizacion vy fijacion.

Las células son lavadas con PBS y centrifugando a 350 g durante 10
minutos, para eliminar el Histopaque® residual del paso anterior. El pellet se
resuspende en Buffer de diluciéon (Miltenyi, Biotech), se agrega el
permeabilizante y se deja actuar durante 5 minutos. A continuacién se agrega el
reactivo fijante y se lo deja actuar durante 30 minutos. Por ultimo se centrifuga a
350 g durante 10 minutos y se elimina el sobrenadante.

Seleccidon inmunomagnética

Las células son resuspendidas en una solucion denominada Cell Stain
(Miltenyi Biotech) y las agregaciones inespecificas del anticuerpo eliminadas
mediante un reactivo de bloqueo de la fraccién fc de las inmmunoglobulinas
(Blocking fc Miltenyi Biotec). Posteriormente las células son incubadas con un
anticuerpo anticitoqueratina (Clon CAMS5.4) conjugado con macroparticulas
magnéticas (Miltenyi Biotech). Se incuba 45 minutos y luego se afade un
anticuerpo pancitoqueratina que reconoce las citoqueratinas 7/8/18/19 unido al
fluorocromo FITC y se deja actuar 15 minutos mas. Una vez incubado se
procede a realizar un lavado con 5 ml de CellStain centrifugando a 350 g durante
10 minutos, se descarta el sobrenadante y se vuelve a incubar con un anticuerpo
secundario dirigido contra FITC unido a la enzima alcalina fosfatasa. Tras la
incubacion de 15 minutos la muestra se pasa a través de unas columnas que
estan sometidas a un campo magnético (figura 12). Las células positivas para la
expresion de citoqueratinas (CK) quedaran retenidas en dicha columna. Las
células son recogidas de la columna mediante el uso de un embolo y la
incorporaciéon de 500 microlitros de PBS.
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A - Separador magnético
miniMAC de Miltenyi Biotec

Figura 12. Separador magnético

Fijacion en Portaobjeto

La muestra es colocada en una citocentrifuga (Hettich. Germany) vy
centrifugada a 1800 rpm durante 15 minutos. Al finalizar la centrifugacién se
extraen los portaobjetos y se dejan secar a temperatura ambiente para su
posterior tincién.

Tincién Cromogénica

Se realiza un circulo, alrededor de las células fijadas, con lapiz
hidrofébico. Los cristales son incubados en PBS durante 15 minutos a fin de
rehidratar la muestra. 100 ul de solucién de FastRed Napthol resuspendido en
tris-Clorhidrico es depositado sobre la muestra. Se incuba en camara humeda
durante 15 minutos a temperatura ambiente, luego se lava con PBS durante 5
minutos en jarra Coplin. Finalmente se coloca una gota de hematoxilina sobre el
porta, se deja actuar 30 segundos y se lava rapidamente en agua destilada. La
muestra es visualizada bajo microscopio convencional. Las células positivas para
citoqueratina, presentaran un fuerte color rojo.(Figura 13)

Figura 11. Célula tumoral circulante tefiida con tincién cromogénica
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4.6 ANALISIS ESTADISTICO

Se realizé un analisis descriptivo de las principales variables de estudio.
Para las variables cuantitativas se calcul6 la media y desviacion tipica o mediana
y percentiles, segun la normalidad de los datos. Para las variables cualitativas se
obtuvieron las frecuencias absolutas y relativas, representando los datos en
tablas y graficos. Se comprobd si los datos se ajustaban a una distribucién
normal mediante el test de Shapiro Wik, con el fin de determinar si
posteriormente se realizarian pruebas paramétricas o no paramétricas.

La deteccion de CTCs se analizé como una variable cualitativa binaria
(presencia o ausencia) y como una variable continua. La presencia de 1 CTC por
cada 10 mililitros de sangre se considera resultado positivo, de acuerdo con el
limite de deteccion analitica indicado en nuestro ensayo.

Las variables categodricas fueron comparadas por la prueba exacta de
Fisher’s. Las variables continuas se compararon mediante el test de t-Student o
ANOVA.

La supervivencia global y la supervivencia libre de enfermedad asi como
los intervalos libres de recidiva local y a distancia son computadas desde la
fecha de la exéresis quirurgica. Se consideran censurados los pacientes que en
el momento de la finalizacién del estudio se encuentran vivos sin enfermedad o
aquellos que fallecen sin evidencia de recidiva tumoral.

Se realiz6é un analisis de supervivencia por el método de Kaplan-Meier y
se establecié una correlacion entre la supervivencia y la presencia o ausencia de
CTCs, ademas de las variables analizadas mas relevantes. Se comparé la
supervivencia entre los distintos grupos con el método de Log-Rank.

Para estudiar la asociacion de la probabilidad de supervivencia con
distintas variables predictoras, cualitativas y cuantitativas, se utilizé el modelo de
riesgos proporcionales de Cox, univariante primero, y multivariante a
continuacion. El modelo de Cox relaciona el riesgo relativo de muerte o de
aparicion de un evento, con los diferentes factores prondsticos seleccionados y
calcula la relacién de riesgos (Riesgo Relativo o Hazard Ratio) y el intervalo de
confianza del 95% para cada una de estas variables.

El nivel de significacion para todos los contrastes fue de 0.05.

El software utilizado para el analisis estadistico ha sido el programa IBM-
SPSS Statistics 19.

4.7 LIMITIACIONES DEL ESTUDIO

Al tratarse de un estudio de cohortes que requiere ademas de un periodo
de seguimiento prolongado, las pérdidas en el seguimiento pueden dar lugar a
un sesgo de seleccién. El diseno del estudio se ha realizado de tal forma que el
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paciente no tenga que realizar ninguna visita ni ser sometido a ninguna
exploracién o intervencion adicional. De esta forma se conseguiran minimizar
posibles pérdidas en el seguimiento. Asi mismo en el cuestionario inicial se
recogen datos de filiacién que permiten contactar mediante la direccién o niumero
de teléfono con el paciente. En caso de abandono se recogera informacion clave
sobre el paciente.

Para el control de posibles factores de confusion se realizara un analisis
multivariante.
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5. RESULTADOS



5.1 ANALISIS DESCRIPTIVO DE LA MUESTRA

En el estudio fueron incluidos de forma prospectiva 102 pacientes con
diagnéstico anatomopatolégico final de carcinoma no microcitico de pulmén en
estadio I, Il y lIlIA sometidos a reseccion quirurgica completa y que no habian
recibido tratamiento neoadyuvante.

5.1.1 Datos Clinicos

Los 102 pacientes en el momento de la intervencion tenian edades
comprendidas entre los 30 y los 80 afios, con una edad media de 66 afios. El
87.9% (89) eran varones y el 12.75% (13) mujeres. Sélo el 9.8% no habian sido
nunca fumadores. En cuanto a la intervencién en el 42.2% de casos se realizd
por videotoracoscopia (VATS) y en la mayoria de casos el tipo de reseccion
realizada fue una lobectomia pulmonar. En cuanto al tratamiento adyuvante, 39
pacientes recibieron quimioterapia adyuvante consistente en la mayoria de casos
en cuatro ciclos de un doblete con platino.

N %
Masculino 89 87.30%
Sexo
Femenino 13 12.80%
Media 66,1 (30-80)
Edad <70 aiios 60 58.00%
270 aios 42 41.20%
Exfumador 63 61.80%
Tabaquismo No 10 9.80%
Si 30 28.00%
Media 11,0(1,6-26)
PET <7 25 24.50%
(suv) >7 71 69.60%
NA 6 5.90%
D 59 57.80%
Hemitorax
| 43 42.20%
Toracotomia 59 57.80%
Abordaje
VATS 43 42.20%
Lobectomia 84 82.40%
Reseccion Neumonectomia 18 17.60%
Segmentectomia 8 7.80%
| _ Si 39 38.24%
Quimioterapia
No 63 61.76%

Tabla 3. Andlisis descriptivo de las principales variables clinicas y referentes al
tratamiento. Frecuencia absoluta (N) y relativa (%). VATS: abordaje mediante
cirugia videoasistida. SUV: Standard uptake value en la PET
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5.1.2 Datos patolégicos

En cuanto a la estirpe histolégica la mitad de pacientes presentaban un
carcinoma epidermoide, mas de la mitad con un grado histolégico 2
(moderadamente diferenciado). En cuanto al estadio, el 47% se encontraban en
un estadio patolégico | y solo el 17.6% en estadio Ill. El tamafio tumoral en mas
de la mitad de los casos superaba los 3 cm. de diametro maximo y el 74.5% de
pacientes no tenian afectacién ganglionar.

N %

Adenocarcinoma 47 46.1%

Histologia Escamoso 50 49%

Otro 5 4.9%

G1 6 5.90%

Grado G2 62 60.8%
Histolégico G3-G4 17 16.70%
NA 17 16.70%
1A 24 23.50%
IB 24 23.50%
paE:)tIz::::s A 23 22.50%
11B 13 12.70%
1A 18 17.60%
NO 76 74.51%
Estadio N N1 15 14.71%
N2 11 10.78%

Media 3.9cm (0,8-19cm)
Lar::)ar'::’ <3cm 40 39.20%
23cm 62 60.80%

Tabla 4. Analisis descriptivo de las principales variables patoldgicas.
Frecuencia absoluta (N) y relativa (%).

5.2 DETECCION DE CELULAS TUMORALES CIRCULANTES

En la primera determinacién realizada antes de la intervencién (CTC1) se
detectaron CTCs en la sangre periférica de 40 pacientes (39,2%). El numero
medio de CTCs aisladas en esta primera determinacién fue de 8,5 CTCs/10ml de
sangre.

En la segunda determinacién (CTC2) llevada a cabo un mes tras la
cirugia, 28 de los 102 pacientes incluidos fueron positivos para la presencia de
CTCs (27,5%) con una media de 0,8 CTCs/10 ml de sangre periférica.

67



El porcentaje de pacientes en los que se detectaron CTCs tras la
intervencion (CTC2) fue inferior a la primera determinacion (CTC1), de un
27.45% frente a un 39.2% respectivamente (p=0.051) (Grafico 1)

CTC+ CTC-

N % N %

4 CTC1 | 40 | 39,22% | 62 | 60,78%

m- CTC2 | 28 | 27,45% | 74 | 72,55%

o 20 40 60 B0
Nimnere de pacientes

Grafico 1 - Presencia (+) o ausencia (-) de CTCs antes de la cirugia (CTC1) y un
mes tras la intervencién (CTC2)

El numero de CTCs aisladas fue igualmente inferior tras la cirugia con
una media de 2.1 células por 10 ml de sangre en la primera determinacién frente
a 0.8 en la segunda (p= 0.126). (Tabla 5)

RANGO
MEDIA ” "
min. | max.
CTC1 21 0 84
CTC2 0.8 0 10

Tabla 5 - Niveles de CTCs detectados antes de la Cirugia (CTC1) y un mes
tras la intervencion (CTC2)

5.3 ASOCIACION ENTRE LA PRESENCIA DE CTCs Y VARIABLES CLINICO
-PATOLOGICAS

Se analiz6 la posible asociacién entre la presencia o ausencia de CTCs
antes de la intervencién (CTC1) y tras la cirugia (CTC2) con las distintas
variables clinico-patolégicas (Tabla 6).

No se encontré asociacion con la edad, en cuanto al sexo se observd una
tendencia significativa presentando las mujeres una mayor prevalencia de CTCs
basal (p=0.053). En la segunda determinacién tras la cirugia el porcentaje de
pacientes con CTCs fue mayor a mayor estadio, con un 42.1% de pacientes en
estadio Ill con presencia de CTCs en sangre periférica frente a un 16.7% para el
estadio Il (p=0.055).
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En lo referente, a la intervencién el numero de pacientes con CTCs fue

significativamente menor tras abordaje videotoracoscépico (16.28%) en
comparacion con la cirugia abierta (35.59%).
CTC1 CTC2
N (%) N (%) p N (%) N (%) o
POSITIVOS | NEGATIVOS POSITIVOS | NEGATIVOS
5 <70 afios 20 (33.30%) | 40 (66.7%) 20 (33.3%) | 40 (66.70%)
Edad ( afos) — 0.146 0.172
>70 afios 20 (47.60%) | 22 (52.4%) 8(19.00%) | 20(33.3%)
Hombres 38 (42.70%) | 51 (57.30%) 24 (26.97%) | 63 (74.12%)
Sexo - 0.053 0.503
Mujeres 2(15.38%) | 11 (84.62%) 4(30.77%) | 11(73.33%)
. | 21 (43.75%) | 27 (56.25%) 8(16.67%) | 40 (83.33%)
Szl I 14 (40.00%) | 21 (60.00%) | 0.445 | 12 (34.29%) | 23 (65.71%) | 0.055
patoldgico
[} 5(26.32%) | 14 (73.68%) 8(42.11%) | 12 (57.89%)
Tamafio <3 cm 16 (37.21%) | 27 (62.79%) 0.415 10 (23.26%) | 33 (76.74%) 0.263
tumoral >3 cm 24 (41.38%) | 34 (58.62%) | 18 (31.03%) | 40 (68.97%) |
Afectacion NO 30 (39.47%) | 46 (60.53%) 0.550 21 (27.63%) | 55 (72.37%) 0.508
ganglionar N1-N2 10 (38.46%) | 16 (61.54%) | 7(26.92%) | 19 (73.08%) |
Grado G1-G2 28 (41.18%) | 40(58.82%) 0.439 19 (27.94%) | 49 (72.06%) 0375
Histolégico G3-G4 6(35.29%) | 11 (64.71%) | 6(35.29%) | 11(64.71%) |
Adenocarcinoma | 14 (29.8%) | 33 (70.2%) 12 (25.5%) 35 (74.5%)
Histologia Escamosos 24(48.0%) | 26 (52.00%) | 0.185 14 (28.0%) 36 (72%) |0.783
Otros 2 (40.00%) | 3 (60.00%) 2 (40.00%) | 3(60.00%)
Abordaje VATS 18 (41.86%) | 25 (58.14%) 0.396 7(16.28%) | 36 (83.72%) 0.025
quirdrgico | Toracotomia |22 (37.29%) | 37 (62.71%) | 21(35.59%) | 38 (64.41%) |
Tipo de Otro 34 (40.96%) | 49 (59.04%) 0221 25(30.12%) | 58 (69.88%) 0.196
reseccion | Neumonectomia | 5(27.78%) | 13 (72.22%) | 3(16.67%) | 15(83.33%) |

Tabla 6 - Andlisis univariante de la asociacion entre la presencia o ausencia de CTCs antes (CTC1) y después
de la intervencién (CTC2) y las principales variables clinico patolégicas

5.4 CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LAS CTCs

Ademas de la deteccién y enumeracion, las CTCs fueron caracterizadas
de acuerdo a la expresion fenotipica del receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR).

En la primera determinaciéon de los 40 caso en los que se detectaron
CTCs en sangre periférica, 27 de ellos (67.5%) expresaban EGFR
(CTCsEGFR1+). En la segunda determinaciéon en 11 (39.3%) de los 28 casos
con CTCs positivas se encontrd expresion para EGFR (CTCsEGFR2+). (Grafico
2)
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B CTESEGFRD
u CTCsEGFR2 -

Gréfico 2 - Porcentaje de CTCs que expresan EGFR antes (CTC1) y después (CTC2) de la intervencion.

5.5 ASOCIACION ENTRE LA PRESENCIA DE CTCSEGFR+ Y VARIABLES
CLINICOPATOLOGICAS

Se analiz6 la posible asociacién entre la presencia o ausencia de CTCs
que expresaran EGFR (CTCsEGFR+) y las principales variables clinico
patolégicas (Tabla 7). No se encontré ninguna correlacion estadisticamente
significativa entre la presencia de CTCs con expresion de EGFR vy las variables
clinico patoldgicas analizadas.

CTCSEGFR 1 CTCSEGFR 2
N (%) N (%) p N (%) N (%) p
POSITIVOS | NEGATIVOS POSITIVOS | NEGATIVOS
Hombres 25(28.09%) | 64 (71.91%) 10(11.24%) | 79 (88.76%)
Sexo 0.273 0.576
Mujeres 2 (15.38%) | 11 (84.62%) 1(7.96%) | 12(92.31%)
| 14 (29.17%) | 34 (70.83%) 6 (12.50%) | 42 (87.50%)
Estadio I 11 (31.43%) | 24 (68.57%) | 0.205 | 3(8.57%) | 32(91.43%) | 0.904
I 2(10.53%) | 17 (89.47%) 2(10.53%) | 17 (89.47%)
Tamafio <3cm 11 (25.58%) | 32 (74.42%) 4(9.30%) | 39(90.70%)
Tumoral >3cm 16 (27.59%) | 42 (72.41%) 0-503 7(12.07%) | 51 (87.93%) 0458
Afectacion NO 21(27.73%) | 55 (72.37%) 10 (13.16%) | 66 (86.84%)
ganglionar N1-N2 6(23.08%) | 20 (76.92%) 0430 1(3.85%) | 25 (96.15%) 0171
Grado G1-G2 17 (25.00%) | 51 (75.00%) 0285 7(10.29%) | 61 (89.71%) 0575
Histolégico G3-G4 6(35.29%) | 11 (64.71%) 2(11.76%) | 15 (88.24%)
Adenocarcinoma | 12 (25.50%) | 35(74.50%) 3(6.40%) | 44(93.60%)
Histologia Escamosos 13 (26.00%) | 37 (74.00%) | 0.780 | 7 (14.00%) | 43 (86.00%) | 0.268
Otros 2 (40.00%) | 3 (60.00%) 1(20.00%) | 4 (80.00%)
A[?o’rda‘je Toracotomia | 13 (30.23%) | 30 (69.77%) 0.305 4(9.30%) | 39 (90.70%) 0.470
quirdrgico VATS 14 (23.73%) | 45 (76.27%) 7(11.86%) | 52 (88.14%)
Tipo‘?? Otro 22 (26.51%) | 61 (73.49%) 0.481 10 (12.05%) | 73 (87.95%) 0377
reseccion | Neumonectomia | 4 (22.22%) | 14 (77.78%) 1(5.56%) 17 (94.44%)

Tabla 7 - Analisis univariante de la asociacion entre la presencia o ausencia de CTCsEGFR+ antes

(CTCsEGFR1) y después de la intervencién (CTCsEGFR2) y las principales variables
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5.6 RESULTADOS DE DEL SEGUIMIENTO DE LOS PACIENTES

Con un seguimiento medio de 18 meses (rango 3-34 meses) 36 pacientes
(35.3%) de los 102 incluidos en el estudio presentaron una recurrencia, en 10
casos se tratd de una recidiva local, en 9 fue a distancia y en 16 casos
presentaron una recidiva local y a distancia.

FECURREN 1A

mIGHEAL
e BT M
o ARIBRS:

Gréfico.3 Distribucién de los tipos de recurrencia

Hasta la finalizacion del seguimiento 25 (24.5%) pacientes murieron, 16
de ellos con evidencia de enfermedad.

Al final del seguimiento 77 pacientes continuaban vivos, 20 de ellos
habian presentado o presentaban una recurrencia.

Gréfico 4 Estado de los pacientes al final del seguimiento

ER: evidencia de recurrencia. SER: sin evidencia de recurrencia
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5.6.1 SUPERVIVENCIA GLOBAL DE LA SERIE

La supervivencia global de la serie a los 12 meses fue del 87.2%, a los 24
meses del 72.9% y a los 34 meses del 63.1%

SUPERVIVENCIA
1

0 10 20 30 40

Meses

Gréfico 5 - Curva de supervivencia global de la serie

5.6.2 SUPERIVIVENCIA LIBRE DE ENFERMEDAD DE LA SERIE

La supervivencia libre de enfermedad de la serie a los 12 meses fue del
71.5%, a los 24 meses del 59.1% y a los 34 meses del 53.2%

9

8

SUPERVIVECNCIA LIERE DE ENFERMEDAD
LT

0 10 20 30 40

meses

Grafico 6 - Curva de supervivencia libre de enfermedad de la serie
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5.7 IMPACTO PRONOSTICO DE LA DETECCION Y CARACTERIZACION DE
CTCs EN PACIENTES CON CPNM SOMETIDOS A TRATAMIENTO
QUIRURGICO RADICAL

Para determinar el valor pronéstico de la presencia de CTCs en sangre
periférica de pacientes intervenidos con caracter radical por un CPMN se realiz6
un analisis de su asociacién con la aparicion de recurrencias, asi como un
analisis de la supervivencia global y libre de enfermedad.

5.7.1 ANALISIS DE RECURRENCIA

Con un seguimiento medio de 18 meses (rango 3-34 meses) 36 pacientes
(35.3%) de los 102 incluidos en el estudio presentaron una recurrencia. Hasta la
finalizacion del seguimiento 25 (24.5%) pacientes fallecieron, 16 de ellos con
evidencia de enfermedad.

Se analizé la asociacién entre la aparicién de recurrencias vy el resto de
variables clinico patolégicas. Asi mismo se determiné la posible asociacién entre
recurrencia y la presencia o ausencia de CTCs y CTCSEGFR+ (ver Tabla 8).

De los 40 pacientes que presentaban CTCs positivas en la primera
determinacion 15 (37.5%) presentaron una recurrencia.

En el caso de la segunda determinacién 16 de los 28 pacientes positivos
para CTC2 desarrollaron una recurrencia (57.14%)

Se encontré6 una correlacién estadisticamente significativa entre
recurrencia y estadio de tal forma que los pacientes con estadio | presentaron un
20.83% de recurrencias en comparacion con los pacientes en estadio Ill que
presentaron recurrencias en el 63.16%. (p=0.004). Asi mismo la existencia de
una afectacién ganglionar N1-N2 se asoci® a un mayor porcentaje de
recurrencias, que fue del 55,6% frente al 28% en pacientes sin afectacion
ganglionar.

Con respecto a la asociacion entre la aparicion de recurrencias y la
presencia o ausencia de CTCs no se encontré asociacién con respecto a la
primera determinacion. Sin embargo la segunda deteccion tras la intervencion si
se correlaciond de forma muy significativa con la aparicién de una recurrencia,
de tal forma que 16 de los 28 (57.14%) pacientes que fueron positivos para la
segunda determinacion desarrollaron durante el seguimiento una recurrencia.
Frente al 27% de recurrencias en pacientes con CTC2 negativa (p=0.006).
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RECURRENCIA

No Si p
<70 37 (61.70%) | 23 (38.30%)
Edad (afios) 0.529
270 29 (69.00%) | 13 (31.00%)
Mujer 8 (61.54%) 5 (38.46%)
Sexo 0.767
Hombre 58 (65.17%) | 31 (34.83%)
Adenocarcinoma | 31 (64.58%) | 17 (36.20%)
_Tipo. Escamoso 33 (66.00%) | 17 (34.00%) 0.951
histolégico
Otros 3(60.00%) | 2 (40.00%)
PET <7 14 (53.85%) | 12 (46.15%) 0935
(suv) >7 52 (68.42%) | 24 (31.58%) '
| 38(79.17%) | 10 (20.83%)
Estadios TNM I 21(60.00%) | 14 (40.00%) |  0.004
patologicos
n 7 (36.84%) | 12 (63.16%)
Tamafio <3 28 (70.00%) | 12 (30.00%) 0.403
tumoral (cm) 23 38 (61.30%) | 24 (38.70%) ’
NO 54 (72.00%) | 21 (28.00%)
Estadio N 0.010
N1-N2 12 (44.40%) | 14 (53.85%)
Abordaje VATS 31(72.09%) | 12 (27.91%) 0212
quirurgico Toracotomia 35(59.32%) | 24 (40.68%) ’
Tipo de Lobectomia 57 (67.47%) | 27 (32.53%) 0.182
reseccion | Neumonectomia | 9 (50.00%) | 9 (50.00%) ’
Quimioterapia NO 45 (7143%) 18 (2857%) 0.089
adyuvante si 21(53.85%) | 18 (46.15%) ’
NO 41 (66.13%) | 21 (33.87%)
CTC1 - 0.832
SI 25 (62.50%) | 15 (37.50%
NO 54 (72.97%) | 20 (27.03%)
CTC2 - 0.006
Si 12 (42.86%) | 16 (57.14%)
NO 49 (65.33%) | 16 (34.67%)
CTCsEGFR1 - 0.819
Si 17 (62.96%) | 10 (37.04%)
NO 60 (65.93%) | 61 (34.07%)
CTCsEGFR2 - 0.512
Si 6 (54.55%) | 5 (45.45%)

Tabla 8 - Asociacion entre la aparicion de recurrencias y las variables clinico patolégicas asi como
la presencia de CTCs. CTC1:CTCs en la primera determinacion previa a la cirugia. CTC2: CTCS en
la segunda determinacion un mes tras la cirugia. CTCSEGFR1: CTCs que expresan EGFR en la
primera determinacion. CTCsEGFR2: CTCs que expresan EGFR en la segunda determinacion



5.7.2 ANALISIS DE SUPERVIVENCIA LIBRE DE ENFERMEDAD

Se realizdé un analisis univariante y multivariante de la influencia de los
principales factores clinico - patolégicos asi como de la deteccion de CTCs.

1. ANALISIS UNIVARIANTE

Para determinar la asociacién entre la probabilidad de supervivencia libre
de enfermedad y las diferentes variables se realizdé un analisis de regresion de
Cox univariante. En la tablas se resumen el analisis univariante efectuado sobre
las principales variables clinico-patologicas asi como con la deteccion de CTCs.

En el analisis univariante el estadio patolégico se asocié de forma
significativa a un mayor riesgo de recurrencia y una menor SLE. Estadio I
(Hazard ratio: 2.36 [1.02-5.19]). Estadio Ill (Hazard ratio: 3.68 [2.11-11.56]). Asi
mismo la afectacion ganglionar N1-N2 mostré significacion estadistica, llegando
casi a triplicar el riesgo de recurrencia tumoral respecto a los casos sin
afectaciéon ganglionar (Hazard ratio: 2.88 [1.46-5.67]). Con respecto a las
variables relacionadas con el tratamiento ninguna de ellas mostré asociacion
estadisticamente significativa con la SLE, el tipo de reseccién fue el que mas se
aproximo a la significacién (Hazard ratio: 1.83 [0.86-3.89] p=0.14).

ANALISIS UNIVARIANTE SLE

FACTORES PRONOSTICOS HR 95% IC p
CTC1+ 0.98 0.50-1.90 0.953
CTC2 + 2.44 1.26-4.72 0.009
CTCsEGFR1 + 0.920 0.44-1.91 0.82
CTCsEGFR2 + 1.27 0.49-3.28 0.628
|
Estadio TNM I 2.36 1.02-5.19 0.044
n 3.68 1125161 <0.001
Tamafio >3 1.85 0.64-5.32 0.256
tumoral(cm) <3
Afectacion N1-N2 2.88 1.46-5.67 0.004
ganglionar NO
Tipo Otro 1.01 0.51-1.97 0.98
Histoldgico Adenocarcinoma
Via de Toracotomia 1.44 0.72-2.88 0.29
abordaje Videotoracoscopia
Tipo de Neumonectomia 1.83 0.86-3.89 0.14
reseccion Otro
Si 1.61 0.84-3.11 0.15
Quimioterapia
adyuvante —

Tabla 9 - Analisis mediante regresion de cox univariante de la supervivencia libre de enfermedad
en funcién de los principales factores pronosticos clinico patoldgicos y en funcién de la presencia
o ausencia de CTCs y CTCSEGFR
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En cuanto a la asociacion entre la presencia de CTCs con la aparicién de
recurrencias, la segunda determinacion se asocié de forma significativa a una
menor SLE, de tal forma que estos pacientes con CTC2+ presentaron 2.44
veces mas riesgo de recurrencia que los pacientes en los que no se detectaron
CTCs un mes tras la intervencion. La primera determinacion, asi como la
presencia de CTCsEGFR+ no mostraron ninguna influencia estadisticamente
significativa en la SLE.
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Grafico 9 - Supervivencia libre de enfermedad en funcién de la presencia de CTCs un mes
tras la intervencion (CTC2)

La supervivencia libre de enfermedad a los 12 meses para pacientes en
los que no fueron detectadas CTCs en la segunda determinacién (CTC2-) fue de
79.1% frente al 59.5% en los pacientes en los que si se detectaron CTCS en la
segunda determinacién (CTC2+) (Log Rank test p=0.005).

2. ANALISIS MULTIVARIANTE

Se realizé un analisis multivariante mediante regresién de COX para
determinar el efecto de la presencia de CTCs en la segunda determinacion
(CTC2) sobre la SLE. Tras completar el analisis se construyé un modelo en el
que se incluyeron 3 variables: Estadio patolégico, tipo de reseccién y presencia
de CTCs en la segunda determinacion (CTC2) (Tabla

ANALISIS MULTIVARIANTE
FACTORES PROGNOSTICOS HR 95% IC p
CTC2 + 3.72 1.53-9.01 0.004
Estadio |
] 2.19 0.88-5.40 0.088
11 3.11 1.11-8.74 0.031
Tipo de Neumonectomia 2.44 0.940-6.34 0.067
reseccion
Otro

Tabla 10 - Modelo analisis multivariante mediante regresién de Cox. CTC2+: presencia de CTCS un mes tras la

intervencion
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De acuerdo a este modelo el estadio patolégico Ill se asocié de forma
independiente y significativa a un mayor riesgo de recurrencia.

La presencia de CTCs tras la intervencion fue un factor prondstico
independiente asociado a una menor SLE, los pacientes con CTC2+ presentaron
3.7 veces mayor riesgo de recurrencia que los pacientes en los que no se
detectaron CTCs poscirugia.

5.7.3 ANALSIS DE SUPERVIVENCIA GLOBAL

Se realizd un analisis univariante y multivariante de la influencia de los
principales factores clinico patoldgicos asi como de la deteccién de CTCs sobre
la supervivencia global.

1. ANALISIS UNIVARIANTE

Con el objeto de determinar la asociacion entre la probabilidad de
supervivencia global y las diferentes variables se realizé un analisis de regresién
de Cox univariante. En la Tabla se resumen el analisis univariante efectuado
sobre las principales variables clinico patolégicas asi como con la deteccién de
CTCs.

En el analisis univariante el estadio patolégico Ill se asocié de forma
significativa a una peor supervivencia global, estos pacientes presentaron 3,2
veces mayor riesgo de muerte que los pacientes en estadio |. Junto al estadio
patologico la afectacion ganglionar N1-N2 se asocio igualmente a una peor SG.

En cuanto a la determinacién de CTCs, la presencia o ausencia de CTCs
antes o después de la intervencion no mostraron asociacién con la SG, la
presencia de CTCSEGFR+ antes de la intervencién fue la que mas se aproximo
a la significacién estadistica (Hazard ratio: 1.77 [0.79 -3.95]).

78



ANALISIS UNIVARIANTE

FACTORES PRONOSTICOS HR 95% IC p
CTC1+ 1.48 0.67 -3.27 0.325
CTC2 + 1.18 0.51-2.74 0.69
CTC 1 EGFR + 1.77 0.79-3.95 0.158
CTC2 EGFR + 0.57 0.49-3.28 0.628
|
Estadio TNM 1 1.98 0.78 - 5.05 0.148
1] 3.20 2.11-11.56 <0.001
Tamafio 23 1.35 1.14-1.59 | <0.001
tumoral (cm) <3
Afectacién N1-N2 2.588 1.46 - 5.67 0.027
ganglionar NO
Tipo Otro 2.657 0.57-12.33 0.212
Histologico | Adenocarcinoma
Via de Toracotomia 1.233 0.54-2.79 0.615
abordaje | yjdeotoracoscopia
. Neumonectomia 1.595 0.63-4.02 0.322
Tipo de
reseccion Lobectomia/
segmentectomia
BT Si 1.229 0.56 - 2.71 0.608
adyuvante No
Tabla 11 -
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2. ANALISIS MULTIVARIANTE

En el modelo final de andlisis multivariante para supervivencia global se
incluyeron cuatro variables: Estadio patoldgico, estadio N, tamafo tumoral y
presencia de CTCsEGFR+ en la primera determinacion (CTCEGFR1).

ANALISIS MULTIVARIANTE SG

FACTORES PROGNOSTICOS HR 95% IC o]
CTCEFGR 1+ 1.55 0.59-4.08 0.372
Afectacidon N1-N2 3.73 0.67-13.41 0.097
ganglionar NO
Estadio | 0.589 0.17 - 2.06 0.410
patolégico T
Tamaiio 23cm 1.470 1.08 -1.99 0.015
tumoral <3cm

Tabla 12 — Analisis Multivariante para SG

El tamafio tumoral mayor a 3 cm se asocié de forma significativa e
independiente a una peor supervivencia global. La presencia de CTCs no mostré
ser un factor prondstico asociado a la SG en este analisis.
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6. DISCUSION



El cancer de pulmén constituye la principal causa de muerte atribuida a
enfermedad tumoral en el mundo'. A pesar de los avances en el tratamiento
conseguidos en los Ultimos afos, entre los que se incluye el abordaje
multidisciplinar, el desarrollo de la cirugia minimamente invasiva o las nuevas
terapias dirigidas, la supervivencia global a los 5 afios continua situandose en
torno al 15%*°.

En los estadios iniciales del CPMN el tratamiento quirugico se considera
el tratmiento mas efectivo, consiguiendo los mejores resultados de superiviencia
que oscilan entre el 60%-90% para el estadio | y el 30%-70% para el estadio I1°°.
Sin embargo a pesar de un adecuado tratamiento quirdrgico mas de un 20% de
pacientes desarrollaran una recurrencia y eventualmente moriran a causa de la
enfermedad "°".

En un intento por mejorar los resultados de SG y SLE de estos pacientes
se han planteado diferentes esquemas de tratamiento adyuvante. Sin embargo
solo se ha podido demostrar una discreta mejoria en la superivivencia para
estadios Il y Ill, pero no para el estadio | % Quizad este hecho pueda
deberse a la dilucién del efecto provocada por la administracion de quimioterapia
en pacientes sin enfermedad oculta y en los que en estadios tan precoces se ha
conseguido realizar una reseccion completa y efectiva.

Este elevado porcentaje de recurrencias ha llevado a plantear la
necesidad de nuevos factores prondsticos capaces de identificar a pacientes
que pese a encontrarse en estadios inciales de un CPNM presentan un peor
pronéstico al esperado, con malos resultados en términos de SLE y SG. Dichos
factores permitirian disponer ademas de una indicacion mas precisa para
quimioterapia adyuvante tras reseccién completa, solo en los casos en los que
realmente exista un mayor riesgo de recurrencia.

Diversos estudios han mostrado la asociacion de ciertos factores clinicos
y patoldgicos con la aparicion de una recurrencia tales como la edad, el tipo
histoldgico o la invasién vascular®'%""2, Sin embargo ninguno de ellos, ademas
del estadio TNM, han demostrado ser determinantes ni establecer ciriterios
universalmente aceptados en protocolos o guias para indicar un tratamiento
adyuvante o un seguimiento mas exhaustivo.

Junto a estos factores clinicos se han investigado diversos
biomarcadores incluyendo alteraciones moleculares, como la mutacién del EGFR
o diversas firmas genéticas'®® El papel del andlisis genético en estadios
avanzados ha quedado ampliamente demostrado, sin embargo en estadios
iniciales es aun controvertido. La mayoria de ellos requieren ademas de
meétodos invasivos para su analisis, requiriendo de la obtencion en muchos
casos de una muestra histolégica del tumor primario por métodos invasivos.

Como un nuevo factor prondstico para estos pacientes ha sido propuesta
la deteccién de CTCs en sangre periférica.
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El objetivo fundamental de este estudio pretendia determinar el impacto
clinico la deteccion y caracterizacion de CTCs como marcador prondstico que
nos permita identificar a pacientes con mayor riesgo de recurrencia y peor
prondstico al esperado.

En la actualidad sabemos que para que llegue a producirse una
metastasis, necesariamente se requiere del vertido de células tumorales al
torrente sanguineo por donde circulen y sean capaces de sobrevivir'®®. La
deteccion de estas CTCs en sangre periférica ha demostrado tener valor
prondstico y predictivo en diferentes tipos de tumores de origen epitelial’>*'*®,
como es el caso del cancer de mama, *'°%'®" el cancer de colon'?"'® y el de
prostata'®6-1

En lo que respecta al cancer de pulmon varios grupos han investigado la
implicacion en el prondstico y tratamiento que la deteccién de CTCs podria tener
en pacientes con estadios avanzados, sometidos a quimioterapia’®*'%*'"2 En un
estudio realizado por Krebs et al.'”' en pacientes con estadio -1V se analizan
los niveles de CTCs antes y después del tratamiento con quimioterapia.
Observaron que niveles iniciales de 5 o mas CTCs antes del tratamiento
representaba un factor prondstico independiente de peor supervivencia global y
libre de enfermedad. Asi mismo encuentraron que niveles persistentemente
elevados tras el tratamiento implicaban un mal prondéstico.

Sin embargo son escasas las publicaciones al respecto del valor
prondstico de las CTCs en pacientes sometidos a tratamiento quirdrgico™" 73182,
De ellas la mayoria se tratan de estudios con un numero de pacientes reducido,
que han empleado diferentes metodologias para la deteccién de CTCs, y en
muchos casos con una sola determinacién antes de la cirugia. A pesar de la falta
de homogeneidad, sus resultados apuntan a que la presencia de CTCs
constituye un factor de mal pronéstico en los pacientes intervenidos por CPNM.

Uno de ellos se trata de un estudio realizado por Tanaka et al. en el que
se incluyé a 150 pacientes sometidos a tratamiento quirdrgico, realizando una
sola determinacion antes de la cirugia. Los pacientes se encontraban en
diferentes estadios (I-IV) y emplearon para la deteccién el método
semiautomatico Cell Search. La prevalencia de CTCs fue del 30.6% vy
encontraron una correlacion entre el numero de CTCs y el estadio, asi como una
asociacion de los niveles de CTCs con un mayor riesgo de progresion de la
enfermedad '"°.

En otro trabajo realizado por Hofman et al. igualmente con una sola
determinacion previa a la cirugia, se emple6é una tecnica de aislamiento por
tamano (ISET), en pacientes con estadios I-IV. La proporcién de pacientes con
CTCs positivas antes de la cirugia fue de un 49% y encuentraron que un nivel de
50 CTCs o mas se relacionaba de forma significativa con una peor SG y SLE'™.

En un estudio a pequefia escala realizado por Rolle et al. si se realizaron
determinaciones posteriores a la intervencion, concretamente a las dos semanas
de la cirugia y a los 5 meses. Incluyen 30 pacientes empleando para la
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deteccién una técnica denominanda MAINTRAC basada en el analisis celular
mediante el uso de citometria de flujo. Observaron que los pacientes con un
incremento de CTCs durante el segimiento presentaban un mayor riesgo de
recurrencia’’.

En otros dos estudios en los que se empled la plataforma CellSearch,
basada en la seleccidén positiva inmunomagnetica para el aislamiento y
deteccién de CTCs, no se encontrd asociaciéon entre la presencia de CTCs y el
prondstico'®'”” En ambos estudio las determinaciénes de CTCs se realizaon
inmediatamente despues de la cirugia. Conjuntamente con el analisis de CTCs
en sangre periferica, estos estudios tambien analizaron la presencia de CTCs en
vena pulmonar al finalizar la intervencion. Al igual que con los resultados del
analisis de CTCs en sangre periférica, tampoco se encontrd asociacién entre la
presencia de CTCs en el postroperatorio inmediato y el desarrollo de metastasis.

Por otra parte en el estudio realizado por Sawabata 156 et al. se describe
como las CTCs detectadas 10 dias despues de la intervencién, desaparecen.
Estos resultados confirman la hipotesis de que durante la cirugia un numero
significativo de CTCs pueden pasar a la sangre, pero el valor prondstico, en
cuanto a su papel en el desarrollo de posteriores metastasis, que su presencia
puede tener no ha podido, aun, ser demostrado. Una posible explicacion de la
falta de correlacion entre la presencia de las CTCs inmediatamente despues de
la cirugia y las posteriores recaidas, podria ser el hecho de que un gran numero
de estas CTCs no sobreviven y realmente se trata de celulas apoptoticas y que
son potencialmente eliminadas por el sistema inmune. En cooncordancia a esto,
varios estudios en modelos animales han mostrado que pasadas 24 horas tras la
administracion intravenosa de células tumorales solo un 0,01% de ellas eran aun
viables pasado ese periodo 162

Basandonos en estos antecedentes, el estudio baso el analisis de la
segunda determinacion en un plazo no inferior a tres semanas tras la cirugia

Por otra parte en el estudio realizado por Sawabata'’’ et al. se describe a

como las CTCs habian desaparecido 10 dias tras la intervencion. Estos
resultados confirman la hipotesis de que durante la cirugia un numero
significativo de CTCs pueden pasar a la sangre, pero el valor prondstico, en
cuanto a su papel en el desarrollo de posteriores metastasis, que su presencia
puede tener, no ha podido aun ser demostrado. Una posible explicacion de la
falta de correlacion entre la presencia de las CTCs inmediatamente despues de
la cirugia y las posteriores recaidas, podria ser el hecho de que un gran numero
de estas CTCs no sobreviven y realmente se trata de celulas apoptoticas y que
son potencialmente eliminadas por el sistema inmune. En cooncordancia a esto,
varios estudios en modelos animales han mostrado que pasadas 24 horas tras la
administracion intravenosa de células tumorales solo un 0,01% de ellas eran aun
viables pasado ese periodo'®.

Basandonos en estos antecedentes, el estudio baso el analisis de la
segunda determinacion en un plazo no inferior a tres semanas tras la cirugia.y
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poder determinar con mejor exactitud la prevalencia real de CTCs después de la
reseccion pulmonar.

En nuestro estudio se detectaron CTC en 40 de los 102 pacientes (
39,2%) antes de la cirugia con una media de 2.1 CTCs por cada 10 ml. Este
porcentaje es similar al encontrado en el estudio realizado por Yoon et al '®2 en
el se incluyd a 79 pacientes en estadios patolégicos I-lll, realizando al igual que
en nuestro trabajo dos determinaciones, antes de la intervencion vy
aproximadamnente un mes tras la misma.

En la segunda determinacion realizada en nuestros pacientes
observamos que este porcentaje descendié al 27.4% con una media de 0.8
células circulantes.

Este descenso en el porcentaje de pacientes con CTCs positiva puede
ser atribuido al efecto de una cirugia radical curativa y ha sido observado en
estudio previos, como el anteriormente mencionado de Yoon et al'® o en
trabajos realizados sobre deteccion de CTCs en otros campos, como un
reciente estudio en el que se observa una negativizacion de CTCs tras
peritonectomia en carcinomatosis peritoneal.

La negativizaciéon de CTCs podria suponer que la reseccion completa ha
sido efectiva y el paciente se encuentra libre de enfermedad tras la misma.

Por el contrario la presencia de CTCs un mes tras la intervencion podria
indicar la persistencia de enfermedad en forma de posibles micrometastasis no
detectables por métodos convencionales, que podrian constituir un nuevo origen
de CTCs una vez que el tumor primario ha sido resecado.

En nuestro estudio la presencia de CTCs tras la cirugia se asocié de
forma significativa a la aparicion de recurrencias y a una peor SLE.

En los pacientes en los que se detectaron CTCs tras la intervencion el
porcentaje de recurrencias fue del 57.1% frente a un 27% en aquellos en los que
la segunda determinacion fue negativa.

Asi mismo la SLE fue significativamente mas corta en los pacientes con
presencia de CTCS un mes tras la operacion, siendo la SLE al afio para estos
pacientes del 59.1% frente al 79.1% observada en pacientes en los que no pudo
detectarse CTCs en la segunda determinacion.

En el analisis multivariante la presencia de CTCs tras la intervencion fue
el factor prondstico con mayor influencia sobre la SLE, presentando estos
pacientes hasta 3.72 veces mayor riesgo de recurrencia que los pacientes sin
CTCs tras la cirugia.

La deteccion de CTCs en la sangre periférica podria por tanto ser
empleada como un método poco invasivo para determinar el prondstico de estos
pacientes e indicar asi mismo la necesidad de un seguimiento postoperaotrio
estrecho asi como la indicacion de un tratamiento adyuvante.

87



Por otra parte, en nuestro estudio no encontramos asociacion entre la
primera determinacion y el prondstico. En dos de los estudios previamente
mencionados realizados por Tanaka'® y Hofman'® si encontraron una
asociacion entre la presencia preoperatoria de CTCs y la SG y/o SLE. En ambos
se realizd una sola determinaicon antes de la cirugia, e incluyeron a pacientes
en estadios avanzados. En los otros estudios descritos con anterioridad en los
que si se realizaron determinaciones tras la la cirugia y pasado el postoperatorio
inmediato encontraron, de acuerdo a nuestros resultados, que eran las
determianciones posteriores a la intervencion las que tenian una mayor

influencia en el  prondstico’" 182,

Junto a su valor pronéstico se ha estudiado la posible asociacion entre la
detecciéon de CTCs y diferentes variables clinico patoldgicas. La asociacion mas
frecuentemente analizada ha sido con el estadio TNM encontrandose en algunos
estudios una mayor presencia y niveles de CTCs en estadios avanzados'’" En
cambio en otros como en el estudio de Hofman ' no observaron asociacion
entre CTCS y el estadio, asi como tampoco con el resto de variables clinicas o
patolégicas analizadas. En nuestro estudio encontramos un mayor porcentaje de
pacientes con CTCs positivas en la segunda determinacion en estadios Il y I,
aunque las diferencias no llegaron a ser estadisticamente significativas.

Resulta interesante el hecho de que la uUnica variable con la que
encotramos una asocacion siginficativa fue la via de abordaje, detectandose un
mayor porcentaje de pacientes CTC2 + tras toracotomia en comparacién con el
abordaje VATS. En este sentido un trabajo de Huang et al'®' aun pendiente de
publicacion en el que se realizan tres determinaciones, antes de la intervencion
durante la misma y a los tres dias de la cirugia, encuentran un incremento de
CTCs tras la operacion pero describen que este incremento fue
significativamente inferior tras VATS en compracion con la toracotomia. Sin
embargo no fue analizado el valor pronéstico de estos hallazgos.

Los ultimos estudios publicados al respecto han puesto de manifiesto la
importancia de analizar no soélo la presencia o niveles de CTCs sino también las
caracteristicas fenotipicas y moleculares de las mismas'®'8'8 Se ha visto que
las CTCs presentan una gran heterogeneidad, y que sélo algunas de ellas con
particulares caracteristicas seran capaces de dar lugar a metastasis, la
caracterizacion de este subgrupo es un aspecto fundamental en la
investigaciones sobre CTCs"®.

Nuestro estudio realizamos adicionalmente una caracterizacion fenotipica
de las CTCs en funcién de la expresion de EGFR. La presencia de CTCSsEGFR+
no mostrd asociacion con ninguna variable clinico patolégica y tampoco mostré
ninguna influencia significativa en el pronédstico. La presencia de CTCsEGFR+
antes de la intervencion mostré una tendencia a una peor SG, como vimos en
las curvas de superivivencia, aunque la diferencia no alcanzé la significacion
estadistica.
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Junto a la caracterizacion fenotipica la caracterizacion molecular esta
siendo objeto cada vez de un mayor interés. El analisis genético permitiria
detectar mutaciones genéticas en CTCs que pueden corresponderse o no con
las presentes en las células del tumor primario, y que pueden tener implicaciones
fundamentales en la aparicién de resistencias al tratamiento, en el prondstico y
en la aparicion de recidivas'®.

El creciente interés en la caracterizacion molecular de las CTCs esta
intimamente relacionado con el desarrollo de terapias dirigidas y la medicina
personalizada en Oncologia. Recientes estudios apuntan a que muchas de las
alteraciones genomicas (mutaciones o reodenamientos) que ocurren en las
células tumorales pueden ser potenciales dianas para tratamientos dirigidos. La
lista de potenciales alteraciones genémicas es larga y afecta a la mayoria de
casos reflejando una gran heterogeneidad molecular en el CPNM. Algunas de
ellas como las mutaciones del EGFR son ahora determinadas de forma rutinaria
en estadio avanzados de CPNM.

Algunos estudios han mostrado la posibilidad de determinar mutaciones
del EGFR en CTCS o bien en DNA libre en plasma (114,115). Sin embargo la
deteccién en plasma se ha asociado a un numero significativo de falsos
negativos, de ahi el interés de su deteccién directamente en CTCs. Lo que
ofreceria la posibilidad de realizar un estudio molecular por un método poco
invasivo como un analisis de sangre. Futuros estudios tendran que determinar el
valor pronéstico y predictivo que puede tener la caracterizacion genética de
CTCs en estadios precoces del CPNM.

En definitiva la determinacion y caracterizacion de CTCS en pacientes
con estadios precoces puede ser una herramienta de gran valor en relacion al
pronostico y tratamiento de pacientes con tratamiento quirdrgico de un CPNM.

Para nuestro conocimiento este estudio es el primero a gran escala en el
que se realizan dos determinaciones antes de la intervencion y tras la misma en
un grupo homogéneo de pacientes sometidos a tratamiento quirdrgico radical.
Los resultados descritos muestran como la presencia de CTCs un mes tras la
intervencion se asocia a un peor pronéstico.
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7. CONCLUSIONES



Es posible la deteccion y caracterizacion de CTCs en pacientes con
CPNM sometidos a tratamiento quirurgico radical

El porcentaje de pacientes en los que se detectaron CTCs fue
inferior en la segunda determinacion, realizada un mes tras la
intervencion.

La presencia de CTCs tras la cirugia se asocid de forma
significativa a un mayor porcentaje de recurrencias en pacientes
con CPNM resecado.

La deteccion de CTCs tras la intervencién fue un factor pronéstico
independiente asociado a una peor SLE.

En pacientes con reseccion radical de un CPNM en los que se
pretenda determinar el prondstico en base a la deteccion de CTCs,
una sola determinacion preoperatoria sera isuficiente, debiéndose
realizar una segunda determinacion tras la cirugia, pero
preferiblemente pasado el periodo del postoperatorio inmediato.

El porcentaje de pacientes con CTCs fue inferior tras cirugia
videoasistida en comparacién con los casos en los que la reseccion
pulmonar fue realizada por toracotomia.

La deteccion de CTCs podria constituir un factor pronéstico capaz
de identificar a pacientes que pese a encontrarse en estadios
iniciales y ser sometidos a un tratamiento quirurgico radical
presentan una recurrencia precoz, pudiendo por tanto constituir
una inidcacién para un tratamiento adyuvante.

La deteccion y caracterizacion de CTCS podria contribuir a la
estratificacion del riesgo de recurrencia en estadios iniciales de un
CPNM. Seran necesarios nuevos estudios para confirmar dichos
hallazgos.
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