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1. Introduccion
1. CONTEXTUALIZACION DEL PROBLEMA DE SALUD

1.1 EPIDEMIOLOGIA Y EVOLUCION HISTORICA DEL CANCER DE PULMON

El cancer de pulmén (CP) es la principal causa neopldsica de muerte en el
mundo y la segunda causa de muerte en los paises desarrollados y en algunos en vias
de desarrollo, después de las enfermedades vasculares, que siguen ocupando el primer
lugar. Se prevé un incremento de la tendencia del cancer de pulmdn hasta el 2030.
Entre hombres tiene la mayor incidencia en todo el mundo, seguida por el cancer de
prostata y el de estémago. Entre mujeres el CP es el cuarto tumor mas diagnosticado
después del de mama, colorrectal y cuerpo del utero (1).

En el afio 2012 se diagnosticaron en el mundo 1.8000.000 casos al afio y se produjeron
1.600.000 muertes/afio. En Espafia se diagnosticaron 23.000 casos al afio y murieron
20.500 casos/afo.

A nivel global, se observan diferencias en la evolucion de la mortalidad por CP entre los
diferentes paises que esta relacionada con los patrones de consumo tabdaquico. Asi,
enpaises con tasas muy elevadas de mortalidad como en Reino Unido y algunos paises
del Norte de Europa han experimentado una disminucién progresiva a partir de las
Ultimas décadas del siglo pasado, que se inici6 primero en los varones v,
posteriormente, en las mujeres; en estos paises ya se habia iniciado, mas de 30 afios
antes, un declive en la prevalencia del tabaquismo. Por el contrario, en los paises del
Este y Sur de Europa la disminucion del consumo de tabaco se inicié mas tarde (2).

Se han encontrado diferencias raciales y socio-econdmicas en la incidencia del CP. Asi
por ejemplo en EEUU las tasas de incidencia y mortalidad son mayores en caucasicos y
afroamericanos que otros grupos étnicos. También la edad y la localizacién geografica
son factores importantes (3) y existen variaciones a nivel global.
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FIGURA 1: Tendencias en la tasas de mortalidad por 6rganos en varones desde 1930 hasta
2012. Imagen tomada de Cancer statistics, 2016.
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FIGURA 2: Tendencias en la tasas de mortalidad por érganos en mujeres desde 1930 hasta
2012. Imagen tomada de Cancer statistics, 2016.

En Espafia se diagnostican unos 20.000 casos anuales, lo que representa el 18,4% de
los tumores entre los hombres (18.000 casos) y el 3,2 % entre las mujeres (2.000
casos). Por géneros, este cancer supuso 17.661 muertes en varones y 3.826 en
mujeres, segunda y decimotercera causa de muerte para cada sexo respectivamente
(4). Hay que destacar que en la ultima década, el numero de muertes por CP en
mujeres espafiolas ha experimentado un aumento anual del 4-6% debido al aumento
del consumo de tabaco en las mujeres espafiolas en las Ultimas dos-tres décadas. Sin
embargo, en las mujeres, el hallazgo mas notable fue el exceso de riesgo observado
para los municipios de Pontevedra y Ourense. Esto podria estar relacionado con una
mayor exposiciéon a radéon en los hogares, ya que los mapas de distribucién de
radiacion coinciden con este hallazgo.
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Otro hallazgo es que en el Ultimo periodo de cinco afos, el riesgo de padecer CP, en
mujeres, se centrd en zonas urbanas, coincidiendo con que la prevalencia de
fumadores es mayor en las ciudades que en las zonas rurales, y donde, ademas, el
efecto de la contaminacion del aire también tendria que ser tomada en cuenta.

En Andalucia, la tasa de mortalidad por cdncer de pulmén ajustada por edad en
varones paso, en el periodo de estudio, de 50,1 por 100.000 varones en 1975 a 74,5 en
el afio 2002, con un incremento anual medio del 1,7% (p < 0,05). Sin embargo, el
analisis joinpoint (5) nos permite diferenciar 2 periodos de aumento: 1975-1982 y
1982-1994, con incrementos del 4,9 y el 2,0%, respectivamente (p < 0,05), tras los
cuales las tasas descienden (un 1,6% anual; p < 0,05). El analisis por provincias muestra
que en el periodo completo las tasas estandarizadas globales se incrementan de forma
significativa en todas ellas. Sin embargo, el analisis joinpoint permite delimitar 3
tendencias diferenciadas en los Ultimos afios: descenso en Cadiz y Sevilla;
estabilizacion en Almeria y Cérdoba, e incremento en Granada, Huelva, Jaén y Malaga
(6). Posiblemente haya una subestimacion de la incidencia que afecte a los grupos de
edad mas avanzada y a los cdnceres de peor prondstico, por ser estos donde se
concentran, fundamentalmente, los casos cuya Unica informacién procede de un
Certificado de Defuncidn (7).

En el periodo 2010-2012, la incidencia media anual de cancer en Granada presentd
unas tasas brutas de 666 y 494 por 100.000 hombres y mujeres, respectivamente.
Siendo esta incidencia mas elevada en los hombres que en las mujeres, con una razén
de tasas estandarizadas de 1,5. Las tasas acumulativas calculadas hasta los 74 afios
fueron de un 46,6% y 30,1% para hombres y mujeres, respectivamente, lo que significa
que, si las tendencias temporales no se modifican, casi 1 de cada 2 hombres y 1 de
cada 3 mujeres residentes en la provincia de Granada desarrollard un cdncer antes de
los 75 afios de edad (8).

La mortalidad en Espafia no ha dejado de aumentar desde 1980, tanto en varones
como en mujeres. De los casos nuevos en el momento del diagndstico tan sélo el 20%
se encuentra en estadios tempranos (estadios | y Il de la clasificacion TNM) y hasta el
40% de los casos tienes enfermedad diseminada.

Aunqgue con diferencias temporales seglin las zonas geograficas, hay una tendencia
universal al aumento de la proporcidn de adenocarcinomas y a la disminucidn del tipo
histoldgico epidermoide, tendencia que ya se registré a partir de los afios setenta en
EE.UU., donde los primeros son hoy, con mucho, la variedad mas comun. En nunca
fumadores (definido como individuo que ha fumado menos de 100 cigarrillos durante
toda su vida o menos de un cigarrillo al dia durante un periodo maximo de 6 meses) y
en mujeres predomina la variante adenocarcinoma, representando mas del 70% de los
casos frente a un 40% aproximadamente en fumadores (9). Esto podria atribuirse al
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paso paulatino de tabaco negro a tabaco rubio y al descenso en la cantidad de
nicotina, que produce caladas mas profundas y tumores mas periféricos como el
adenocarcinoma frente a tumores mas propios de bronquios principales o de zonas
centrales como el carcinoma epidermoide.

Este cambio en la histologia del CP podria deberse a los cambios que se han producido
en la composicién de los cigarrillos que podria conllevar a modificaciones en la dosis de
carcinégenos inhalados y en el patrén de deposicién en los pulmones (10). En las
ultimas décadas ha aumentado el volumen de inhalacién, lo que podria conllevar una
mayor deposiciéon de particulas en las vias aéreas mds periféricas y alveolos. Esta
hipdtesis también es valida para nunca fumadores expuestos al humo del tabaco
(tabaquismo pasivo).

Con respecto a la edad de diagnéstico el CP se diagnostica a menudo a una edad
tardia (47% de los casos diagnosticados en personas de 70 afios o mas) y en
una etapa tardia (alrededor del 50% ha avanzado la enfermedad en el momento
del diagndstico).

Los datos de 2004 a 2008 de Vigilancia, Epidemiologia y Resultados Finales
(SEER) informaron la edad media de diagndstico en 71 afios. Aproximadamente
el 0,2% de los canceres de pulmdén se diagnostican en pacientes entre 20 y 34
aflos de edad, sin casos diagnosticados en pacientes menores de 20 aios; el
1,5% entre 35 y 44 afios; el 8,8% entre 45 y 54 afos; el 20,9% entre 55 y 64
afos; el 31,1% entre 65 y 74 anos; el 29% entre 75 y 84 afios; y el 8,3% a
partir de los 85 afios.

La edad media de diagndstico es generalmente mds temprana en pacientes
caucasicos, sobre todo entre los no fumadores. Esta diferencia entre los asiaticos
y los caucasicos se justifica por la presencia de diferentes susceptibilidades
genéticas para el cancer de pulmodn (11-12).

1.2 FACTORES DE RIESGO

Los eventos especificos que conducen a la transformacién maligna de las
células broncoepiteliales son desconocidos. Los datos epidemioldgicos indican que
la exposicion ambiental a carcindgenos, como los encontrados en el humo del
tabaco o en las fibras de asbesto, inducen o facilitan la transformacion
(componente extrinseco). La contribucién de los carcindgenos extrinsecos viene
modulada por las variaciones genéticas (componente intrinseco) que afectan a
aspectos del metabolismo de los -carcinégenos como la conversién de
procarcindgenos a carcindgenos y su inactivacion. Cada uno de estos pasos
criticos sigue siendo el foco de investigaciéon clinica (13, 14).
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1.2.1 Tabaco

El humo del tabaco es una mezcla de casi 5.000 sustancias toxicas y un ndmero
aproximado de 60, estan clasificados como cancerigenos por la Agencia Internacional
de Investigacion en Cancer. La fase gaseosa contiene moléculas potencialmente
carcinogénicas como Oxidos de nitrégeno, isopreno, butadieno, benzeno, estireno,
formaldehido, acetaldehido, acroleina y furano, mientras que la fase de particulas
cuenta con carcindgenos como los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH),
nitrosaminas, aminas aromaticas y metales (cromo, niquel, cadmio). Si bien el efecto
individual de los carcindgenos del tabaco es dificil de estudiar a nivel molecular ya que
estamos tratando un problema de exposicion créonica a una mezcla compleja de
moléculas carcindégenas y/o procarcindgenas, numerosas evidencias experimentales
han demostrado la implicacién del tabaco en todos los pasos de la carcinogénesis (15).
En las células diana la mayoria de estos carcinégenos se convierten en compuestos
intermediarios por la enzimas del citocromo P450, que catalizan la adicion de oxigeno
al carcinégeno, incrementando asi, su solubilidad en agua. Los metabolitos resultantes
son rapidamente convertidos en formas solubles secretables por la glutatiéon S-
transferasa, que provee un eficiente mecanismo de destoxificacién. Sin embargo
durante este proceso se forman intermediarios electrofilicos (deficientes en
electrones) que reaccionan con el ADN formando aductos con las bases nitrogenadas.
Si estos aductos no se reparan convenientemente mediante los mecanismos celulares
pertinentes (nucleotide excision repair pathway) pueden llevar a que, durante la
replicacion del ADN, se introduzcan errores en la copia, dando lugar a mutaciones. La
existencia de diferentes polimorfismos en estas enzimas detoxificadoras de
xenobidticos (CYP, GST) explicarian en parte las diferentes susceptibilidades
individuales a la accién de los carcindgenos, al igual que ocurre con las proteinas
responsables de la reparacién del DNA, que podriamos considerar como genes
supresores de tumores.

Todos los tipos histolégicos de CP estan relacionados con el humo del tabaco, aunque
la asociacién crece en el epidermoide y en el microcitico, siendo menor en el
adenocarcinoma y en el carcinoma de células grandes. El riesgo de desarrollar CP
aumenta en funcion de la cantidad de cigarrillos fumados cada dia y de los afos de
habito tabaquico, ya que la dosis de cancerigenos es acumulativa (16).

La patogenia del tabaco sobre el pulmdn se desarrolla con la llegada del humo del
tabaco a los alvedlos donde no se pueden absorber los hidrocarburos policiclicos
aromaticos por ser sustancias liposolubles. Estas sustancias cancerigenas son
fagocitadas por los macrofagos alveolares, que se eliminan con la expectoracion. En
muchas ocasiones, los macréfagos se rompen liberando las sustancias fagocitadas a
nivel de la superficie bronquial que irrita la mucosa obligando a la membrana basal a
proliferar. Esto supone un dafo lesivo para el epitelio produciéndose una metaplasia
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de las células escamosas que evolucionara a displasia, posteriormente a carcinoma in
situ y finalmente hacia carcinoma invasivo.

Los cigarrillos de marihuana contienen mas alquitran que los de tabaco. Igualmente, el
humo se inhala profundamente y se retiene en los pulmones por largo tiempo.
Ademas, los cigarrillos de marihuana se fuman hasta el final, donde el contenido de
alquitran es mayor (17).

1.2.2 Tabaquismo pasivo

En los ultimos 20 afios se ha documentado repetidamente que la exposicién a humo de
tabaco de segunda mano causa cdncer de pulmdén en no fumadores. La asociacion
causal del tabaquismo involuntario con el cancer de pulmén es biolégicamente
plausible, por la presencia de carcinégenos con demostrada actividad genotdxica en el
humo secundario. También se ha demostrado la excrecién urinaria de una nitrosamina
(4 metilnitrosamina-1-3pyridyl-1-butanona), un potente carcindgeno especifico del
tabaco, en no fumadores expuestos al humo de tabaco de segunda mano (18).

En 1992 la Environmental Protection Agency de Estado Unidos (USEPA), en un
metaandlisis de 30 estudios concluyd que el tabaquismo pasivo estaba asociado
causalmente al CP contribuyendo a unas 3000 muertes anuales en EEUU. Analisis
posteriores han confirmado estos datos, concluyendo que el efecto de estar expuesto
al humo ambiental del tabaco por tener un cényuge fumador y por exposicion en el
lugar del trabajo se asocia con un exceso de riesgo de CP del 20-25% (19). Basandose
en estos resultados, la USEPA vy la International Agency for Research on Cancer (IARC)
han designado oficialmente el tabaquismo pasivo como un carcinégeno humano (20,
21). No obstante, la evidencia disponible indica que el tabaquismo pasivo es un
carcinégeno relativamente débil y la gran mayoria de los casos de CP en nunca
fumadores no pueden ser explicados Unicamente por la exposicidon al humo ambiental
del tabaco.

1.2.3 Contaminacion atmosférica

La exposicion a particulas contaminantes ambientales como el didxido de sulfuro
producido por los humos de los coches y calefacciones, estd en relacion con el
desarrollo de CP. Segun varios estudios prospectivos multicéntricos, un aumento en la
concentracion de estas particulas de polucion estd asociado a un aumento de la
mortalidad por CP (22).

1.2.4 Contaminacion laboral

El raddn es un gas noble, ubicuo, incoloro, inodoro e insipido que se origina durante el
proceso de desintegracién del uranio 238. Las primeras investigaciones sobre cancer
de pulmédn y raddn residencial comenzaron a realizarse a finales de los 80 y en la
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década de los 90. Todos son estudios de casos y controles y tienen un método similar,
a pesar de lo cual los resultados han sido muy heterogéneos, si bien la mayoria de los
trabajos han puesto de manifiesto un aumento del riesgo de cancer de pulmén en
relacion con la exposicidn a raddn residencial. Estos resultados se han visto claramente
influenciados por la zona en la que se ha llevado a cabo la investigacion, de manera
gue en areas geograficas con concentraciones elevadas de radon residencial se ha
encontrado con frecuencia un mayor efecto que en los estudios realizados en zonas
con bajas concentraciones de radén (23).

El asbesto se ha relacionado con el aumento de riesgo de padecer CP. Se ha
encontrado diferente riesgo segun el nivel de exposicidn y el tipo de fibras que se
utilizaban para la creacién de materiales ignifugos, materiales aislantes, uralitas y otros
productos utilizados, fundamentalmente, en la construccién. Actualmente su uso esta
practicamente eliminado en muchos paises (24).

Estudios en cohortes en fundidores de cobre y mineros de estafio, expuestos al
arsénico, demostraron una mayor incidencia en CP. También se ha demostrado esta
relaciéon, en expuestos a agua para consumo doméstico con elevados niveles de
arsénico. En cuanto al silice, parece demostrada una mayor incidencia de CP entre las
personas con silicosis, incluso en ausencia de habito tabaquico (25).

1.2.5 Contaminacion doméstica

La mitad de la poblacion mundial utiliza combustibles sélidos para cocinar y calentarse,
a menudo en espacios poco ventilados. Las sustancias volatiles generadas de los
aceites utilizados para cocinar han demostrado ser mutagénicas y contienen
hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs), asi como aldehidos y otros mutdgenos.
Se ha establecido una correlacion significativa entre la concentracién de benzopireno
en el interior de la vivienda y una alta mortalidad por CP, fundamentalmente en el
adenocarcinoma (26).

1.2.6 Dieta

Numerosos estudios han evaluado la posible influencia de distintos componentes de |a
dieta (carnes, frutas y verduras o alcohol entre ellos) en el riesgo de desarrollar CP con
resultados discordantes tanto en lo referente al posible efecto protector de alimentos
como frutas o verduras como en el incremento del riesgo que en ocasiones se ha
atribuido al consumo de carne roja. En un estudio de casos y controles publicado en
2007, se analiz6 la relacidon entre consumo de carne y pescado y el riesgo de CP. El
resultado mas destacable fue que, mientras que el consumo de carne se asociaba con
un efecto protector odds ratio OR: 0,24; (IC 95%: 0,11-0,50), el consumo de pescado
mostré una asociacion con el desarrollo de CP, con una OR de 1,67 (IC 95%: 0,99-2,81)
tanto para pescado blanco como para pescado azul (27).
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Un aspecto menos estudiado es el efecto que el consumo de alcohol podria tener
sobre el riesgo de desarrollo de CP y menos aun en los nunca fumadores. En un estudio
publicado en 2004 se analizd el efecto del consumo de vino sobre el riesgo de
desarrollar CP. El consumo de vino tinto mostré un efecto protector OR: 0,43; (IC 95%:
0,19-0,96) frente a un discreto incremento en el riesgo asociado al vino blanco OR:
1,20. Un metaanalisis publicado en 2011 evalud la relacion entre el consumo de
alcohol y el riesgo de CP exclusivamente en nunca fumadores. Se incluyeron en el
analisis 10 estudios, con un total de 1913 casos de CP en nunca fumadores. Se
encontrd un riesgo relativo en bebedores frente a no bebedores de 1,21 (IC: 95%:
0,95%-1,55). Los autores concluyeron que la ingesta de alcohol no es un factor
etiolégico independiente para el CP en nunca fumadores (28).

Son necesarios mas estudios sobre los posibles efectos de la dieta en CP tanto en
fumadores como en nunca fumadores, grupo para el que, por momento no se dispone
de datos especificos.

1.2.7 Enfermedades respiratorias previas

A la inflamacioén se le ha atribuido un efecto carcinogénico e investigaciones recientes
sugieren que los procesos inflamatorios podrian tener un papel importante en la
carcinogénesis, mediante la activacion de tres procesos: aumento de las mutaciones
genéticas, efecto antiapoptosis e incremento de la angiogénesis.

La enfermedad pulmonar obstructiva créonica (EPOC) se ha relacionado con un
incremento del riesgo de desarrollar CP. El riesgo se asocia mas frecuentemente con
pacientes de edad mas avanzada y en aquellos con antecedente de tabaquismo (29).

1.2.8 Infecciones

Se ha propuesto la infeccion como un factor causal en el CP, pero sigue siendo
discutible. Diferentes virus oncogénicos se han propuesto como causa de CP.

La presencia de oncoproteinas E6 y E7 del Virus del Papiloma Humano (VPH) conduce a
la inactivacion de las proteinas supresoras de tumores p53 y gen del retinoblastoma
(Rb). Mientras que el VPH es probable que se encuentre principalmente en el CP
en las poblaciones asiaticas, la deteccion de variantes oncogénicos de VPH en
algunos tumores y la riqueza del conocimiento de la funcién de las
oncoproteinas de VPH sugieren que un subconjunto de cadncer de pulmén tendra
la infeccion por VPH, como principal origen (30).

El virus de Epstein-Bar (VEB), asociado con el linfoma de Burkitt y el carcinoma
nasofaringeo, ha sido fuertemente asociado con el linfoepitelioma, una rara
forma de CP en los pacientes asiaticos, pero esta asociacion no se ha observado
en la poblacién occidental. Otros virus sugeridos como etiolégico para el CP
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incluyen virus BK, virus JC, citomegalovirus humano, virus de simio 40, y el virus
del sarampién, sin embargo los resultados de los diferentes estudios son
incongruentes. Por otro lado, aunque la Chlamydia no es un patdgeno
oncogénico conocido, algunos investigadores han planteado la hipdtesis de que
la inflamacion resultante de la infeccion puede conducir a especies reactivas de
oxigeno que pueden causar dafio en el ADN, y conferir ventajas selectivas que
podrian conducir al cancer.

Algunos estudios informan de la asociacion de la tuberculosis pulmonar con CP.
Otros investigadores especulan que la inflamacién y cicatrizacién relacionada con
la tuberculosis contribuyen a la patogénesis del CP.

1.2.9 Antecedentes familiares

Se sabe que el cancer puede estar causado por mutaciones del ADN, que activan
oncogenes o los hacen inactivos a los genes supresores de tumores. Algunas personas
heredan mutaciones del ADN de sus padres, lo que aumenta en gran medida el riesgo
de desarrollar cancer.

Existen estudios epidemiolégicos que relacionan el CP y la susceptibilidad genética. Un
estudio prospectivo muestra un incremento del riesgo de CP de 1,95 en aquellos
pacientes con antecedentes familiares de CP. El riesgo era mayor para las mujeres y
para los nunca fumadores, que para los fumadores activos. Ademas la historia familiar,
se ha relacionado mds con la variante histolégica epidermoide (31).

1.3. HISTOLOGIA

En el afio 2004, la Organizacién Mundial de la Salud y la Asociacién
Internacional para el Estudio del Cancer de Pulmdén adoptaron la misma
clasificacién histolégica del cancer de pulmén, la cual establece dos grandes
grupos: cancer de pulmén de células pequenas (SCLC) o microcitico, que
representa aproximadamente el 20% de todos los canceres de pulmén y cancer de
pulmén de células no pequeiias (NSCLC) o no microcitico, que representa el 80%
restante (32). A continuacion nos centraremos en la clasificacién histoldgica del NSCLC:
entre los que se encuentra el carcinoma epidermoide, el adenocarcinoma y el
carcinoma de células grandes.

1.3.1 Carcinoma epidermoide

Las caracteristicas citolégicas de las células escamosas tumorales son un tamafio
grande con nucleos centrales hipercromaticos, uno o mas nucléolos pequefios y un
citoplasma abundante. Generalmente se presentan aisladas y pueden tener formas
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abigarradas. Histopatolégicamente el carcinoma de célula escamosa se caracteriza por
mostrar queratinizacidn, formacion de perlas y/o puentes intercelulares. El grado de
diferenciacién condiciona la presencia de los mismos, siendo prominentes en los
tumores bien diferenciados y focales en los poco diferenciados. Se reconocen cuatro
variantes:

1. Papilar: el tumor crece con un patrén papilar, con frecuencia es endobronquial
exofitico; su diferenciacién del papiloma puede ser dificil si no se indentifica
claramente invasién del estroma.

2. De célula clara: predominan o se componen en su totalidad de células claras.

3. De célula pequefia: se trata de un carcinoma de célula escamosa con células
pequefias y diferenciacién escamosa focal.

4. Basaloide: se caracteriza porque los nidos estan formados en su periferia por
células mas pequefias con disposiciéon en empalizada.

El carcinoma de célula escamosa se caracteriza inmunohistoquimicamente por
expresar queratina de alto peso molecular (34BE12) y antigeno carcinoembrionario
(CEA). Ademas, puede expresar, aunque en escaso porcentaje, factor de transcripcion
tiroideo (TTF-1) y cito-queratina 7 (CK7). No obstante, el marcador mads reconocido de
carcinoma escamoso es el p63, aunque su especificidad es limitada, dado que lo
pueden expresar hasta el 30% de los adenocarcinomas (33).

Ninguna alteracion molecular relevante se ha descrito en este tipo de tumor. En
algunos estudios se menciona la presencia de mutacién del gen del epidermal growth
factor receptor (EGFR) pero en ninguno la frecuencia es mayor del 1% (34).

1.3.2 Adenocarcinoma

Histopatoldgicamente, el adenocarcinoma es un tumor heterogéneo que refleja los
diferentes patrones de crecimiento que puede presentar:

1. Lepidico: crecimiento de las células tumorales a lo largo de los espacios
alveolares manteniendo la arquitectura, sin evidencia de invasién estromal,
pleural o vascular.

2. Acinar: formacién de acinos compuestos por células cubicas o columnares que
pueden producir mucina recordando a la glandula bronquial normal. Puede
incluir células de Clara.

3. Papilar: papilas con eje conectivovascular y estructuras papilares secundarias y
terciarias que reemplaza la arquitectura pulmonar subyacente. Puede darse
invasion y necrosis.

4. Micropapilar: papilas sin eje fibrovascular.
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5. Sdlido: nidos sélidos de células poligonales sin formacion de acinos, papilas ni
tubulos, con presencia de mucina.

La IASLC, ATS y ERS desarrollaron una nueva clasificacién para el adenocarcinoma
publicada en 2011 (35). La nueva clasificacién mantiene la continuidad y progresividad
desde la lesidn preinvasiva a la invasiva, clasificando los tumores en funcién del grado
de invasion, y subclasificandolos en funcién del patrén de crecimiento. De esta forma
se consigue una mejor correlacién clinico-patoldgica y prediccion prondstica. Una
consecuencia resefiable es la desaparicion del término bronquioloalveolar que ha dado
lugar a multiples confusiones al agrupar tumores con un patron de crecimiento
lepidico pero diferentes grados de invasividad.

En esta nueva clasificacion encontramos:
Lesiones premalignas:

e Hiperplasia adenomatosa tipica
e Adenocarcinoma in situ (< 3 cm anteriormente Bronquioloalveolar) puede ser:
No mucinoso

Mucinoso
Mixto

Adenocarcinoma minimamente invasivo (< 3 cm crecimiento predominantemente
lepidico con menos de 5 mm de invasion)

. No mucinoso
. Mucinoso
. Mixto

Adenocarcinoma invasivo:

. De predominio lepidico (Anteriormente patrén bronquioloalveolar no mucinoso
con >5 mm de invasién)

. De predominio acinar
. De predominio papilar
. De predominio micropapilar

. De predominio sélido con produccién de mucina.
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Variantes: la nueva clasificacidn incluye varias variantes nuevas y desaparecen algunas
de las incluidas en 2004.

e Adenocarcinoma invasivo mucinoso (Anteriormente bronquioloalveolar

invasivo)
e Coloide
e Fetal

e Entérico

Inmunohistoquimicamente, el adenocarcinoma se caracteriza por la expresién de TTF-
1 que ha resultado ser el marcador con mejor valor diagndstico independientemente
del tipo de muestra (36, 37).

Actualmente se conocen varias alteraciones moleculares relevantes con implicaciones
en la practica clinica (36). La mas importante es la mutacion del gen del epidermal
growth factor receptor (EGFR), que predice sensibilidad al tratamiento con inhibidores
de la tirosina quinasa (erlotinib, gefitinib) (38). Es mas frecuente en mujeres, pacientes
sin antecedentes de tabaquismo y en la raza asiatica. Ademas la positividad de esta
mutacion en estadios avanzados podria estar relacionado con una mayor probabilidad
de presentar enfermedad diseminada (39).

1.3.3 Carcinoma de células grandes

Se trata de un carcinoma de célula no pequefia sin las caracteristicas citologicas y
morfoldgicas de la diferenciacion escamosa y de la glandular. Se reconocen los
siguientes subtipos:

e Carcinoma neuroendocrino de células grandes.

e Carcinoma neuroendocrino de células grandes combinado.

e Carcinoma basaloide.

e Carcinoma de célula clara.

e Carcinoma de célula grande con fenotipo rabdoide.
La mutacion EFGR se ha descrito en este tipo histoldgico pero nunca en la variante con
diferenciacién neuroendocrina (40).

1.3.4 Carcinoma adenoescamoso

Presenta componentes de carcinoma de célula escamosa y de adenocarcinoma,
representando cada uno al menos el 10% del tumor.
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1.4 CLINICA

El CP suele ser clinicamente silente durante la mayor parte de su curso. Sin
embargo, en el momento del diagnéstico, el 90% de los pacientes estan sintomaticos;
en el resto, el diagndstico de CP se sospecha por hallazgos radiolégicos. Los sintomas y
signos derivan del crecimiento tumoral local, de la obstruccion o invasion de las
estructuras adyacentes, de la afectacién de las estaciones ganglionares regionales, de
la diseminacion hematogena extratoracica y de los efectos ocasionados por
substancias bioldgicas producidas por el tumor que constituyen los sindrome
paraneopldsicos.

1.4.1 Manifestaciones clinicas iniciales

La tos estd presente en el 50-75 % de los pacientes con CP en el momento del
diagnéstico y se presenta con mayor frecuencia en pacientes con carcinoma
epidermoide y de células pequefias, debido a su tendencia a invadir las vias aéreas
principales y producir neumonitis obstructiva.

La hemoptisis, ya sea franca o, mas frecuentemente, en forma de expectoracion
hemoptoica recurrente, suele aparecer cuando se ulcera la mucosa bronquial.

La disnea es un sintoma frecuente en los pacientes con CP en el momento del
diagndstico, que ocurre en aproximadamente el 25-40% casos. Es también secundaria
a la obstruccion y por el aumento de la produccién de esputo (41).

1.4.2 Manifestaciones clinicas debidas al crecimiento y extension regional del CP

Estdn causadas por el propio tumor o por la presencia de adenopatias aumentadas de
tamafio. La posible sintomatologia, l6gicamente, varia en funcién de la localizacién y el
tamafio del tumor.

La afectacidon de la pared toracica suele provocar un dolor intenso y fijo, que puede
incrementarse con la palpacion. El tumor de Pancoast se origina periféricamente en el
vértice de uno de los dos l6bulos superiores, en el surco pulmonar superior, que es la
muesca que la arteria subclavia produce en la ctipula pleural y en los vértices de ambos
I6bulos superiores.

El tumor de Pancoast crece de manera relativamente lenta y metastatiza escasa y
tardiamente, habitualmente se relaciona con la variante epidermoide. Debido a su
localizacion, el tumor puede invadir en su crecimiento y por extensidn directa las raices
inferiores del plexo braquial, el ganglio estrellado, la cadena simpatica, los nervios
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intercostales, los vasos linfaticos de la fascia endotordcica, las costillas y las vértebras
vecinas. Por lo tanto, puede producir dolor en la cintura escapular, brazo y antebrazo,
atrofia de los musculos de la mano, anhidrosis y sindrome de Horner que constituye la
triada de ptosis palpebral, miosis y enoftalmos (42).

Al

FIGURA 3: Tumor de Pancoast en LSD que invade la segunda vertebra toracica. Imagen tomada
de Walker et al. West Indian Med J. 2014

La aparicion de linfangitis carcinomatosa dara lugar a sintomas como tos o disnea.

El sindrome de vena cava superior se produce por compresién o invasion de dicho vaso
en tumores del lébulo superior derecho, produciendo dilataciones venosas en
hombros y brazos, cefalea y edema cervical y facial, pudiendo constituir una urgencia
médica. El tratamiento quirudrgico en estos casos es muy controvertido (43).

Si la pleura estd afectada, bien por el tumor primario o por la infeccidn asociada puede
aparecer dolor pleuritico con o sin derrame pleural. La pérdida de pulmén funcionante
se va a asociar con disnea, cuya severidad depende de la cantidad de pulmén afectado
y de la reserva funcional previa del paciente.

1.4.3 Manifestaciones clinicas debidas a metastasis a distancia

La presencia de metastasis en el momento del diagndstico es, desgraciadamente, muy
frecuente en el CP: alrededor del 40% de los pacientes con CPCNP presentan
metastasis, siendo aun mayor la incidencia en el CPCP. Las localizaciones mas
frecuentes son dseas, higado, cerebro, glandulas suprarrenales, pleura y piel (44).

Las metdstasis Oseas aparecen en el 20% de los casos al diagndstico y hasta en un 30%
de los casos en su evolucidn. Suelen ser osteoliticas. Afectan predominantemente a los
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cuerpos vertebrales y a las costillas y suelen dar lugar a dolor intenso y a alteraciones
bioquimicas como hipercalcemia y elevacion de la fosfatasa alcalina.

Las metastasis cerebrales aparecen en un 10% de los casos en el diagnodstico, y hasta
en un 50% en la evolucién. De hecho, el CP es la primera causa de metdstasis en el
sistema nervioso central. El adenocarcinoma y el tumor microcitico son las estirpes
que mas frecuentemente lo producen. Pueden dar lugar a la aparicion de sintomas
inespecificos (cefaleas, nduseas, vomitos) o focales (convulsiones, parexia de una
extremidad, trastorno de conducta). No es excepcional que sea la primera
manifestacion clinica del CP (44)

El higado esta afectado entre un 10 y un 25% de los casos, generalmente en forma de
metdstasis multiples, y suele ser silente hasta fases muy avanzadas de la enfermedad,
pudiendo manifestarse entonces como dolor abdominal y hepatomegalia, astenia,
anorexia, ictericia y elevacién de enzimas hepaticas. Son mas frecuentes en el
anapldsico de células pequeiias en el que pueden aparecer hasta en un 60% de los
casos a lo largo de la evolucion.

Las metastasis suprarrenales suelen ser asintomaticas. Su afectacidn se describe hasta
en un 25-45% de las series de autopsia y se detecta habitualmente en los estudios
radioldgicos. La insuficiencia adrenal debida a metastasis bilateral puede ocurrir en
muy raras ocasiones.

Otras localizaciones de metdstasis son anecddticas y existen pocos casos descritos en
la literatura; algunos de los 6rganos afectados son el rifidn, el bazo, el pancreas etc
(45).

1.4.4 Sindromes paraneoplasicos

En aquellos pacientes con una neoplasia, es relativamente comun la aparicién de un
sindrome paraneoplasico (SP) que, en algunos de los casos, puede ser la manifestacion
clinica inicial.

Forman un grupo heterogéneo de cuadros clinicos no relacionados con el tumor
primario ni con las metdstasis. Son normalmente secundarios a la producciéon de
substancias bioldgicamente activas por el propio tumor o como respuesta organica al
mismo. Los sindromes pueden ser sistémicos (cuadro constitucional, fiebre, etc.),
endocrinos (hipercalcemia, sindrome por secrecion inadecuada de hormona
antidiurética (ADH), sindrome de Cushing, etc.), neuroldgicos; practicamente
exclusivos del CPCP (degeneracion cerebelosa subaguda, mononeuritis multiples,
sindrome de Eaton-Lambert, encefalomielitis, etc.) (46), esqueléticos (osteoartropatia
hipertrofica, dedos “en palillos de tambor”), hematoldgicos (estados de
hipercoagulabilidad, reaccién leucemoide, etc.), renales (sindrome nefrético,



Introducciéon |

glomerulonefritis), cutaneos (acantosis nigricans, dermatomiositis, etc.) y metabdlicos
(acidosis lactica, hipouricemia, etc.)

La trombosis venosa profunda y la embolia pulmonar son las manifestaciones
trombdticas mas frecuentes en los pacientes con cancer ya que se produce liberacién
de sustancias procoagulantes o citocinas por el tumor y alteracién en la agregacién
plaquetaria. El sindrome de Trousseau es la coexistencia de cancer de drgano sélido
con trombosis venosa profunda.

La hipercalcemia no metastdsica, mas frecuente en el epidermoide, puede dar lugar a
anorexia, nduseas, vomitos, debilidad, confusién y coma.

La osteoartropatia hipertrofica es una de las mas frecuentes, caracterizada por la
hiperostosis de los huesos tubulares y una expansion del tejido blando periungueal
(acropaquias). A veces se presentan las acropaquias de forma aislada y, aunque

también pueden asociarse a otras patologias, el carcinoma broncogénico es
responsable de mas del 80% de los casos. La causa es desconocida (47).

FIGURA 4: Dedos en
palilo de tambor.
Imagen tomada de
keckmedicine.adam.com
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Es importante no confundir estos SP con enfermedad metastasica, ya que puede llevar
a adoptar un tratamiento paliativo inadecuado. Generalmente, los sindromes
paraneopldsicos desaparecen con el tratamiento eficaz del CP (48).

1.5 DIAGNOSTICO

Debido a la relevancia del CP y al curso natural que implica, es fundamental
realizar un correcto estadiaje con el fin de realizar un adecuado manejo y tratamiento,
sea quirurgico, médico o radioterapéutico. El primer paso en la estadificacién es el
empleo de métodos no invasivos (clinicos e imagenoldgicos), que permitan identificar
las zonas afectadas, tanto localmente como a distancia. En la mayoria de las ocasiones
precisara su confirmacion diagndstica, por medio de toma de muestras, de acuerdo a
un abordaje escalonado, seglin sea necesario. La eleccion de tipo de prueba se
realizard segun el criterio médico y de la forma de presentacion clinica del paciente. A
continuacion se presentaran los diversos procedimientos, seglin las recomendaciones
de la Asociacién Internacional para el estudio del CP publicadas en su 72 edicién (IASLC
72 ed. 2009) (49) y otras recomendaciones mas recientes, en espera de la publicaciéon
de la 82 ed. IASLC prevista para este afio (50), que propone cambios en el descriptor T
(tumor).

Aproximadamente un 10% de los pacientes con CP no presentan sintomas al momento
del diagndstico, detectandose a partir de una radiografia de tdrax rutinaria (51). El
resto de pacientes presentaran una clinica variable segun la localizacién, el grado de
extension y el tipo de tumor. Se debe de realizar una correcta anamnesis y exploracién
fisica, con el fin de recopilar datos de forma precoz y asi optimizar el tiempo y los
recursos para el estudio.

Existen escalas clinicas que orientan sobre el estado general del paciente, entre ellas
tenemos el indice de Karnofsky que va, de un nivel o6ptimo 100% (paciente
asintomatico), en descenso, segun la gravedad de la clinica (Ejemplo: 10% paciente
moribundo, 0% paciente fallecido). Otra escala util es la ECOG (East Cooperative
Oncology Group) que va desde un nivel 0 (paciente asintomatico) a un nivel 4
(paciente postrado permanentemente o terminal), siendo estos ultimos subsidiarios a
medidas paliativas, en los cuales, se propone diagndstico clinico basado en métodos no
invasivos, y la citologia de esputo para la confirmacion histoldgica.

1.5.1 Radiografia de térax

Es la técnica radioldgica mas empleada en el estudio toracico se debe indicar en 2
proyecciones: posteroanterior y lateral.
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Los hallazgos sugerentes de enfermedad neoplasica son la aparicion de una nueva
lesién focal o crecimiento de una existente, derrame pleural, nddulos pleurales,
aumento hiliar, adenopatias paratraqueales, signos indirectos de lesion endobronquial,
como la neumonia postobstructiva o la atelectasia. Ademas ante ciertos hallazgos
como la forma, localizacién, orientacién, cavitacién y existencia de otros ndodulos
puede orientar hacia el tipo de CP y sospechar el estadio. Las lesiones mayores de 3
centimetros se denominan masas pulmonares y habitualmente tienen mas
probabilidad de ser malignas.

Debido a la baja sensibilidad de la radiografia de térax, en la identificacion de
adenopatias y caracterizacién morfolégica de los nédulos pulmonares, se recomienda
continuar el estudio con otra prueba de imagen, como la tomografia computerizada
tordcica (TAC).

FIGURA 5: Masa en el |6bulo superior derecho delimitada por la cisura menor. Imdgenes

de autor.

1.5.2 Tomografia Axial Computerizada (TAC)

Informa con mucha mayor exactitud de la morfologia y de las relaciones anatémicas y
su posible extension de la lesion detectada en la radiografia simple de térax. Ha
mejorado la detecciéon de micronddulos tumorales de una forma mas temprana. Asi
mismo, la TAC proporciona informacion mas exacta de la localizacion de la lesién y por
tanto, la mejor forma de acceder a ella para el diagndstico de certeza. Es
imprescindible para realizar el estudio de extensidn sobre todo a nivel local y regional.
Debe de incluir estudio de hemiabdomen superior y a ser posible siempre con
contraste intravenoso, su importancia se debe a la posibilidad de detectar metastasis
en glandulas suprarrenales y hepaticas en la mayoria de los casos asintomaticos.

La manifestacion inicial de una lesion central suele ser una obstruccion central de la via
aérea con atelectasia distal. Por ello, una neumonia que no cura o recidiva, obliga a
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descartar una lesidn obstructiva. Se define ganglio linfatico anormal (adenopatia) a
aquel cuyo didmetro sea mayor o igual de 1 cm en su eje corto (50) Se estima que un
40% de las adenopatias mediastinicas sugestivas de malignidad segun la TAC son
benignos, y que el 20% de las supuestamente benignos finalmente no lo son (52), por
esta razén el estadiaje adenopatico, no deberia basarse Unicamente por los resultados

de la TAC, debido a su baja sensibilidad y especificidad.

FIGURA 6: TAC toracico con
contraste intravenoso: Gran
masa en region hiliar
izquierda que provoca
estenosis del bronquio del
LSl y estenosis de la arteria
pulmonar izquierda. Imagen
de autor.

1.5.3 Resonancia Magnética Nuclear (RM)

Su uso estd limitado por su escasa disponibilidad y ademas posee un valor diagnédstico
limitado sin datos adicionales a la TAC tordcica, exceptuando en tumores del surco
superior, debido a la superioridad de la RMN para evaluar la infiltracién en vasos, plexo
braquial y canal medular, con una exactitud diagndstica que puede llegar al 94% frente
al 63% de la TAC (52). Ante sospecha de metastasis cerebrales, se debe realizar una
TAC o una RM craneal, asi como en pacientes asintomdticos en estadio Ill en los que se
considere la posibilidad de tratamiento radical (cirugia o radioterapia toracica). Se ha
propuesto la RM dindmica para diferenciar la invasién pleural visceral de la parietal
con una sensibilidad del 100% y una especificidad del 70% (50).

1.5.4 Tomografia por emision de positrones (PET)

Incorporada como técnica de imagen para el estudio del CP a mediados de los afios
noventa. Esta herramienta diagnodstica detecta el aumento del metabolismo de la
fluorodesoxiglucosa (FDG) del tejido tumoral, lo relaciona con la actividad bioldgica y
lo mide en unidades SUV (standarized uptake value), permitiendo diferenciar de
manera cuantitativa la posible presencia de una neoplasia maligna (53). El criterio para
una exploracién de PET anormal es o bien un valor estandarizado de captacién
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maxima (SUV max) de mas de 2,5 o la captacion en la lesidon que sea mayor que la
actividad de fondo del mediastino (recordando que el corazén y el cerebro son dos
organos captantes de FDG) (54, 55). La PET no es conveniente para la valoracion de
lesiones malignas menores de 1,0 cm de diametro. Por otro lado, la combinacién de
TAC con PET tiene una alta precision diagndstica que cada una de ellas por separado, lo
cual apoyo su uso para la estadificacion del CP. La PET puede ademas demostrar
enfermedad metastasica a distancia en los huesos, higado y glandulas suprarrenales no
demostradas por la TAC, sin embargo la PET no estd exento de falsos positivos como
podrian ser las lesiones inflamatorias o infecciosas. En el estudio de extensién dsea, la
PET/TAC FDG-18 ha demostrado superioridad (S 92%, E 98%) frente a la gammagrafia
dsea con tecnecio 99 MDP (S 86%, E 88%), ademds de que esta ultima no es capaz de
reconocer infiltracion de médula ésea en fases tempranas (56). Otros usos de la
PET/TC son: la delimitacion de la zona a irradiar (casos subsidiarios de radioterapia
externa, por radiofrecuencia, estereotactica, y/o braquioterapia), atelectasias de
origen dudoso y alergia al contraste yodado (57).

1.5.5 Citologia de esputo

Es una prueba sencilla e inocua. Sin embargo su sensibilidad es inferior al 70%. Tiene
mayor rentabilidad diagndstica en tumores centrales, de gran tamafio y que cursan
con hemoptisis. Su positividad no excluye la necesidad de realizar broncoscopia
flexible, estando limitada a los pacientes que no toleren exploraciones mas invasivas.
Su precisiéon depende de las condiciones de recogida del material y del nimero de
muestras recogidas. Se recomienda tener al menos tres muestras por paciente.

1.5.6 Ecografia toracica

Su importancia radica en su bajo coste, no irradia, facilidad en el traslado y manejo.
Nos servird para valorar la presencia de derrame pleural, que en caso de confirmarse
sera preciso al menos un estudio citoldgico para descartar la existencia de derrame
metastdsico. Ademds se puede identificar engrosamiento pleural (si > 1 c¢cm) o
diafragmatico (> 0.7 cm) y presencia de nédulos pleurales, los cuales son sugestivos de
enfermedad maligna (58).

1.5.7 Broncoscopia flexible

Juega un papel crucial en la determinacién de la afectacidon adenopatica (N). Se puede
tener acceso a estaciones ganglionares mediastinicas altas (2, 3p, 4), subcarinica (7),
intrapulmonares hiliares (10) y lobares (11). Se ha demostrado la importancia de tener
un citopatdlogo in situ con experiencia en el momento de realizar la prueba,
identificando las muestras satisfactorias (presencia de linfocitos, células atipicas) y
evitando procedimientos mas invasivos como la mediastinoscopia y la toracotomia
abierta.
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FIGURA 7: Broncoscopia
flexible en el diagndstico
del CP. Imagen
endoscopica con
engrosamiento difuso de
la pared bronquial y zona
sugestiva de infiltracion
neopldsica. Imagen de
autor.

El broncoaspirado es una muestra que debe recogerse en todas las broncoscopias,
sobre todo en lesiones endobronquiales visibles. Su rentabilidad es del 50%.

En cuanto al lavado broncoalveolar tiene una rentabilidad en el CP muy limitada, con
una sensibilidad baja e inferior al 25%. Es algo mayor en la linfangitis carcinomatosa y
en el carcinoma bronquioalveolar. La técnica no esta definitivamente estandarizada
lo cual dificulta la comparacién de resultados entre los distintos autores. En
esencia, consiste en la instilacién a través del broncoscopio flexible de un volumen
determinado de suero fisiolégico (en general entre 120 y 200 ml) a nivel de un
segmento o subsegmento pulmonar (si es posible, debe utilizarse el I6bulo medio o
lingula por ser segmentos declives en posiciéon de decubito). Parece razonable optar
por segmentos con mayor afectacidon segun el estudio radiolégico simple o el de
TAC tordcico.

El cepillado bronquial sélo tiene utilidad en el caso de lesiones endoscépicamente
visibles y cuando existe imposibilidad de realizar biopsia o en lesiones periféricas. Se
aconseja un minimo de dos tomas para aumentar la rentabilidad.

La biopsia bronquial una técnica facil de practicar ya que permite la toma de muestras
con visualizacion directa de la lesiéon si bien la lesiones de Iébulos o segmentos
superiores son algo mas dificiles de biopsiar por la angulacién que requiere el
broncoscopio para progresar la pinza. En el caso de las lesiones endoscopicamente
visibles, la rentabilidad global de la biopsia bronquial (59) es variable segun los
estudios oscilando entre el 50 al 97%.

La principal complicacién de la técnica es el sangrado, aunque este suele ser leve y
controlarse con la simple aspiracion, instilando suero frio o adrenalina diluida.

La biopsia transbronquial (BTB) es la técnica que permite la obtencién de muestras de
parénquima pulmonar a través del broncoscopio. Fue aplicada por primera vez por
Levine en 1974 vy, posteriormente, Zavala describid la técnica. Sus aplicaciones son,
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fundamentalmente, la enfermedad pulmonar intersticial difusa o localizada y el
diagndstico de lesiones pulmonares focales periféricas generalmente malignas,
especialmente en ndédulos y masas pulmonares. El diagndstico de CB manifestado
como lesidn pulmonar focal periférica en forma de nddulo o masa, plantea en
ocasiones controversia ya que, en algunas recomendaciones se aconseja como primera
via la PAAF transtoracica, que ha demostrado una rentabilidad diagndstica en torno al
80%, aunque con un riesgo elevado de neumotdrax. Sin embargo, la mayoria de guias,
aconsejan un primer acercamiento por via endoscopica. Las principales complicaciones
de la biopsia transbronquial son la fiebre (aparece hasta en el 10-15% de casos),
hemorragia y el neumotérax.

1.5.8 Técnicas endoscépicas guiadas por ultrasonidos (USEB)

Tanto el EBUS (Endobronchial Ultrasound) como el EUS (Endoscopy Ultrasound) son
utiles en el diagndstico de lesiones periféricas. El EBUS permite una mejor evaluacién
del grado de invasién de la pared bronquial y determina el grado de afectacion de
estructuras adyacentes como son la aorta, la vena cava y el eséfago.

Es recomendable: 1) Explorar y puncionar todos los ganglios sospechosos en la PET/TC,
descartando de forma secuencial N3, N2, N1 y por sus implicaciones terapéuticas 2)
explorar las estaciones ganglionares N3 en todos los casos con intencién curativa
radical y puncionar los ganglios 2 5 mm de didmetro. La imagen ecografica nos permite
diferenciar los ganglios sugestivos de malignidad de aquellos que son sugestivos de
benignidad (60).

El EUS permite alcanzar las estaciones paratraqueal inferior izquierda (4L) y otras
regiones no accesibles con el EBUS como son la subadrtica (5), paraesofdgica vy
ligamento pulmonar (8,9). El EUS permite ademas detectar derrames pleurales
izquierdos, metdstasis subdiafragmaticas (glandula suprarrenal izquierda, ganglios del
tronco celiaco e higado (l6bulo izquierdo y una parte del |6bulo derecho) y permite
valorar la presencia de invasién mediastinica por parte del tumor (T4) con mucha
mayor precision que las técnicas radioldgicas (52, 61).

Todas estas caracteristicas permiten ahorrar hasta un 50% de las técnicas invasivas en
el mediastino.

Las principales desventajas son la necesidad de superar una curva de aprendizaje
amplia y que en la mayoria de las ocasiones puede requerir que el paciente se someta
a anestesia general para la exploraciéon de ciertas estaciones ganglionares que
requieran la oclusién total de la luz traqueal o endobronquial, en pacientes
neumectomizados.
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FIGURA 8: Puncion de una
adenopatia G7 con
Ultrasonografia  endobronquial.
(EBUS). Imagen de autor.

1.5.9 Toracocentesis

La citologia del liquido pleural nos informara sobre la presencia de células atipicas y en
su caso de derrame metastasico (M1a, 72 ed ASLC) siendo su S del 72% tras al menos 2
citologias seriadas. No se debe asumir el derrame pleural como metastdsico hasta no
haber tenido confirmacién cito/histoldgica, debido a que podria deberse a derrames
paraneopldsicos (trasudados o exudados) o paraneumédnicos (exudado). Los
marcadores tumorales tienen escasa especificidad (62).

1.5.10 Biopsia pleural

La biopsia pleural cerrada tiene una rentabilidad inferior a la toracocentesis
diagnostica, con una S alrededor del 50%, siendo mayor en casos de pH bajo y glucosa
baja (orientativos de enfermedad avanzada) (62). El éxito depende de la extensidn
pleural, el nimero de muestras obtenidas y la experiencia del que la realiza. Esta
recomendada cuando la primera citologia no es diagndstica y el derrame pleural esta
sin filiar (63). No obstante, tan sélo el 7-12 % de los pacientes con citologia negativa
gue realmente tienen un derrame maligno llegan a ser diagnosticados exclusivamente
mediante esta técnica.

1.5.11 Puncion transtoracica

La principal indicacién de la puncidn transtoracica, hoy en dia, es el diagndstico de las
neoplasias toracicas e infecciones de origen indeterminado. Su utilidad es menos
fiable en otras enfermedades caracterizadas por mayor pleomorfismo, donde una
pequefia muestra puede llevar a conclusiones errdneas, tal como en los casos de
linfoma, timoma o mesotelioma. Es la técnica preferida en lesiones localizadas en
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la periferia o en los ldbulos superiores, sobre todo, si estdn adyacentes a la
pleura, debido a que el riesgo de neumotdrax en estos casos es extremadamente bajo.
La toma de muestra por aspiracion con aguja fina, no facilita por regla general,
muestras con la arquitectura pulmonar conservada, sdlo se obtiene un aspirado
celular, por lo que el diagnéstico depende del examen citoldgico y del cultivo. Por
tanto no es adecuado para el diagndstico de enfermedades en las que se precise
examinar la morfologia pulmonar (como en el caso de las enfermedades
intersticiales difusas: sarcoidosis, neumopatia intersticial difusa, etc.). El
procedimiento es de valor para diagnosticar lesiones nodulares (neoplasicas o
infecciosas), infiltrados localizados y lesiones difusas sospechosas de etiogia infecciosa
(64).

1.5.12 Procedimientos quirurgicos

Si el resultado del estudio citohistoldgico de la muestra obtenida mediante las técnicas
anteriormente comentadas es negativo para malignidad o no concluyente, es
necesaria la confirmacion o descarte mediante técnicas quirurgicas, ya sea con
muestreo ganglionar o linfadenectomia. Dentro de estas técnicas tenemos: la
mediastinoscopia, videomediastinoscopia, mediastinotomia, mediastinoscopia cervical
extendida, videotoracoscopia, linfadenectomiavideomediastinoscépica (VAMLA) y
linfadenectomia mediastinica extendida por via transcervical (TEMLA).

1.6 ESTADIFICACION. CLASIFICACION TNM DEL CP

La clasificacién anatémica TNM permite 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 prondstico y la estrategia
terapéutica sean similares. El sistema de estadificacion internacional de 1997 (52
edicién) (65) no experimentd cambios en 2002 (62 edicidon) y ha permanecido vigente
hasta 2009. A partir de entonces, se introdujeron modificaciones en la clasificacién
Internacional de la TNM en base a un estudio realizado por el Lung Cancer Staging
Project y el comité de trabajo de la IASLC (International Association for the Study of
Lung Cancer) con la finalidad de actualizar la edicion TNM publicada en 2002 y obtener
la 72 edicién de la clasificacion TNM (66). No obstante, la 72 clasificacion TNM del CP
presenta varias limitaciones: las cuales, derivan del caracter retrospectivo de unas
bases de datos que fueron disefadas para estudiar dicha clasificacion TNM y que
carecen de detalles anatdmicos precisos sobre la extensién tumoral, el nimero de
estaciones ganglionares afectas (67) o la diferencia entre las diversas formas de
enfermedad M1.
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El sistema TNM para la clasificacion anatdomica del CP se fundamenta en tres
descriptores:

. Descriptor T: Extension del tumor primario

J Descriptor N: Ausencia o presencia de metastasis en los ganglios linfaticos o
regionales.

. Descriptor M: Ausencia o presencia de metastasis a distancia.

1.6.1 Tumor primario-T

Tx: No puede ser evaluado por imagen ni por broncoscopia, si por citologia de esputo
positiva o en el lavado bronquial.

TO: Ninguna evidencia de tumor primario.
Tis: Carcinoma ™ insitu™".

T1: Tumor < de 3 cms en su dimensidon mayor, rodeado de parénquima pulmonar o
pleura visceral y sin evidencia en broncoscopia de invasion mas proximal a un bronquio
lobar (ausencia de afectacién de bronquio principal).

T1a: Tumor £ 2 cms en su dimension mayor.
T1b: Tumor > 2 cms, pero < de 3 cms en su dimensidén mayor.

T2: Tumor > de 3 cms pero < a 7 cms en su dimensidon mayor o que presente algunas
de las siguientes caracteristicas: infiltre bronquio principal, infiltre pleura visceral o que
asocie atelectasia o neumonitis obstructiva que se extiende a la regién hiliar pero no
afecta al pulmon completo.

T2a: Tumor > de 3 cms pero < de 5 cms en su dimesidon mayor.
T2b: Tumor > 5 cms pero < de 7 cms en su dimensidn mayor.

T3: Tumor > de 7 cms o que invade directamente algunas de las siguientes estructuras:
pared toracica (incluidos tumores del surco superior), diafragma, nervio frénico, pleura
mediastinica, pericardio; o tumor en bronquio principal a menos de 2 cms de la carina
traqueal pero sin afectarla; o asociado a atelectasia o neumonitis distal que afecta a un
pulmén completo; o la existencia de un nédulo o nédulos tumorales en el mismo
I6bulo donde se origina el tumor primario.

T4: Tumor de cualquier tamafo que invade alguna de las siguientes estructuras:
mediastino, corazén, grandes vasos, trdquea, nervio recurrente laringeo, esdfago,
cuerpo vertebral, carina traqueal, nddulo o nédulos tumorales en diferente |ébulo del
mismo lado donde asienta el tumor primario.
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1.6.2 Ganglios linfaticos regionales
Nx: No pueden ser evaluados los ganglios linfaticos regionales.
NO: No existen ganglios linfaticos afectados.

N1: Metastasis en ganglios intrapulmonares, peribronquiales e hiliares del mismo lado
incluyendo extensién directa por el tumor primario.

N2: Metdstasis en los ganglios linfaticos mediastinicos del mismo lado o subcarinicos.

N3: Metastasis en ganglios linfaticos mediastinicos contralaterales o en espacios
escalénicos o supraclaviculares de ambos lados

1.6.3 Metastasis a distancia- M
MO: No metastasis a distancia
M1: Existen metastasis a distancia

Mi1la: Nodulo o nddulos pulmonares contralaterales, nddulos pleurales
tumorales o derrame pleural o pericardico maligno.

M1b: Metastasis a distancia

T:<2cm Tla
Ti:>2-<3em Tib
T2:>3-<5cm T2a
12:>5-< 7cm T2b
T2>T7cem T3

Nodulos mismo lobulo (T4) £}

Nédulos otro lobulo ipsilateral (M1) T4

Diseminacion Pleural (T4) Mia
Metastasis Intratoracicas (M1) Mia
Metastasis Extratoracicas (M1) M1b

FIGURA 9: Principales cambios en la 72 clasificacién TNM de CP. Imagen tomada de Goldstraw
Py cols. ] Thorac Oncol 2:706-14,2007.

Otros pardmetros de tipo bioldgicos o genético- moleculares para la clasificacion,
factor prondstico y guias terapéuticas, son motivo de intenso estudio en la actualidad,
pero hasta este momento, no existe suficiente evidencia como para incorporarlos en
una clasificacién conjunta con el sistema TNM.
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FIGURA 10: Clasificacion por estadios TNM. Se comparan los cambios de la 62 y la 72 edicion.
Imagen tomada de Gonzalez C et al Actualizacion de la estadificacion de CP .

La IASLC ha puesto en marcha un proyecto prospectivo encaminado a actualizar de
nuevo la clasificacion TNM prevista de publicacidén en los préximos meses (50). Se ha
realizado un nuevo analisis de la base de datos internacional con el objetivo de evaluar
el impacto prondstico del tamaiio tumoral definido por los descriptores T presentes,
realizando una reevaluacion de los puntos de corte del tamafio tumoral propuestos en
la clasificacion TNM actual y asi tratar de corregir las limitaciones ya conocidas de la 72
edicién. Los descriptores Ny M no han sido modificados.

1.7 TRATAMIENTO

El tratamiento del CP ha permanecido estancado desde la década de los 70
hasta el inicio del nuevo siglo. Sin embargo, en los ultimos 15 afios se han producido
cambios importantes. En los estadios tempranos (I, II, IlIA), la quimioterapia
administrada tras la cirugia se ha comprobado que disminuye el riesgo de recaida. En
las neoplasias en estadio Il (localmente avanzado), se han combinado los resultados al
combinar mas eficazmente la quimioterapia, radioterapia y la cirugia. Finalmente en
los estadios avanzados se han incorporado nuevos farmacos sobre todo en el NSCLC,
dirigidos contra dianas moleculares especificas que parecen mejorar las expectativas
de estos pacientes.

1.7.1 Tratamiento en estadios IB, lIA, IlIA

La cirugia continla siendo el Unico tratamiento potencialmente curativo en estadios
iniciales del NSCLC. Pero, a pesar de la reseccion completa, estos pacientes siguen
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teniendo un riesgo importante de recaida y muerte, que varian en funcion del estadio
de la enfermedad. El objetivo del tratamiento adyuvante seria la utilizacién de
quimioterapia para eliminar los focos micrometastasicos (indetectables por métodos
actuales de diagndstico) responsables de la recidiva de la enfermedad. Las guias
actuales recomiendan quimioterapia adyuvante con regimenes basados en cisplatino
para pacientes en estadio Il o IlIA completamente resecado. Para paciente con estadio
IB, las guias no respaldan la quimioterapia adyuvante para el uso rutinario debido a la
falta de evidencia definitiva de establecer una mejor supervivencia y serd necesario
analizar los factores de riesgo de recurrencia (68).

1.7.2 Tratamiento de la enfermedad localmente avanzada

La quimioterapia y la radioterapia se han combinado en un esfuerzo para tratar la
enfermedad locorregional y micrometastasica en pacientes con estadio Il irresecable.
Inicialmente, se utilizé la terapia secuencial (quimioterapia seguida de radioterapia)
para evitar toxicidades superpuestas y los ensayos clinicos establecieron los beneficios
de este enfoque en comparacion con la radioterapia séla. Los dos regimenes de
quimioterapia que mas se han utilizado son la combinaciéon de cisplatino (P) y
etopdsido (E) y la de carboplatino y paclitaxel semanal. El aumento del nimero de
farmacos no ha demostrado beneficio, aunque algin estudio ha mostrado beneficio en
la supervivencia al afladir una tercera droga, incluso dos drogas adicionales (vincristina
y adriamicina) al esquema clasico de PE. Asimismo, tampoco se recomienda aumentar
la intensidad de dosis por ciclo ni el nimero de ciclos, aunque el incremento de
densidad de dosis podria aplicarse en algunos pacientes de forma individualizada (69).
Respecto a terapias de mantenimiento con etopdsido o topotecan, han mostrado
mejoria del tiempo libre de progresion aunque no modificaban la supervivencia global
(70).

En el caso de enfermedad avanzada los objetivos del manejo de estos pacientes son
prolongar la supervivencia y mantener la calidad de vida tanto tiempo como sea
posible, al tiempo que debe intentarse, en la medida de lo posible, disminuir los
efectos secundarios debidos al tratamiento. El enfoque debe reconocer la intencién
paliativa del mismo.

1.7.3 Tratamiento quirdrgico

El fin del tratamiento quirudrgico es la reseccién completa de la tumoracion y de todo el
drenaje linfatico intrapulmonar. Una reseccion incompleta ademds de no mejorar la
supervivencia, expone a complicaciones, empeora la calidad de vida, y retrasa el inicio
del tratamiento. En pacientes con tumores en estadio | o Il y que pueden tolerar una
reseccion pulmonar, el procedimiento minimo recomendado es la lobectomia.
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En pacientes con estadio | y que puedan tolerar una intervencién quirdrgica pero no
una lobectomia, la reseccion sublobar (segmentectomia reglada o atipica) es preferible
al tratamiento no quirdrgico. El abordaje en estadio | mediante cirugia minimamente
invasiva es tan recomendable como la toracotomia estandar (71). En pacientes con
tumores centrales o localmente avanzados, asi como aquellos con N1, la reseccion
completa mediante técnicas broncoplasticas ofrece mejores resultados que la
neumonectomia. Una vez comprobada la operabilidad del paciente (el paciente va a
poder tolerar la anestesia y los cambios metabdlicos o vasculares que pueden aparecer
durante y después de la cirugia), la extension local es la que va a dictar el
procedimiento a seguir.

La lobectomia esta indicada cuando la neoplasia se limita a un Iébulo y no existe
afectacién ganglionar. Se trata, generalmente, de carcinomas periféricos, alejados de
los bronquios principales, es decir, de los estadios T1 y T2. Si existiese infiltracion
ganglionar hiliar es poco probable que una lobectomia fuese curativa.

La neumectomia estd indicada en las lesiones del bronquio principal o en aquellas que
asientan en el eje bronquial principal, o que le afecta por contigliidad. En general, se
lleva a cabo una neumectomia simple extrapericardica en neoplasias proximales con el
pediculo broncovascular y ganglios linfaticos libres y una neumonectomia simple
intrapericardica cuando el pediculo vascular resulta laborioso de disecar. La cirugia
broncoplastica o angioplastica (72) se utiliza para evitar la reseccion completa del
pulmén, preservando parénquima en situaciones en las que el paciente presenta
limitacion funcional respiratoria o en pacientes de edad avanzada ya que la mortalidad
postoperatoria puede ser del 17% (73).

La reseccion sublobar se plantea en pacientes con una funcién pulmonar limite que no
soportarian una reseccidn mayor, tras apurar todos los procedimientos previos como
la fisioterapia respiratoria preoperatoria, el tratamiento médico correcto
broncodilatador y una precisa valoracién de la funcién pulmonar prevista tras las
posibles resecciones mediante una gammagrafia pulmonar cuantificada. Las
resecciones menores a la lobectomia se acompafian de un mayor porcentaje de
recidivas locorregionales, pero pueden ser una opcidn terapéutica aceptable para este
tipo de pacientes limitados funcionalmente.

1.8 ALTERACIONES MOLECULARES CARCINOGENETICAS

En las primeras etapas de cancer se dan un acumulo de alteraciones en
determinados genes, que provocan una pérdida de control en el mecanismo de
crecimiento celular que conduce a una proliferacién clonal de poblaciones celulares
anormales. Estas alteraciones afectan a diferentes tipos de genes: protooncogenes,
genes supresores y genes reparadores del ADN.
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1.8.1 Protooncogenes

Dirigen la produccién de proteinas como ciclinas, factores de crecimiento,
transductoras de sefial, receptores, etc., que estimulan la proliferacién celular. Cuando
éstos mutan se transforman en oncogenes, los cuales son capaces de dirigir la
multiplicacién anarquica de las células. La activacién de los oncogenes suele ser por
mutacion, amplificacion o reordenamiento (74).

Familia RAS: Situados en el cromosoma 12 p es un oncogen que aparece en 30-40% de
adenocarcinomas de fumadores y raramente en el SCLC. Cada gen Ras tiene una
predileccidon para tumores especificos, K- ras se encuentra predominantemente en el
cancer colorrectal, pulmdn, pancreas, ovario, endometrial, gastrico y sistema nervioso
central. H-ras se encuentra en el cancer de vejiga y N- ras en el melanoma y en la
leucemia. Las mutaciones K-ras son excluyentes con las mutaciones de EGFR y ERBB2 e
implican resistencia al tratamiento con pequefias moléculas inhibidoras de la tirosin-
guinasay a la quimioterapia (75).

C-Erb-B2: gen localizado en el cromosoma 17 que codifica una proteina con gran
homologia con el receptor del factor de crecimiento epidérmico (familia EGF). El c-erb-
B2 puede ser un marcador tumoral de interés en neoplasias mamarias, ovaricas,
prostaticas y pulmonares. En el CP se sobreexpresa en el 25% de los no microciticos; en
el adenocarcinoma se correlaciona con una menor supervivencia.

Bcl-2 es un protoncogen que codifica a una proteina bcl-2 situado en la traslocacién
14/18 aparece en el 25% de los carcinomas de células escamosas y en el 10% de los
adenocarcinomas.

1.8.2 Genes supresores

Son los genes supresores o recesivos de la proliferacion celular y, por tanto, su
mutacion permite la proliferacion celular. La inactivacidén de éstos, suele ocurrir por
pérdida de la regiéon cromosémica que incluye un alelo y mutacion en el segundo alelo,
este proceso se denomina “pérdida de heterocigosidad” (necesitan la mutacién de dos
alelos). La hipermetilacién del promotor como mecanismo de inactivacidén de los genes
supresores, parece ser la mas importante alteracion como mecanismo precoz en la
carcinogénesis. Inhiben la division celular en respuesta a un dafio en el ADN hasta su
reparacion.

p53 es el mas estudiado, se trata del gen que codifica una proteina que preserva la
integridad del genoma (inhibe la funcion de gen MYC y RAS, activa la trascripcion,
controla la iniciacion de la sintesis del ADN, activa los genes reparadores del ADN),
conociéndose delecciones, reordenamientos y mutaciones que hacen que pierda dicha
funcién supresora. Es considerado el guardian del genoma. Se localiza en el
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cromosoma 17p vy su alteracion es la mas frecuente de los canceres humanos (76). El
tipo de CP donde mas frecuentemente se encuentra alterado es el epidermoide.

Proteina del retinoblastoma (RB): gen supresor que bloquea la progresiéon G1/S del
ciclo celular; los individuos con mutaciéon germinal en RB que no desarrollan retino-
blastoma tienen un riesgo 15 veces mayor de desarrollar CP (77), la inactivacién de
ambos alelos se detecta en casi el 90% de los SCLC.

1.8.3 Mutaciones de receptores de las tirosin - quinasa

El EGFR es una glucoproteina transmembrana con actividad tirosina quinasa (TK) que
estd codificada por un gen localizado en el cromosoma 7p12. Es uno de los 4 miembros
de la familia de receptores TK HER (human epidermal receptor)(78). El EGFR juega un
considerable papel en la carcinogénesis y su sobreexpresion ha sido relacionada con
enfermedad avanzada y peor prondstico (79). Las mutaciones que afectan al dominio
TK solo se han descrito en el NSCLC, y las mas frecuentes se encuentran en el exén 19y
en el exdon 21. Estas mutaciones se determinan en tejido tumoral introducido en
parafina y estan especialmente asociadas con el subtipo adenocarcinoma, sobre todo
los bronquioloalveolares, y con las mujeres de origen oriental y no fumadoras (80). Los
pacientes con estas mutaciones tienen alta probabilidad de responder a las terapias
anti-EGFR. Actualmente, los farmacos de este grupo con los que se tiene mas
experiencia son el erlotinib y el gefitinib; ambos inhiben de forma reversible la
actividad catalitica del receptor, interrumpen la transduccion de la seiial de
crecimiento y producen un efecto antitumoral. Son los que mas estrechamente se han
asociado con la respuesta parcial o mejoria clinica de los pacientes con mutaciones en
el gen EGFR (81).

1.9 RESPUESTA INMUNOLOGICA Y CANCER

La carcinogénesis es un proceso complejo y dindmico que incluye varios
cambios celulares a nivel genético y que desemboca en el crecimiento celular
descontrolado. EIl método de estadiaje de neoplasias mas cominmente utilizado es el
TNM, desarrollado por la AJCC (American Joint Committe on Cancer) (66) en
colaboracién con la UICC (Unidn internacional contra el cdncer). Este sistema de
clasificacién nos da una aproximacion del grado de progresidén tumoral en el momento
de la intervencién quirdrgica, pero sin embargo, no proporciona informacion detallada
en la estimacion del prondstico tras la reseccidon del tumor, ni tiene en consideraciéon
efectos de la respuesta inmunoldgica del huésped, modificdndose incluso el prondstico
en pacientes con el mismo estadio (82). El proceso neopldsico puede ser
potencialmente curable, pero mientras que la clasificacién TNM es importante en la
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toma de decisiones clinicas, los resultados varian significativamente en cada estadio
TNM (83,84).

1.9.1 El sistema inmune

Entendemos por respuesta inmune todos aquellos eventos desarrollados por el
sistema inmune al objeto de defender la integridad bioldgica del individuo frente a
cualquier agresidon (estimulo antigénico); puede ser de tipo inespecifica o innata y
especifica. Generalmente, el sistema inmune responde de forma unitaria, por lo que la
division es mas tedrica que real; lo que si ocurre es que, dependiendo de las
circunstancias, en unos casos predomina una u otra de estas modalidades.

La respuesta inespecifica o innata (85) forma parte de los mecanismos inespecificos de
defensa y representa el primer sistema defensivo del organismo, de especial
significacion frente a infecciones y células cancerigenas. Las células que mediatizan
esta respuesta son los polimorfonucleares (PNM), neutréfilos, macréfagos y células
natural killer (células NK), que son células que se caracterizan por activarse de forma
inmediata siempre que cualquier sustancia extrafa penetra en el organismo,
destruyéndola mediante el proceso de fagocitosis y citotoxicidad natural.

La respuesta especifica o adquirida (86) se desarrolla sélo frente a la sustancia extraia
gue indujo su iniciaciéon y en ella participan prioritariamente los linfocitos y las
sustancias liberadas por los mismos, anticuerpos y citocinas. Puede ser de dos tipos:
humoral y celular. Aunque la separaciéon de ambos tipos es mas didactico que real, en
general se considera que cuando los elementos implicados son los linfocitos B se trata
de una respuesta tipo humoral mientras que cuando participan prioritariamente los
linfocitos T, tanto colaboradores (Th) como citotdxicos (Tc), se trata de una respuesta
tipo celular.

El tipo, densidad, localizacién y organizacién del infiltrado inmunoldgico en el tumor,
define el concepto de Inmunoscore que determina el prondstico de la enfermedad
(83). El sistema inmune presenta un papel doble en la progresidon del cancer ya que
ademas de impedir el crecimiento tumoral mediante la eliminacién de células
tumorales, también puede promover la progresion tumoral seleccionando a las células
tumorales que evaden el control inmunolégico. En determinados tipos de cancer,
existe una actividad inflamatoria presente antes de que se inicie un proceso tumoral,
mientras que otros tipos, el proceso tumoral induce una serie de cambios
inflamatorios que promueven el desarrollo tumoral (87).

La capacidad de memoria de las células T va a ser fundamental para el prondstico de la
enfermedad. La memoria inmunoldgica es definida como la capacidad de reconocer a
antigenos previamente ya presentados. Las células memoria tienen la capacidad de
circular durante largos periodos de tiempo y controlar a las células tumorales
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circulantes, como se ha demostrado en modelos animales (88). Por tanto, la respuesta
inmune adaptativa en el centro del tumor, parece ser el pardmetro de respuesta
predictivo mas importante, tras la reseccion quirdrgica con intencidn curativa (89).

Los linfocitos T CD4", como consecuencia de una estimulacién antigénica, pueden
diferenciarse hacia linfocitos T cooperadores de tipo Thl o Th2, estando esta
diferenciacién en parte condicionada por las citocinas que se encuentran en el medio.
Asi, la presencia de IL-12 promueve la diferenciacién hacia Thl, mientras que la IL- 4
condiciona el desarrollo Th2. Los linfocitos Th1, en colaboracion con los macrofagos,
estan implicados en la respuesta inmune celular, mientras que los Th2 promueven la
respuesta inmune humoral (90). Los linfocitos T CD8" se diferencian hacia linfocitos T
citotoxicos como respuesta a la estimulacidn antigénica y a la presencia de citocinas
secretadas por otras células. La diferenciacién hacia Th 17 va tener un papel
proinflamatorio que les permite hacer de puente entre la inmunidad innata y la
inmunidad adaptativa.

Los macrdfagos también van a tener un papel importante en la respuesta tumoral,
entre las que se encuentran; influencia sobre la respuesta adaptativa, crecimiento
tumoral, en el proceso de angiogénesis y en la repuesta terapéutica. Estos podrian
adquirir el fenotipo M2 (macrdéfagos tolerantes), en el cual, tienen poca capacidad de
presentacion antigénica y pueden llegar a suprimir la activacién y proliferacion de
células Ty NK anulando la actividad inmunolégica antitumoral y ejercer asi una doble
influencia en el crecimiento tumoral y en su progresion (91).

Las células T reguladoras (T regs) son una subpoblacién de células T que suprimen la
actividad del sistema inmune y mantienen un estado de inmunotolerancia. Las T regs
pueden tener una funcién antitumoral, permitiendo al tumor la evasidn de las barreras
inmunoldgicas en el proceso tumoral. Entre los mecanismo que facilitan esta funcién
inmunosupresiva de las T regs se encuentran; la produccion de citoquinas inhibidoras,
como el factor de crecimiento transformante -beta(TGF-B) y la IL-10 y la supresion de
la funcidon de las células T mediante la unién competitiva de la interleucina 2 (IL-2) a
través de receptor de superficie celular CD25 (receptor de 1L-2)(92).

Los linfocitos B parece que podrian tener un papel deletéreo, que podria atribuirse a la
produccién de 1I-10 (93) o a través de la produccién de inmunoglobulinas (IgG),
formando complejos antigeno-anticuerpo.

Los neutrdéfilos maduros también participan en el proceso tumoral, desarrollando una
respuesta pro-tumoral en presencia del TFG-B, pudiendo expresar arginasa y factores
pro-angiogénicos favoreciendo asi el crecimiento y la progresion tumoral.

En cuanto a las células NK, exista una necesidad de ampliar el conocimiento en la
funcién que estas desempenan en el proceso tumoral. Las células NK son linfocitos



Introduccion

innatos con una capacidad para reconocer células aberrantes, incluidas las células
tumorales, sin necesidad de un aprendizaje previo (94). Ademads de la accidn citotéxica,
las células NK al activarse, tienen la capacidad de secretar diversos tipos de citoquinas
como por ejemplo el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interferén gamma (IFN-y)
o el factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF) que son de
gran importancia en la proliferacion, diferenciacion y activacién de otras células y la
regulacién de la respuesta inmunitaria. Existe una evidencia creciente, de que las
células NK que llegan a infiltrar el tumor tienen severos defectos en su receptor de
superficie, lo que conlleva a una disfuncidn de las células NK inducido por el tumor. Las
células NK que llegan al centro del tumor expresan niveles inferiores del receptor de
tipo inmunoglobulina (KIR) en comparacidn con las células NK de sangre periférica del
mismo paciente (95). Estas células que no expresan receptor, sufriran un cambio de
fenotipo perdiendo su capacidad de citotoxicidad (96). De acuerdo con esta hipdtesis,
numerosos estudios establecen que el desarrollo de las células NK no esta totalmente
fijado y que el proceso de maduracidon de las células NK puede modificarse por el
microambiente que las rodea (97). Por lo tanto, el microambiente tumoral podria
tener un impacto negativo en la maduracién de las células NK.
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FIGURA 11: Papel de las células NK en la respuesta tumoral. Imagen tomada de Michael
BoyiadZzis et al. NK cells in Cancer Immunotherapy: Three decades of Discovery.

Las diferentes poblaciones de células inmunoldgicas descritas pueden estar situadas
en diferentes zonas de un tumor y variar entre los distintos tipos de cédncer, sugiriendo
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gue las células inmunoldgicas pueden tener diferentes funciones en el control tumoral
(98).

1.9.2 Mecanismo de escape de la respuesta inmunolodgica

La aparicion de un tumor implica que las células neopldsicas son capaces de crecer a
pesar de los mecanismos de control inmunolégico; por ello, se ha postulado que las
células tumorales podrian utilizar diferentes mecanismos para evitar el reconocimiento
y destruccion del sistema inmune (99). Entre ellos destacan:

1.- Ignorancia de los antigenos tumorales. En ciertas ocasiones, los antigenos
tumorales no son presentados al sistema inmune y, en consecuencia, éste no
responde. Esto puede ocurrir en tumores cuyos antigenos no llegan a los ganglios
linfaticos, son endocitados, o el tumor se encuentra en lugar donde no llega el sistema
inmune, como es el caso del cerebro y ojos.

2.- Baja inmunogenicidad. Un descenso de las moléculas HLA de la membrana celular
puede hacer que el reconocimiento inmunoldgico por linfocitos CD8* de las células
tumorales no sea posible, y por tanto, no se genere una respuesta inmune eficaz. Por
este motivo, el estudio de las moléculas HLA en los tumores es importante en el
prondstico de los mismos. También es importante considerar la falta de moléculas de
adhesién intercelular en las células tumorales (100).

3.- Supresion de la respuesta inmune inducida por el tumor. Las células tumorales
pueden producir diferentes factores solubles capaces de inhibir la respuesta inmune,
entre los que se pueden considerar complejos Ag-Ac preformados y TGF-alfa o IL-10,
que como es sabido ejercen una potente accidn inmuno-inhibidora, y por ultimo
también se ha observado en ciertos casos una accién protectora (101).

4.- Induccion de tolerancia por parte del tumor. Esto puede ocurrir en tumores que
carecen de ciertas moléculas de coestimulacion (por ejemplo CD28) o por la induccidn
de células de tipo supresor.

5.- Sobreexpresion de Fas Ligando (FasL) por las células tumorales. Se trata de una
proteina transmembrana tipo Il de la familia del Factor de Necrosis Tumoral (TNF) que,
al unirse a su receptor, induce la apoptosis. Se produce la muerte de las células del
sistema inmune que acuden al tumor (102).

Varios estudios se centraron en la red de citocinas que participaban en el
microambiente tumoral (103). Con respecto a esto, al menos dos patrones de citocinas
se sabe que son generados por los linfocitos T: citocinas tipo 1, que incluye la IL-2 y el
IFN-y, que se han demostrado promueven la inmunidad mediada por células, y
citocinas tipo 2, que incluyen la IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, que suprimen la respuesta de la
inmunidad celular. La IL-6 es producida fundamentalmente por
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monocitos/macrofagos, fibroblastos, células endoteliales, linfocitos T y células del
estroma de la médula dsea. Junto con la IL-1 es la principal inductora de la sintesis de
proteinas de fase aguda, sobre todo de fibrindgeno. Ademas de su efecto en la
inflamacidn, se ha observado que promueve la diferenciacién de linfocitos B hacia
células plasmaticas, induciendo la produccién de inmunoglobulinas.

La elevacidn de los niveles séricos y peritumorales de IL-10 registrados en muchos
tumores, incluido el CP, se ha interpretado como un apoyo al papel de la IL- 10 para
escapar de la respuesta inmune. Ademas, el aumento de la concentracion sérica de
esta citoquina en el CPNM se ha demostrado recientemente correlacionada con la
reduccion de la supervivencia (104).En cuanto a la IL-6 y su papel en el CP, altos
niveles de IL-6 se ha correlacionado con un pobre prondstico clinico (105). Gao et al
(106) mostraron, en su estudio, que las mutaciones en EGFR impulsan un aumento de
la produccion de IL-6 en los adenocarcinomas de pulmén mediante una cascada de
sefializacion (EGFR/IL-6/STAT3), que es importante para la tumorogénesis;
describieron una correlacidon entre STAT3 activada (una diana de la IL-6) y mutaciones
en EGFR en los pacientes con cancer de pulmdn.

1.9.3 Respuesta inmunolagica en el CP

En cdncer colorectal, es donde mds ampliamente se ha evaluado la infiltracidn
inmunolégica celular, creando una clasificacion en funcidn del porcentaje celular
conocido como Inmunoscore. Existen una gran cantidad de estudios prospectivos que
estan evaluando cédmo incorporar esta clasificacion de Inmunoscore en las decisiones
terapéuticas (107, 108, 109). Es interesante observar que las implicaciones de este
fenotipo inmunoldégico se aplican no sélo a varios érganos donde asienta el cancer:
mama (110) pulmdn, cabeza y cuello, rifidn, vejiga, ovario, piel, préstata, sino también
a varios tipos de células a las que afecta el proceso tumoral: adenocarcinoma,
carcinoma de células escamosas, cancer de células grandes, etc.

El grupo de cancer colorectal se centra en los marcadores inmunolégicos CD3", CD8",
CD45 RO" y células T citotdxicas y como se distribuyen estos infiltrados en centro
tumoral y margenes invasivos (107, 108, 111). Un alto porcentaje de células T memoria
en el centro del tumor y en los margenes invasivos se relacionaba con un mejor
prondstico. Tumores con un bajo porcentaje de células T memoria y células T
citotoxicas presentaban un peor prondstico. De tal forma, que no sélo es importante
el porcentaje de células infiltrantes sino cdmo se distribuye este infiltrado, y esto va a
tener un papel crucial en el control de la enfermedad a distancia (112). Ademas tanto
la respuesta innata como adaptativa tienen una funcion importante en evitar la
progresién tumoral mediante la inmunovigilancia. Una respuesta inmune adaptativa
leve en el centro tumoral se relaciona con un peor prondstico en pacientes con
tumores poco agresivos. Por el contrario, una respuesta inmune adaptativa moderada
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se ha relacionado con un buen prondstico, independientemente de la agresividad del
tumor y de la diseminacién a los ganglios linfaticos regionales.

Centrandonos en el CP, existen en la literatura numerosos trabajos que estudian este
infiltrado inmunoldgico (113-117). Algunos de estos trabajos demuestran, al igual que
en cancer colorectal, el mejor prondstico cuando existe infiltracion de células T en el
centro tumoral (116). Sin embargo otros como el de Mori y cols demuestran que la
infiltracion de células T CD8" en CP no se relaciona con el prondstico, sino que esta
infiltracion, estd condicionada al grado de diferenciacién de las células tumorales
(118).

En 2011 Gooden y cols presentaron una revision sistematica sobre la influencia del
infiltrado inmunolégico en CP. Ellos relacionaron que la presencia de las células CD3" y
CD8" se correlacionaban con un mejor prondstico, mientras que la infiltracién de
células T reguladoras (Tregs) FOXp3® estaba asociado a un peor prondstico (119). Mas
recientemente Donnem y cols describen el prondstico independiente de la infiltracién
de celtlas T CD8" en CP (120). El marcador CD8" lo pueden expresar las células NK y las
células dendriticas, pero se expresa fundamentalmente en la superficie de las células T
citotéxicas. Esto va a tener importantes consecuencias clinicas, puesto que como
veremos mas adelante, existen en la actualidad diferentes terapias que estimulan la
respuesta inmunolégica bloqueando la inhibicion de las células T citotéxicas (PD-1,
PDL-1 etc..).

Suzuki y cols evaluaron en su estudio de pacientes con NSCLC, todos ellos
adenocarcinoma estadio |, el papel las células T memoria (CD45" RO). La funcién de
estas en el CP, no estd tan bien caracterizada como en el cancer colorectal y estudios
futuros deben de profundizar en el conocimiento que esta células desempefan (121).

Sin embargo todavia existen varios escollos en la determinaciéon del Inmunoscore
como son la estandarizacién en las técnicas de inmunohistoquimica basadas en el
procedimiento de la tincidn, sistema de cuantificacién, localizacién de la cuantificacién
y las variaciones interobservador.

Por todo lo anteriormente referido el Inmunoscore debe ser incorporado a las futuras
ediciones de la clasificacién TNM, pues se ha demostrado su capacidad predictiva y
prondstica en el proceso tumoral. Un estudio con desarrollo en Noruega pretende la
validacidn de este sistema de inmunoscore en CP (122).

1.9.4 Efectos del humo del tabaco en la respuesta inmunoldgica

El epitelio bronquial no sélo sirve como barrera estructural del tracto respiratorio sino
gue también desempefia un papel funcional en la defensa contra agentes patégenos.
Esto se consigue a través de la presentacién de antigenos, la expresién de moléculas
de adhesién y la capacidad de diferenciacion. El humo del tabaco va a producir una
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serie de cambios en el epitelio bronquial, que conlleva a un aumento de células
inflamatorias en la pared bronquial, como resultado de la expresién de moléculas de
adhesién y de la secrecion de citoquinas, como son las IL- 6, 8 y 10, que pueden inhibir
la apoptosis, interferir en los mecanismos de reparacion celular y promover la
angiogénesis (123).

La mayoria de los fumadores “sanos” presentan expectoracion diaria. Un incremento
en la produccién de moco estd causado por cambios estructurales como son; la
hiperplasia de células caliciformes, la metaplasia glandular y la composicion quimica
del moco en pacientes fumadores. Se ha visto que el humo del tabaco produce una
activacion del receptor EFGR que regula la produccidon de mucina en fumadores (124).

El humo del tabaco produce un incremento de dos a tres veces en el numero de
macroéfagos alveolares. Aparte de los cambios en el nUmero, también se ha observado
un deterioro en la funcionalidad de estas células, mostrdndose menos maduros vy
viéndose también afecta su capacidad en la presentacion de antigenos (125).

La leucocitosis es una alteracion comun observada en sangre periférica de pacientes
fumadores. Se ha observado un incremento de polimorfonucleares en el esputo
inducido, en las biopsias bronquiales y en el lavado broncoalveolar de pacientes
fumadores (126). Un aumento de los neutréfilos en la vias respiratorias de estos
pacientes produce un incremento de los niveles de enzimas proteoliticas tales como:
elastasa leucocitaria, captesina G y proteasa-3. Las proteasas de los neutrdfilos
estimulan la produccién de mucina por las células caliciformes. Ademas estas enzimas
también tienen un efecto destructivo en las células ciliadas y son capaces de destruir la
matriz extracelular.

Los eosindfilos también se han visto aumentados en muestras de biopsia bronquial en
pacientes fumadores. Su numero se normaliza una vez que se abandona el habito
tabaquico.

Una caracteristica comun de la inflamacién crénica persistente en la via aérea de
pacientes fumadores, es la infiltracion linfocitica. La subpoblacién de células T CD8" se
encuentra elevada en el lavado broncoalveolar de pacientes fumadores y su nimero se
relacionado con el consumo tabaquico acumulado. Se ha postulado que cuando esta
proporcién de células T CD8" se encuentra aumentada, existe un mayor riesgo de
desarrollar enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) (127). Ademas las
células T tienen un efecto destructivo importante para el desarrollo de enfisema.
Asimismo, la ratio CD4"/CD8" se encuentra elevada en este tipo de pacientes.

El abandono tabdaquico se traduce en un retraso de la caida de la funcion pulmonar,
medido fundamentalmente por el FEV1, en disminucidon de la incidencia de cancer y en
la reduccién de la mortalidad cardiovascular (128). Estas observaciones se han
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realizado en pacientes y poco se sabe acerca de los posibles beneficios del abandono
tabaquico en la restitucion de la homeostasis inmunoldgica en personas sanas. El
numero de macroéfagos alveolares y de esosindfilos se normaliza tras el abandono,
pero algunas de las caracteristicas funcionales de las células inmunoldgicas no.

1.9.5 Inmunoterapia en CP

La inmunoterapia, también llamada terapia biolégica o bioterapia, esta disefiada para
estimular las defensas naturales del cuerpo con el fin de combatir el cancer. Esta utiliza
productos sintetizados de forma natural por el cuerpo humano o fabricados en un
laboratorio, para mejorar o restaurar la funcién del sistema inmunitario. No se conoce
bien como la inmunoterapia actua en el proceso tumoral, podria detener o retardar el
crecimiento de las células cancerosas y asi evitar la diseminacion a otras partes del
cuerpo, o bien, ayudar al sistema inmunoldgico a aumentar su eficacia en la
eliminacion de las células cancerosas. EIl campo de la inmunoterapia ha tenido un
crecimiento importante en los Ultimos afios debido a su eficacia probada para frenar la
progresion tumoral en diferentes tipos de cancer, incluido el CP (129-131).
Recientemente Kim y cols (132) demostraron la expresién del ligando de muerte
programada PD-L1 en el carcinoma epidermoide, el cual a su vez se asociaba con una
mayor infiltracién de células CD8+.

PD-1 (o PD-L1 ligando primario expresado en el centro tumoral) es una proteina
transmembrana, que juega un papel importante en limitar la destruccion de tejido
inflamado y/o infectado. Este receptor inmunoregulador estd expresado en la
superficie de varios tipos de células inmunes activadas, incluyendo células T, células B,
células NK, células dendriticas y macrofagos. EI PD-1 es una molécula de
coestimulacién que manda una sefial inhibitoria, es decir, es un regulador negativo de
la activacion de células T. Cuando el PD-1 se une a sus ligandos en la célula
presentadora de antigeno, envia sefales que producen una disminucién de citoquinas
como son el IFN-y, el TNFa v la IL- 2. Esta interaccion disminuye y evita que el sistema
inmunitario rechace el tumor (133).

La mayoria de pacientes con CP presentan enfermedad avanzada en el momento del
diagndstico. Los tratamientos con quimioterapia no han demostrado una mejora de la
supervivencia a los 5 afios, por lo que ha sido necesario el desarrollo de nuevas
estrategias terapéuticas tales como la inmunoterapia, ya sea como complemento de la
cirugia o de forma individual.

Las células neoplasicas desarrollan un mecanismo de evasién a la respuesta inmune,
permitiendo la progresion y el crecimiento tumoral. Estas células expresan antigenos
gue pueden ser reconocidos por el sistema inmune, sin embargo, la liberacién de
factores solubles y la expresiéon de moléculas de superficie genera un microambiente
que inhiben la funcién de las células T (134). Se ha demostrado una elevada expresién



Introduccion

de PD-L1 en células tumorales y que esto se correlaciona con un mal prondstico en
pacientes con cancer. El tratamiento con anti-PD1 retrasa de manera significativa el
crecimiento de células tumorales, motivo por el que se estan desarrollando
anticuerpos monoclonales frente a PD-1 y PD-L1 para bloquear la interaccién ligando-
receptor y para mejorar la respuesta inmune de las células T frente a las células
tumorales. PD-L1 se expresa en varios tipos de tumor como son melanoma,
glioblastoma, cancer de rindn, pulmodn, cabeza y cuello, estdmago, coldn, pancreas,
mama, cuello uterino y ovario. Aunque la muestra de tejido tumoral obtenida por
biopsia es el método recomendado para el anadlisis de la mutacidn, se esta realizando
estudios con la finalidad de obtener biomarcadores en plasma.

La inmunoterapia estd demostrando resultados prometedores en el NSCLC, varios
farmacos que se dirigen frente al receptor PD-1 o PD-L1 se encuentran actualmente en
desarrollo clinico aunque debido a la limitacion de tiempo y datos, aun no es posible
una evaluacién completa de la anti- PD1 y agentes anti- PD-L1 (135).

Pembrolizumab es un anticuerpo monoclonal humanizado que aumenta la capacidad
del sistema inmunitario para combatir el cancer, bloqueando la interaccién que
aumenta entre el PD-1 y sus ligandos, PD-L1 y PD-L2. Es la primera terapia anti-PD-1
aprobada en EEUU. Pembrolizumab recibié la aprobacion de la FDA en 2014 para el
tratamiento de pacientes con el NSCLC metastasico, cuyos tumores expresen PD-L1 y
muestren una progresion de la enfermedad tras una linea de tratamiento con
guimioterapia de platino. En los pacientes con alteracion gendmica del factor de
crecimiento epidérmico (EFGR), se utilizara cuando la enfermedad haya progresado
(136).

Nivolumab es un anticuerpo monoclonal que bloquea la proteina PD-1, encontrada en
la superficie de células T, que forman parte del sistema inmune. Las células cancerosas
pueden producir PD-1, bloqueando la capacidad de la célula T, haciéndola inactiva.
Nivolumab se une a PD-1, bloqueando la capacidad de la célula tumoral para unirse a
la célula T, permitiendo que la célula T se mantenga activa y ataque a las células
cancerosas. Nivolumab recibié la aprobacién por la FDA para su uso en Marzo de 2015
y puede ser utilizado en el tratamiento del paciente con NSCLC que ha progresado a
pesar el del tratamiento con quimioterapia platino. La mediana de supervivencia
demostré superioridad para los pacientes tratados con nivolumab (9 meses) en
comparacion con los pacientes tratados con docetaxel (6 meses). Otros estudios en
fase Il en desarrollo comparan nivolumab como tratamiento de primera linea en
paciente con PD-L1 positivo frente a otras lineas de tratamiento quimioterdpico
(Gemcitabina, Cisplatino, Carboplatino, Paclitaxel, Premetrexed), como tratamiento de
primera linea para el estadio IV o en caso de recurrencia tumoral (137).
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Desafortunadamente, la falta de un biomarcador que muestra la respuesta al
tratamiento oscurece el escenario. Los datos sobre la correlacién entre PD-L1 positivo
y la respuesta de los pacientes a los diferentes agentes que bloquean el PD-L1 son
contradictorios.

Role of PD-1 in Suppressing Antitumor
|mmuni1y FIGURA 12: Via PD-1/PD-L. Durante el
Activation proceso de activacién celular, la primera

[eytekines, lysis, prolil., migration) sefial esta dada por el reconocimiento del

antigeno presentado por el complejo

APC T cell

mayor de histocompatibilidad al Receptor
de células T, Ila segunda seial,
indispensable  para una respuesta
efectora, depende de la unién de las
moléculas de coestimulacién expresadas
por las células T a sus ligando expresados
por las células presenatdoras de

antigenos. Imagen tomada de Annu Rev.

Inhibition Immnunol 2008; Pardoll et al.

[anergy, exhaustion, death)
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2. JUSTIFICACION Y OBIJETIVOS

El cdncer de pulmon (CP) es la principal causa neoplasica de muerte en el mundo y una
de las enfermedades de origen respiratorio que causa mas mortalidad. Aunque en las
ultimas décadas se observan algunas variaciones en la epidemiologia del cancer, como
la distribucidén por sexo, edad y estirpe histolégica, otros aspectos, como la
presentacion clinica, actitud terapéutica, riesgos quirurgicos, tiempos de espera y
supervivencia global han mejorado minimamente, a pesar de los continuos avances
con técnicas diagndsticas mds precisas, nuevos protocolos de tratamiento y
conocimientos en la biologia del tumor.

Sélo el 20-25% del NSCLC son resecables en el momento del diagndstico (estadio I-111A)
y por tanto potencialmente curables. Existe una notable diferencia en el prondstico de
la enfermedad entre el estadio | y el llIA como se muestra en la vigente clasificacion
TNM (72 edicidn). Este sistema de clasificacién nos da una aproximacién del grado de
progresidon tumoral en el momento de la intervencién quirdrgica, pero sin embargo,
no proporciona informacion detallada en la estimacién del prondstico tras la reseccién
del tumor, ni tiene en consideraciéon efectos de la respuesta inmunolégica del
huésped.

La inmunovigilancia tumoral se lleva a cabo gracias a que los antigenos especificos
asociados a las células pre-tumorales y tumorales pueden ser reconocidos y
procesados por las células presentadoras de antigenos y presentados a los linfocitos T
para su destruccion. De esta forma, el sistema inmunitario innato y adaptativo detecta
y destruye células transformadas mucho antes de la manifestacidn clinica del tumor. Si
la eliminacién de las células transformadas es completa, el organismo permanecera
libre de tumor, pero a veces la eliminacion de las células transformadas es incompleta
inicidandose una fase de equilibrio en la cual el sistema inmunitario adaptativo previene
el crecimiento tumoral manteniendo las células tumorales residuales en un estado de
latencia que puede durar décadas sin causar enfermedad. Sin embargo algunas células
tumorales pueden escapar a la respuesta inmunitaria y desarrollar tumores hacia una
fase clinicamente evidente mediante diversos mecanismos entre los que se incluyen la
induccion de un estado local y sistémico de inmunosupresidn antitumoral.

La composicion celular del microambiente tumoral influye en la génesis y en la
progresidon tumoral. Andlisis histopatoldgicos en diferentes tumores han demostrado
la infiltracion de células inflamatorias y linfociticas. La localizacidn, densidad vy
funcionalidad de este infiltrado inmunolégico puede tener un resultado beneficioso o
deletéreo para el paciente.



Justificacidn y objetivos

El conocimiento de este infiltrado inmunolégico no sélo permite tener un mejor
conocimiento a nivel molecular de la enfermedad, sino que ademds, va a aportar
informacién relevante para conocer el prondstico de la misma, asi como identificar a
aquellos pacientes que se beneficiarian de nuevas dianas terapéuticas.

Desde las primeras publicaciones en cancercolorectal, existen en la literatura algunos
trabajos que ha intentado definir la distribucion del infiltrado inmunolégico en
diferentes drganos, inlcuido el pulmdn. La mayoria de ellos utilizan las técnicas de
inmunnohistoquimica o citometria de flujo para caracterizar este infiltrado. Hasta el
momento ninguno de los estudios han realizado un andlisis minucioso de la
composicion y distribucién de las diferentes subpoblaciones linfocitarias ni de su
funcionalidad, combinando ambas técnicas la citometria de flujo y Ia
inmunohistoquimica.

De acuerdo con lo expuesto, se pretende llevar a cabo en este trabajo de investigacion,
un estudio exhaustivo sobre la distribucién y las caracteristicas fenotipicas del
infiltrado inmunolégico en muestras de tejido tumoral, estudiando en este tejido los
nidos tumorales, el estroma y los margenes invasivos y comparando dicha infiltracién
con el tejido adyacente al tumor, tejido sano y sangre periférica en pacientes con
NSCLC.

Los objetivos para llevar a cabo esta investigacion han sido:
Generales:

Identificacion de cambios en el microambiente tumoral de pacientes con cancer de
pulmén potencialmente resecable. Estos cambios se estudiardn comparativamente
con los observados en: zona adyacente al tumor, tejido sano y sangre periférica y que
puedan estar relacionados con el escape al control inmunoldgico.

Especificos:

1. Determinar las diferencias de infiltracion inmunoldgica celular en sangre periférica
entre pacientes con NSCLC y controles sanos.

2. Identificar y estudiar el comportamiento de la infiltracién inmunoldgica celular en
diferentes muestras de tejido, mediante citometria de flujo (CF).

2.1. Identificacién de cambios cuantitativos y funcionales en las distintas
subpoblaciones linfoides

3. Identificar y estudiar el comportamiento de la infiltracidn inmunoldgica celular en
diferentes muestras de tejido, mediante inmunohistoquimica (IHQ).
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4. Analizar el infiltrado inmunoldgico en relacion a las caracteristicas clinico-
patoldgicas: diferencias entre tipo de tumor, estadio y grado de diferenciacién.
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3. MATERIALY METODOS

3.1 Seleccién de sujetos

Se disefid un estudio prospectivo que incluyeron 61 pacientes con diagndstico de
NSCLC intervenidos en la Seccidon de Cirugia toracica del Hospital Universitario Virgen
de las Nieves del Servicio Andaluz de Salud (SAS). Se trata de una unidad de referencia
para el Area Sanitaria de Andalucia Oriental que incluye las provincias de Almeria,
Granada, y la zona Sanitaria de Alcald la Real correspondiente al sur de Jaén.

El periodo de inclusion del estudio abarcé desde el 1 de Octubre de 2014 hasta el 31
de diciembre de 2015. Estos pacientes sélo suponen un porcentaje de todos los
pacientes que puedan ser diagnosticados de CP, pero sdélo se incluyeron aquellos
paciente que no habia recibido tratamiento neoadyuvante previo, por la posible
interferencia con los resultados de infiltracion celular.

Los casos son individuos diagnosticados de NSCLC en estadio temprano con
confirmacién anatomo-patoldgica. Previa a la cirugia era requisito indispensable
demostrar la operabilidad del paciente, definida como su capacidad para tolerar una
cirugia de reseccién pulmonar sin que representen un elevado riesgo de muerte o de
secuela invalidante, y la resecabilidad, posibilidad de que el tumor sea extirpado en su
totalidad con margenes de seguridad, de acuerdo a los protocolos de la Sociedad
Espanola de Neumologia y Cirugia tordacica (98).

Generalmente todos los pacientes requerian una valoracion especifica pulmonar de
forma previa a la cirugia de reseccién. Esto incluye una gasometria arterial, una
exploracién funcional respiratoria; siendo el volumen espirado en el primer segundo
(FEV1) y la capacidad de difusion del mondxido de carbono (DLCO), los pardmetros
funcionales mas importantes como predictores de una evoluciéon complicada. El test
de ejercicio cardiopulmonar, queda reservado a aquellos resultados espirométricos
dudosos de tolerar una reseccién pulmonar (139).

Todos los casos fueron valorados en los comités de tumores (Hospital Universitario ™
Virgen de las Nieves y Hospital Clinico Universitario = San Cecilio””, ambos en
Granada), donde semanalmente se consensuan el tratamiento quirdrgico de pacientes
con CP, siendo programados para la intervencion.

Los pacientes eran citados en la Consulta de Cirugia tordcica, de forma previa a la
cirugia. Todos ellos fueron informados verbalmente y por escrito del diagndstico,
procedimiento quirdrgico al que se iban a someter, con sus posibles riesgos, secuelas,
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complicaciones, asi como alternativas terapéuticas y firmaron un consentimiento
informado, consistiendo y permitiendo el estudio mediante la toma de muestras del
tejido tumoral, tejido adyacente al tumor y tejido sano distante al tumor con fines
estrictamente cientificos. Dicho consentimiento fue valorado y aceptado previamente
por el Comité Etico del Hospital Universitario ** Virgen de las Nieves ** (Anexo 1).

Tras el alta hospitalaria se citaba al paciente para revisiones médicas en la consulta de
Cirugia toracica y Oncologia, donde se realizaba un seguimiento estrecho, para
detectar posibles complicaciones y/o recidiva tumoral. El estudio sistematico incluia
una revisién al mes tras el alta hospitalaria y posteriormente cada 3 meses hasta
completar un afo. Este estudio incluia una radiografia simple de térax (proyecciéon
postero-anterior y lateral) y analitica de sangre. Al cumplir un afio de la intervencién,
se solicitaba tomografia axial computerizada de térax y hemiabdomen superior para
descartar la posible diseminacién de la enfermedad a distancia, ademds de una
analitica. A partir del primer ano, las revisiones se realizan cada seis meses los
primeros cinco afios con estudio radiolégico de térax y posteriormente una vez al afio
hasta completar diez afios desde la intervencién. En caso de hallazgos clinicos,
radiolégicos sugestivos de recidiva tumoral, los estudios se completaban en cualquier
etapa de la evolucién postoperatoria.

3.2 Fuentes de informacion

La principal fuente de datos utilizada en el estudio para la caracterizacién de los
pacientes, asi como para obtener la informacién necesaria para las variables objeto de
estudio, ha sido la historia clinica, que recoge datos de la anamnesis, exploracidn fisica
y pruebas complementarias realizadas a cada uno de los pacientes para llegar al
diagndstico. Desde el afio 2007 estos registros se realizaron en formato digital, de
acuerdo a los protocolos informaticos de nuestro Hospital, en el sistema 'Diraya
Estacion Médica.

Para la recogida de datos primarios se elaboré un Protocolo estructurado,
cumplimentado por la doctoranda, a partir de la revisién de las historias clinicas,
donde se recogieron las siguientes variables:

e Edad del paciente en el momento de acudir a la consulta

e Sexo

e Antecedentes familiares de cancer

e Historia de tabaquismo, incluyendo el numero de cigarrillos /dia
fumados por el paciente asi como los afios de duracién del habito, con
el fin de calcular, posteriormente, el indice paquetes-afio (ICAT)

e Antecedentes personales de cancer
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Otras comorbilidades como hipertension arterial, diabetes mellitus y
enfermedades neumoldgicas relacionadas con el cancer de pulmén
(EPOC, ...)

Diagndstico histoldgico y estadificacion en el grupo “Casos”

ECOG: se trata de una escala que mide de forma practica la calidad de
vida de un paciente con cancer. Este dato es muy importante cuando se
plantea un tratamiento, ya que de esta escala dependerd el protocolo
terapéutico y el prondstico de la enfermedad. La escala ECOG se puntua
de 0 a 5. En la escala O el paciente se encuentra asintomatica y la 4 el
paciente es totalmente dependiente y necesita ayuda para las
actividades basicas de la vida diaria

Captacién metdbolica en la PET (SUVs).

Tipo de reseccion quirdrgica y abordaje.

3.3 Obtencidon de muestras y procesamiento

Una vez que se obtenia la pieza anatdmica, se preparaban las muestras objeto de

estudio: muestras de tejido tumoral (TT), tejido adyacente al tumor (TAT) y tejido

distante no tumoral (TDNT). Para la preparacion, se procedia a la seccién longitudinal

del tumor, por su parte mas consistente y voluminosa a la palpacion. Este

procedimiento era llevado a cabo dentro de los primeros quince minutos una vez

resecado el tumor, evitando en la medida de lo posible, las zonas de necrosis.
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FIGURA 13 Pieza quirurgica de |l6bulo superior izquierdo resecado por infiltracion tumoral de
adenocarcinoma (T1aNOMO). Imagen de autor.

Posteriormente con bisturi frio y por corte directo, se seccionaban dos rectdngulos de,
un peso aproximado de 100 mg. Mitad de la pieza extraida era conservada en solucién
PBS (buffer fosfato salino) e inmediatamente analizada por citometria de flujo (CF). La
otra mitad de la pieza era conservada con formalina tamponada y fijada en parafina
(ver preparacién de las muestras para estudio histolégico mds adelante). Todas las
muestras tenian su muestra apareada de TAT y TDNT. Debido a que los cambios
moleculares pre-tumorales pueden ocurrir en la zona de TAT, se tomaron muestras de
la periferia del tumor. Las muestras de TDNT fueron evaluadas meticulosamente para
garantizar la ausencia de células tumorales.
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FIGURA 14: Muestras de tejido Tumoral (T), tejido adyacente al tumor (P) y tejido
distante no tumoral (TDNT). Imagen de autor.

Las muestras fueron analizadas por un patdlogo de referencia y siempre el mismo.
Ademas de confirmar el diagndstico de CP mediante tincidn de hematoxilina-eosina y
de realizar el estudio sistemdtico de un proceso tumoral, se cuantificé la infiltracion
celular, seleccionando sélo las muestras con un contenido celular superior o igual al
50%. Aquellas que no cumplieran este requisito, eran excluidas. Las muestras de TDNT
fueron analizadas para descartar la presencia de células tumorales.

Se seleccionaron 32 controles sanos con una edad de entre 50 y 80 anos. De ellos se
obtuvo sangre periférica (SP), que se compard con la de los casos. Esta era obtenida
por la mafiana con un periodo de ayuno, de al menos 10 horas. Se procedié a su
centrifugacion, conservando la muestras de plasma obtenidas, a una temperatura de -
209C. El resto de la muestra se marcé con los anticuerpos para el posterior analisis con
citometria de flujo. En este tipo de muestras se compard la infiltracién celular de
células B, T y Células NK en sangre periférica de los controles con las muestras de
sangre periférica de pacientes con CP.

El estadio tumoral (TNM) se determind tras la evaluacién de las muestras resecadas
segun la 72 edicién TNM para el CP de la Asociacion Internacional para el estudio en
estadificacion de CP 2009 (28).

Las caracteristicas clinicas, demograficas e histoldgicas con respecto al tumor se
muestran en la seccién correspondiente a resultados.

3.4 Analisis de citometria de flujo

Los analisis de citometria de flujo (CF) fueron realizados en las muestras de TT, TAT y
TDNT mediante el siguiente procedimiento:

1) Lavado de la muestra con PBS.
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2) Paso de la muestra a tubos de procesado MACSTM (miltenybiotec) vy
disgregacion de la muestra con disociador Gentle MACS. Cada muestra era
lavada y procesada en dos ocasiones.

3) Filtrado de la muestra con tubos Falcon (Falcon BD Bioscience, San José, USA)

4) Centrifugacion de la muestra durante 5 minutos a 2000 rpm.

5) Eliminacidn del sobrenadante y resuspensién del pellet en unos 100 ul de PBS.

6) Adiccion de 20 ul de las diferentes muestras TT, TAT y TDNT a los anticuerpos
especificos ya preparados.

7) Incubacidén a temperatura ambiente durante unos 20 minutos.

8) Adicién de 1ml de tampodn de lisis (Pharmlyse, BD) para la eliminacion de los
hematies.

9) Andlisis por citometria de flujo (Becton Dickinson FACS CantoTM Il) usando el
software FACSDiva.

FIGURA 15: Centrifuga y disociador donde se realizaba el procesamiento de las muestras.
Imagen de autor.

Los anticuerpos monoclonales especificos utilizados para identificar las diferentes
subpoblaciones con sus respectivos fluorocromos fueron los siguientes: anti- CD57-
FITC, anti-CD4-PE, anti-CD8-Percp, anti CD8-APC H7, anti-CD45R0O-Pecy7, anti HLA-DR-
APC, anti-CD3-Pacific Blue (V450), Human regulatory T cell cocktail (anti-CD4-FITC/anti-
CD25-Pecy7/anti-CD127-APC), anti-CD20-PE, anti-CD20-FITC, anti-CD20-Pacific Blue
(V450), SimultestTM (anti-CD3-FITC/CD56+CD16-PE), anti-CD183/PercpCy5 (CXCR3),
anti-CD196/PE (CCR6), anti-CD56-PE, antiCD16-Percp, anti-CD45-Amcyam (V500), anti-
EPCAM-Percp, anti-CD64-FITC, anti-CD11b-PE, anti-CD161-APC and anti-CD33-Percp
(BD Bioscience, San José, California, USA). Para cada una de las muestras (TT, TAT,
TDNT y SP) se usaron 5 pl de cada uno de los monoclonales, a excepcién de anti-CD3-
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Pacific Blue (V450), anti-HLA-ABC-APC, coctel CD4-FITC/CD25-Pecy7/CD127-APC, de los
cuales se usé aproximadamente 2.5 pl. Para los andlisis multiparamétricos, un minimo
de 4000 eventos para las muestras de tejido pulmonar y un minimo de 30.000 para las
muestras de SP de las subpoblacidon linfociticas fueron recogidas construyendo una
ventana de analisis (CD45+ versus SSClow) usando el Software BD FACSDiva v.8.01 (BD)
y un analizador FACS CantoTM II.

Los datos generados por el citémetro de flujo fueron fundamentalmente diagramas de
puntos (dot-plot) bidimensionales. Las distintas poblaciones celulares fueron
identificadas a través de la introducciéon de ventanas de analisis (gate) secuenciales
tomando datos tanto del porcentaje de células positivas como de la intensidad media
de fluorescencia de la poblacién. Para el andlisis de las poblaciones celulares
linfocitarias se establecié una primera ventana de CD45+/ SSC. Sobre esta ventana de
analisis se realizé el calculo de las proporciones de linfocitos T CD4", TCD8" y By NK.
Una ventana de analisis adicional se realizé sobre CD4* y CD8" con el objeto de
caracterizar las distintas subpoblaciones analizadas en este estudio. De esta manera el
resto de subpoblaciones se refieren como un porcentaje sobre la totalidad de células
CD4" o CD8" respectivamente. La subpoblacién memoria fueron defininidas por la
expresion brillante de CD45'RO* tanto en células T CD4" como T CDS8'. la
subpoblacién de células T regs caracterizada por CD1271°% CD25°"€" CD4" se calculé
también como el porcentaje total de células CD4". Otras subpoblaciones de células T
CD4" y CD8" también fueron analizadas: CD4" CD39°, CD8" CD39*, CD8" CD57".
Finalmente, se analizé la presencia de células maduras NK de fenotipo CD56" CD16",
y subpoblaciones. Las células NK se analizaron a partir de la ventana de andlisis
CD45/SSC low, eliminando las poblaciones de células CD20+ (Linfocitos B) y CD3+
(linfocitos T). De esta manera se identificaron varias subpoblaciones de células NK:
CD56""€" CD16- (células de alta capacidad de produccién de citoquinas); CD56+/CD16+
(células de alta capacidad citotéxica y baja producciéon de citoquinas) y otras
poblaciones de NK de fenotipo inmaduro CD56  CD16".

De forma similar a las células T reguladoras, fueron definidas las subpoblaciones
linfocitarias Thl y Th1l7, expresandose los datos también como una proporcién sobre
el total de células T CD4*. La subpoblacion de Thl fue caracterizada como
(CXCR3'CCR6°CD4") y Th17 como (CXCR3*CCR6'CD4). Los datos de Thl y Th17 sélo
fueron obtenidos de 14 pacientes. La presencia de células B (CD20+) y granulocitos
(CD11b*CD16") también fue investigada.

El porcentaje de infiltracion de linfocitos en cada muestra se obtuvo comparando el
numero de células en la ventana de analisis CD45+/SSClow respecto a la cantidad total
de células adquiridas en el citdmetro. Estos datos se utilizaron para analizar la relacién
entre el infiltrado inflamatorio y las caracteristicas clinico-patoldgicas.
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3.5 Estudio histolégico

De cada muestra extraida (TT, TAT y TDNT), la mitad de cada una (ver mas arriba
obtencidn de muestras) se selecciond para estudio histoldgico, y se realizé el siguiente
procedimiento:

1. Fijacién de la muestra en formol tamponado al 4%

2. Tallado de la misma

3. Inclusion de la totalidad del fragmento en parafina utilizando un procesador
automatico de tejidos (Thermo Scientific modelo Excelsior AS)

4. Confeccién de los bloques de parafina (Dispensador de parafina, Thermo Scientific
modelo Histostar).

5. Obtencion de secciones (Mitrotomo Thermo Scientific modelo Microm HM 355S) a
partir del bloque de parafina de 2 6 3 micras de grosor y montaje de las mismas sobre
portas previamente tratados.

6. Tincién de hematoxilina-eosina de control (Tefiidora Thermo Scientific modelo
Geminis AS)

7. Deshidratacién y aclarado de las muestras
8. Montaje (Montadora de portas, Thermo Scientific modelo Clearuve)

9. Examen histoldgico por un patdlogo para establecer la presencia de neoplasia en la
muestra, asi como determinacién en tanto por ciento, de la superficie de la seccién
afectada por el tumor.

3.6 Estudio inmunohistoquimico

1. Se fijaron las preparaciones en una estufa con el objetivo de conseguir mas
adherencia del corte histolégico al porta y evitar el desprendimiento en las sucesivas
manipulaciones.

2. Desenmascaramiento antigénico, en PT module (Thermo Scientific Modelo Lab
vision PT Module) a 97°C.

3. Procedimiento inmunohistoquimico en inmunotenidor (Thermo scientific). Modelo

Lab vision Autostainer 480S, utilizando el sistema de visualizacion (Master Polymer

plus Detection System Ref: MAD-000237-QK, Lote: 210116), compuesto por:
-Blogueante de la peroxidasa enddgena
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-Amplificador

- Anticuerpo primario (ver mas adelante)

- Cromégeno o DAB

- Potenciador
4. Contra-tinciéon con hematoxilina de Mayer (Ref: MAD-108.1000 Lote: HDH 3013)
6. Deshidratacion, aclarado
7. Montaje (Montadora de portas, Thermo Scientific modelo Clearuve)
Anticuerpos primarios.

Se utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales prediluidos para identificar las
diferentes subpoblaciones linfoides CD45: Ref MAD-002066QD, batch:0108-01; CD20:
Ref MAD-002037QD, batch 0267-10, clone L26; CD3: Ref MAD00621QD, batch: 0117-02,
clone EP41; CD4: Ref: MAD-00600QD, batch:0107-02-10, clone EP 204; CD8: Ref MAD-
000618QD, batch 0183-11, clone SP16; CD68: Ref MAD-002097QD, batch 0175-07.

La infiltracion linfocitica fue evaluada por un patdlogo de forma semicuantitativa en
tres localizaciones distintas: (a) infiltrado dentro de los nidos tumorales, (b) infiltrado
distribuido en el estroma del tumor e (c) infiltrado presente a lo largo del margen
invasivo (interfaz tumor-huésped).

El nimero de células tefiidas para cada anticuerpo se valoré de forma semicuantitativa
como: 1+ (minimo - células tefiidas practicamente ausentes), 2+ (infiltrado leve), 3+
(moderado), 4+ (intenso) descartando areas de necrosis.

CD45 Ref MAD-002066QD, batch:0108-01
CD3 Ref MAD00621QD, batch: 0117-02
CD4 Ref: MAD-00600QD, batch:0107-02-10
CD8 Ref MAD-000618QD, batch 0183-11
CD20 Ref MAD-002037QD, batch 0267-10
CDe8 Ref MAD-002097QD, batch 0175-07
FIGURA 16: Anticuerpos monoclonales utilizados.

3.7 Analisis estadistico

Una vez realizado el trabajo de laboratorio, se procedid a introducir la informacion
recogida en soporte informatico. El programa utilizado para realizar el tratamiento
estadistico de los datos fue el programa estadistico Statistical Package for the Social
Sciencies (SPSS) en su versién 20.0. (IBM, Chicago IL).
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En el tratamiento de la informacidon obtenida se han utilizado diversos métodos
estadisticos:

En primer lugar se ha llevado a cabo un analisis descriptivo obteniéndose la
distribucién de frecuencias y porcentajes de todas y cada una de las variables
cualitativas analizadas, asi como la correspondiente estadistica descriptiva (medidas de
tendencia central y de dispersion) de las variables cuantitativas incluidas en el estudio
(Analisis univariante o univariado) .

Posteriormente se ha realizado el Analisis Inferencial, donde los métodos utilizados
dependen de que se trate de un andlisis de asociacién entre las variables cualitativas
entre si, en cuyo caso se aplica el método de Tablas de contingencia donde se realiza
el Test Chi-Cuadrado(x2) (140), o bien, el Test exacto de Fisher cuando no se cumplen
las condiciones de validez para aplicar el Test Chi Cuadrado para Tablas rxs y Tablas
2x2. En este caso, se calcularon las medidas de asociacion riesgo relativo y odd’s ratio
(o razén del producto cruzado), con el fin de analizar si existia asociacién o relacién
estadisticamente significativa, entre las variables cualitativas o las que se han
convertido a categéricas, y en caso de existir esa asociacién estudiar la fuerza de la
misma.

Para las variables cuantitativas se han realizado en primer lugar los test de normalidad
de Shapiro Wilk y/o Kolmogorov-Smirnov para comprobar si las mismas se
comportan o no segun el modelo de distribucion normal. En funcion de estos
resultados, para comparar los distintos grupos de estudio, se han utilizado las pruebas
paramétricas o no paramétricas adecuadas en funcion de la naturaleza de las variables
(Normales o no normales) controladas y se han aplicado los procedimientos y técnicas
de analisis oportunas.

En el caso de que se compararan se ha utilizado el Test de Student o Welch para dos
muestras independientes, si se trataban de variables normales o el Test de Wilcoxon y
Mann-Whitney en caso de no normalidad. Andlogamente si tenemos dos muestras
relacionadas o apareadas se ha utilizado el Test de Student para muestras apareadas o
bien el Test no paramétrico de Wilcoxon cuando no. Para la comparacion de mas de
dos grupos se ha utilizado la técnica de Analisis de la Varianza (ANOVA) o bien si no se
cumple la normalidad el Test no paramétrico de Kruskal-Wallis. En caso de
significacion se realizaron las correspondientes comparaciones multiples aplicando los
Métodos de Bonferroni, si los tamanos muestrales son distintos, o Tukey si son
iguales. En el caso de varias muestras apareadas, como ha sido en la mayoria de
nuestra investigacion, en la que se han comparado las diversas subpoblaciones
linfocitarias en muestras de tejido tumoral, tejido adyacente al tumor, tejido sano y
sangre periférica, se ha aplicado previa comprobacién de las condiciones de validez, el
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Modelo Lineal General para medidas repetidas y en caso de no normalidad el Test de
Friedman no paramétrico con sus correspondientes comparaciones multiples.

Para estudiar la fuerza de asociacidn posible entre dos variables cuantitativas fueron
calculados los Coeficientes de correlacion de Pearson o bien los no paramétricos de
Spearman, con sus correspondientes significaciones.

Ill

Inmersos en la actual “era” de la Medicina Basada en la Evidencia (MBE), resulta util
aplicar modelos multivariantes (Analisis multivariante) para intentar explicar un
fendbmeno o para hacer predicciones. En general, la aplicacion de una técnica de
anadlisis multivariante significa que se tienen en cuenta simultdneamente muchas

variables en el analisis de los datos.

En funcién de los resultados obtenidos en el andlisis bivariante previo, la construccién
de un modelo logistico se efectud, por un lado, siguiendo el método “Introducir”, que
permite al investigador tomar el mando y decidir qué variables se introducen o extraen
del modelo; y, por otro lado, con procedimientos automaticos “Adelante” y “Atras”,
basados en la prueba de la razén de verosimilitud (RV), que deja que el programa, o
bien, vaya introduciendo variables en el modelo paso a paso empezando por aquellas
gue tienen mas importancia a la hora de predecir la variable dependiente , es decir
coeficientes de regresidon con mayor significacion y por tanto menor valor p, de modo
que en cada paso reevalua los coeficientes y su significacion, eliminando finalmente
del modelo aquellas variables que no considera estadisticamente significativos -
“Método Ascendente o Adelante”-; o bien, partiendo de un modelo con todas las
covariables que se han seleccionado, el programa vaya eliminando del modelo aquellas
sin significacién -“Método Descendente o Atras”-.

Resulta importante indicar que el nivel de significacion estadistica (error) asumido por
el investigador ha sido el 5% (se considera un resultado significativo cuando el nivel de
significacion estadistica p<0,05).
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4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacion de la muestra

Se incluyeron un total de 61 pacientes con NSCLC. La edad media en el momento del
diagndstico del cancer fue de 66 afios. El rango de intervalo se sitla entre los 45 y los

82 ainos
Sexo
Varones
82% B Mujeres

FIGURA 17: Distribucién de los pacientes con NSCLC por sexo

La mayor parte de los pacientes eran varones, fumadores activos o exfumadores con
una media de consumo tabaquico paquetes/afio (ICAT) de 55.

Consumo tabaquico
50%
40%
30% B Nunca
20% fumadores
10%
0%: . . . B Exfumadore
° o 3 S
SO
P P B F d
S S < umadores
S & < @q,b activos
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FIGURA 18: Distribucién de los pacientes con NSCLC segun habito tabaquico

La estirpe histoldgica predominante fue la de carcinoma epidermoide 32 casos (54%),
seguido del adenocarcinoma 23 casos (36,1%) y metastasis de otro tipo de tumor 6
casos (10%). En cuanto al grado de diferenciacion, estos presentaban diferenciaciéon
moderada 27 casos (43%), buena 11 casos (17,4%)y pobre 15 casos (24,6%).

Gran parte de los tumores resecados se encontraban en un estadio tumoral inicial
segun la 72 edicion TNM para el CP: estadio IA 21 casos (36%), IB 18 casos (28%), 11A 13
casos (21,3%), 1IB 7 casos (11,5%), IlIA 2 casos (3,3%).
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En su gran mayoria los pacientes se encontraban asintomaticos, en el momento del
diagndstico del proceso tumoral, o poco sintomaticos (ECOG 0: 23 pacientes, ECOG I:
33 pacientes, ECOG lI: 8 pacientes y ECOG lll: 1 pacientes, ECOG IV: 2 pacientes).

De los 61 pacientes, 19 tenian antecedentes de otro tipo de tumor, predominando el
carcinoma de laringe, y en sélo 3 de ellos tenia antecedente de un tumor de origen
pulmonar. Los antecedentes personales de tumor se observaron con mayor frecuencia
en el grupo de hombres (80%).

La media de captacidon metabdlica en |la PET fue de 9.52 SUV (rango 0-26.2). En cuanto
al tamafo tumoral la media se encontraba en 3,80 cm (rango 0,5-9,5).

Entre las comorbilidades asociadas, la mas frecuente fue la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC) presente en la mitad de la muestra (31 pacientes), siendo la
hipertension arterial la siguiente en frecuencia.

En cuanto a los controles se seleccionaron 32 sujetos sin neoplasia conocida ni
antecedentes de otro tipo de cancer, de los cuales se obtuvo sangre periférica en un
control rutinario en el Hospital Virgen de las Nieves, comparandose con la sangre de
pacientes con CP. La edad media de los controles fue de 62 afos, con un rango de
intervalo entre los 49 y los 84 anos siendo la mayor parte de ellos nunca fumadores.

Consumo tabaquico

60 -

B Nunca
50 - fumadores
40 - B Exfumadores
30 -
20 - Fumadores
10 | l activos
0 - . . )

Nunca  Exfumadores Fumadores
fumadores activos

Figura 19: Distribucion de los controles segun habito tabaquico
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En la siguiente tabla se resumen las variables descriptoras de la muestra en ambos

grupos de sujetos.

TABLA 1: Caracteristicas de los pacientes

Variable NSCLC Sujetos sanos
n=61 n=32
Sexo n (%):
Mujer 11 (18) 13 (40.6)
Varones 50 (82) 19 (59.4)
Edad, afios, media (rango) 66 (45-82) 62 (49-84)
Historia tabaquica:
Nunca fumadores 3 (5) 16 (50)
Exfumadores 28 (46) 5(15.6)
Fumadores 30 (49) 15 (34.4)
Media paquetes- afio (ICAT) 55 (0-120) 7,78( 0-40)
Tamafio tumor, media(rango) 3.80(0.5-9.5)
Tipo histoldgico NSCLC:
Adenocarcinoma pulmdn 23 (36.1)
Carcinoma epidermoide 32 (53,9)
Metastasis de otro tipo de 6 (10)
cancer
Estadio tumoral:
Estadio IA 21 (36)
Estadio IB 18 (28)
Estadio lIA 13 (21.3)
Estadio 1B 7 (11.5)
Estadio llIA 2 (3.3)
Descriptor T:
Tla 13 (20)
Tib 10 (16)
T2a 18 (29.5)
T2b 11 (19)
T3 8(13.9)
T4 1(1.6)
Descriptor N:
Nx 4 (6.6)
NO 45 (73.8)
N1 6(9.8)
N2 6 (9.8)
Grado de diferenciacién:
Moderado 27 (43)
Bueno 11 (17.4)
Pobre 15 (24.6)
SUVs PET, media (rango) 9.52 (0-26.2)
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4.2 Andlisis de las subpoblaciones linfocitarias en muestras de sangre periférica

Las muestras de sangre periférica de los 61 pacientes con diagndéstico de NSCLC se
compard con la sangre de los 32 controles sin antecedente de tumor.

Se encontraron diferencias significativas entre pacientes con diagndstico de NSCLC y
controles para las subpoblacion de células NK, células B y células T. En las muestras de
sangre de pacientes con NSCLC se encontrd una mayor proporcién de células NK en
porcentaje (30,9 vs 18,2 respectivamente p<0,001) respectivamente y en nimero
absoluto (887,2 y 465,7 células/ul p<0,009).

Porcentajes Num.absoluto

35 4 1000 -~

30 1 800 -

25 4

20 -~ 600 -

15 - B Porcentajes 400 - B Num.absoluto
10 -

5 200 -

0 0

NSCLC Controles NSCLC Controles

FIGURA 20: Numero absoluto y porcentaje de células NK en ambos grupos.

Por el contrario se encontré un mayor porcentaje de células B en la sangre de
pacientes sanos con respecto a los pacientes con NSCLC (8,3 vs 4,2 respectivamente
p<0,001) y en nimero absoluto (196,8 vs 128,3 p<0,02).

Porcentajes Num. absoluto
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FIGURA 21: Nimero absoluto y porcentaje de células B en ambos grupos.

En cuanto a las células T se encontraron diferencias significativas en el porcentaje
absoluto de células T CD4" pero no en el de células T CD8" (p=0,634). La sangre de
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pacientes con NSCLC mostré un mayor porcentaje de las siguientes subpoblaciones
con respecto a los controles: CD4" CD45RO" 72,7 vs. 63,1 (p<0,006), CD8" CD45RO*
41,64 vs. 33,90 (p<0,02), CD4* DR* 7,7 vs. 3,9 (p<0,001), CD8* DR* 9,9 vs. 6,3 (p<0,001)
y CD4" células T reguladoras (Tregs)(CD127"°% CD25"") 6,9 vs. 5,9 (p<0,02). Se
encontré una correlacion positiva entre los porcentajes de las subpoblaciones CD4+
DR+, CD8+ DR+, CD8+ CD45RO+, CD4+ CD39+, CD8+ CD39+ y CD4+ Tregs en las
muestras de TT y los porcentajes encontrados en las muestras de SP. Por lo tanto, un
incremento en el porcentaje de CD4+ DR+ en la muestras de TT se acompafiaba de un
incremento del porcentaje de CD4+ DR+ en SP (Ver mds adelante).

4.3. Analisis de la subpoblaciones en pacientes con NSCLC

De los 61 pacientes con NSCLC resecado, se encontraron diferencias significativas en el
infiltrado inmunoldgico entre las diferentes muestras de tejido (TT, TAT, TDNT) entre
pacientes.

El porcentaje de células T CD3" y células T CD20" fue mayor en las muestras de TT que
en las de TAT y TDNT. Las diferencias en porcentaje en las muestras de TT y a de TAT
fueron significativas entre ambas subpoblaciones (p< 0.001)

M
1

A TDNT TAT T B TDNT TAT T

FIGURA 22: A) Porcentaje de CD4" y B) Porcentaje de CD8" en cada una de las
muestras TDNT, TAT y TT.
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FIGURA 23: Porcentaje de CD20" en cada una de las muestras TDNT, TAT y TT.

La mayoria de las células T: CD4" y CD8" tenia un fenotipo efector -memoria. Sin
embargo se observaron diferencias significativas en el porcentaje de estas células
entre las diferentes muestras. Las células T memoria (CD4" 45R0O* CD8" CD45R0O) y las
células T regs (CD4* CD25°"€"CD127%™) predominaban en las muestras de TT con
respecto a las muestras de TAT y TDNT. El recuento de CD4* 45R0" (94,05) difiere
significativamente (p<0,008) del encontrado en el TAT (89,4) y en TDNT (89,1). El
recuento de CD8" CD45R0O" también fué significativamente mayor en la muestra de TT
(73,5) (p<0,002) con respecto a TAT (64,9) y TDNT (61,8). La caracterizacion funcional
de estas células demuestra, que las células T expresaban predominantemente el
fenotipo TH1y TH17 en las muestras de tejido tumoral. Ademas se demostrd una
correlacién positiva entre el porcentaje de granulocitos y las células Th17 en la
muestra de TT (p<0,05)

100 100

A TDNT TAT T B TDNT TAT T

FIGURA 24: A) Porcentaje de CD4" 45R0" y B) Porcentaje de CD8" 45R0" en cada una
de las muestras TDNT, TAT, TT.

El porcentaje de células CD4" DR se encontraba incrementado en las muestras de TT
pero no se encontraron diferencias significativas con el porcentaje observado en las
muestras de TAT. El porcentaje de células CD8" DR" fue significativamente mayor en la
muestra de TT (30,9) que las de TAT (22,10) y TDNT (18,58) (p<0.001). En las muestras
de TT los porcentajes de células CD4" DR*y CD8" DR" se correlacionaron de forma
inversa con el porcentaje de células B CD20" (p<0,01). Estos resultados indican que a
mayor porcentaje de CD4" DR* y CD8" DR*, menor era la infiltracién de CD 20" en la
muestra tumoral.
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FIGURA 25: A) Porcentaje de CD4* DR* y B) CD8' DR* en cada una de las muestras

TDNT, TATy TT.

El porcentaje de células T regs fue significativamente mayor (p<0.001) en la muestras
de TT (17,5) que en la muestra de TAT (12,5) o TDNT (7,1).
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FIGURA 26: Porcentaje de CD4" T regs en cada una de las muestras de TDNT, TATy TT.

CD39 es una proteina de membrana integral con dos dominios transmembranarios, y

existe como homotetramero. Se trata del ectoenzima mas destacado del sistema

inmunitario, siendo capaz de eliminar eficazmente el ATP extracelular todxico

convirtiéndolo a ADP o AMP. La expresion del CD39 se identificd originalmente en

linfocitos activados. Pero también en linfocitos T, linfocitos B y células dendriticas; asi

como en la tincién débil en monocitos y granulocitos.
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En nuestras muestras el porcentaje de CD4* CD39* fue significativamente mayor (p<
0,001) en la muestra de TT (25,4) que en en las de TAT y TDNT e igualmente para CD8"
CD39" donde el porcentaje también fue significativamente mayor (p<0,02) en las
muestras de TT (25,7) que en las de TAT y TDNT.
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FIGURA 27: A) Porcentaje de CD4" CD39" y B) Porcentaje de CD8" CD39" en cada una de las
muestras de TDNT, TAT y TT.

Un elevado porcentaje de células CD8" CD57* completamente diferenciadas se observé
sobre la totalidad de las células T CD8" (CD57 es una marcador de senescencia de las
células T). A diferencia de lo encontrado para CD39", el porcentaje de células T CD8*
CD57" fue significativamente mayor (p<0,01) en la muestra de TDNT (17,24) que en el
TT (11,2).

TDNT TAT T

FIGURA 28: Porcentaje de CD8" CD57* en muestras de TDNT, TAT, TT.

El equilibrio entre las CD8/T regs y Th1/T regs ha demostrado ser importante en los
qgue se refiere a la progresion tumoral y prondstico en determinados estudios sobre
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cancer. La relacion CD8/T regs fue significativamente mayor (p<0,001) en muestras de
TDNT (17,8) que en la muestra de TT (7,9), esto puede ser atribuido a la diferencias
entre la proporcion de células Tregs y células T memoria entre los tejidos de las
distintas muestras. La relacién Th1/T regs fue mayor en la muestra de TDNT (8,12) que
en la de TAT (4,74) o TT (3,36), existiendo unicamente diferencias significativas entre
las muestras de TT y el TAT (p<0,006).

Las células NK se caracterizan por la expresién de CD56" CD16" y la ausencia del
marcador CD3. El nimero de NK se encontré aumentado en la SP y en tejido de los
pacientes con CP. El mayor porcentaje observado para estas células se determiné en
las muestras de TDNT (19,74). El porcentaje observado para estas células fue
significativamente menor (p<0,001) en la muestra de TT ( 7,39) que en TAT (14,48).

TDNT TAT T

FIGURA 29: Porcentaje de células NK (CD56* CD16%)en muestras de TDNT, TATy TT.

En funcién de la expresién de CD56 y CD16 encontramos diferentes fenotipos de
células NK. El porcentaje de células NK con fenotipo citotéxico (CD56" CD16%) fue
significativamente menor (p< 0,001) en las muestras de TT (22,8) que en el TAT (40,29)
o en el TDNT (44,45). Por el contrario, el porcentaje de CD56°"8" CcD16° (células no
citotéxicas productoras de citoquinas), fue significativamente mayor (p<0,03) en TT
(9,3), que en TAT (4,95; p<0,03) o TDNT (2,00 p<0,001). Finalmente el porcentaje de
dobles negativas CD56  CD16 o simple positivas CD56  CD16" con fenotipo inmaduro
fue mayor en el TT, sin embargo estas ultimas no alcanzaron la significacion
estadistica, lo cual podria ser atribuido al bajo nimero de muestras.

4.4. Andlisis de las subpoblaciones en relacion a las caracteristicas clinico-
patoldgicas

La captacion metabdlica en la PET (SUVs standardized uptake value) sera mayor en
aquellos tumores metabolicamente mas activos. Encontramos diferencias
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significativas en los porcentaje de células CD4" CD39" (p<0,03) y CD8* CD39" (p<0,02)
en aquellos tumores con baja captacidon metabdlica SUV < 4,5 en relacién a aquellos
tumores con una captacion mayor SUV> 4,5.

El porcentaje de CD4* CD39" fue significativamente mayor (p<0,01) en tumores de
tamafio inferior a 2 cm que en aquellos tumores con tamafios mayores.

El tipo histolégico de tumor mas prevalente fue la variante de carcinoma epidermoide
(31 casos) seguido del adenocarcinoma (23 casos). Encontramos diferencias
significativas en las subpoblaciones, en funcion de la variante histoldgica, asi el
porcentaje de células T CD3" (p<0,04), CD8" (p<0,03), CD8* CD45R0O" (p<0,01), CD4"
DR* ( p<0,02), CD8* DR* (p<0,05) y CD8" CD 39" (p<0,02) fue mayor en las muestras de
TT en el tipo histolégico adenocarcinoma que en la variante epidermoide.

4.5 Localizacion de las subpoblaciones y valor prondstico. Andlisis de
inmunohistoquimica

La localizacién de las diferentes subpoblaciones linfocitarias y los macréfagos fue
estudiada por ténicas de inmunohistoquimica estableciéndose tres regiones dentro de
la muestra tumoral: margenes invasivos ( Ml), estroma (E), y centro tumoral (CT) en
muestras de 42 pacientes. Encontramos una mayor infiltracion de las diferentes
subpoblaciones linfocitarias y de los macréfagos en los Ml y en el estroma que rodea al
nido tumoral.
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FIGURA 30: Resultados de Inmunohistoquimica para cada una de las subpoblaciones.
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El nimero de células teiiidas se cuantifico en una escala del 1 al 4, segun lo
anteriormente comentado ( Ver estudio de inmunohistoquimica- Material y métodos)

FIGURA 31: Tincidon hematoxilina-eosina del estroma y de los margenes invasivos
(Inmunohistoquimica).

Se encontro una infiltracion leve (Score 2) en el CT en 15 de los 42 casos. Las células T
CD4" y CD8" se observaron preferentemente en el estroma y en los margenes invasivos
(en un porcentaje similar en cada uno de ellos), mostrando una intensidad leve
moderada (score 2-3). Se encontrd una frecuencia significativa mayor en el CT (p<0,05)
de linfocitos T CD8" ( 15 casos) que de CD4" (5 casos).

A B

FIGURA 32: Infiltracidn celular de linfocitos T en estroma y MI. A) CD8" y B) CD45".
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La presencia de las células T regs en las muestras de tejido fueron analizadas segun la
distribucién y el nimero absoluto de T regs FOX P3*. Encontramos un mayor nimero
de células T regs en el E y en CT que en los correspondientes MI. En el 50% casos
estudiados, estas células también se encontraron en el CT, pero con una intensidad
leve (score 2). Las células B practicamente eran inexistentes en el CT y estas se
encontraban incrementadas en los Ml y en menor medida en el E.

TR W e

FIGURA 33: Infiltracion de linfocitos (CD20%) en el estroma.

Finalmente en un pequefio porcentaje de casos se observé infiltracién de macrofagos
(CD68") en el CT con un intensidad leve (score 2), estos se encontraban
fundamentalmente en el E y en mayor medida en los MI, en comparacién con otras
localizaciones.

Al establecer la asociacién entre el tipo y la intensidad de infiltracién con las
caracteristicas clinico- patoldgicas, sélo se encontraron diferencias significativas en
relacién con el tipo histologico y el grado de diferenciacion. Encontramos un mayor
porcentaje de linfocitos T en el E de los adenocarcinomas que en el carcinoma
epidermoide (p<0,03), esto podria atribuirse a diferencias en la subpoblacién de
linfocitos T CD4" (p<0,02).

En cuanto al grado de diferenciacion, sdlo se encontraron diferencias significativas
para la subpoblacion de linfocitos T en los M, la subpoblacién de linfocitos T CD4" fue
mayor en los tumores bien diferenciados (69%) que en aquellos pobremente
diferenciados (12,5%; p<0,05). La subpoblacién de células T CD8" fue mayor en los
tumores bien diferenciados (64,3%) que en los pobremente diferenciados (21,4%;
p<0,04). También se encontré un mayor porcentaje de células T CD8" en el CT de
tumores bien diferenciados (p<0,04).

Un porcentaje elevado de células FoxP3 se observo en los Ml de tumores pobremente
diferenciados en comparacidon con los tumores bien diferenciados (p<0,01). Sin
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embargo, este porcentaje era mayor en el CT de los tumores bien diferenciados que en
aquellos pobremente diferenciados (p<0,05).

Finalmente el porcentaje de macréfagos CD68" fue mayor en los Ml de tumores bien
diferenciados que en aquellos tumores pobremente diferenciados (70 vs. 23,5%
respectivamente).
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5. DISCUSION

Los casos fueron estudiados en la consultas de Neumologia para el diagnéstico de CP
en el Area sanitaria de Andalucia oriental. Como casos se incluyeron todos los casos de
NSCLC intervenidos en el Hospital Virgen de las Nieves de Granada (61 pacientes) y
como controles individuos sin proceso tumoral conocido sometido a un control
analitico en dicho Hospital.

Aunque puede que haya existido la pérdida de algun registro, consideramos nuestra
muestra como la totalidad de los pacientes intervenidos durante el tiempo en el que se
realizé la recogida de datos, y que sera util segun el calculo del tamano muestral
necesario.

Para que la muestra sea representativa debe cumplir cuatro condiciones (141):
1. Que comprenda parte del universo.
2. Que su amplitud sea estadisticamente proporcional a la magnitud del universo.

3. La ausencia de distorsion en la eleccidn de los elementos de la muestra para evitar
sesgos.

4. Que sea representativa y reflejo fiel del universo, de tal modo que reproduzca sus
caracteristicas.

En la literatura médica es frecuente encontrarse con un tamafio de muestra
insuficiente que obliga a una interpretacion cuidadosa y prudente de los resultados.
Para este estudio se calculd un tamafio muestral, utilizando los datos del trabajo de
Wang et al (142), de 46 pacientes diagnosticados de NSCLC, para garantizar unos
resultados representativos y su buena interpretacion. Esta cifra se incrementé en un
20% en prevision de posibles abandonos o retiradas del estudio, por tanto, nuestra
muestra supera lo recomendado.

Los estudios de casos y controles, de los mas utilizados en la investigacidn clinica,
comienzan con la identificacién de personas con la enfermedad (u otro tipo de
caracteristica) y un grupo adecuado de personas de control con el que poder
comparar. Los pacientes de este tipo de estudio pueden acumularse
prospectivamente, es decir, que se incorporan al estudio segun se van diagnosticando.
El investigador selecciona, por separado, los grupos de poblaciones de casos vy
controles disponibles, lo que lo diferencia de los estudios transversales en los cuales la
seleccidn se realiza de una Unica poblacién.

El grupo control debe estar integrado por individuos que no tienen la enfermedad v,
por tanto, deben emplearse procedimientos diagndsticos similares a los utilizados para
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los casos. La idea fundamental es la de lograr la mayor similitud entre ambos grupos
con relacidn a los distintos factores de exposicién a estudio.

Las ventajas de los estudios de casos y controles:
- Son utiles para estudiar eventos raros

- Permiten el estudio con tamafios muestrales relativamente mas pequeios y exigen
poco tiempo en su ejecuciéon

- Son relativamente baratos comparados con los estudios de cohortes
- Proporcionan estimadores de Odds ratio.

Los inconvenientes son los siguientes:

- Ineficientes para el estudio de efectos de exposicion raros

- No establecen la secuencia de eventos de interés

Una buena recogida de datos es fundamental para alcanzar los objetivos deseados. En
nuestro estudio se ha utilizado como principal fuente de datos la Historia Clinica, que
ha servido para cumplimentar un cuestionario desarrollado por la propia doctoranda,
aspectos de los cuales pasaremos a analizar.

La Historia Clinica tiene como ventaja ser una fuente de datos rapida, sencilla y
econdémica, pero también tiene sus limitaciones, relacionadas con la validez y la calidad
de la informacién. Asi, los datos que contienen han sido recogidos por diferentes
personas, que han utilizado definiciones y métodos distintos. Por otro lado, las
Historias Clinicas y otros registros procedentes de la documentacién clinica de los
hospitales se mantienen habitualmente con finalidades clinicas o administrativas, no
asi de investigacion, por lo que no suelen estar realizadas con la debida meticulosidad.
Son frecuentes los datos incorrectos o ausentes, si un dato no esta recogido puede ser
debido a que no se explord o preguntd, a que fuera negativo o ausente o fue positivo
pero no se registré o considerd irrelevante en esa ocasion.

Los instrumentos utilizados para la recogida de informacion fueron elaborados para el
proposito del estudio teniendo en cuenta los objetivos y el entorno epidemiolégico y
socioldgico en el que se iba a aplicar.

El cuestionario empleado en el estudio es un proceso estructurado (en todos los
protocolos cumplimentados a partir de las historias clinicas, la recogida de informacién
se hace de la misma forma y con la misma secuencia). La finalidad es conseguir
informacién homogénea que pueda ser comparable. Se ha tenido en cuenta la
inclusion de datos epidemioldgicos de los pacientes, asi como variables relacionadas
con los factores de riesgo del cancer de pulmoén.
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Dicha hoja de recogida de datos esta basada en el Protocolo de la Consulta de los
Servicios de Neumologia de Andalucia oriental para CP, donde se establecen criterios
de inclusién concretos y tiempos marcados para la realizacion de las pruebas
complementarias, pues un aspecto relevante de esta grave enfermedad esta
relacionado con los retrasos en el diagndstico y tratamiento.

El CP es mas frecuente entre los hombres en la provincia de Granada, siendo la edad
de presentacién mayor en los hombres con respecto a las mujeres. Con respecto al
consumo de tabaco, el analisis de nuestros resultados confirma que el tabaco es un
factor etiolégico de EPOC y que el consumo de mds de 30 paquetes-afio aumenta mas
del doble el riesgo de desarrollar esta enfermedad.

Siguiendo la tendencia de otros estudios epidemiolégicos nacionales, el carcinoma
epidermoide es la estirpe histoldgica que con mayor frecuencia se diagndstica en
nuestros pacientes. Ademas es el tipo histolégico mds abundante entre los hombres,
mientras que en las mujeres es el adenocarcinoma. El diagndstico sigue realizandose
en estadios avanzados

Un mejor conocimiento de las complejas interacciones del tumor con el
microambiente que lo rodea es fundamental para comprender el mecanismo de
defensa en el proceso tumoral (49). En el presente estudio se profundiza en el estudio
del infiltrado inmunolégico en el NSCLC combinado las técnicas de
inmunohistoquimica y citometria de flujo. Un analisis exhaustivo de las subpoblaciones
qgue constituyen el infiltrado inmunoldgico demuestra el mecanismo de defensa
desarrollado por el huésped y la importancia de cada una de las subpoblaciones
linfocitarias en esta defensa. En nuestro estudio analizamos la composicion vy
distribucién del infiltrado inmunolégico de las diferentes subpoblaciones en las
muestras de: TT, TAT, TDNT, centro tumoral (CT), estroma (E) y margenes invasivos
(M1) con el objetivo de investigar el estado funcional de las subpoblaciones linfocitarias
y su asociacioén con las caracteristicas clinico- patolégicas de pacientes con NSCLC.

Nuestros resultados demuestran que existe un mayor porcentaje de células NK, células
T memoria (CD4+CD45R0+, CD8+CD45R0+), células T activadas (CD4+DR+, CD8+DR+) y
células T regs (CD4+CD25brightCD127dim) en la SP de pacientes con NSCLC cuando se
compara con la SP de controles sanos, lo cual indica que existe un respuesta
inmunolégica en pacientes con NSCLC. Sin embargo, no podemos descartar la
posibilidad de que estas diferencias sean atribuidas a la presencia de enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (EPOC), comorbilidad mas frecuentes en los pacientes
con CP. Sin embargo, los cambios observados en las diferentes subpoblaciones
podrian ser inducidos directamente, al menos en cierto modo, por las células
tumorales o el microambiente tumoral, como se ha demostrado en el andlisis de las
subpoblaciones en estos pacientes. En consecuencia, los porcentajes de células T
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activadas y células CD4+ T regs en SP se correlacionaron con los porcentajes en la
muestras de TT de pacientes con NSCLC. La subpoblacion de células CD4+ T regs
también fue mayor en pacientes con respecto a los controles, de acuerdo al estado de
inmunosupresion de los pacientes, lo cual se confirmé en el analisis de las muestras de
tejido pulmonar.

El tipo, densidad y localizacidn del infiltrado inmunoldgico constituye un sistema de
clasificacién novedoso conocido como inmunoscore (83). Este sistema de clasificaciéon
complementa la informacion prondstica del sistema TNM y ademas puede llegar a
predecir la respuesta terapéutica, pudiendo diferir entre pacientes, incluso segun el
tipo histolégico del tumor. La infiltracion de células T citotoxicas CD8+ y células
memoria (CD4+ CD45R0+) parece tener un valor prondstico diferencial, dando lugar a
este sistema de clasificacion (87). La infiltracidon de la subpoblacion T CD8+ juega un
papel importante en la respuesta antitumoral y tiene un valor prondstico en diferentes
tipos de cancer. Asi en cancer colorectal se demostré que la infiltracion inmunolégica
en el CT y en MI estaba asociado con un mejor prondstico, mientras que una baja
infiltracién de células T se relacionaba con un peor prondstico (90, 108, 87). En la
mayoria de los estudios, el sistema de inmmunoscore se basa en técnicas de
inmunoshistoquimica, lo cual no permite una caracterizacién en profundidad de las
células T y sus fenotipos funcionales (activadas o no, en estado de anergia o no,
deficiencia en el estado de maduracion o no). En nuestro estudio se llevd a cabo un
anadlisis amplio y exhaustivo combinado ambas técnicas: citometria de flujo e
inmunohistoquimica, lo que permite demostrar una profunda caracterizacion del
infiltrado celular en las muestras de TT comparandolo con las muestras de TAT y TDNT
del mismo paciente. Los resultados muestran que las células T y NK son ambas
heterogéneas en CP y que determinadas subpoblaciones podrian suprimir la funcién
de otras células inmunoldgicas, permitiendo a las células tumorales evadirse del
control inmunoldgico.

Las muestras de TT presentan una mayor infiltracion por células T con fenotipo
memoria CD4+CD45R0+, una mayor prevalencia de células T CD4+ con respecto a
CD8+ (CD4+> CD8+) y una mayor prevalencia células T con fenotipo Th1 con respecto a
Th17, y una menor infiltracion de células NK.

No se encontraron diferencias significativas en la localizacion de las células T CD4+ ni
CD8+, sin embargo, ambas tipos de subpoblaciones y especialmente CD4+ estaban
excluidos del contacto directo con el tumor y estas quedaban fundamentalmente
localizadas en el E y en los MI. En cuanto a las células T CD8+ estas penetraban en el
interior del tumor en muy pocas muestras, y aquellos casos en una baja proporcion.
Las células del E en el microambiente tumoral (macréfagos y fibroblastos asociados al
proceso tumoral) previenen la llegada de las diferentes subpoblaciones linfocitarias al
CT, acumulandose en las proximidades de este (143).
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Sin embargo, nuestros datos sugieren que existen ciertos factores con funcién
inmunosupresora que acttan desde el CT hacia el exterior y que estos podrian afectar
significativamente la funcionalidad de determinadas subpoblaciones linfocitarias.

La proporcién de células T y células B fue mayor en el TT que en las muestras de TDNT,
a expensas de una reduccidn significativa de las células NK, y existia igualmente un
mayor porcentaje de células T memoria (CD4+CD45R0+, CD8+CD45R0+) y células T
activadas (CD8+DR+) en las muestras de TT. De forma paralela a esta activacion
inmunoldgica las muestras de TT también mostraban: a) un mayor porcentaje de
células T regs (CD4+ CD25brightCD127dim); b) una menor relacion de CD8/ T regs, c)
un menor relaciéon de Th1/T regs d) un mayor porcentaje de células T con actividad
inmunosupresora (CD4+CD39+ y CD8+ CD39+) cuando lo comparamos con la
infiltracion en muestras de TDNT (p<0.001 y 0.02, respectivamente).

Las células T regs podrian suprimir la funcion de determinadas subpoblaciones
favoreciendo la evasién tumoral, bien por la via interaccién-dependiente celular o
mediante la supresiéon mediada por citoquinas. Es conocido que el balance entre
células T efectoras y T regs en tumores determina el resultado de la respuesta
funcional inmune (144) y las proporciones Th1/Tregs y CD8/T regs eran menores en las
muestras de TT con respecto a las muestras de TDNT. Aunque el mecanismo preciso
mediado por las células T regs estd todavia por determinar. La expresion de FOXP3 por
las células tumorales podria promover la evasion tumoral de las T regs (145). El
receptor tipo toll like 4 (TLR4) induce la activacién de las T regs y podrian jugar un
papel importante en la progresiéon tumoral de pacientes con NSCLC, de hecho tanto
FOXP3 como el receptor TLR4 se han visto elevados en pacientes con NSCLC, con
respecto a controles sanos (145-147). Este mecanismo inmunosupresivo podria estar
también ejercido por la ectoenzima CD39, la cual sirve como componente integral del
mecanismo supresivo de las células T regs, inactivando y convirtiendo el ATP
extracelular en adenosina y permitiendo a las células tumorales la evasion del control
inmunoldgico (148-150). CD39 media algunas funciones inmunosupresivas y estd
también presente en diferentes subpoblaciones inmunes. En células T no reguladoras,
la expresidn de CD39 en células CD4+ y CD8+ se ha relacionado con células T en estado
de anergia funcional (151) o células exhaustas (152). Ademas se ha demostrado que la
ectoenzima CD39 otorga a las células T CD8+ una capacidad inhibitoria local,
induciendo la hidrélisis de ATP y produciendo adenosina por la via paracrina (153). Esta
produccién de adenosina extracelular podria limitar la respuesta de las células T CD4+
efectoras. En nuestro estudio, observamos una marcada acumulacién de células T
CD39+ (ambas CD4+ y CD8+) en las muestras de TT.

La acumulacién de las células T CD8+ CD39+ en las muestras de TT, podria ser
resultado de una estimulacidon croénica y persistente, producida en el interior del
tumor. De hecho, la ectoenzima CD 39, parece ser un marcador patoldgico especifico
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de células T CD8+ exhaustas en infecciones cronicas virales en personas y en modelos
animales (153, 154). CD57 es otro marcador de células T exhaustas en estado de
senescencia (155), pero la presencia de células T exhaustas CD8+ CD39+ en las
muestras de TT contrasta con la ausencia de células CD8+ CD57+ en muestras de TT.

Estudios previos encontraron que el incremento de células T CD8+ CD57+ (células
senescentes) se relacionaba con procesos tumorales. Las células CD8+ CD57+
totalmente diferenciadas fueron abundantes en SP tanto en casos como en controles
con porcentajes muy similares, lo que puede ser atribuido a la edad de ambos grupos
de pacientes, pero no se observaron células T CD8+ CD57+ en muestras de TT.
Investigaciones sobre el papel de estas células en la patologia del proceso tumoral han
demostrado su gran heterogeneidad. Meloni et al encontraron niveles significativos de
expresion de FOXP3 en células CD8+ CD57+ en pacientes con CP, lo cual podria ser
atribuido al componente inmunosupresivo de la respuesta imunolégica antitumoral
(155). Aunque el incremento de esta subpoblacién linfocitaria en SP podria contribuir a
la deficiencia en la activacién celular y jugar un papel en la disminucidn de la respuesta
inmunolégica en pacientes con NSCLC, estas células no son capaces de penetrar en el
interior del tumor. Nuestros resultados sugieren que las células senescentes CD8+
CD57+ se producen fuera del tumor y no penetran en él. Sin embargo la acumulacién
de células T CD8+ CD39+ en las muestras de TT representan a una subpoblacién
disfuncional de células T CD8+ exhaustas, probablemente como resultado de una
estimulacion crénica.

El verdadero papel de las células B CD20+ en el proceso inmundgico antitumoral es
todavia discutido. Existe una evidencia considerable de la funciéon protectora
antitumoral de las células B, a través de la producciéon de anticuerpos y la induccién de
una respuesta inmune citotéxica, pero otros estudios, han sugerido que las células B
podrian también facilitar la progresion tumoral (156). Recientemente, se ha observado
que las células B son mediadores paracrinos del desarrollo, por parte de ciertos
tumores, de citoquinas como son la IL-4, IL-10, factor estimulante de colonias de
granulocitos (GM-CSF) y el factor de crecimiento transformante B (TGFB), este ultimo
se encuentra entre los factores inmunosupresores mas potentes secretados por las
células B (157-159). En nuestro estudio, las células B eran practicamente inexistentes
en el CT y se localizaban preferentemente en los MI. En las muestras de TT se encontré
una correlacién inversa entre las células B CD20+ (alto porcentaje en TT) y las células
CD4+ DR+ (linfocitos T activados, baja proporcién en TT). Es decir, un incremento de
células B CD20+ en muestras de TT se acompafia de un descenso en el porcentaje de
células CD4+ DR+ y viceversa. Ademas las células B en el tumor, podrian promover la
supresion de las células T CD8+ con actividad citotdxica, y convertir y/o reclutar a las
células T regs CD4+ CD25+ FoxP3+. En resumen, nuestros datos sugieren que la
presencia de las células B también puede cambiar el equilibrio de la respuesta inmune
especifica frente al tumor, a través de mecanismo de inmunosupresion (156).
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Al igual que las células T efectoras, las células NK estan involucradas en la respuesta
inmune antitumoral. Las células NK constituyen una poblacién heterogénea que se
puede dividir en diferentes subpoblaciones, segin la expresién de marcadores de
superficie celular (160,161).

En este estudio los pacientes con NSCLC presentaron en SP un porcentaje elevado de
células NK con fenotipo citotéxico (CD56+ CD16+), este porcentaje celular también se
encontraba elevado en las muestras de TDNT. Alrededor de la mitad de las muestras
de TT no expresaban moléculas de histocompatibilidad de clase | (datos no
publicados), estos cambios facilitan la invasién de las células tumorales por las células
NK. Sin embargo, las consecuencias mds importantes de nuestro estudio fueron los dos
mecanismos de escape inmunoldgico encontrados: a) por un lado la exclusién de las
células NK por las células tumorales, lo que justifica el bajo porcentaje de células NK en
TAT e incluso el menor porcentaje en las muestras de TT y b) la alteracién progresiva
en el fenotipo de las células NK desde las muestras de TDNT al TT, dando lugar a un
fenotipo no citotdxico o alteraciones en la maduracion. En consecuencia, mientras que
en SP y TDNT el fenotipo de células NK fue citotéxico (CD56+ CD16+), la presencia de
este fenotipo estaba significativamente disminuido en TAT e incluso mas en TT. La baja
proporcién de células NK (CD56+ CD16+) en muestras de TT fue atribuido a la
incapacidad de estas células para penetrar en el interior del tumor (162). También
encontramos en muestras de TT los siguientes tipos de subpoblaciones de NK:
CD56"8" CD16° (células no citotoxicas productoras de citoquinas) y células NK
inmaduras CD56- CD16- (células no citotéxicas con fenotipo inmaduro). Estos
resultados podrian tener dos explicaciones hipotéticas: a) el cambio fenotipico de las
células NK podria estar inducido en el CT o b) o puede darse una colonizacién
preferente del tumor por células NK en estados tempranos de diferenciacién siguiendo
un patrén especifico de migracion mediado por citoquinasy quimoquinas (162).

Otros trabajos también demuestran la baja infiltracion de células NK activadas en el CT
de pacientes con NSCLC, concediéndole al tejido pulmonar una baja capacidad
permisiva para la infiltracion de las células NK con respecto a otro tipo de tejidos (163).
Utilizando la tecnologia de trasferencia de genes, podria ser posible la creacién de
niveles altos de quimioquinas y citoquinas en el microambiente tumoral para
mantener a las células NK activadas y dirigirlas al CT, sin inducir efectos secundarios
generalizados (163). La posibilidad de que existan determinadas sefiales de stop en la
migracion de las células NK al CT esta todavia por dilucidar.

En resumen, nuestro estudio incorpora nuevos conocimientos sobre la distribucién y
las caracteristicas fenotipicas de las diferentes subpoblaciones linfocitarias. Se trata del
primer analisis amplio y exhaustivo sobre el infiltrado inmunolégico que muestra las
diferencias cuantitativas y cualitativas de las diferentes subpoblaciones linfocitarias en
las diferentes muestras de TT, TAT y TDNT procedentes del mismo paciente. Nuestros
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datos demuestran, cémo las células efectoras son practicamente excluidas del
contacto directo con las células tumorales y que estas ademds se localizan
preferentemente en el E, donde se crea un “espacio de inmunoprivilegio’, perdiendo
las células T y NK la capacidad de respuesta citotoxica, lo cual favoreceria la evasidon
tumoral en pacientes con NSCLC y facilitaria la progresion tumoral.

En nuestro estudio la respuesta inmunoldgica fue diferente en funcién del tipo
histoldgico tumoral; adenocarcinoma y carcinoma epidermoide. Encontramos un
mayor porcentaje de linfocitos T en muestras de TT mediante técnicas de citometria de
flujo e inmunohistoquimica, localizdndose estos fundamentalmente en el E. Nuestros
estudios de inmunohistoquimica muestran que tumores con un grado de
diferenciacién bueno-moderado, tienen una mayor infiltracion linfocitaria,
localizdndose preferentemente en los Ml y en el CT, y un mayor porcentaje de
macrofagos en los MI. Estos resultados podrian indicar que existe una mejor respuesta
inmunoldgica en los tumores bueno-moderadamente diferenciados. Estos tumores
presentan un mejor prondstico en comparacién con los tumores con un pobre grado
de diferenciacion, los cuales presentan una mayor infiltracidon de células T regs Fox P3,
mostrando un estado inmunosupresivo.

Nuestros resultados sugieren que la evasion del tumor a la vigilancia inmunolégica esta
favorecida por la pérdida de penetracién en el interior del tumor de determinadas
subpoblaciones linfocitarias. Estos resultados, concuerdan con los ya publicados en la
literatura, y reflejan la dificultad de las células inmunes, para atravesar las barreras
fisicas y endoteliales y penetrar en el interior del tumor.

Los datos presentados en esta tesis, acerca de la mayor parte de las poblaciones
inmunes que infiltran los tumores y que constituyen la respuesta inmune innata y
adaptativa, proporcionan una imagen mdas completa de la respuesta inmunoldgica en
pacientes con NSCLC, evidencidandose las complejas interacciones del tumor con su
microambiente.
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6. CONCLUSIONES

1. El cdncer de pulmon (CP) es mas frecuente entre los hombres en la provincia de
Granada, siendo la edad de presentacién mayor en los hombres con respecto a las
mujeres. El carcinoma epidermoide es la estirpe histolégica que con mayor frecuencia
se diagndstica en hombres, mientras que el adenocarcinoma es mas prevalente entre
las mujeres.

2. El sistema inmune tiene un papel fundamental en la respuesta inmunoldgica
frente al tumor. La localizacién, densidad y funcionalidad de este infiltrado va a
determinar el pronéstico de la enfermedad.

3. Nuestros resultados muestran que aquellos pacientes con CP presentan una
mayor activacion del sistema inmunoldgico, existiendo diferencias significativas (en
porcentaje y en valor absoluto) en las células NK, células T activadas, células T
memoria y células T regs en sangre periférica. Estos cambios podrian ser inducidos por
las células tumorales o por el microambiente tumoral.

4. En el tejido tumoral se encontré un mayor porcentaje de células Ty B a
expensas de una reduccion significativa en la poblaciéon NK. La mayoria de las células
T. CD4+ vy CD8+ tenian un fenotipo efector memoria. El fenotipo CD4+ fue mas
prevalente que el CD8+ en las muestras de tejido tumoral, siendo el fenotipo Thl mas
prevalente con respecto al Thl7.

5. Cuando se compard el tejido tumoral con el tejido adyacente y el tejido
distante no tumoral, en el tejido tumoral se encontraron: un mayor porcentaje de
células T regs, una relacién CD8/Treg menor, una relacién Th1l/Treg menor y se
encontré ademas un mayor porcentaje de células T con funcidon inmunosupresora
(CD4+ CD39+ y CD8+ CD39+) y células T con fenotipo senescente (CD8+ CD57+)

6. El verdadero papel de las células B en el proceso tumoral es discutido. En
nuestro estudio, dentro del tejido tumoral, la proporcién de estas células fue
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practicamente inexistente, localizandose preferentemente en los margenes invasivos.
La presencia de estas células podria cambiar el equilibrio de la respuesta inmune
especifica frente al tumor, a través de mecanismos de inmunosupresion.

7. Las células NK constituyen una poblacién muy heterogénea, y se dividen en
funcién de marcadores de superficie celular, en diferentes subpoblaciones con
distintos fenotipos. Su penetracion al interior del tumor también se encuentra muy
limitada, predominando aquellas con actividad no citotdxica, esto tendrd un papel
importante en la respuesta inmune antitumoral.

8. Se ha conseguido demostrar diferencias significativas en la respuesta
inmunolégica en funcion del tipo histolégico tumoral y el grado de diferenciacién
tumoral. En el tipo histolégico adenocarcinoma se observd una mayor infiltracion
linfocitica con respecto al epidermoide, esta infiltracion se localizd principalmente en
el estroma tumoral. Aquellos tumores con mayor grado de diferenciacién, presentan
una mayor infiltracion de linfocitos T y macréfagos. Por el contrario tumores con bajo
grado de diferenciacion presentan una mayor infiltracion de células T regs.
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ABSTRACT

Immune cell infiltration is a common feature of many human solid tumors.
Innate and adaptative immune systems contribute to tumor immunosurveillance.
We investigated whether tumors evade immune surveillance by inducing states of
tolerance and/or through the inability of some immune subpopulations to effectively
penetrate tumor nests. Immunochistochemistry and flow cytometry analysis were used
to study the composition and distribution of immune subpopulations in samples of
peripheral blood, tumor tissue (TT), adjacent tumor tissue (ATT), distant non-tumor
tissue (DNTT), cancer nests, cancer stroma, and invasive margin in 61 non-small-cell
lung cancer (NSCLC) patients. A significantly higher percentage of T and B cells and
significantly lower percentage of NK cells were detected in TT than in DNTT. Memory
T cells (CD4*CD45R0*, CD8+*CD45R0*) and activated T cells (CD8*DR*) were more
prevalent in TT. Alongside this immune activation, the percentage of T cells with
immunosuppressive activity was higher in TT than in DNTT. B- cells were practically
non-existent in tumor nests and were preferentially located in the invasive margin.
The dominant NK cell phenotype in peripheral blood and DNTT was the cytotoxic
phenotype (CD56* CD16%), while the presence of these cells was significantly
decreased in ATT and further decreased in TT. Finally, the immunologic response
differed between adenocarcinoma and squamous cell carcinoma and according to
the tumor differentiation grade. These findings on the infiltration of innate and
adaptative immune cells into tumors contribute to a more complete picture of the
immune reaction in NSCLC.

INTRODUCTION

Lung cancer accounts for the largest number of
cancer-related deaths worldwide, and more than 85% of
cases are non-small-cell lung cancer (NSCLC). There have
been limited improvements in NSCLC therapy over the
past few decades, and a five-year survival rate of only 16%
has been estimated for NSCLC patients [1].

Immune cell infiltration is a common feature of
many human solid tumors. Any type of infiltrating immune
cell may be found in different tumors and in distinct
localizations within tumors. i.e.. in their core (center).
invasive margin, or surrounds or in adjacent tertiary
lymphoid structures [2]. The localization, density, and/or
functional orientation of different immune cell populations
can be beneficial or deleterious for patients. T lymphocytes
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play a vital role in the immune response against tumor
development. and clinical and histopathological studies
[3. 4] have described T-cell immune infiltrate as the most
important predictor of patient survival [5-9]. However,
cells infiltrating tumors are highly heterogeneous, and
most components of myeloid and lymphoid compartments
are represented. Furthermore, infiltrating immune cells can
become activated through a perturbed phenotype and/or a
functional profile that creates an environment conducive
to T-cell suppression [10]. Immunosuppression leads to
Th1/Th2 imbalance and Th2 drift. affecting anti-tumor
immunity. Regulatory T cells (Tregs) are a population of
T cells that suppress the activation of the immune system
and maintain immune tolerance to self-antigens. Tregs can
contribute o immunosuppressive or antitumor activity,
allowing tumors to evade the immune barrier in epithelial
malignancies [11]. Tregs are upregulated or activated
in the tumor microenvironment, and a higher number
of Tregs has been corrclated with a worse prognosis
in epithelial cancers. including lung cancer [12. 13].
Potential mechanisms underlying the immunosuppressive
effects of Tregs may include the production of inhibitory
cytokines, such as TGF-J and IL-10. and the suppression
of T cell function by competitive binding of interleukin-2
(IL-2) via cell surface receptor CD25 (IL-2 receptor).
In addition. several co-inhibitory molecules. such as
cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4 (CTLA-4)
and glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor
(GITR), bind to ligands on effector T cells and directly
contribute to the inhibitory function of Tregs [14].

There is a need for a more complete understanding
of anti-tumor immune responses and of the role of
NK cells in this process [15-17]. NK cells are innate
Iymphocytes with a natural ability to recognize and kill
aberrant cells, including cancer cells [18-20]. There is
increasing evidence that tumor-infiltrating NK cells have
severe defects in their cell receptor repertoire. suggesting
a local tumor-induced impairment of NK-cell function.
Hence, the quality rather than quantity of intratumoral NK
cells may account for their dysfunction. Intratumoral NK
cells were found to express markedly lower levels of killer-
cell immunoglobulin-like receptor (KIR) in comparison to
peripheral blood NK cells from the same patients [21, 22].
Tumor-infiltrating NK cells without KIR expression, as
non-educated cells, have no cytotoxic capacity [23, 24].
Recent studies also indicated that the phenotype of
tumot-infiltrating NK cells without KIR expression was
characteristic of immature and nonfunctional NK cells
[25]. In support of this hypothesis, several studies showed
that the NK-cell developmental program is not entirely
fixed and that mature NK cells can be re-educated by their
environment [26-28]. Hence. the tumor microenvironment
may have a negative impact on NK-cell maturation.

Despite the importance of T cells and NK cells in
tumors and tumor microenvironments, a comprehensive
analysis of these lymphocytic cell populations has not

been reported in NSCLC patients. All subsets of T cells
and NK cells are present at the core and invasive margin
of NSCLC wmors. Distinct functional populations of
immune cells are found at different tumor localizations
and their distribution pattern varies among cancer types.
suggesting that different immune cell populations may
have distinct roles in tumor control.

The objective of the present study was to analyze the
composition and distribution of immune subpopulations in
samples of peripheral blood, tumor tissue (TT), adjacent
tumor tissue (ATT). distant non-tumor tissue (DNTT).
cancer nests, cancer stroma. and invasive margin in
NSCLC patients. The aim was to provide new insights into
the distribution and phenotypic characteristics of different
immune lymphocyte subpopulations in this discase.

RESULTS

Analysis of lymphocyte subsets in peripheral
blood samples

Significant differences in NK cell. B cell. and T cell
subsets were found between peripheral blood samples
from NSCLC patients and healthy controls. In comparison
to the controls, the patient peripheral blood samples had a
significantly higher percentage (30.9 vs. 18.2 respectively:
p < 0.001) and absolute number (887.2 vs. 465.7 cells/pl:
p < 0.009) of NK cells and a significantly lower
percentage (4.2 and 8.3, respectively; p < 0.001) and
absolute number (128.3 vs. 196.8: p < 0.02) of CD20" B
cells. Significant differences between patients and controls
were observed in the percentage and absolute number of
CD4" T cells but not in the absolute number of CD8" T
cells (p=0.634). Peripheral blood samples from patients
showed a higher percentage of the following lymphocyte
subsets in comparison to controls: CD4* CD45RO* 72.7
vs. 63.1 (p < 0.006), CD8" CD45RO" 41.64 vs. 33.90
(p < 0.02), CD4" DR* 7.7 vs. 3.9 (p < 0.001), CD8'DR*
9.9vs. 6.3 (p < 0.001) and CD4" T regulatory (Tregs) cells
(CD127% CD25MeM) 6.9 vs. 5.9 (p < 0.02). Interestingly, a
positive correlation was observed between the percentages
of CD4'DR". CD8'DR", CD8" CD45RO", CD4'CD39",
CD8"CD39" and CD4" Treg subsets in the tumor sample
and the percentages observed in peripheral blood. Thus,
an increase in the percentage of CD4'DR" cells in TT
was accompanied by an increase in the percentage of
CD4'DRcells in peripheral blood (see below).

Analysis of lymphocyte subsets in NSCLC
patients

Among this series of 61 patients operated for
NSCLC, statistically significant differences in immune cell
density were found among the distinct regions sampled in
each patient (TT, ATT, and DNTT). Figure 1 summarizes
the results for each subpopulation analyzed.

Anexos
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Percentages of CD3" T cells and CD20* B cells
were higher in TT (79.7 and 10.7, respectively) than in
ATT (77.4 and 5.22) and DNTT (74.27 and 2.82). The
difference between TT and DNTT was significant for both
subsets (p < 0.001).

Most of both CD4" and CD8" T cells had a memory-
effector phenotype. However significant differences were
observed in the percentage of these cells among the different
regions. Memory T cells (CD4' 45RO" CD8' CD45R0Y)
and Tregs cells (CD4° CD25™#MCD1274") were more
abundant in TT than in ATT or DNTT. CD4' CD45RO"
count in TT (94.05) significantly differed (p < 0.008) from
that in ATT (89.4) and DNTT (89.1). CD8' CD435RO' count
in TT (73.5) significantly differed (» < 0.002) from that in
ATT (64.9) and DNTT (61.8) samples. From a functional

Anexos

viewpoint, T- cells predominantly expressed Th1 and Th17
markers in TT. Percentages of granulocytes and Th17 cells
were positively correlated in TT (p < 0.05).

The percentage of CD4'DR" cells was elevated in
TT but did not significantly differ from that observed in
DNTT. The percentage of CD8'DR” cells was significantly
(p < 0.001) higher in TT (30.9) than in ATT (22.10) or
DNTT (18.58). In TT, the percentages of CD4"DR" cells
and CD8'DR" cells were inversely correlated with the
percentage of CD20" B cells (p < 0.01).

The percentage of Tregs cells was significantly
higher (p < 0.001) in TT (17.5) than in ATT (12.5
or DNTT (7.1). The percentage of CD4'CD39" was
significantly (p < 0.001) higher in TT (25.4) than in ATT
or DNTT. and the percentage of CD8'CD39" cells was
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Figure 1: Analysis of immune cell density in tumor (TT), adjacent tumor (ATT), and distant non-tumor tissue (DNTT)
samples from each patient. Upper horizontal line of box plot, 75th percentile; lower horizontal line of box, 25th percentile; horizontal
bar within box, median value (in %) of each subpopulation analyzed: upper horizontal bar outside box, 90th percentile: lower horizontal

bar outside box. 10th percentile. Circles represent outliers.
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also significantly (p < 0.02) higher in TT (25.7) than in
ATT or DNTT. Finally, an elevated percentage of fully-
differentiated CD8'CD57" cells was observed in the CD8"
T compartment (CD57 is a marker of T-cell exhaustion).
In contrast to the above finding for CD39", the percentage
of CD8" CD37" T cells was significantly (» < 0.01) higher
in DNTT (17.24) than in TT (11.2).

The balance between CD8/Tregs and Thl/Tregs
has been shown to be important in tumor progression and
prognosis in some studies of human cancer. The CD8/
Tregs cell ratio was significantly (p < 0.001) higher in
DNTT (17.8) than in TT (7.9), probably due to differences
in T-regs and memory T- cells between the tissues. The
Th1/T reg cell ratio was higher in DNTT (8.12) than in
ATT (4.74) or TT (3.36). and the difference between TT
and DNTT was significant (p < 0.006).

NK cells are characterized by the expression of
CD56" CD16" and the absence of CD3. NK cells were
increased in the peripheral blood and lung tissues of
patients. with the highest percentage being observed in
DNTT. The percentage was significantly (p < 0.001)
lower in TT (7.39) than in ATT (14.48) or DNTT (19.74).

Various NK phenotypes were identified in the
analyzed tissues depending on the CD36 and CDIl6
expression. The percentage of cytotoxic NK cells (CD56*
CD16%) was significantly (p < 0.001) lowerin TT (22.8)
than in ATT (40.29) or DNTT (44.45). In contrast, the
percentage of CD56™" CD16°NK cells, (non-cytotoxic
producing cytokines phenotype), was significantly higher
TT (9.3) than in ATT (4.95; p < 0.03) or DNTT (2.00:
p < 0.001). Finally, the percentage of double-negative
CD56 CD16" or single-positive CD56" CD16" immature
NK phenotypes was also higher in TT but statistical
significance was not reached, likely attributable to the low
number of samples.

Analysis of TILS in relation to clinical-
pathological features

Significantly higher percentages of CD4°CD39"
(p < 0.03) and CD8'CD39" (p < 0.02) cells were found in
samples from tumors with positron emission tomography
(PET) standardized uptake value (SUV) < 4.5 than in
those from tumors with PET SUV > 4.5,

The percentage of CD4'CD39" cells was significantly
higher (p = 0.01) in samples from tumors less than two
centimelers in size than in those from larger tumors.

The most common histological tumor type was
squamous cell carcinoma (31 cases). followed by
adenocarcinoma (23 cases). A significantly higher
percentage of CD3* T (p < 0.04), CD8" (p < 0.03), CD8’
CD45RO" (p < 0.01), CD4'DR" (p < 0.02, CD8'DR"
(p = 0.05), and CD8" CD39' (p = 0.02) cells were found in
TT from an adenocarcinoma than in TT from a squamous
cell carcinoma.

Anexos

Immunohistochemical location and prognostic
value of lymphocytic cell subpopulations

Location of lymphocytes and macrophages were
studied in the invasive margin, stromal and within
cancer nests in 42 patients (Figure 2A). The infiltration
intensity of lymphocytes and macrophages was more
evident in the invasive margin and in stroma surrounding
tumor nests. Figure 3 provides an illustration of the
immunohistochemistry results for the staining in stroma
and invasive margins. In figure 3A depicts an example of
hematoxylin-eosin staining. Mildly intensive infiltration of
cancer nests (score of 2) was observed in 15 of the 42 cases.
CD4" and CD8" T lymphocytes were preferentially located
in stroma and invasive margin (similar percentages of
each), showing mild-moderate infiltration intensity.
Figures 3C and 3D illustrate immunohistochemistry
results for CD8 and CD45 staining, respectively.

There was a significantly higher frequency of CD8"
T- lymphocytes (13 cases) than of CD4" T- lymphocytes
(5 cases) in cancer nests,

The presence of Tregs in tissues was evaluated by
analyzing the distribution and the absolute number of
FoxP3" Tregs. A higher number of Tregs were detected in
stroma and tumor nest than in the corresponding invasive
margin. There was a higher FoxP3* cell count in stroma
than in the other compartments. In 50% of studied cases.
these cells were also observed within tumor nests. but
with a mild infiltration intensity (score of 2). B cells were
practically non-existent in tumor nests and were largely
detected in the invasive margin and, to a lesser extent
in the stroma. Figure 3B depicts an example of stromal
staining for these cells. Finally, only a small number of
cascs showed the presence of macrophages (CD68) within
cancer nests., with a score of 2: they were more prevalent
in the stroma and even more so in the invasive margin in
comparison to the other localizations.

Examination of the association of infiltration
intensity and pattern with clinicopathological variables
only revealed significant differences as a function of
histological type and degree of differentiation. There
was a higher T lymphocyte count in the stroma in
adenocarcinomas than in squamous cell carcinomas
(p < 0.03), attributable to differences in the CD4* T subset
(p < 0.02).

Significant differences as a function of the
differentiation degree were only detected in T lymphocytes
at the invasive margin, where CD4™ T cell infiltration
was higher in well-moderately (69%) versus poorly
(12.5%) differentiated tumors (p < 0.03). and CD8" T
cell infiltration was higher in well-moderately (64.3%)
versis poorly (21.4%) differentiated tumors (p < 0.04). A
higher percentage of CD8" T cells was also found in well-
moderately differentiated groups (p < 0.024) in tumor
nests. A greater infiltration of FoxP3 " cells was observed

www.impactjournals.com/oncotarget

71611

Oncotarget



in the invasive margin in poorly versus well-moderately
differentiated tumors (p < 0.01). However, the percentages
of these subsets in the cancer nests were higher in well-
moderately versus poorly differentiated groups (p < 0.05).
Finally, the percentage of CDG68" macrophages in the
invasive margin was higher in well-differentiated tumor
versus poorly differentiated tumors (70% vs. 23.5%,
respectively).

DISCUSSION

It is important to decipher the complex interactions
of tumors with their microenvironments in order to
understand anti-cancer defense systems [29]. The immune
signature in NSCLC tumors was investigated in the present
study. using a combination of immunohistochemistry and
flow cytometry analysis. Comprehensive analysis of the
majority of immune subsets that infiltrate NSCLC tumors
demonstrated a wide host defense array and revealed the
relevant role of different lymphocyte subsets in these
patients. We analyzed the composition and distribution
of immune subpopulations in peripheral blood, TT.
ATT, DNTT, cancer nests. cancer stroma. and invasive
margin, investigating the functional state of lymphocytes
and the association of immune subsets with prognostic
clinicopathological variables in NSCLC patients.

Our results showed a higher percentage of NK
cells, memory T cells (CD4°CD45RO’, CD8'CD45R0O").
activated T cells (CD4'DR’, CD8'DR") and Tregs
(CD4°CD25e"CD127%") cells in the peripheral blood
of NSCLC patients in comparison to the healthy controls,
indicating a certain level of immune response in the
patients. We cannot rule out the possibility that these
differences were due to the presence of chronic obstructive

Anexos

pulmonary disease. the most frequent comorbidity among
the patients. However. the changes in cell subsets
observed may also be induced directly, at least to some
extent, by the tumor cells and/or tumor microenvironment,
as indicated by our analysis of the lymphocyte subsets
in these patients. Thus, the percentages of activated T
cells and CD4-Tregs in peripheral blood samples were
positively correlated with those in tumor samples from
these NSCLC patients. The subpopulation of CD4" Tregs
cells was also more abundant in patients than in controls,
consistent with the immunosuppressive status of the
patients, which was confirmed in the analyses of lung
tissues. These data show that study of the proportion of
T cell subsets in peripheral blood can provide valuable
information. These observations confirm those of other
researchers in lung cancer [30-33] although previous
reports indicated that alterations in immunorcgulatory
T cells in lung cancer are morc pronounced in
bronchoalveolar lavage fluid obtained from both lungs
than in peripheral blood [ 34].

Infiltration of the tumor by cytotoxic CD8" T-cells
and memory CD4" CD45RO" cells proved to have
prognostic discriminatory power, leading to a novel scoring
system strongly correlated with the clinical outcome [29].
Tumor-infiltrating CD8" T lymphocytes play important
roles in anti-tumor immune responses and have prognostic
value in various cancer types. Thus, immune infiltration in
both the center and invasive margin of human colorectal
tumors was associated with a favorable clinical outcome,
while a low density of T cells was associated with a poor
prognosis [7. 10, 28 29]. In most studies, immunoscores
were based on immunohistochemistry techniques,
which do not permit an in-depth characterization of the
functional phenotype of T cells (activated or not. in an
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Figure 2: Immunohistochemistry results. (A) Intensity of the immunohistochemical staining of T lymphocytes (including memory T
cells), B-lymphocytes and CD 68 (macrophages) in the invasive margin (IM). stromal and within cancer nests (CN) for samples analy zed.
Severe (score of 4). Moderate (score of 3). Mild (score of 2), Minimal (score of 1).
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anergy state or not, or with maturation deficiencies or not).
In the present study. an exhaustive and comprehensive
analysis was carried using a combination of flow
cytometry and immunchistochemistry, providing an in-
depth characterization of the cellular components of a
tumor biopsy specimen in comparison to DNTT and ATT
samples from same patient. The results showed that T and
NK cells are both highly heterogeneous in lung cancer
and that some subpopulations may suppress the function
of other immune cells, allowing the cancer cell to evade
activation of immune system. The tumor samples showed
a higher prevalence of cells with memory phenotype
CD4'CD45R0O", a higher prevalence of CD4" versus CD8"
T cells (CD4 > CDB). and a higher prevalence of Thl
versus Th17 phenotype. with a reduced presence of NK
cells in TT. No significant differences in localization were
found between CD4" T cells and CD8" T cells: however.
CD8" T and especially CD4' T cells were excluded from
direct contact with tumor and were trapped in the stroma
or invasive margin (Figure 2). CD8" T cells were observed
in tumor nests in a few cases, but always at a low density
(Figure 3). Stromal cells in the tumor microenvironment
(macrophages and cancer-associated fibroblasts) prevent
the access of lymphocytes to tumor nests, leading to their
accumulation in the vicinity of tumors [35].
Nevertheless. our data suggest the presence of
some immunosuppressive factors that act from the
center of tumor towards the outside and may affect and
significantly disrupt the function of some immune subsets.
Percentages of T and B cells were higher in TT than in

A
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DNTT, at the expense of significant reduction in NK cells,
and there was a higher percentage of memory T cells
(CD4°CD45R0O", CD8'CD45R0") and activated T cells
(CD8'DR") in TT. Parallel with this immune activation,
TT showed: i) a higher percentage of Treg cells (CD4*
CD25*ieCD1274™); ii) a lower CD8/Treg ratio , and iii) a
lower Thl/Treg ratio and iv) higher percentage of T cells
with immunosuppressive activity (CD4°CD39" and CD8"
CD39%) in comparison to DNTT (p < 0.001 and 0.02,
respectively).

Tregs may suppress the function of immune cells
and allow lung cancer cells to evade escape, likely via cell
interaction-dependent or cytokine-mediated suppression.
However, the balance between T-effector and T-regs in
tumors is known to determine the functional outcome
of immune responses [36]. and both Th1/Treg and CD8/
Treg ratios were lower in TT than in DNTT. Although
the precise mechanism of Tregs-mediated suppression
has yet to be fully clucidated [37-39]. at least part of the
immunosuppressive effect may be could be exerted by
CD39. This ectoenzyme serves as an integral component
of the suppressive machinery of Tregs. inactivating and
converting extracellular ATP into adenosine and allowing
the immune escape of tumors [40—42]. CD39. which
mediates immunosuppressive functions, is also present
on different immune cell subsets. In non-Tregs cells.
the expression of CD39 on CD4 and CD8 cells has been
associated with anergized [43] or exhausted T cells [44].
Furthermore, CD8°CD39" T cells substantially inhibit
IFNy production by effector CD8" T cells via the paracrine

e

Figure 3: Imnmunohistochemistry results, The infiltration of Iymphocytes was more intense in invasive margin and stroma surrounding
tumor nests. (A) Hematoxylin-cosin staining of tissue: magnification X4 followed by computer magnification. (B) B lymphocyte (CD20)
staining in stroma: magnification X20 followed by computer magnification. (C) CD8" staining in stroma and invasive margins: magnification
X10 followed by computer magnification. (D) CD45" staining in stroma and invasive margins: magnification X10 followed by computer

magnification.
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generation of adenosine [45]. A marked accumulation of
CD39" T cells (both CD4 and CD8) in the lung tumor
tissue was observed in the present study.

The accumulation of CD8'CD39" in TT may
be the result of chronic and persistent stimulation and
could therefore be generated within the tumor, Indeed,
CD39 was found to be a specific pathological marker
of exhausted CD8" T cells in chronic viral infection in
humans and mouse models [45, 46]. CD57 is also a marker
for exhausted senescent-T cells [47]. but the presence of
CD39+ exhausted CD8" T cells in TT contrasts with the
absence of CD8CD57" cells in TT.

Previous studies found that an increase in
CD8'CD57° (senescent) cells is associated with
malignancy. Fully-differentiated CD8'CD57" cells were
abundant in peripheral blood of both patients and controls
who showed similar values. attributable to the age-
matching of the groups. but no CD8CD57" cells were
observed in TT. Investigation of the role of these cells in
cancer pathology has revealed their heterogeneity. Meloni
ct al found a significant level of FOXP3 expression
in CD8"CD57 cells from lung cancer patients, which
they attributed to the immunosuppressive component of
the antitumor immune response [41, 47]. Although the
increase in this lymphocyte subset in peripheral blood may
contribute to impairments in cellular activation and may
play a role in the decreased immunologic responsiveness
observed in NSCLC patients, these cells are not able to
penetrate the tumor. Our results suggest that CD8"CD57*
senescent cells are generated outside the tumor but do
not enter it. However. the accumulation of CD8 CD39"
T cells in TT indicates a subpopulation of dysfunctional.
exhausted CD8" T cells, probably as a result of chronic
stimulation.

The true role of CD20" B cells in anticancer
immunity remains controversial. There is considerable
evidence of a tumor-protective function for B cells by
the production of antitumor antibodies and the induction
of cytotoxic immune responses, but other studies have
suggested that B cells may also exert tumor-promoting
functions [48]. It has recently been observed that B cells
are paracrine mediators of solid tumor development
cytokines such as interleukin IL-4, IL-10, and
transforming growth factor p (TGFp), which are among
the most prominent immunosuppressive factors secreted
by B cells in this setting [49-51]. In the present study,
B-cells were practically non-existent in tumor nests and
were preferentially located in the invasive margin when TT
was analyzed by immunohistochemistry, while an inverse
correlation between CD20" B cells (high level in TT)
and CD4'DR” (activated T lymphocytes) was found in
TT when analyzed by flow cytometry. In other words. an
increase in B cells in TT was accompanied by a decrease
in the percentage of CD4'DR" cells and vice-versa.
Furthermore, B cells in lung tumors can promote the
suppression of CD8* T-cell cytotoxicity and convert/recruit
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CD4°'CD25" FoxP3" Tregs cells. In summary, our data
suggest that the presence of B cell activities can also shift
the balance of tumor specific immune response towards
immunosuppression [48].

In the same way as effector T cells, NK cells are
also involved in antitumor immunity, They comprise a
heterogeneous functional population that can be divided
into different subsets according to their surface expression
[52. 53]. In the present NSCLC patients, a high percentage
of NK cells with cytotoxic-phenotype (CD36'CD167)
were observed in peripheral blood. and these cells were
also frequently located in DNTT. Around half of the
tumor samples lacked HLA class I antigen expression
(data not shown), and these two features make the cancer
cells susceptible to NK cell attack. However. the most
important study finding was the presence of two immune
escape mechanisms: i) the exclusion of NK cells by cancer
cells, given the very low percentage in ATT and the even
lower percentage in TT: and ii) a progressive alteration
in the phenotype of NK cells from HT to TT, leading to a
non-cytotoxic phenotype or maturation alterations. Thus,
whereas the dominant NK cell phenotype in the peripheral
blood and DNTT was cytotoxic (CD56" CD16%), the
presence of cells with this phenotype was significantly
decreased in ATT and even more so in TT. A low number
of NK cells (CD56° CDI16%) in TT was previously
attributed to their inefficient homing into malignant
tissues [54. 55]. We also found a prevalence in TT of NK
CD56"#" CD16" (non-cytotoxic producing cytokines)
and immature CD56'CD16° (non-cytoloxic immature
phenotype) subpopulations. These findings may have two
hypothetical explanations: i) these NK phenotype changes
may be induced directly at the tumor site, or there may be
a preferential colonization of the tumor by NK cells at an
carly differentiation stage. following a specific chemokine-
mediated migration pattern,

In summary, this study offers novel insights into
the distribution and the phenotypic characteristics of
different immune lymphocyte subpopulations. It provides
the first comprehensive analysis of the immune infiltrate
that shows quantitative and qualitative differences in
subsets of immune infiltrate subpopulations among TT,
ATT. and DNTT samples from the same patient. Our data
showed how effector cells are mostly excluded from direct
conltact with cancer cells and are preferentially located in
the stromal region, where an immunoprivileged space is
generated, with a lack of cytotoxic response from T and
NK cells, which may allow immune evasion in NSCLC
patients and thereby contribute to cancer progression.

The immunologic response differed between
adenocarcinomas and squamous cell carcinomas,
with higher percentage of T Ilymphocytes detected
by flow cytometry and immunohistochemistry in TT
samples of the former. mainly located in the stroma.
Immunohistochemistry  studies showed that well-
moderately differentiated tumors had a higher percentage
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of tumor infiltrating lymphocytes, mainly in invasive
margins and tumor nests, and a higher percentage of
macrophages in invasive margins. These findings may
indicate an improved immunological response in well-
moderately differentiated tumors, consistent with their
better prognosis in comparison to poorly-differentiated
tumors, which had a higher percentage of FoxP3* T reg
cells, indicating an immunosuppressive state.

These data suggest that the evasion of immune
surveillance by tumors is favored by the lack of penctration
of tumor nests by certain immune subpopulations. This
is in line with previous findings and may reflect the
difficulty that immune cells attracted to the tumor site
have in overcoming physical and endothelial barriers and
penetrating tumor nests.

The present data on most of the innate and adaptive
immune cells infiltrating tumors provide a more complete
picture of the immune reaction in NSCLC, further
revealing the complex interactions of tumors with their
microenvironment.

MATERIALS AND METHODS

Patients and Samples

The study included samples from 61 NSCLC
patients under treatment at Virgen de las Nieves University
Hospital (Granada, Spain). All surgical samples were
obtained for therapeutic and diagnostic purposes.
Demographic, clinical, and histological characteristics
of the patients are exhibited in Table 1. Samples were
obtained from 32 sex-matched healthy blood donors aged
between 50 and 80 years (controls).

All blood samples were drawn after overnight
fasting. Plasma samples obtained by centrifugation of
part of each sample were stored at —20°C until use. The
remaining blood samples were directly labeled with
antibodies for flow cytometry (FCM).

Tumor samples were taken from primary malignant
lung tumors of non-treated patients by excision of a
fragment of tumor mass > 100 mg during the initial
surgery for the disease. After lung resection, half of the
piece was immediately immersed in PBS solution and
immediately analyzed by flow cytometry. The other half
was fixed in buffered formalin and embedded in paraffin,
and 3—4 micrometer sections were cut for conventional
hematoxylin-eosin staining to evaluate tumor contents.
All tumor samples had their paired adjacent tissue and
distant non-tumor tissue samples. Only those with > 50%
tumor cells were selected (=70% of samples had >70%
tumor cells). Because preneoplastic molecular changes
may take place in adjacent non-tumor tissue, distant non-
tumor tissue samples (mass > 500 mg) were taken from
clinically tumor-free quadrants in the resected specimen
as far as possible from the tumor. Adjacent tumor samples
were taken from neighboring adjacent lung tissue with no
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macroscopic tumoral appearance located at approximately
one centimeter from the periphery of the tumor. Distant
non-tumor and adjacent tumor tissue samples underwent
meticulous histological analysis to guarantee the complete
absence of epithelial tumor cells.

Before the study, all medical records and tumor
sections were reviewed by an oncologist and a surgical
pathologist. Informed consent was obtained from all
patients and healthy controls for participation in the study.
which complied with the Helsinki Declaration of 1975, as
revised in 1983, and was approved by the human research
ethics committee of our institution.

Stages were determined after pathologic evaluation
of resected specimens according to the 7th Edition of TNM
in Lung Cancer of the International Association for the
Study of Lung Cancer Staging Committee in 2009 [56].

Flow cytometry analysis

Flow cytometry analyses were carried out in TT,
ATT, and DNTT samples. which were washed twice with
PBS and resuspended in 0.5 mL of PBS for FCM analysis.
GentleMACS™ Tubes (Miltenyi Biotec, Germany) were
used for the dissociation and homogenization of samples.
Each sample was processed twice. filtered, washed, and
resuspended in 100 microliter of PBS: 20 microliter of
sample tissue was added to labeled tubes containing specific
antibodies for different lymphocytic populations and was
incubated for 20 minutes at room temperature before
addition of 1 ml red blood cell lysis buffer (BD Pharmalyse).
Supplementary File 1 reports details of the flow cytometry
analysis and the specific monoclonal antibodies used to
identify the different lymphocytic populations.

Immunohistochemistry and image analysis

Tissue samples were fixed in 10% neutral
formalin and embedded in paraffin. Details of the
immunohistochemistry staining and analysis are described
in Supplementary File 1.

Statistical analysis

All statistical analyses were performed using
SPSS version 20.0 (IBM, Chicago IL). Shapiro Wilk
and Kolmogorov- Smirnov tests were used to check the
normality of variable distribution. Variables with normal
distribution arc expressed as means + standard deviation
and those with non-normal distribution as medians with
interquartile range. Results were compared between
groups using a f-test for normally-distributed variables
and a non-parametric test (Wilcoxon or Mann Whitney
Test) or ANOVA or the Kruskal Wallis test for those with
non-normal distribution. Categorical variables (sex, tumor
stage, tumor size) were grouped into two groups and
analyzed using the chi-square (X?) or Fisher exact Test.

www.impactjournals.com/oncotarget

Oncotarget



Table 1: Demographic, clinical, and histological characteristics of the study subjects

Anexos

% NSCLC Healthy subjects
Variable n=6l =32 N 'I
Gender n (%):

Female 11 (18) 13 (40.6)
Male 50 (82) 19 (59.4)
Age,years, median (range) 66 (45-82) 62 (49-84)

Smoking history:
Non-smoker 3(5) 16 (50)
Ex-smoker 28 (40) 5(15.6)
Smoker 30 (49) 15 (34.4)
Smoking pack-years. median (range) 55 (0-120) 7,78 (0-40)

Tumor size, median (range)
Histological NSCLC subtype:
Lung Adenocarcinoma
Squamous cell carcinoma
Metastasis from other cancer
NSCLC stage:
Stage A
Stage 1B
Stage [1A
Stage 11B
Stage ITTA
T status:
Tla
Tlb
T2a
T2b
T3
T4
N status:
Nx
NO
N1
N2
Differentiation:
Moderate
Good
Poor
SUVs PET. median (range)

3.80(0.5-9.5)

23 (36.1)
32(53.9)
6 (10)

21 (36)
18 (28)
13 (21.3)
7(11.5)
2(3.3)

13 (20)
10 (16)
18 (29.5)
11 (19)
8 (13.9)
1(1.6)

4(6.6)
45(73.8)
6(9.8)
6(9.8)

27 (43)
11 (17.4)
15 (24.6)
9.52 (0-26.2)
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Correlation coefficients were calculated to evaluate the
strength of linear associations. P < 0.05 was considered
statistically significant.
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