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RESUMEN
Introduccion

El cancer de pulmoén es la principal causa de muerte por cancer a nivel mundial(1). El
carcinoma pulmonar no microcitico (CPNM) es el subtipo histolégico mas frecuente,
suponiendo un 80% de los casos, y es subsidiario de tratamiento quirdrgico de eleccion en
estadios resecables (I-II)(2). A pesar de la cirugia, la tasa de recidiva es mayor de lo
deseable y oscila entre el 30-35% ocurriendo en la mayoria de los casos de forma precoz en
los primeros 5 afios, debido principalmente a la enfermedad minima residual(3). De la
misma manera, la supervivencia global es inferior al 15-20% a los 5 afios(4). La compleja
heterogeneidad tumoral intra e inter paciente y la gran variabilidad pronoéstica de esta
patologia nos hace preguntarnos qué factores y biomarcadores son responsables de estas
diferencias.

Las células tumorales circulantes (CTCs) son analitos derivados del tumor primario y
pueden detectarse en sangre periférica. Se asocian al proceso metastasico, considerandose
como un potencial factor prondstico(5)(6). Las CTCs son muy heterogéneas, pudiendo
existir diferentes subpoblaciones en un mismo paciente(7), por lo que su caracterizacion
fenotipica y/o molecular aporta mas informacién acerca de la biologia tumoral. La
secuenciaciéon de nueva generacion (NGS) facilita paneles genéticos personalizados para un
andlisis molecular mas exhaustivo del tipo tumoral, permitiendo analizar multitud de genes
y alteraciones en una misma muestra(8).

El objetivo principal de esta tesis es analizar el valor pronéstico de marcadores de biopsia
liquida junto al analisis molecular del tejido y las posibles ventajas de su analisis combinado
como fuentes de informacion biolégica tumoral en pacientes con estadios iniciales de CPNM
tratados quirurgicamente. Los objetivos especificos son: 1) Deteccidn y caracterizacion
fenotipica de CTCs, en concreto de la proteina EZH2 (miembro del complejo de represion
Polycomb 2), 2) Analisis molecular tumoral mediante un perfil mutacional personalizado de
50 genes implicados en distintos procesos bioldgicos, y 3) Andlisis entre la caracterizacion
molecular tisular y las CTCs y su valor prondstico. En este contexto, hipotetizamos que la
deteccion de este subtipo de CTCs-EZHZ2 en combinacién con mutaciones tumorales
especificas podrian contribuir como biomarcadores pronoésticos e indicadores de
enfermedad minima residual en CPNM, orientando las posibles estrategias de tratamiento
postoperatorio.

Material y Métodos

Se trata de una cohorte observacional prospectiva de pacientes con CPNM en estadios I-1I1
tratados con cirugia radical como primera opcién de tratamiento entre julio de 2017 y
diciembre de 2019.

Se realizaron dos determinaciones sanguineas para el aislamiento de CTCs y su posterior
caracterizacion en base a la expresion de EZH2, la primera antes de la intervencién (CTC1)
y otra al mes de esta (CTC2). En el acto quirdrgico, se extrajo una muestra del tejido tumoral
para su secuenciacion mediante NGS utilizando un panel personalizado de 50 genes.



Para el aislamiento de CTCs se us6 la metodologia MACs® y para su caracterizacion
fenotipica el anticuerpo anti-EZH2. El ADN tumoral se extrajo utilizando el kit
NucleoSpin®Tissue y su secuenciacion se realiz6 mediante NGS utilizando un panel
personalizado de 50 genes.

Resultados

Se incluyeron un total de 76 pacientes para estudio de biopsia liquida y un subgrupo de 23
pacientes para estudio tisular, realizdndose un seguimiento durante 5 afios. El 60,5% de la
serie fueron varones con una edad media de 67 afios y habito tabaquico en el 81%. El
subtipo histolégico adenocarcinoma fue el mas frecuente (65,8%) y la lobectomia fue el
principal tipo de reseccién pulmonar (77,6%).

La carga de CTCS detectadas disminuyé de forma significativa tras la cirugia (p < 0,0001), y
los pacientes con CTCs y alta expresion de EZH2 (270%) presentaron mayor riesgo de
muerte (p = 0,018). Los genes con mayor frecuencia de mutaciéon fueron TP53, FLTI,
MUC5AC, EGFR y NLRP3. El andlisis molecular revel6 cinco pares de genes con mutaciones
coocurrentes de significacion estadistica: CD163-TLR4 (p = 0,0056), FGF10-FOXP2 (p =
0,0118), ADAMTSL3-FLT1 (p = 0,0142), ADAMTSL3-MUC5AC (p = 0,0144), y MUC5AC-
NLRP3 (p = 0,0183), asi como una unica interacciéon genética mutuamente excluyente,
también con significacion estadistica: RIN3 y TP53 (p = 0,0457). La agrupacién de variantes
con significado clinico patogénico con aquellas de significado incierto (VUS) supuso una
mayor carga mutacional en los pacientes que presentaron recurrencia (p = 0.0404).

Discusion

La secuenciacidon de nueva generacion (NGS) ofrece un panel genético personalizado para
un conocimiento molecular mas exhaustivo del tipo tumoral. La medicina de precisiéon
utiliza la NGS para identificar la heterogeneidad tumoral, predecir la evolucién de la
enfermedad y permitir orientar lineas de tratamiento segun el potencial riesgo de recidiva.
Nuestro estudio selecciond un panel personalizado de 50 genes participantes en distintos
procesos biolégicos (desarrollo embrioldgico, relacionados con la EPOC, inflamacién y
proliferacién tumoral), analizandose la interaccién entre ellos. En nuestro analisis
molecular el gen mas frecuentemente mutado fue TP53, observandose principalmente en
estadios patolégicos localmente avanzados (estadio III). Respecto a las interacciones
genéticas, se observaron 5 mutaciones coocurrentes con significacion estadistica: CD163-
TLR4, FGF10-FOXP2, ADAMTSL3-FLT1, ADAMTSL3-MUC5AC y MUC5AC-NLRP3, asi como una
excluyente: RIN3-TP53. Estas interacciones sugieren posibles rutas convergentes
implicadas en el desarrollo tumoral, asi como rutas alternativas de trasformacién tumoral,
respectivamente.

La biopsia liquida es otra herramienta que posibilita el analisis de biomarcadores
originarios del tumor, como las células tumorales circulantes (CTCs), facilitando igualmente
informacién mas detallada del tumor y en tiempo real. Su deteccién y analisis de su dinamica



permite una monitorizacion de la enfermedad. En nuestro estudio observamos una
dinamica descendente entre la deteccion preoperatoria (CTC1) y postoperatoria (CTC2),
siendo este descenso significativo. La negativizacién de CTCs postoperatoria podria
asociarse positivamente al pronéstico, mientras que la persistencia implicaria persistencia
de enfermedad (enfermedad minima residual) a pesar de la cirugia. Ademas, la
caracterizacion fenotipica y molecular de estas células aporta informacién mas precisa de
las distintas subpoblaciones. En nuestra serie, elegimos la expresién de EZH2 por su
implicaciéon pronoéstica en determinados tipos de canceres, incluido en el CPNM vy
observamos que niveles de expresion de EZH2 >270% se relacionaron con mayor riesgo de
muerte y peor SG. La expresion de EZH2 podria reflejar mayor agresividad en
subpoblaciones celulares desprendidas del tumor primario, considerandose un marcador
de mal pronéstico.

Conclusiones

La integracion del perfil molecular tumoral junto con la caracterizacion de CTCs brinda una
visién mas integral y dindmica de la heterogeneidad tumoral. Esta informacién combinada
y complementaria posibilita una estratificacion del riesgo de recidiva y/o desarrollo de
metastasis, ayudando a la toma de decisiones terapéuticas. Ademads, permite una
monitorizacion en tiempo real de la enfermedad, siendo clave para una medicina moderna
mas personalizada.
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RESUMEN EN INGLES
Introduction

Lung cancer is the leading cause of cancer-related death worldwide(1). Non-small cell lung
cancer (NSCLC) is the most common histological subtype, comprising 80% of all cases, and
the only one eligible for surgical treatment in resectable stages (I-II1)(2). Despite surgical
resection, relapse rates are unacceptably high, ranging from 30-35% and early in the first
5 years, mainly due to minimal residual disease(3).

with a 5-year rate overall survival of 15-20%(3). The complex tumor heterogeneity in the
same patient and between patients, combined with an uncertain prognostic variability of
this disease, raises the question of which factors and biomarkers are responsible for these
differences.

Circulating tumor cells (CTCs) are analytes derived from the primary tumor and can be
detected in peripheral blood. They are related to the metastatic process as a potential
prognostic factor(4)(5). CTCs are highly heterogeneous and different subpopulations may
exist in the same patient(6). Phenotypic and molecular characterization of CTCs provides
additional information about tumor biology. Next-generation sequencing (NGS) facilitates
personalized genetic panels for a more exhaustive molecular analysis of tumor type. The
analysis of multiple genes and alterations can be done in a single sample(7).

The main objective of this thesis is to analyze the prognostic value of liquid biopsy markers
and the molecular tissue analysis, as well as their potential combined analysis advantages
as sources of tumor biological information in patients with early stages of NSCLC treated
with radical surgery. The specific objectives are the following: 1) Phenotypic
characterization of CTCs, specifically the EZH2 protein (a member of the Polycomb
repression complex 2), 2) Molecular tumor analysis using a personalized mutational profile
of 50 genes involved in different biological processes, and 3) Analysis between tissue
molecular characterization and CTCs and their prognostic value. In this context, we
hypothesize that the detection of this subtype of EZH2-CTCs in combination with specific
tumor mutations could contribute as prognostic biomarkers and indicators of minimal
residual disease in early-stage NSCLC, guiding possible postoperative treatment strategies.

Materials and Methods

This is a prospective observational cohort of patients with stage I-IIIl NSCLC treated with
radical surgery as the first treatment option between July 2017 and December 2019.

Two blood samples were collected for CTCs isolation and subsequent EZH2
characterization: one prior to surgery (CTC1) and another one month after resection
(CTC2). During surgery, a tumor sample was extracted for targeted NGS sequencing using a
customized 50-gene panel, from a subset of patients. The MACs® methodology was used for
CTC isolation and the rabbit anti-EZH2 antibody was used for phenotypic characterization.
Tumor DNA was extracted using the NucleoSpin® Tissue kit and sequencing was performed
using NGS using a customized 50-gene panel.



Results

A total of 76 patients were included for liquid biopsy analysis and a subgroup of 23 patients
for tissue analysis, with a 5-year follow-up. As results, 66% of the series were men, with a
mean age of 67 years old and 81% were smokers. The most common histological subtype
was adenocarcinoma (65.8%), and lobectomy was the main type of lung resection
performed (77.6%).

The number of CTCs detected significantly decreased between CTC1 and CTC2 (p < 0.0001)
after surgery. CTCs+ patients with high EZH2 expression (270%) had a higher risk of death
(p = 0.018). The most frequently mutated genes were TP53, FLT1, MUC5AC, EGFR, and
NLRP3. Molecular analysis revealed five gene pairs with co-occurring mutations of
statistical significance: CD163-TLR4 (p = 0.0056), FGF10-FOXPZ2 (p = 0.0118), ADAMTSL3-
FLT1 (p =0.0142), ADAMTSL3-MUC5AC (p = 0.0144), and MUC5AC-NLRP3 (p = 0.0183), as
well as a single mutually exclusive genetic interaction: RIN3 and TP53 (p = 0.0457).
Grouping pathogenic clinical variants with those of uncertain significance (VUS) revealed a
higher mutational burden in patients who experienced recurrence (p = 0.0404).

Discussion

Next-generation sequencing (NGS) enables comprehensive molecular analysis of tumors
through customized gene panels. Precision medicine uses NGS to identify tumor
heterogeneity, predict disease progression, and guide treatment options based on the
potential risk of recurrence. In our study, we selected a personalized panel of 50 genes
involved in distinct biological processes (embryological development, COPD-related
processes, inflammation, and tumor proliferation), analyzing their interaction, both co-
occurring and mutually exclusive events, and their relationship with prognosis. In our
molecular analysis, the most frequently mutated gene was TP53, observed mainly in locally
advanced disease stages (stage III). Regarding genetic interactions, five co-occurring
mutations with statistical significance were observed: CD163-TLR4, FGF10-FOXPZ,
ADAMTSL3-FLT1, ADAMTSL3-MUC5AC, and MUC5AC-NLRP3, as well as one exclusive
mutation: RIN3-TP53. These interactions suggest possible convergent pathways involved in
tumor development and pathways of tumor transformation, respectively.

Liquid biopsy is a valuable tool for detecting tumor-derived biomarkers such as circulating
tumor cells (CTCs), providing more precise real-time information about the tumor. Its
detection and its dynamics analysis allow disease monitoring. In our study, we observed a
significant decrease in the number of CTCs because of the surgery. The absence of
postoperative CTCs could be positively associated with prognosis, while persistence would
imply disease persistence (minimal residual disease) despite surgery. Furthermore, the
phenotypic and molecular characterization of these cells provides more precise information
about the different subpopulations. In our study, we selected the protein EZH2 due to its
prognostic implications in certain types of cancer, including NSCLC, and we observed that
EZH2 expression levels 270% were associated with a higher risk of death and worse OS.
EZH?2 expression could reflect greater aggressiveness in cell subpopulations detached from
the primary tumor and is considered a marker of poor prognosis.



Conclusions

Integrating the molecular profile of tumors and CTCs characterization provides a more
comprehensive and dynamic view of tumor heterogeneity. This combined approach enables
risk stratification of recurrence and/or metastasis development, aiding therapeutic
decision-making. It also enables real-time disease monitoring, which is key to more
personalized modern medicine.
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1.1. EPIDEMIOLOGIA

El cancer de pulmdn (CP) o carcinoma broncogénico se refiere a toda neoplasia primaria
maligna de la via aérea inferior, principalmente el pulmén. Se trata de una enfermedad
oncologica compleja en la que participa un gran nimero de especialistas en cada una de sus
fases diagnéstico-terapéuticas, y que asocia una elevada morbimortalidad a pesar de los
avances y su estudio continuo. Existen dos grandes grupos de CP: cancer de pulmén
microcitico o células pequeiias (CPCP) y cancer de pulmén no microcitico (CPNM), que es el
mas frecuente.

1.1.1. Epidemiologia mundial

El CP es la principal causa de muerte por cancer en el mundo(1). Segiin Agencia
Internacional para la Investigacién del Cancer (International Agency for Research on
Cancer, IARC), organismo dependiente de la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), en
2022 se registraron 2.4 millones de nuevos casos y un total de 1.8 millones de muertes por
CP(8)(9)(Figura 1). En varones se considera el cancer mas frecuente, mientras que en
mujeres es la segunda neoplasia tras el cancer de mama, siendo en ambos sexos la principal
causa de muerte por cancer (16.8/100.000 habitantes). La incidencia varia segtn la zona
geografica, siendo mas alta en paises desarrollados, principalmente en Europa, Norte
América y Asia oriental(10)(Figura 2), probablemente relacionado con el consumo de
tabaco y la mayor contaminacién ambiental.
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Figura 1: Incidencia (izquierda) y Mortalidad (derecha) mundial absoluta segtn el tipo de cancer. Fuente: World Health
Organization Cancer Mortality Database (Base de datos de mortalidad de la OMS), afio 20222,3.
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Figura 2: Tasa de incidencia ajustada a la poblacién estandar mundial de CP segilin zonas geograficas. Fuente: World Health
Organization Cancer Mortality Database (Base de datos de mortalidad de la OMS), afio 20224,

1.1.2. Epidemiologia en Espaiia

En Europa, se diagnosticaron 484.554 casos en el afio 2022 y supuso la principal causa de
muerte por cancer en ambos sexos (19.8%). En Espafia, es la tercera neoplasia mas
frecuente en hombres (tras el cincer de préstata y colorrectal) y mujeres (tras el cancer de
mama y colorrectal)(11)(Figura 3), con una incidencia ajustada a la poblacién mundial
estandar de 27.8 casos por 100.000 habitantes (41,4/100.000 en hombres y de 16/100.000

en mujeres).
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Figura 3: Tasa de incidencia ajustada a la poblacién mundial de cancer en Espafa (2022). Fuente: World Health Organization
Cancer Mortality Database (Base de datos de mortalidad de la OMS), afio 20225.
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En 2024, las tasas de mortalidad por CP en Espafa, ajustadas a la poblacién mundial
estandar, son de 76 muertes por cada 100,000 habitantes en hombres y 21 muertes por
cada 100,000 habitantes en mujeres, segin datos del Ministerio de Sanidad(12).

Segun Instituto Nacional de Estadistica (INE) el CP fue la tercera causa de muerte en 2023
(22.805 muertes), tras la cardiopatia isquémica (27.734 muertes) y los procesos
cerebrovasculares (23.428 muertes)(13)(Figura 4). En el primer semestre de 2024, mas de
la mitad de las defunciones ocurridas en Espafa fueron debidas a enfermedades del sistema
circulatorio o tumores. Dentro de los tumores mas frecuentes, el que mas aumenté fue el
cancer de bronquios y pulmoén (un 2,5%), mientras que el que mas disminuy6 fue el cAncer
de colon (-6,3%). Aunque la mortalidad por CP sigue siendo mayor en hombres (16.564
muertes) respecto a las mujeres (6.241 muertes), el ascenso en el género femenino es
continuo, habiéndose registrado 276 casos mas que en 2022(14)(Figura 5).

Defunciones segin la causa de muerte mas frecuente - Resultados definitivos 2023 y provisionales 1er semestre 2024

) Variacién anual. Variacién anual. Variacién anual.
Total Hombres Mujeres .
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Total de defunciones 436.124 4], 220.742 41, 215.382 4], -6,11l, -5,81l, 6,41l
Enfermedades isquémicas del

corazén q 27.734 4], 17.446,4], 10.288 ], -46 1l 3,041l 721l
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cerebrovasculares 23.428 41, 10.4814l, 12.947l, 5.1l =331l 6,51l
Cancer de bronquios y pulmén  22.805 4, 16.564 1], 6.2414l, 0,41l -1,1l 4,61l,
Demencia 21.1831l, 6.8834l, 14.3004l, =324l 2,21l 3,71l
Insuficiencia cardiaca 18.954 41, 7.7214l, 11.2334], -7.91l, 5,61l 9,511,

Variacién anual porcentual respecto de datos definitivos de 2022.
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Figura 4: Defunciones segin la causa de muerte en Espafia. Fuente: INE, 20247.
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Cancer de bronquios y pulmon. Total Nacional. Todas las edades. Mujeres. Personas

Serie ECM469664
Periodicidad Anual
Unidad Personas

VALOR
2023 6.241
2022 5.965
2021 5.659
2020 Cancer de bronquios y pulmén. Mujeres 5.294
2019 S E 5.070
2018 o300 4.952
2017  sss0 4.848
2016 :oeo / 4557
2015 4.357
2014 S 4.057
2013 4.105
2012 3.826
2011 3.579
2010 3.447
2009 3.122

Figura 5: Mortalidad por CP en mujeres en Espafia. Fuente: INE, 20248.

En Espafia, se estiman 34.506 nuevos casos de CP para 2025 segun las estimaciones del INE
y REDECAN (Red Espafiola de Registros de Cancer)(15).

La supervivencia del CP depende de varios factores, como el tipo de cadncer (microcitico o
no microcitico), el estadio en el momento del diagnéstico, el tratamiento recibido, y el
estado de salud del paciente. No obstante, la supervivencia global es inferior al 15-20% a
los 5 afios, por lo que las tasas de mortalidad e incidencia no varian demasiado. Esto se debe
a que mas del 70% de los casos se diagnostican en un estadio avanzado de la enfermedad,
lo cual disminuye la supervivencia y empobrece el prondstico.

De acuerdo con los datos de principio de siglo del estudio Eurocare-5, que engloba el
periodo entre 1999-2007, la supervivencia global en pacientes con CP alos 5 aflos aumentd
de un 11.6% hasta un 13.4% en la comparativa por periodos(16)(Figura 6). En Espafia, la
supervivencia relativa del CP fue del 10,6%, s6lo mejor que la del pancreas (5%) y la del
esofago (9,6%), segun dicho estudio(17).

En otro proyecto internacional basado en la informacién de registros de tumores de 71
paises, que recogen datos entre 2000 y 2014 (Concord 3), la supervivencia estandarizada a
los 5 afos para CP oscilaba entre un 10-20% en la mayoria de los paises y en progresiva
mejora(3). No obstante, la media de supervivencia a los 5 afos es la mas baja en la lista de
los diez tumores mas frecuentes (13%).
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Figura 6: Supervivenciarelativaalos 5 afios para el CP en Europa, por regiones y periodos de diagndstico. Fuente: Reproducido
de Gatta, G et al. The Lancet Oncology, 201419,

Si nos centramos en el CPNM, la supervivencia global varia segtin el estadio y sigue siento
pobre incluso en estadios iniciales subsidiarios de cirugia radical. La supervivencia global a
los 5 afios para el estadio I localizado oscila entre el 60-70% y desciende hasta el 30-40%
para estadios II y III localmente avanzados. El estadio metastdsico IV tiene una
supervivencia del 5-10%.
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1.2. ETIOPATOGENIA Y FACTORES DE RIESGO

Una neoplasia se origina como resultado del desequilibrio entre la fase de proliferaciéon y de
muerte celular normal y tiene como resultado la aparicidn de células tumorales que pueden
resultar en el desarrollo de un cancer. Los cambios a nivel genético y/o epigenético son
resultado de la accion de distintos factores de riesgo (inflamatorios y/o carcinogénicos) y
de la predisposicién genética individual. A continuacién, describiremos los factores de
riesgo que mas se han estudiado por su relacién con el desarrollo de CP.

1.2.1. Tabaco

El consumo de tabaco en cigarrillos es la principal causa asociada al desarrollo de CP en
paises desarrollados. El humo resultante del proceso de combustion contiene mas de 7000
componentes con potencial carcinogénico y mutagénico (benceno, cloruro de vinilo,
hidrocarburos aromaticos, nitrosaminas, etc.) que producen dafio en las células del aparato
respiratorio favoreciendo el desarrollo de células neoplasicas.

El1 90% de los casos de CP tiene relacidn con el consumo de tabaco, siendo proporcional a la
cantidad y duracién. El primer estudio que demostré la asociacion epidemiolégica entre el
consumo de tabaco y el desarrollo de CP, asi como la relacién entre la dosis de tabaco y el
riesgo, fue realizado por Doll y Hill en 1950(18). Otros factores que aumentan el riesgo son
la edad de inicio, el grado de inhalacién, la cantidad de alquitran y nicotina y el uso de
cigarrillos sin filtro(19). El consumo de tabaco en pipa también se asocia a un mayor riesgo
de CP.

El cese en el habito tabaquico reduce el riesgo de desarrollar CP a largo plazo. En varios
estudios de casos-controles se ha demostrado que en ex fumadores con un periodo de
abstinencia de 15 afios o mas, el riesgo de CP se reduce entre el 80-90% respecto a
fumadores, aunque persiste mas elevado que en no fumadores(20).

El tabaquismo pasivo también es reconocido como un carcindgeno humano para el
desarrollo de CP, proporcional al grado de exposicién y a la duracion(21). En un analisis
combinado de dos estudios de casos-controles en Estados Unidos y Europa, se observé que
aquellos individuos no fumadores expuestos pasivamente al humo del tabaco en tres
situaciones (exposicion conyugal, laboral o social), presentaban un riesgo incrementado
significativo de cancer de pulmén, que aumentaba cuando la exposiciéon temporal era mas
duradera(22).

1.2.2. Carcinégenos ambientales y ocupacionales

La IARC reconoce 29 agentes ocupacionales de riesgo, 30 agentes ocupacionales y
ambientales sospechosos y 12 circunstancias de exposicién con potencial carcinogénico. Se
estima que el 2% de la cifra global de cancer y menos del 1% son secundarios a una
exposicion laboral y ambiental, respectivamente(21). Las sustancias mas ampliamente
estudiadas en el desarrollo del CP son el raddon y el asbesto; otros tdxicos que han mostrado
relaciéon son metales (niquel, cromo y arsénico), el berilio, el cadmio y la silice.
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El asbesto o amianto se refiere a un grupo minerales fibrosos compuestos por silicatos de
cadena doble y que se encuentran en el suelo. Este mineral se emple6 ampliamente en la
industria naval, la construccion, el aislamiento y electricidad, fabricas de lavanderia y
limpieza en seco, etc. En Europa estd prohibido su empleo desde el ano 2002. Este
carcinégeno ocupacional se ha relacionado con el desarrollo de CP y mesotelioma, pudiendo
causar otras patologias pleuropulmonares como la asbestosis. El riesgo de CP aumenta con
la exposicion prolongada a fibras de tipo anfiboles, con el tabaquismo y con la asbestosis
pulmonar asociada(21)(23).

El radoén es un gas inerte resultado de la degradacion del uranio-238 y radio-226 y supone
el 9% de las muertes por CP. Es un carcinégeno ocupacional en trabajadores de minas de
uranio. Ademas, la exposicidn doméstica no es despreciable en determinadas areas
geograficas con escasa ventilaciéon. Un meta-andlisis que incluia 12 estudios europeos
demostré una relacion entre la exposicion doméstica al radén y el desarrollo de CP, dosis-
dependiente, y un riesgo 25 veces mayor en los casos de consumo de tabaco
asociado(21)(24).

La contaminacion ambiental también ha sido reconocida desde el afio 2013 como un
agente carcindgeno en humanos, de predominio en zonas urbanizadas y superpobladas(21).
En un meta-analisis por el ESCAPE (European Study of Cohorts for Air Pollution Effects) que
incluye 17 estudios de 9 paises europeos, se demostré un riesgo estadisticamente
significativo entre el tamafio de particula contaminante en el aire ambiente (<10pm) y el
desarrollo de CP, especificamente de adenocarcinoma(25).

La exposicién a radiaciones ionizantes con fines diagndstico-terapéuticos incrementa el
riesgo de desarrollar segundas neoplasias. La incidencia observada en desarrollar CP es
mayor en pacientes con antecedente de radioterapia por linfoma de Hodgkin(26) y cancer
de mama. En un estudio de cohortes con 7.408 pacientes con cancer de mama, de las cuales
5.700 recibieron radioterapia como tratamiento, se observé una incidencia de CP
estadisticamente significativa mayor en el grupo radiado (2.3 versus 0.2,
respectivamente)(27).

1.2.3. Patologia pulmonar

La susceptibilidad al desarrollo de CP se ve aumentada con determinadas enfermedades
broncopulmonares como la EPOC (Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica),
neumoconiosis como la asbestosis y silicosis, 1a FPI (Fibrosis Pulmonar Idiopatica), el asma
y enfermedades sistémicas como la esclerosis(28).

La EPOC supone un conjunto de alteraciones en el aparato respiratorio, tales como una
inflamacién crénica, un aumento del estrés oxidativo-nitrosativo y cambios epigenéticos
celulares. La EPOC se considera un factor de riesgo independiente de CP, sobre todo la forma
enfisematosa y el grado moderado-severo(29). La incidencia es entre 2 y 5 veces mayor en
pacientes fumadores con EPOC respecto a los exclusivamente fumadores(30).
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El asma, la FPI y la esclerosis sistémica también se han relacionado con el desarrollo de
CP, aunque existe controversia. Hay estudios en los que se ha observado una incidencia de
CP del 55% en 10 afios de seguimiento en pacientes con FPI(28).

Infecciones pulmonares como la tuberculosis también se ha asociado a un mayor riesgo de
CP sobre lesiones cicatriciales "scar cancer”. La enfermedad por VIH (Virus de la
Inmunodeficiencia Humana) en la década previa a los antirretrovirales, también se ha
asociado a neoplasias pulmonares (CP, linfoma o sarcoma de kaposi pulmonar).

1.2.4. Genética

Hay factores hereditarios en estudio, asi como determinados polimorfismos (por ejemplo,
el polimorfismo en CYP1A1 Mspl y GSTM1) cuyos mecanismos de transmisidn exactos se
desconocen pero que pudieran estar en relacion con el desarrollo de determinados tumores.

Existen estudios que ponen de manifiesto un desequilibrio entre la activacién de oncogenes
y lainactivacion de genes supresores de tumores, asi como determinadas mutaciones a nivel
de receptores y factores de crecimiento tumoral, y alteraciones en la reparaciéon del ADN
celular favorecedoras del desarrollo de CP segin la susceptibilidad individual(31).

Ademas, se han demostrado formas de agregacion familiar, mas frecuente en el carcinoma
epidermoide, y un riesgo entre 2 y 6 veces mas elevado de padecer CP en familiares directos
de enfermos que aquellos sin parentesco(32). En un meta-analisis que incluye 28 estudios
de casos-controles y 17 estudios de cohortes se pone de manifiesto que el riesgo de CP
aumenta si hay antecedentes familiares (RR 1.8, 95% CI 1.6-2.0), siendo mayor en familias
con mas familiares afectos y si el CP debut6 en edades mas tempranas(33).



1. Introduccion

1.3. HISTOLOGIA

La principal clasificacién histolégica diferencia entre cancer de pulmén microcitico o de
célula pequena (CPNM) y no microcitico (CPNM), suponiendo este mas del 75% del total. Es
importante hacer un diagnostico diferencial entre ambos, dado que el tratamiento y el
pronostico difieren notablemente, siendo peor para el CPCP. El CPNM se divide en distintos
subtipos, siendo el adenocarcinoma el tipo histolégico mas frecuente actualmente, seguido
de carcinoma epidermoide.

1.3.1. Clasificacién histolégica de CPNM

La clasificacion anatomo-patoldgica del CP obedece a la dltima propuesta por la OMS en
2015 (Tabla 1). Una de las modificaciones respecto a la clasificacion de 2004 y las
propuestas por el panel de expertos IASLC (International Association for the Study of Lung
Cancer), ATS (American Thoracic Society) y ERS (European Respiratory Society) en el afio
2011 es que introduce la caracterizacién inmunohistoquimica, criterios y terminologia
estandarizados para el diagnéstico citolégico y de biopsias pequeinas, y proporciona
orientacion de marcadores moleculares en determinados subtipos de carcinoma.

CLASIFICACION DE CARCINOMA PULMONAR (OMS 2015)

Adenocarcinoma (ADC) - Preinvasivo

- Minimamente invasivo

- Invasivo
- Lepidico - Fetal
- Acinar - Entérico
- Papilar - Coloide
- Micropapilar - Invasivo mucinoso
- Solido

Carcinoma escamoso e Queratinizante

e No queratinizante

e Basaloide

Carcinoma de células grandes

Carcinoma adenoescamoso

Carcinoma sarcomatoide e Carcinoma pleomorfo

e Carcinoma de células fusiformes
e (Carcinoma de células gigantes

e (Carcinosarcoma

e Blastoma pulmonar

Carcinoma neuroendocrino e Carcinoma de células pequefias o microcitico (CPCP)

e (Carcinoma neuroendocrino de células grandes
e C(Carcinoide (tipico y atipico)
Hiperplasia de células neuroendocrinas pulmonares idiopaticas difusas

Tabla 1: Clasificacién OMS 2015 del Carcinoma de pulmén no microcitico.
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Ademas del tipo histologico tumoral, debe hacerse referencia al grado de diferenciacién
celular, estableciéndose diferentes categorias segun las caracteristicas de las células: G1
(bien diferenciado), G2 (moderadamente diferenciado), G3 (pobremente diferenciado) y G4
(indiferenciado).

1.3.2. Clasificacion histoldgica del adenocarcinoma pulmonar

Merece la pena destacar en las modificaciones propuestas por la IASLC, ATS y ERS en 2011
las referidas al subtipo adenocarcinoma (ADC):

1. Propone cambios en cuanto a tamafio y grado de invasién e incluye el término
“lepidico” para referirse a formas no invasivas. Se eliminan los subtipos “mixto y
broquioloalveolar”, y se incluyen los de “Hiperplasia adenomatosa atipica, ADC in
situ y ADC minimanente invasivo”, que implican mejor prondstico. El término ADC
invasivo mucinoso sustituye al antiguo carcinoma bronquioloalveolar y engloba los
ADC que no cumplen criterios de ADC in situ ni minimamente invasivo.

Dada la variabilidad clinica, radioldgica, molecular y patoldgica del espectro de ADC,
sobre todo de su variante lepidica, fue necesaria una nueva clasificacién (Tabla 2)
por su implicacion prondstica.

2. Elimina respecto a la clasificaciéon anterior los subtipos “En anillo de sello y de
células claras”, considerandose caracteristicas citolégicas asociadas a otros
patrones.

3. Hallazgos radioldgicos también se han correlacionado con esta clasificacion, a

destacar el patrén radioldgico en vidrio deslustrado con los subtipos no mucinosos
de hiperplasia adenomatosa atipica y ADC in situ.
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CLASIFICACION DE ADENOCARCINOMA

Lesiones pre invasivas

Hiperplasia
adenomatosa atipica

Proliferacion de neumocitos atipicos o células claras con citologia que no
alcanza el carcinoma y es <5 mm

Carcinoma in situ

Lesion <3 cm, Unica, exclusivamente lepidica y sin invasidn.

Lesiones invasivas

Minimamente Lesion <3 cm, de predominio lepidica y <5 mm de invasién.

invasivo

Lepidico Crecimiento lepidico en la mayoria del tumor, pero con al menos un foco de
invasién > 5 mm.

Acinar Presencia de acinos y tibulos formados por células columnares que pueden
producir mucina, células epiteliales, e incluso células claras.

Papilar Presencia de papilas con ntcleo fibrovascular central.

Micropapilar Presencia de papilas sin ntcleo fibrovascular (G3).

Sélido Los tumores carecen de caracteristicas glandulares o papilas y producen

mucina.

Variantes de formas invasivas

Invasivo mucinoso

Las células tumorales tienen morfologia de células caliciformes o células
columnares con abundante mucina.

Coloide Las células tumorales pueden ser dificiles de encontrar por la gran cantidad
de mucina extracelular. EI ADC cistico mucinoso se incluye en este grupo.

Fetal Células similares al adenocarcinoma endometrioide.

Entérico Células similares a las colorrectales.

*En anillo de sello y
células claras

Caracteristicas citolégicas visibles en otros tipos de tumores, de predominio
en formas sdlidas. *No se consideran un subtipo de ADC.

Tabla 2: Clasificacién de los subtipos de adenocarcinoma pulmonar.
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1.4. DIAGNOSTICO

El objetivo fundamental en el estudio del CP es el diagnéstico precoz y la correcta
estadificacion para ofrecer la mejor opcion terapéutica. La evaluacidon inicial incluira el
conjunto de datos clinicos y estudios complementarios para establecer el diagnéstico
definitivo, asi como el estudio de funcién respiratoria y despistaje de posibles sindromes
paraneoplasicos. Se recomienda optar por procedimientos de menor a mayor invasion y
realizar la menor cantidad de pruebas posibles. El proceso diagndstico-terapéutico y la
toma de decisiones debera realizarse por un comité oncolégico multidisciplinar, teniendo
en cuenta siempre la opinién del paciente.

1.4.1. Clinico

El CP es una de las neoplasias mas silentes desde el punto de vista clinico. La presencia de
sintomas intra o extratoracicos suele ser indicativo de enfermedad localmente avanzada o
metastasica (70%). Segun la localizacién tumoral, los sintomas mas frecuentes son tos (50-
75%), hemoptisis (25-50%), disnea (25%) o dolor toracico (20%)(34). En ocasiones, la
manifestacion clinica es un sindrome de Pancoast, un sindrome de vena cava superior, un
sindrome paraneoplasico (Sd. Eaton-Lambert, Sd. Cushing, etc.) o sintomas secundarios a
enfermedad metastasica.

El sindrome paraneoplasico engloba un conjunto de signos y sintomas secundarios a la
produccion hormonal, de citoquinas y la respuesta inmunolégica desencadenada por las
células tumorales. Ante su sospecha es importante la confirmacién y el tratamiento precoz
ya que empobrece el prondstico por su elevada morbi-mortalidad asociada(34).

1.4.2. Marcadores séricos

El CP no suele producir alteraciones séricas especificas. Se recomienda un analisis inicial
que incluya hemograma, bioquimica completa y coagulacién.

La determinacién de marcadores tumorales no suele estar indicada de forma rutinaria como
ocurre en otro tipo de neoplasias. Kulpa et al analizaron los niveles de CYFRA 21.1
(cytokeratin 19 fragment antigen 21-1), SCCA (squamous cell carcinoma antigen), CEA
(carcinoembryonic antigen) y NSE (neuron specific enolase) en 200 pacientes con
carcinoma escamoso de pulmon en distintos estadios que no habfan recibido tratamiento
frente a un grupo control. CYFRA 21.1 resultd un factor pronoéstico independiente en
estadios iniciales y NSE en estadios avanzados de carcinoma escamoso(35). El grupo
europeo de marcadores tumorales recomienda la determinacién de CYFRA, CEA y NSE
segun el tipo histolégico(30), como factor prondstico para valorar resistencia terapéutica y
riesgo de recurrencia.

1.4.3. Radiolégico

La radiografia de térax es la técnica inicial ante la sospecha de cancer de pulmén, por su
accesibilidad y rapidez. La estadificacion radiol6gica de una neoplasia pulmonar se realiza
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mediante la tomografia axial computarizada (TAC) y la tomografia por emision de
positrones (PET) principalmente.

* TACDE TORAX

Es la técnica de eleccion en el diagnoéstico del CP, incluyendo cortes desde el cuello hasta el
abdomen superior(30). El1 TAC ofrece distintos patrones radiolégicos: nédulo o masa,
multiples ndédulos, fenémenos obstructivos, sindrome adenopatico, etc. Aporta informacién
del componente T (Tumor primario) en términos de tamafio, localizacién, invasién local y
relacion con estructuras vecinas, y del componente N (Node/Ganglios linfaticos) en cuanto
a tamafio, numero y localizacion. En caso de metastasis intratoracicas también permite el
estudio del componente M (Metdastasis).

= PE

Ofrece informacion metabdlica de la enfermedad basada en el fendmeno de aniquilacion de
pares positronicos, siendo el radiofArmaco mas empleado la 18F-fluordexosiglucosa (18F-
FDG). Tiene gran valor en la estadificacion ganglionar (componente N) y afectacién
metastasica (componente M), con una sensibilidad del 85% y una especificidad del 90%,
contrarrestando las limitaciones del TAC en la valoracién adenopatias (<10 mm)(36).

Es la técnica de eleccion para estudiar enfermedad metastasica, excepto en la enfermedad
cerebral. Ademas, el PET-TC con 18F-FDG es preferible en la re-estadificacion de los
pacientes con CPNM después del tratamiento neoadyuvante.

La principal limitacion es la presencia de falsos positivos en la enfermedad inflamatoria y
granulomatosa, asi como la escasa avidez por el radiofarmaco de lesiones menores de 1 cm

y estirpes tumorales bien diferenciadas como el adenocarcinoma o el tumor carcinoide.

= RESONANCIA NUCLEAR MAGNETICA

No se utiliza de forma rutinaria. Su indicacién principal es en el estudio de extension
cerebral en los estadios avanzados o en el despistaje por clinica neurolégica. También puede
indicarse en casos de infiltraciéon de grandes vasos, corazon y tumores del sulcus, asi como
en tumores que afectan el foramen y canal medular(36), ya que aporta mayor precision de
imagen en dichas estructuras.

1.4.4. Histoldgico

El estudio anatomo-patoldgico en el CP se realiza a partir de una muestra de tejido tumoral,
bien primaria o metastasica. El tipo de muestra (citopatologica o histopatolédgica)
dependera del procedimiento diagndéstico empleado, tendiendo siempre a la minima
invasion. Cualquier muestra deberia permitir un estudio completo cito-morfoldgico,
inmuno-histoquimico y genético-molecular.

Los métodos minimamente invasivos incluyen: citologia de esputo, videobroncoscopia
flexible con biopsia transbronquial y ecobroncoscopia (EBUS) para tumores centrales y/o

afectacion mediastinica por pruebas de imagen; ecoendoscopia (EUS) para lesiones
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proximas al eséfago; y puncion aspiracion con aguja fina (PAAF) o biopsia con aguja gruesa
(BAG) guiadas por TAC o ecografia en tumores mas periféricos. El EBUS/EUS esta indicado
en pacientes con tumores centrales de la via aérea, tumores mayores de 3 cm en pacientes
con afectaciéon mediastinica por técnicas de imagen, en la re-estadificacion tras
neoadyuvancia, y en la confirmacidn de progresion.

La navegacién electromagnética es una técnica novedosa que facilita la obtencién de
muestras mediante broncoscopia de alta tecnologia de lesiones periféricas de pequefio
tamafio, asi como de adenopatias mediastinicas. Permite realizar tanto biopsias
transbronquiales como punciones con aguja citoldgica, por lo que es muy versatil.

En caso de no conseguir un diagnéstico con las técnicas anteriormente citadas, se dispone
de métodos quirdrgicos mas invasivos como la video-mediastinoscopia y sus variantes, la
videotoracoscopia, la mediastinotomia y la toracotomia. A pesar de poder estar asociadas a
una mayor morbi-mortalidad, ofrecen un mayor valor predictivo negativo, siendo el “gold
standard” en la estadificaciéon mediastinica.

El estudio inmunohistoquimico debe ir orientado a excluir diferenciaciones
neuroendocrinas y establecer el diagnéstico diferencial entre CPCP y CPNM, y en este tltimo
establecer si se trata de un adenocarcinoma o de un carcinoma escamoso. Para ello, se
recomienda el uso de paneles reducidos con 2 o 4 marcadores inmunohistoquimicos,
preferiblemente TTF-1 y Napsin A para el adenocarcinoma, y P40 y P63 para el carcinoma
escamoso(7).

1.4.5. Estadificacion

Durante el 162 Congreso mundial de Cancer de Pulmon, la Union for International Cancer
Control (UICC) present6 la 82 clasificaciéon TNM (Tumor, Node and Metastasis), en vigor
desde enero de 2018, y la que se ha utilizado en nuestro trabajo. Este sistema se utiliza para
determinar la extension de la enfermedad. Las caracteristicas tumorales moleculares del CP
no estan incluidas. Segun la clasificacion clinica TNM (cTNM) (Tabla 3) y el estado clinico y
funcional del paciente, se determinara el tratamiento de eleccidn.

La categoria T se divide en:

e Tx: tumor primario que no se puede evaluar, o tumor probado por la presencia de
células malignas en el esputo o en el lavado bronquial, pero no visualizado por
imagen o broncoscopia.

e TO: ausencia de evidencia de tumor primario.

e Tis: carcinoma in situ.

o SCIS: carcinoma epidermoide in situ.
o AIS: adenocarcinoma in situ (patrén lepidico puro < 3 cm).

e T1:tumor de < 3 cm de eje mayor sin invadir el bronquio principal.

o pT1mi: adenocarcinoma minimamente invasivo (< 3 cm de eje mayor y foco
invasivo < 5 mm).
o Tla: <1cm
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o Tilb:>1ly<2cm
o Tlc:>2cmy<3cm
e T2:tumor>3cmy <5 cm con cualquiera de las siguientes caracteristicas: afectacion
del bronquio principal sin afectar a la carina, invasiéon pleural (PL1 y PL2) o
atelectasia/neumonitis obstructiva que alcanza el hilio.
o T2a:>3cmy<4cm
o T2b:>4cmy<5cm
e T3:tumor >5 cm y < 7 cm o cualquier tamafio que infiltre pleura parietal (PL3),
pared toracica (incluido el tumor de Pancoast), pericardio y N. Frénico, o varios
nodulos tumorales en el mismo l6bulo.
e T4:tumor de >7 cm o cualquier tamafio que infiltre diafragma, mediastino, grandes
vasos, corazdn, traqueay carina, es6fago, columnay N. Laringeo recurrente, o varios
nddulos tumorales en distintos l6bulos ipsilaterales.

La categoria N se divide en:

e Nx: no se pueden valorar los ganglios regionales.

e NO: ausencia de metastasis ganglionares.

e N1:metastasis en ganglios peribronquiales, hiliares e intrapulmonares ipsilaterales.

e N2: metdstasis en ganglios mediastinicos ipsilaterales y/o subcarinales.

e N3: metastasis en ganglios mediastinicos e hiliares contralaterales, y escalenos y
supraclaviculares ipsi o contralaterales.

La categoria M se divide en:

e MO: ausencia de metastasis a distancia.

e M1la: nédulo tumoral en lébulo contralateral; nédulos pleurales o pericardicos o
derrame pleural o pericardico maligno.

e M1b: afectacién de un solo 6rgano extra téracico por metastasis Unica.

e Milc: multiples metastasis extra téracicas en uno o mas érganos.

El sistema TNM combina cada uno de los descriptores del tumor (tamafio y extensiéon
tumoral regional, afectacion ganglionar, y/o extension tumoral metastasica), agrupando a
los pacientes en estadios (Tabla 3)(34) que se correlacionan con el prondstico y estan
vinculados a recomendaciones de tratamiento.
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8th Ed TNM Categories
8th Ed TNM Categories

NO N1

T/M | Label
Tla 1Al IIB
Tl |Tib IA2 1B
Tlc

T2a Inv
T2 |T2a >34
T2b >4-5
T3 >5-7 1B A
T3 |73 Inv 1B A
T3 Same Lobe Nod 1B A
T4 >7 A A
T4 (T4 Inv A A
T4 Ipsi Nod

M1a Pl Dissem
M1la Contr Nod
M1b Single Les

M1c Mult Les

M1

Tabla 3: 82 Clasificacion TNM del Cancer de Pulmén no microcitico. Fuente: Reproducido de Ost D et al. Chest, 20132°. En rojo
se resaltan los subgrupos subsidiarios de cambio en la 92 clasificacién TNM.

En la practica clinica el CPNM puede clasificarse en 3 subgrupos clinicos: estadio inicial (I y
I1), estadio III o “localmente avanzado” y estadio IV o metastasico.

Este subgrupo es el mas heterogéneo por la variabilidad de descriptores TNM, sobre todo
en lo que se refiere a matices en el descriptor N (nimero de estaciones afectadas, tamafio
de las adenopatias, la existencia de afectacion intracapsular o extracapsular, etc.), que puede
repercutir en el manejo y pronoéstico. En los dltimos afios diferentes autores son partidarios
de subclasificar el estadio IIl de CPNM en 3 grupos ttiles en la practica clinica:

o Estadio IIIA con afectaciéon N2 incidental.

o Estadio IIIA con afectacién N2 potencialmente resecable.

o Estadio III con afectaciéon N2 /N3 irresecable.

Recientemente, la IASLC ha publicado una nueva propuesta de TNM (92 edicién), que esta
entrando progresivamente en vigor desde enero de 2025. Esta actualizacién incluye
cambios en los descriptores N y M, y especificamente en los subgrupos N2 y M1c(37).

Propone la subdivisién de N2 en N2a (afectacién ganglionar mediastinica ipsilateral tnica
o afectacion ganglionar subcarinica), y N2b (afectacion ganglionar mediastinica ipsilateral
multiple con o sin afectacidén ganglionar subcarinica). Para M1c, propone la subdivisién en
M1cl (metastasis extratordcicas multiples en un solo drgano), y Ml1lc2 (metastasis
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extratoracicas multiples en multiples 6rganos). No se han propuesto cambios para el
descriptor T(37). El resultado son nuevas subcategorias en cada estadio TNM (Tabla 4).
Estas modificaciones son el resultado de observar diferencias de prondstico entre pacientes
de los mismos subgrupos TNM de las ediciones previas. El objetivo es tener un sistema de
clasificacién y una nomenclatura del CPNM lo méas exhausta posible con el fin de optimizar
y ofrecer la mejor estrategia de tratamiento a los pacientes y, por tanto, mejorar el
pronostico de estos.

Proposed 9" Ed TNM
Categories
Proposed 9t Ed TNM Categories

T/M | Description
Tla <1cm A1
Tl [Tib >1to<2cm 1A2
Tlc >2to<3cm

T2a Visceral pleura / central invasion
T2 |T2a >3to<dcm

T2b >4to<5cm

T3 >5to<7cm 1B | A
T3 |T3 Invasion 1B | A
T3 Same lobe tumor nodule 1B | A
T4 >7cm 1A | HIA
T4 |T4 Invasion 1A | HIA

T4 Ipsilateral tumor nodule

M1a Pleural / pericardial dissemination

M1la Contralateral tumor nodule

M1

M1b Single extrathoracic lesion

M1cl Multiple lesions, 1 organ system

M1c2 Multiple lesions, >1 organ system

Tabla 4: 92 Clasificacion TNM del Cancer de Pulmén no microcitico. Fuente: Reproducido de Rami-Porta R et al. Journal of
Thoracic Oncology, 2024. En reojo se resaltan los cambios realizados respecto a la 82.
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1.5. TRATAMIENTO

La elecciéon del tratamiento dependera del estadio cTNM, de las pruebas de funcién
respiratoria y de la comorbilidad del paciente, siendo consensuado en un comité
multidisciplinar. El comité estard formado por representantes de las especialidades de
Neumologia, Radiologia, Medicina Nuclear, Oncologia Médica, Oncologia Radioterapica,
Cirugia Toracica y Anatomia Patoldgica.

Se estima que entre el 20-30% de los pacientes se diagnostica en un estadio inicial (I-1I)
subsidiario de tratamiento quirtrgico, el 35% en un estadio Il y el 40% en un estadio
metastasico. A pesar del tratamiento quirdrgico, entre el 30-55% tendran recurrencia
durante el seguimiento.

1.5.1. Tratamiento actual del CPNM por estadio

Estadio I-1I

El tratamiento de eleccion en estadios iniciales de CPNM (I-II) es la cirugia, siempre y
cuando el paciente cumpla criterios de operabilidad(38). La reseccién pulmonar anatémica
y linfadenectomia sisteméatica es la cirugia estandarizada, siendo la lobectomia el
procedimiento mas frecuente y con mejores resultados(2)(38). El abordaje quirtrgico
podra ser por cirugia minimamente invasiva: videotoracoscopia o VATS y cirugia robética
o RATS (Figura 7), o bien por cirugia abierta: toracotomia, lo cual implica la separacién
costal (Figura 8). La reseccion sublobar o segmentectomia anatémica esta aceptada en
lesiones pulmonares en vidrio deslustrado, adenocarcinoma in situ o minimamente
invasivo, y podria plantearse en pacientes que no toleren una resecciéon mayor(2).

Figura 7: Abordaje toracico tipo VATS a la izquierda (A) y tipo RATS a la derecha (B).
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Figura 8: Abordaje toracico abierto por toracotomia.

La cirugia ofrece una supervivencia global a los 5 afios entre el 50% y 73% en el estadio 1A,
y decae entre un 25% y un 36% en el estadio [IB. En el seguimiento durante 4 afios de un
grupo grande de pacientes intervenidos por CPNM se observo que el riesgo de recurrencia
oscilaba entre el 6% y el 10% por persona por afio, decreciendo posteriormente al 2%. La
recurrencia de tipo local era mas frecuente en los dos primeros afios, y las metastasis a
distancia entre el tercer y cuarto ano(39). Asi mismo, el riesgo de desarrollar un nuevo CP
durante el seguimiento oscilaba entre un 1% y un 6% por persona por afio(39).

Como alternativa en pacientes inoperables o que rechazan la cirugia, esta la radioterapia
fraccionada estereotaxica (SBRT), la RT convencional (RT) y la termoablacién(2). La SBRT
esta indicada en tumores periféricos, preferentemente estadio I, con tasas descritas de
control local del 90% a los 5 afios. La RT convencional se indica en tumores de > 5 cm y mas
centrales; ambos tipos de radioterapia se indican en lesiones tnicas preferiblemente y sin
afectacion ganglionar. La termoablacion puede contemplarse en pacientes inoperables y
contraindicados para SBRT. La ablacién por radiofrecuencia y la crioablaciéon son otras
alternativas a la RT.

Estadio II1

El tratamiento del CPNM en estadio III no esta tan estandarizado y difiere al encontrarnos
distintos escenarios en este grupo, con una supervivencia que oscila entre el 19% y el 24%
para estadios IIIA y entre el 7% y 9% para estadios IIIB.

La cirugia inicial estarfa indicada en un estadio cT3N1 y cT4NO-cT4N1 (IIl con NO-1) tras
una estadificacién mediastinica negativa. La afectacién N2 en una unica estaciéon puede
tratarse mediante cirugia inicial (preferiblemente T1-T2), o bien de rescate tras tratamiento
neoadyuvante y re-estadificacion mediastinica negativa. La cirugia con afectacion N2 bulky
o multi estacidn es mas controvertida, siendo necesario el tratamiento neoadyuvante inicial;
la cirugia podria valorarse si existe respuesta mediastinica en la reevaluacién y
preferiblemente no implica neumonectomia(2), seleccionado e individualizando estos
casos. La neoadyuvancia en la era pre inmunoterapia se ha fundamentado en quimioterapia
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(QT) de induccion basada en cisplatino 3-4 ciclos con reevaluacion posterior. En tumores
del sulcus (tumor de Pancoast), la induccién con QT-RT seguida de cirugia es preferible a la
QT neoadyuvante.

En los casos con estadio III no resecable, el tratamiento de elecciéon sera la QT-RT
concurrente preferiblemente, o bien secuencial si el estado general del paciente y su
comorbilidad no lo permiten(2). La dosis de RT indicada es 60-66 Gy en 30-33 fracciones.
Ademas, en los pacientes sin progresion y una expresion de PD-L1 21% se administra
adyuvancia con Durvalumab durante 1 afio si no existe contraindicacidn(38).

A continuacion, se detalla el algoritmo de tratamiento en CPNM (I-III) segun las
recomendaciones ESMO (Sociedad Europea de Oncologia Médica) (Figura 9).

Stage IB-1IIA Unresectable stage Il

RO resection [, A] ChT and RT

Adjuvant GhT in N+ [I, AJ*
Adjuvant ChT in resected tumours
=4 cm (T2bNO, stage 11A) [I1, B]

uvant ChT [V, A]

'
Mo progression

'
—

|

Durvalumab in PD-L1
[I. A; MCBS: 4]

Cisplatin [I, A] in combination with:
Vinorelbine [1, A]
Gemcitabine [I1, B]
Docetaxel [I1, B]
Pemetrexed [II, B. non-sguamous®]
If cisplatin is not feasible, carboplatin
is an alternative [IV, B]

If resected primary tumour = 4 cm
and NO, carboplatin—paclitaxel [IV, B]

N

CGomplete resection with
EGFR exon 19 del or exon 21
L858R substitution

Figura 9: Algoritmo de tratamiento de CPNM segun las recomendaciones ESMO34. Fuente: Reproducido de Remon, ] et
al. Annals of Oncology, 2021.

El tratamiento sistémico adyuvante tras la cirugia basado en un doblete con platino debe
ofrecerse a pacientes con un estadio IIb-IIl, y considerarse en el estadio Ila por tumor >4
cm (Figura 9). La pauta més empleada es cisplatino-vinorelbina en 4 ciclos tras 4-6 semanas
de la intervencion, si el paciente esta recuperado y su condicion fisica lo permite(2); no
obstante existen otras combinaciones con platino. La terapia adyuvante aumenta la
supervivencia un 4-5% a los 5 afios respecto a la cirugia inicamente(40)(41), con mejores
resultados para el estadio II1A. Hasta ahora, no habia criterios moleculares para seleccionar
en qué pacientes estaba indicada la QT adyuvante mas alla de los criterios puramente
patolégicos, ni existia ningin biomarcador predictivo para seleccionar el esquema de QT.
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No obstante, estamos viviendo una era de auge en la inmuno-oncologia, con resultados
prometedores como detallaremos mas adelante.

El papel de la RT postoperatoria en estadios IIIA N2 tras cirugia ha sido controvertido en
los ultimos afios, hasta que dos ensayos clinicos fase III han demostrado que no aporta
beneficio en supervivencia libre de enfermedad respecto al grupo placebo(42)(43). Su uso
estaria reservado para resecciones incompletas (R1) principalmente.

Estadio IV

En estadios metastasicos (IVa-IVb) el tratamiento quirurgico no se contempla,
estimandose una supervivencia entre un 2% y un 13% a los 5 afios segun las series. En la
ultima década el tratamiento del CPNM avanzado ha evolucionado sustancialmente gracias
al conocimiento de la biologia molecular tumoral y a la incorporaciéon de nuevos
quimioterapicos, agentes bioldgicos y farmacos dirigidos contra dianas moleculares,
mejorando la supervivencia de estos pacientes.

El tratamiento de eleccidn de primera linea en pacientes sin comorbilidad y sin alteraciones
genéticas subsidiarias de tratamiento dirigido, es la quimioterapia con dos farmacos: un
platino (cisplatino o carboplatino) y un segundo farmaco de tercera generacion (taxanos,
gemcitabina y vinorelbina para carcinoma escamoso, y pemetrexed o bevacizumab para
carcinoma no escamoso), con una pauta de 4-6 ciclos de tratamiento(44). De segunda linea,
la inmunoterapia (nivolumab y pembrolizumab - anti-PD1), independientemente de la
histologia, es mejor opciéon que la QT. Existen estudios como el KEYNOTE-024, que
demuestra que pacientes con una expresiéon de PD-L1 2 50% en tejido tumoral se benefician
de inmunoterapia con pembrolizumab de primera linea, con superioridad al doblete de
quimioterapia estandar en supervivencia libre de progresién (SLP) y supervivencia global
(SG)(45). En pacientes con mutaciones drivers, el tratamiento de elecciéon sera un TKI
(Inhibidor Tirosin-Kinasa) como gefitinib, erlotinib o afatinib para la mutaciéon de EGFR
(Epidermal Growth Factor Receptor), y crizotinib para aquellos con traslocacién ALK
(Anaplasic Lympoma Kinasa).

Connotacion especial para aquellos pacientes en estadio IV oligometastasico, en los que de
forma individualizada y, siempre y cuando la metastasis sea resecable y no exista afectacion
mediastinica N2, podria plantearse un tratamiento sistémico combinado con cirugia.

1.5.2. Nuevas fronteras terapéuticas

En la actualidad existen varios ensayos clinicos, algunos ya aprobados y en uso en la practica
clinica, que estan cambiando el paradigma de tratamiento en CPNM en estadios quirtrgicos.
El objetivo principal radica en el empleo de inmunoterapia perioperatoria (adyuvancia o
neoadyuvancia) con el fin de mejorar el prondstico de estos pacientes y ante la eficacia de
la combinacién de QT e inmunoterapia en la enfermedad avanzada. En la misma linea
investigadora, hay ensayos basados en el uso de terapias dirigidas con TKIs en pacientes
candidatos a reseccion quirirgica. A continuacién, haremos un resumen de los ensayos mas
recientes en terapia perioperatoria(46).
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= Inmunoterapia en adyuvancia

Los estudios con inmunoterapia adyuvante en pacientes con CPNM en estadio IB-IIIA
resecables han mostrado una mejora de la supervivencia libre de enfermedad (SLE)
significativa.

En octubre de 2021, la FDA (Food and Drugs Administration en EEUU) aprobé el uso de
atezolizumab adyuvante junto con QT con platino tras la cirugia en estadios Il y IIIA de
CPNM con una expresion tumoral PD-L1 21% segun la eficacia del estudio IMpower-010
NCT02486718 (47). El atezolizumab ha sido posteriormente aprobado por la EMA (Agencia
Europea del Medicamento) y la AEM (Agencia Espafiola del Medicamento).

En enero de 2023, la FDA aprob6 el uso de pembrolizumab como tratamiento adyuvante
tras la cirugia y posterior QT con platino para estadios IB (T2a 24 cm), Il y IIIA de CPNM,
segun la eficacia del estudio KEYNOTE-091 (NCT02504372). Este farmaco también ha sido
aprobado por la EMA.

= [numunoterapia en neoadyuvancia

En marzo de 2022, 1a FDA aprobd el uso de nivolumab junto con QT basada en un doblete
con platino (3 ciclos) como tratamiento neoadyuvante en pacientes con CPNM resecable
(estadios IB =24 cm, II o IIIA segin la 72 edicién TNM) independientemente del nivel de
expresion de PD-L1, segtin los resultados del estudio CHECKMATE-816 (NCT02998528)(48)
y NADIM II para estadios de CPNM 1IIA-11IB(49). El tratamiento con nivolumab mostré
mejores tasas de supervivencia sin complicaciones (SSC) y de respuesta patolégica
completa en comparacién con la quimioterapia Unica. A los 21 meses de seguimiento, la
mediana de SSC fue de 31,6 meses (IC 95 %, 30,2-no alcanzado) en el grupo de nivolumab
y QT respecto a 20,8 meses (IC 95 %, 14,0-26,7) en el grupo de QT unica (CRI, 0,63; IC
97,38 %, 0,43-0,91; P = 0,005). De la misma manera, se mejord la supervivencia libre de
enfermedad (SLE) en el grupo con inmunoterapia, siendo el beneficio mayor para: pacientes
con enfermedad en estadio IIIA versus estadio IB o II (CRI, 0,54; IC 95 %, 0,37-0,80 vs. CR],
0,87; IC 95 %, 0,48-1,56), 2); pacientes con expresion de PD-L1 =1 % versus <1 % (CR],
0,41; IC 95 %, 0,24-0,70 vs. CRI, 0,85; IC 95 %, 0,54-1,32); y para los pacientes con
caracteristicas histoldgicas no escamosas. Esta pauta de tratamiento ya ha sido aceptada
por la EMA para pacientes con alto riesgo de recidiva y expresion de PD-L1 mayor del 1%.

En octubre de 2023, 1a FDA aprob6 el uso de pembrolizumab junto con QT con platino (4
ciclos) en neoadyuvancia en pacientes con CPNM en estadio II, IIIA o IIIB (=1 ganglio
ipsilateral en mediastino o ganglio subcarinal) seguido de cirugia y pembrolizumab
adyuvante 1 afo segun la eficacia del ensayo KEYNOTE-671 (NCT03425643)(50). La tasa
estimada de SSC a los 24 meses fue del 62,4 % (IC 95 %, 56,8-67,5 %) en los pacientes del
grupo de pembrolizumab vs 40,6 % (IC 95 %, 34,8-46,3%) en el grupo placebo. La mediana
de SSC no se alcanzd en el grupo de pembrolizumab (IC 95 %, 34,1-NA), siendo 17 meses
(IC 95 %, 14,3-22,0) en el grupo de placebo (CRI, 0,58progresion, recidiva o muerte; 1C 95 %0, 0,46-
0,72; P < 0,001). La supervivencia global (SG) a los 24 meses fue del 80,9 % en el grupo con
pembrolizumab y del 77,6 % en el grupo de placebo (p = 0,02, no se alcanz6 el criterio de
valoracidn).
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En agosto de 2024, la FDA aprobé el uso de durvalumab junto con QT con platino en
neoadyuvancia (4 ciclos) seguido de durvalumab adyuvante 1 afio en pacientes con CPNM
resecable (tumores =4 cm y/o con afectacion ganglionar N) sin mutaciones EGFR o ALK
previamente documentadas, segin el estudio AEGEAN (NCT03800134)(51). El primer
analisis se hizo con un 32% de madurez de los datos y con una mediana de seguimiento de
12 meses, observandose un beneficio en la tasa de SSC, asf como en la respuesta patolégica
completa con independencia del estadio y de la expresiéon de PD-L1 en los pacientes con
durvalumab preoperatorio.

Existen otros ensayos en neoadyuvancia con QT actualmente en curso como el NEOTORCH
con torlipalimab o el RATIONALE 315 con tislelizumab, a la espera de resultados.

El tratamiento neoadyuvante tiene como objetivo actuar sobre la enfermedad micro
metastasica y mejorar los resultados quirurgicos posteriores al reducir el estadio tumoral
inicial y permitir resecciones pulmonares no posibles al diagndstico inicial o que suponian
una reseccion muy extensa. Seguin el meta-analisis publicado por Mark Sorin et al. a inicios
de este afio, donde se incluyen 8 ensayos clinicos aleatorizados de entre 43 ensayos
seleccionados (3.387 pacientes), concluyen que la quimio-inmunoterapia neoadyuvante es
superior a la quimioterapia neoadyuvante en eficacia (SLE y SG) y en respuesta patologica
(parcial o completa), mejorando la tasa de reseccién quirdrgica y completa (R0), sin un
aumento en la tasa de efectos adversos relacionados con el tratamiento o con la cirugia (52).

= Terapias con TKIs

[gualmente, las alteraciones oncogénicas descritas en el CP avanzado también pueden
identificarse en estadios iniciales (15% para EGFR). Estudios como el EVANS fase Il y
ADAURA fase Il (NCT02511106) han evaluado el efecto de TKIs en adyuvancia en pacientes
intervenidos, con resultado favorecedores en SG a los 5 afios (53)(54). La FDA aprob6 en
diciembre de 2022 el uso de osimertinib en adyuvancia tras la resecciéon completa en
pacientes con CPNM en estadios IB a IIIA con deleciones en el exén 19 o mutaciones L858R
en el exén 21 de EGFR, con o sin QT previa, e histologia predominantemente escamosa.
Posteriormente ha sido aprobado por la EMA y la AEM (Figura 9).

Queda por definir el rol de los EGFR-TKI en la estrategia neoadyuvante (fase [ EMERGINCG-
CTONG-1103y fase Il NeoADAURA-NCT04351555). La estrategia perioperatoria también se
esta estudiando para otras alteraciones oncogénicas con otras terapias dirigidas (ALINA
NCT03456076, ALCHEMIST NCT02194738, PROMISE trial y NAUTIKA NCT04302025).

A modo de resumen, en la actualidad estd aprobado el uso de atezolizumab y
pembrolizumab como tratamiento adyuvante tras la cirugia, nivolumab con QT como
tratamiento neoadyuvante, y pembrolizumab como tratamiento perioperatorio en
pacientes con CPNM resecables (46)(Figura 10).
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Figura 10: Resumen de los ensayos clinicos y estrategias de tratamiento con inmunoterapia perioperatoria en estadios
resecables de CPNM. Fuente: Reproducido de Lavaud, P et al. Cancers, 202443,

A pesar de los nuevos y continuos avances terapéuticos, ain persisten numerosos desafios
en cuanto al uso de la inmunoterapia y terapia TKI perioperatoria, entre ellos: la duracién
Optima del tratamiento adyuvante, el papel de la enfermedad minima residual para
identificar a los pacientes con alto riesgo de recaida y guiar asi las decisiones terapéuticas,
y el papel de la QT adyuvante en el CPNM resecado e inducido por oncogenes. Ademas, se
necesitan biomarcadores predictivos de eficacia de estos tratamientos para poder
intensificar las estrategias perioperatorias.

1.5.3. Supervivencia segiin estadios en CPNM

El factor pronéstico con mas impacto en CPNM lo determina la clasificacion TNM. La
supervivencia disminuye progresivamente con la enfermedad mas avanzada (Figura
11)(55). La tasa de SG corresponde al nimero de pacientes vivos al término del periodo de
observacidn, con o sin enfermedad, mientras que la SLE indica la tasa de pacientes vivos al
final del periodo de seguimiento sin evidencia de enfermedad y ésta refleja mucho mejor el
éxito del tratamiento.

La SG a los 5 afios varia entre un 90% para el estadio IA1, un 65% para el estadio IIA, un
41% para el I[1IB y solo un 12% para el I1IC, segun la 82 clasificacién pTNM (Figura 11).
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Figura 11: Supervivencia global por estadios patolégicos segtn la 82 edicion TNM. Fuente: Reproducido de Goldstraw, P et al.
Journal of Thoracic Oncology, 20165

Como ya se ha comentado, la IASLC ha publicado una nueva propuesta de TNM (92 edici6n),
que incluye cambios en los descriptores N y M, y especificamente en los subgrupos N2 y
M1c, tras observar diferencias de prondstico entre pacientes de los mismos subgrupos TNM
en las ediciones previas. También incluye otros factores como la edad, el sexo o el subtipo
histoloégico, entre otros. Con pocas excepciones, los graficos de supervivencia y las tasas de
supervivencia a 5 afios, tanto en el estadio clinico como en el patoldgico, revelan una
disminucién constante, ordenada y escalonada de la supervivencia a medida que aumenta
el estadio del tumor (Figura 12).
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Figura 12: Supervivencia global por estadios patoldgicos segun la 92 edicién TNM. Los datos involucran a todos los pacientes
evaluables con CPCNP, M0 y sometidos a reseccién pulmonar, excluyendo aquellos con terapia neoadyuvante. Fuente:
Reproducido de Rami-Porta, R et al. Journal of Thoracic Oncology, 202438,

También se han descrito factores histopatoldgicos prondsticos como el subtipo histologico,
el grado de diferenciacion celular, la infiltracién linfocitica tumoral, la invasién linfatica o la
presencia de metastasis ocultas(56). Dentro del subtipo histolégico, el adenocarcinoma
tiene mayor capacidad de presentar metastasis ganglionares y a distancia que los
escamosos, y dentro de los primeros, los tumores de patrén sélido y micropapilar suelen
tener una conducta mas agresiva que el patrdén lepidico no mucinoso, en el que existe menor
capacidad de diseminacién. También la invasidon vasculo-linfatica del tumor parece que
empeora el prondstico.
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Otros factores clinicos prondsticos son el estado funcional del paciente, la edad y el
abandono del habito tabaquico. Igualmente, se han descrito multiples alteraciones genéticas
y moleculares que afectan a protooncogenes, genes supresores y genes reparadores del
ADN, con implicacién clinica y prondstica, al disponerse de farmacos especificos para un
tratamiento individualizado como los TKIs.

El fracaso de los tratamientos y el pobre prondstico puede resultar de la compleja
heterogénea y dindmica naturaleza de los tumores y todos sus factores contribuyentes(57).
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1.6. BIOPSIA LIQUIDA

El diagnéstico de una neoplasia se ha fundamentado en la biopsia tisular del propio tumor
o de una metdstasis. Sin embargo, existen situaciones en las que la accesibilidad al tumor es
dificil, 1a colaboracidn del paciente es limitada o el riesgo no es asumible. Asi mismo, el
cancer es una enfermedad dindmica y heterogénea compleja tanto intra como inter
individualmente(57). Por ello, para entender su comportamiento y evolucion es importante
el acceso al tumor en distintas etapas y conocer su perfil histolégico y molecular en tiempo
real, lo cual es posible gracias a la biopsia liquida (BL).

1.6.1. Concepto, componentes y biomarcadores de la biopsia liquida

Segun la definicidn de la Sociedad Internacional de Biopsia Liquida (ISLB), la biopsia liquida
es un examen minimamente invasivo que utiliza fluidos corporales para identificar
biomarcadores circulantes asociados a una enfermedad, como por ejemplo el cancer. El
proposito es recopilar informacion diagnostica, prondstica y/o predictiva de la enfermedad.

El camino de la biopsia liquida comenz6 en la década de 1970, cuando los investigadores
identificaron por primera vez células tumorales circulantes (CTCs) en la sangre de pacientes
con cancer. En los afos siguientes su estudio se extendié a la deteccién de ADN libre
circulante (cfDNA), descrita por primera vez por Mandel y Metais en 1948. El cfDNA
plasmatico es liberado principalmente por células mononucleares de sangre periférica y
endoteliales; en pacientes con cancer, una pequefa fraccion de cfDNA consiste en
fragmentos de ADN liberados en la sangre por células tumorales, denominados ADN
tumoral circulante (ctDNA)(58). El descubrimiento del ADN tumoral circulante (ctDNA) en
la sangre de pacientes con cancer marcoé un hito critico, al descubrir que contenia las mismas
mutaciones genéticas que el tumor primario(59). El verdadero avance en la biopsia liquida
llegd con la aparicion de la secuenciacion de nueva generacion (NGS) y las tecnologias de
PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa) digital. Estas herramientas permitieron la
deteccion precisa de mutaciones genéticas, variaciones en el nimero de copias y otras
alteraciones en el ctDNA, incluso en cantidades muy pequefias a partir de una simple
muestra de sangre.

La interaccién estroma-tumor o microambiente tumoral juega un papel importante en la
regulacion de la progresion tumoral local y posterior proceso metastasico. En este proceso
participan distintas moléculas o analitos circulantes derivados del tumor (células tumorales
circulantes, cfDNA, vesiculas extracelulares y acidos nucleicos), que inducen fenotipos
celulares anormales como las TEPs (Tumor Educated Platelets), TANs (Tumor Associated
Neutrophils) y CAFs (Cancer Associated Fibroblast), entre otros, y modulan el
comportamiento del tumor y las respuestas estroma-tumor.

La biopsia liquida permite el estudio de estos biomarcadores a partir de una muestra fluida.
Los protocolos de prueba para fluidos bioldgicos, como el derrame pleural y el liquido
cefalorraquideo, carecen de estandarizacion y siguen existiendo desafios para lograr una
sensibilidad y especificidad éptimas. La sangre periférica sigue la muestra fluida mas
estudiada para evaluar la heterogeneidad espacial y temporal del tumor. La sangre se
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centrifuga, obteniéndose dos componentes: el plasma o suero y la fraccién celular,

aislandose distintas moléculas en cada uno de ellos (Figura 13)(60).

Figura 13: Sangre centrifugada y moléculas predominantes tanto en plasma (amarillo) como en la porcién celular (rojo).
Fuente: Reproducido de Alix-Panabieres, C et al. Cancer Discovery, 20215,

En cancer de pulmén en estadios avanzados, la biopsia liquida de sangre es una herramienta
valiosa para la deteccién, monitorizacién y prondéstico de la enfermedad. Permite identificar
diversos biomarcadores asociados a este tipo de cancer, que incluyen:

a) ADN tumoral circulante (ctDNA): fragmentos de ADN que provienen de las células

tumorales que se liberan al torrente sanguineo a medida que estas células mueren
o se dividen. Puede ser utilizado para detectar mutaciones genéticas especificas en
CP (EGFR, KRAS, ALK, ROS1, BRAF, etc.). Ademas, se usa para identificar mutaciones
asociadas a resistencia a tratamientos, como las relacionadas con inhibidores de
tirosina quinasa. La cantidad de ctDNA circulante es significativamente menor que
la cantidad de DNA libre circulante (cfDNA) pero significativamente mayor que
otros componentes (células tumorales, exosomas, etc.).

b) ARN mensajero (mARN): es el intermediario en la expresion génica que transporta

la informacion genética desde el ADN hacia los ribosomas, donde se traduce en
proteinas. Su andlisis permite detectar la expresion de genes asociados al cancer de
pulmén y proporcionar informacién sobre la progresién de la enfermedad o la
respuesta al tratamiento. Algunos genes de interés incluyen aquellos relacionados
con la proliferacion celular y la apoptosis.

MicroARN (miRNA): son moléculas pequefias de ARN no codificante que regulan la
expresion génica y pueden estar involucrados en la progresion del cancer. Los
perfiles de miRNA en la sangre pueden usarse en el diagndéstico y como predictores
de pronéstico. Los miRNA especificos, como el miR-21, miR-155, miR-210 y miR-
344, se han encontrado alterados en pacientes con cancer de pulmoén.
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Células tumorales circulantes (CTC): se estudian mas detalladamente en el
siguiente apartado.

Exosomas: son pequeiias vesiculas extracelulares que contienen ADN, ARN,
proteinas y lipidos que pueden reflejar el perfil molecular del tumor. Son liberadas
por células tumorales en el entorno extracelular. Se ha encontrado que los exosomas
de CP contienen proteinas como EGFR y KRAS, entre otras. Las biopsias liquidas
basadas en exosomas son especialmente prometedoras para detectar canceres en
etapas tempranas, ya que estas vesiculas estan presentes en mayores cantidades y
son mas accesibles en las muestras de sangre que las CTCs o el ctDNA.

Proteinas plasmaticas: pueden reflejar la actividad bioldgica del tumor y de las
células inmunitarias, y son una fuente importante de biomarcadores. Algunas
proteinas especificas asociadas al CP incluyen:

= CEA: elevado CP de tipo adenocarcinoma.

= (CYFRA 21-1: marcador de cancer de pulmdén no microcitico.

= NSE: elevada en el cancer de pulmén de células pequefias.

=  ProGRP (Pro-Gastrin-Releasing Peptide): Usada en la deteccion del

cancer de pulmoén de células pequeiias.

Metilacion del ADN: la metilacion del ADN implica la adicion de grupos metilo a las
bases del ADN, lo que puede alterar la expresion génica sin cambiar la secuencia del
ADN. En CP la metilaciéon anormal de genes especificos como p16INK4a, RASSF14,y
GSTP1, puede estar asociada con la carcinogénesis y servir como biomarcadores
para la detecciéon temprana y monitorizacién de la enfermedad.

Biomarcadores inmunolégicos: son moléculas que reflejan la actividad
inmunitaria y la interacciéon entre el tumor y el sistema inmunoldgico. Los
biomarcadores inmunolégicos como PD-L1 (Programmed Death-Ligand 1) y CTLA-
4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4) son esenciales para la evaluacién de la
respuesta al tratamiento con inhibidores de puntos de control inmunitarios en
pacientes con CP, especialmente en aquellos con cancer de pulmdn no microcitico.

Acidos nucleicos circulantes: Ademas del ADN y ARN mencionados, las células
tumorales liberan otros tipos de acidos nucleicos al torrente sanguineo en estudio.

1.6.2. Utilidad, ventajas e inconvenientes de la biopsia liquida

Es una herramienta no invasiva, accesible y reproducible, que aporta ventajas frente a la
biopsia tisular en cuanto a(61):

a) Diagnoéstico: permite una deteccion precoz y una monitorizacion de la enfermedad
minima residual.

b) Pronéstico: ayuda a identificar el riesgo de recurrencia y establecer una correlaciéon con
la carga tumoral.
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c) Predictivo: facilita una monitorizaciéon de la dindmica tumoral y permite evaluar en
tiempo real la respuesta al tratamiento, asi como posibles mutaciones de resistencia al
mismo.

Sin embargo, también enfrenta desafios en cuanto a sensibilidad, especificidad, y
accesibilidad. Entre sus limitaciones esta la posibilidad de falsos negativos en comparacion
con la biopsia tradicional, ya que la cantidad de ctDNA diseminado en sangre por el tumor
puede ser escaso y variable en comparaciéon con el nimero de células hematolégicas, sobre
todo en tumores pequefios o estadios tempranos. Ademas, tampoco existen protocolos
estandarizados para su uso en la practica clinica. En la actualidad, su utilidad se limita
cuando no es posible obtener una biopsia convencional o ésta no es concluyente, tanto en
cancer de pulmén como colorrectal metastasicos para determinar ctDNA. De la misma
manera, no existe unanimidad en cual es el mejor método de analisis y detecciéon de cDNA
y/o CTCs, siendo métodos de gran complejidad técnica, elevado coste y especializacion.

No obstante, el uso juicioso de la biopsia liquida puede mejorar los resultados diagnéstico y
terapéuticos en la practica clinica, complementando la biopsia tisular.

A continuacidn, detallamos una tabla resumen (Tabla 5) de las ventajas e inconvenientes de
la biopsia liquida comparativamente con la biopsia tisular.

BIOPSIA TISULAR BIOPSIA LIQUIDA

Mas invasivo Menos invasivo

Permite un diagnéstico histolégico y un estadiaje = No permite un diagndstico histolégico ni un estadiaje

tumoral tumoral

Mayor tiempo para resultados Menos tiempo para resultados

Menos representativo de la heterogeneidad tumoral | Mas representativo de la heterogeneidad tumoral
temporal

Menos accesible y repetible Mas facilidad para repetir la muestra

Mayor sensibilidad y especificidad Sensibilidad y Especificidad variables

Estandarizado “gold estandar” Falta de estandarizacién

Tabla 5: Comparativa de ventajas e inconvenientes entre biopsia tisular y biopsia liquida
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1.7. CELULAS TUMORALES CIRCULANTES

El proceso de diseminacién tumoral, por via sanguinea o linfatica, es una de las principales
caracteristicas de los tumores con capacidad invasiva favoreciendo el desarrollo de
metastasis. Es el proceso por el que algunas células se desprenden del tumor primario
atravesando la matriz extracelular que las rodea, alcanzan el torrente sanguineo y el sistema
linfatico sobreviviendo hasta alcanzar una nueva localizacién tumoral secundaria.

Las CTCs son células desprendidas de una neoplasia sé6lida o sus metastasis al torrente
sanguineo y pueden ser precursoras de futuras metastasis. Se ha estimado que la tasa de
diseminacion tumoral es de alrededor de 3,2 millones de células por gramo de tumor al dia.
La mayoria de estas células se eliminan rapidamente, aquellas que sobreviven en el torrente
sanguineo y evaden al sistema inmunitario tienen el mayor potencial metastasico(62). Su
primera descripcién data de 1869, propuesta por Thomas Ashworth, al describir en
autopsias de pacientes con cancer de prostata células idénticas al tumor primario en sangre
periférica. Desde su descripcién hasta la fecha, se confirma que este tipo de células participa
en el proceso de diseminacién tumoral de neoplasias de tipo epitelial, por lo que su estudio
abre un amplio campo de investigacion en oncologia.

Una definiciéon con caracter inmuno-histoquimico define las CTCs como células con
proteinas de superficie positivas para EpCAM (molécula de adhesion de células epiteliales)
y citoqueratinas 8, 18 o 19, con nucleo intracelular, sin expresion de CD45 y con al menos
un tamafio de 4 pm. Estas caracteristicas y tamafio hacen que su paso a la sangre se vea
condicionado, dificultando asi su deteccidn; se estima una incidencia entre 1-10 CTCs por 1
ml de sangre, siendo mayor en tumores localmente avanzados y metastasicos. Por ello,
sufren una serie de cambios fenotipicos o fendmeno de transicién epitelio-mesenquimal
(EMT), por el que cambian algunas de sus propiedades inmuno-histoquimicas y
morfoldgicas para pasar al torrente sanguineo, evolucionando de una forma epitelial a una
mesenquimal mas agresiva(63), expresando marcadores mesenquimales (N-cadherin,
Vimentin, Twist, Snail o Zeb, entre otros)(64). Ademas, las CTCs también pueden presentar
marcadores especificos del cancer, como el receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico
humano (HER2), receptores de estrégenos, el antigeno prostatico especifico de membrana
y otros(65). Por el mismo proceso a la inversa (MET- transicién mesénquima-epitelial) son
capaces de pasar de la sangre a cualquier 6rgano, donde se depositan y pueden formar
metastasis. Este proceso limita su deteccion, al perder biomarcadores de superficie
especificos.

Pueden aislarse de forma individual o en forma de clusteres al agruparse dos o mas, lo que
también se denomina micro metastasis, agregados tumorales circulantes o micro émbolos
tumorales circulantes, a los cuales pueden adherirse plaquetas, con mayor vida media y
potencial metastasico. Las CTCs son células muy heterogéneas en su morfotipo y fenotipo
debido a su distinto origen intratumoral, y a los cambios que sufren desde su
desprendimiento del tumor primario, por lo que pueden identificarse distintas
subpoblaciones(6). Su vida media suele ser 1-2,5 horas aunque esto varia, pudiendo quedar
latentes en ganglios linfaticos, higado o médula 6sea, y reactivarse en condiciones idoneas
originando recurrencias a largo plazo; esto se conoce como célula tumoral diseminada
(DTC)(63).
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1.7.1. Sistemas de deteccion de CTCs

A pesar del desarrollo en los ultimos afios, no existe un sistema de deteccion de CTCs
estandarizado. Las técnicas actuales presentan limitaciones, ya que también detectan
células epiteliales normales, CTCs sin potencial metastasico e infraestiman la subpoblacién
de CTCs-EMT al usar como marcadores de superficie EpCAM, por lo que la deteccién y
cuantificacién no es suficiente sin caracterizaciéon molecular (Figura 14)(66).

Para su aislamiento es necesaria una fase de enriquecimiento inicial basada en propiedades
biolégicas de inmuno seleccién (por ejemplo, proteinas de superficie como EpCAM o
citoqueratinas) y/o fisicas (tamafio, densidad, carga eléctrica, etc.), para posteriormente
proceder a su identificacidn y caracterizacion(66)(61). A continuacion, se describen algunos
de los métodos de aislamiento segtin cada propiedad, siendo ilustrados a modo de resumen
en la Figura 14.

a) Métodos inmuno-magnéticos

Su fundamento es el empleo de anticuerpos marcados dirigidos contra proteinas de
superficie y citoqueratinas, principalmente contra EpCAM. Los sistemas mas conocidos son
CellSearch® e Isoflux TM®. Ambas técnicas obtienen un porcentaje de recuperacion entre
el 40-75%. El sistema CellSearch® es el inico método de separaciéon inmuno-magnético
aprobado por la FDA para la deteccidn y cuantificacién de CTCs en el seguimiento de
pacientes con cancer colorrectal, de mama y préstata metastasico. Esta tecnologia enriquece
las CTCs con anticuerpos contra EpCAM unidos a ferrofluidos magnéticos para su
aislamiento mediante gradiente de densidad inmuno-magnético (inmuno afinidad positiva).
Después de la captura, las células son aisladas y contadas utilizando un sistema
automatizado. Posteriormente, las CTCs aisladas se visualizan mediante fluorescencia dada
la alta expresion de CK 8, 18 y la ausencia de expresion de CD45. Una posible limitacién de
esta técnica son los falsos negativos debido a la pérdida de marcadores de superficie
epitelial que experimentan algunas CTCs en la transicién epitelio mesenquimal (EMT), asi
como la incapacidad para capturar CTCs con baja o nula expresion de marcadores
epiteliales(67). Otra limitacion es la necesidad de fijacion celular para su estabilizacidn, lo
que impide una mayor caracterizacién celular viable (como el cultivo de CTCs, cultivo de
organoides 3D de CTCs o los xenoinjertos derivados de las mismas). Otra desventaja es la
baja pureza de las células aisladas (60-70 %), al estar contaminadas con células sanguineas
o células epiteliales circulantes normales. En este sentido, Isoflux® y su enfoque basado en
micro fluidos y separacion por inmuno afinidad especifica (método dual), tiene la ventaja
de ofrecer un enriquecimiento y pureza mas eficientes. Es un sistema mas automatizado
para la separacién y andlisis de CTCs, con mayor flexibilidad para la personalizacion de los
marcadores segun el tipo de cancer, y aportando una mayor sensibilidad.

También pueden usarse el anticuerpo CD45, que es un antigeno leucocitario comtn para
evitar falsos positivos con las células sanguineas (inmuno afinidad negativa). La muestra se
incuba con anti-CD45 unido a particulas magnéticas y se expone a un iman que retiene a los
leucocitos marcados, separandolos asi de las CTCs.
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MACS® (Magnetic Activated Cell Sorting) es otra tecnologia basada en el uso de anticuerpos
conjugados a particulas magnéticas. Se fundamenta en el enriquecimiento inmuno-
magnético de CTCs mediante anticuerpos contra marcadores de superficie celular o
mediante un anticuerpo intracelular anti-pan-citoqueratinas (enriquecimiento tanto
positivo como negativo) para aislar células de interés. Una vez que estas células estan
marcadas con las particulas magnéticas, se pueden separar utilizando un campo magnético.
Sin embargo, esta tecnologia presenta problemas como la dependencia de la presencia de
EpCAM y citoqueratinas, asi como la variacién en su expresion entre los diferentes tipos de
cancer y estadios. Ademas, el uso de anticuerpos costosos conlleva a un aumento del coste
de la deteccion y la internalizacion de micro y nano magnéticos afecta la viabilidad de las
células capturadas. Ademas, tras la deteccion las CTCs no pueden analizarse en tiempo real
ni en condiciones de células vivas, ya que las células se fijan durante el proceso(68). En
comparativa, no dispone de una tecnologia especializada ni automatizada como los sistemas
previos.

b) Métodos de separacion fisicos

Esta tecnologia de microfiltracién separa las células por tamafio, evitando el uso de
marcadores epiteliales. Las células tumorales son mas grandes (15-40 pm de diametro) que
los leucocitos (< 10 um de didmetro). Se basa en el paso de la sangre por membranas de
policarbonato que presentan poros de 8 pm de tamafio, por donde fluyen las células
quedando atrapadas las de mayor tamafio como las CTCs, bien de forma individual o a modo
de pequeios clusteres, con una tasa de recuperacion relativamente alta. El principal
problema es la presidn ejercida a su paso por el filtro que puede dafiar las células y su
vitalidad. En este grupo destaca el sistema ISET® (Isolation by Size of Epithelial Tumor
cells). De forma similar, existen métodos de separaciéon por gradiente de densidad que
permiten separar las CTCs por su alta proporcién de su nicleo respecto al citoplasma como
el sistema OncoQuickTM®.

c) Métodos mixtos

La citometria de flujo es una técnica que permite el analisis de células en suspension
utilizando un laser para medir caracteristicas como el tamafo, la forma, y la intensidad de
la fluorescencia. Dentro de este grupo destaca la tecnologia FAST® (tecnologia de escaneo
de fibra 6ptica).

Las plataformas microfluidicas utilizan micro canales para filtrar y capturar las CTCs sin
necesidad de filtros. Incorporan tecnologias avanzadas de captura, andlisis y clasificacion
de células a través de métodos como la dielectroforesis, que separa las células basandose en
su comportamiento ante un campo eléctrico como el sistema CTC-Chip. Ademas, también
se han desarrollado tecnologias basadas en la deteccién de sustancias producidas por CTCs
como el EPISPOT® y en la inmunoafinidad como el NanoVelcro®, entre otros.

En resumen, los métodos mas utilizados para detectar CTCs incluyen inmuno magnética,

citometria de flujo, filtracion, microchip y secuenciaciéon de ADN/ARN, siendo CellSearch®
la tinica plataforma aprobada por la FDA en el momento actual.
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Figura 14: Métodos y tecnologias de deteccién y aislamiento de CTCs (A) y utilidad clinica del aislamiento y caracterizacion
de CTCs en tiempo real (B). Fuente: Reproducido de Habli, Z et al. Cancers, 2020¢5.

1.7.2. Caracterizacion de las CTCs

Ademas de la deteccién y enumeraciéon de las CTCs, su caracterizacion es clave para
confirmar el origen del tumor primario o metastasis y analizar posibles cambios durante el
proceso evolutivo y el tratamiento. Esta caracterizacion es esencial para entender la
biologia del tumor, su agresividad, su heterogeneidad, y para guiar decisiones terapéuticas.

La tecnologia FISH se ha puesto en uso para caracterizar CTCs en cancer de mama, rifion,
prostata y colon, demostrando aneuploidia en estas células coincidente con el tumor
primario(69). Respecto a cancer de pulman, el grupo de Maheswaran, demostré la mutaciéon
EGFR en CTCs en pacientes con CP y mutacién previamente conocida en el tumor
primario(70). Durante el seguimiento con CTCs se detecté una mutacién de resistencia para
EGFR, coincidente con la resistencia al tratamiento con TKIs. Ademads, se detectaron
mutaciones adquiridas para EGFR no presentes en el tumor primario, indicativo de la
evolucion de clones celulares tumorales dominantes tras el tratamiento selectivo. Por tanto,
es posible caracterizar y conocer alteraciones genéticas de estos biomarcadores de biopsia
liquida, coincidentes o no con los del tumor primario de la biopsia tisular,
complementandose toda esta informacién. Esto nos permitird un conocimiento mas
detallado y exhaustivo del tumor que queremos tratar, no solo en el momento del
diagndstico si no durante su evolucidn terapéutica.

Existen distintos métodos para la caracterizacion de CTCs, siendo los mas empleados la
microscopia de fluorescencia y citometria de flujo para la caracterizacién fenotipica, y las
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técnicas de PCR y NGS para la caracterizaciéon genémica. Ademas de la caracterizaciéon
descriptiva, los estudios funcionales como las tecnologias EPISPOT® y EPIDROP®, asi como
la expansioén in vivo/in vitro de CTCs y los estudios metabolémicos, estan en estudio para
comprender mejor la biologia de las CTCs(71).

A. Caracterizacion Fenotipica de las CTCs

La caracterizacién fenotipica se enfoca en las caracteristicas observables de las CTCs, como
la morfologia, la expresidon de biomarcadores de superficie y la capacidad de diferenciarlas
de otros tipos celulares circulantes como los leucocitos. Los métodos mas utilizados son:

= Citometria de flujo: consiste en analizar células en suspension a medida que pasan
a través de un laser, lo que permite medir caracteristicas como el tamaifio, la
complejidad interna, y la intensidad de fluorescencia asociada a marcadores
especificos de superficie, para lo que se usan anticuerpos marcados con
fluorocromos. En cancer de pulmén, se emplean marcadores como EpCAM, HER2,
CD45 y citoqueratinas. Entre sus ventajas permite un andlisis rapido y preciso de un
gran nimero de células pudiendo detectar multiples biomarcadores de forma
simultanea. Al depender de la expresion de los biomarcadores seleccionados puede
haber falsos negativos si las CTC no expresan dichos marcadores.

=  Microscopia de fluorescencia: permite visualizar las CTC marcadas con anticuerpos
fluorescentes especificos y observar directamente la morfologia celular y la
expresion de biomarcadores. Se usan anticuerpos especificos para marcar proteinas
en la superficie de las CTCs, como EpCAM, Cytokeratin o Vimentina, y se visualizan
bajo un microscopio de fluorescencia. También se puede combinar con tinciones
morfoldgicas para estudiar la forma de las células, permitiendo identificar subtipos
de CTCs. Requiere tiempo y personal altamente capacitado para interpretar los
resultados. La capacidad de analisis es limitada en comparaciéon con métodos
automatizados como la citometria de flujo.

= Plataformas microfluidicas: las plataformas microfluidicas utilizan dispositivos
pequefios (chips) para manipular fluidos y separar células basandose en sus
propiedades fisicas, como tamafio, forma y rigidez. Estas plataformas pueden
detectar CTCs sin necesidad de anticuerpos especificos, incluso aquellas que no
expresen los biomarcadores clasicos como EpCAM.

B. Caracterizacion Molecular de las CTCs

La caracterizacion molecular se refiere al analisis del contenido genético y transcriptomico
de las CTCs, lo que permite obtener informaciéon sobre las mutaciones, alteraciones
genéticas, y la expresion génica que caracterizan al tumor. Los métodos mas empleados son:

= Secuenciacién de nueva generacién (NGS): la NGS permite secuenciar grandes
cantidades de ADN o ARN, lo que proporciona una visién exhaustiva del perfil

genético y transcriptomico de las CTCs. Este método es especialmente tutil para
identificar mutaciones, fusiones génicas, alteraciones estructurales y perfiles de
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expresion génica. En cancer de pulmén, se pueden detectar mutaciones clave en
genes como EGFR, KRAS, ALK, ROS1, BRAF, etc. que son relevantes para las decisiones
terapéuticas. Como limitaciéon, es un sistema costoso y requiere equipos
especializados. Ademas, la cantidad de ADN/RNA disponible de las CTCs es limitada
debido a su baja concentracion en la sangre.

PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa): es una técnica que amplifica secuencias
especificas de ADN o ARN. Se puede utilizar para detectar mutaciones en genes clave
como EGFR, KRAS, ALK y ROS1 entre otros. En cancer de pulmoén, la PCR se utiliza
para detectar mutaciones especificas con alta sensibilidad que pueden guiar el
tratamiento con medicamentos dirigidos. Es una técnica rapida, precisa y

relativamente accesible. Como limitaciones, no proporciona informacién sobre
otras alteraciones genéticas o la heterogeneidad del tumor, y requiere una cantidad
suficiente de material genético.

FISH (Hibridaciéon in situ fluorescente): es una técnica que utiliza sondas
fluorescentes para identificar y localizar secuencias especificas de ADN dentro de
las células. En cancer de pulmon, se utiliza principalmente para detectar fusiones
del gen ALK y amplificaciones de EGFR. Es muy especifica para la deteccién de
fusiones génicas y alteraciones estructurales del ADN, pero puede no ser tan
eficiente para la deteccién de mutaciones puntuales.

Analisis de expresion génica (Microarrays y PCR en tiempo real): permite evaluar la
cantidad de ARN mensajero (ARNm) de diferentes genes. Esto ayuda a identificar
patrones de expresién génica relacionados con la progresion del cancer o la
resistencia a tratamientos. Se utiliza para identificar biomarcadores que pueden
guiar la eleccion de tratamientos, como los inhibidores de puntos de control
inmunitario o la quimioterapia.

Protedmica: analiza las proteinas presentes en las CTCs, utilizando técnicas como la
espectrometria de masas. Ayuda a identificar proteinas que estan involucradas en
la progresion tumoral y la resistencia a tratamientos. En cancer de pulmon, el
analisis protedmico de las CTCs permite identificar marcadores de resistencia a
terapias dirigidas o a la inmunoterapia. Entre sus inconvenientes, es un proceso
costoso y técnicamente desafiante, ademas de depender de la cantidad de proteinas
disponibles de las CTCs.

1.7.3. Valor clinico de las CTCs en cancer de pulmon

La mayoria de los estudios relacionan la presencia y mayor cuantificaciéon de CTCs con una
peor supervivencia global (SG) y supervivencia libre de progresion (SLP). Estos hallazgos
también se han observado en otros estudios con otros tumores epiteliales (pulmoén,
hepatocarcinoma, cabeza y cuello, etc.) con resultados similares. No obstante, el uso de
diferentes tecnologias y la determinacidn de distintos puntos corte con caracter pronostico
dificultan el uso de CTCs y la estandarizacién en la practica clinica, principalmente en
tumores no metastasicos.
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En CPNM en estadios avanzados varios meta-analisis (72)(4) han demostrado que la mera
presencia de CTCs en sangre se considera un factor de mal prondstico relacionado con peor
SLP y SG. Ademas, las CTCs con expresion elevada de EpCAM también se han considerado
factor de mal prondstico en CPNM en estadios avanzados (I1Ib-1V) respecto a CTCs con baja
expresién de EpCAM(73). Respecto a CPNM en estadios iniciales subsidiarios de cirugia, la
deteccion de CTCs en algin momento evolutivo también se relaciona con un peor
pronostico.

Hofman estudio la presencia de CTCs en sangre preoperatoria de 208 pacientes mediante el
método ISET®, observando durante el seguimiento (24 meses), que la presencia de 50 CTCs
0 mas empeoraba la SG y supervivencia libre de enfermedad (SLE), independientemente del
estadio del tumor(74). Este mismo grupo llegd a un resultado similar al comparar
CellSearch® con ISET®. Nuestra compaiiera Bayarri, observé en una serie de 56 pacientes
que la presencia de CTCs mediante MACS Technology® un mes después de la reseccion
pulmonar se relacion6 con una recurrencia precoz mas alta y una SLE mas corta(75). Del
mismo grupo de trabajo y usando la misma tecnologia, De Miguel observo en una serie de
97 pacientes intervenidos, y en concreto aquellos con subtipo histolégico de
adenocarcinoma, que la presencia de CTCs en el postoperatorio se asociaba a una peor SLP
(76). En estadios iniciales, ademas, el aumento intraoperatorio de los niveles de CTCs en la
vena pulmonar durante la cirugia también se ha correlacionado con un peor prondstico (SG,
SLE y tiempo hasta la metastasis) segun el grupo de Francesca Chemi(77) y Masaki
Hashimoto(78), aunque no queda claro si puede deberse a la manipulacién quirtrgica. No
obstante, las limitaciones en estadios iniciales son razonablemente mayores, debido a su
menor cuantificacién en sangre.
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1.8. BIOLOGIA MOLECULAR

1.8.1. Biomarcadores en CPNM

El estudio molecular en el cancer es cada vez mas importante, permitiendo un tratamiento
dirigido e individualizado que ofrezca mejores resultados y menor toxicidad. Determinadas
mutaciones somaticas en el genoma tumoral, conocidas como “drivers mutations” o
“mutaciones conductoras”, son responsables del crecimiento, proliferacién y
mantenimiento de las células tumorales. Otras alteraciones moleculares, conocidas como
“passenger mutations” o “mutaciones pasajeras”, son menos determinantes en el
mantenimiento del fenotipo oncogénico. Estas mutaciones son especificas de las células
tumorales (no existen en el genoma de la linea germinal -no cancerosa- del huésped) y
normalmente son excluyentes (es poco probable que un cancer tenga mas de una mutacién
conductora). El estudio de biomarcadores e inmuno marcadores en CPNM es imprescindible
para ofrecer un tratamiento dirigido y mas especifico respecto a la quimioterapia estandar.

Las determinaciones moleculares imprescindibles en CPNM en estadio avanzado, segun el
ultimo consenso SEAP (Sociedad Espafiola de Anatomia Patoldgica)-SEOM (Sociedad
Espafiola de Oncologia Médica) de 2019 son: EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor),
ROS1 y reordenamiento ALK (Anaplasic Lymphoma Kinase), BRAF y PD-L1 en los CPNM no
escamosos y en CPNM escamosos en pacientes menores de 50 afios y/o no fumadores, y
exclusivamente PD-L1 en CPNM escamoso en fumadores y/o mayores de 50
afios(79)(Figura 15). La deteccién es posible mediante biopsia, citologia, asi como en
biopsia liquida, segtin la experiencia de cada centro.

Non-small cell lung carcinomas (advanced stage)

|

Non-squamous cell carcinomas
(AC, tumors with an AC component
or tumors where an AC cannot be reasonably excluded)

Squamous cell

Never- or light- smokers
or

< 50 years-old
PD-L1 EGFR ALK ROS1 BRAF V600E
expression mutation rearrangement rearrangement mutation

i O EE .

Figura 15: Biomarcadores imprescindibles en CPNM avanzado. Fuente: Reproducible de Lopez-Rios, F et al. Revista Espariola
de Patologia, 202076,

Mutacion EGFR: presente en el 15% de adenocarcinomas de pulmoén (y hasta el 60% en
raza asiatica) y en no fumadores. La mutacion del receptor EGFR estimula varias vias de
sefializacion intracelular como PI3K/AKT, RAS/RAF/ERK y STAT, que estan implicadas en
el crecimiento y progresion tumoral. Las mutaciones més prevalentes (85-90%) son las
mutaciones de sensibilidad a inhibidores de tirosina kinasa (TKIs), como la delecion del
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ex6n 19 y la mutacién en el ex6n 21, seguida de la insercion del ex6n 20 (T790M) (50-60%),
que proporciona resistencia a los TKIs. Existen distintas lineas de tratamiento dirigidas a la
mutacién EGFR, con mejores tasas de respuesta y supervivencia en comparaciéon con la
terapia con platino. Como primera linea de tratamiento se usa erlotinib y gefitinib, como
segunda linea el afatinib, y como tercera linea y en las formas mutadas secundariamente
(T790M) el osimertinib, segtin la guias de practica clinica(80).

Traslocacion ALK: presente en un 5% de los CPNM avanzados. Es resultado de la ruptura
de los genes EML4 (echinoderm microtubule-associated proteine-like4) y ALK (anaplasic
lympoma kinasa), y posteriormente la fusion de los dos en direccién opuesta, resultando el
oncogén EML4-ALK que inhibe la apoptosis y favorece la proliferaciéon tumoral al activar
diferentes vias de sefializacién como PI3K/AKT, RAS/RAF/ERK y STAT. La primera linea de
tratamiento en estos pacientes es el crizotinib. Existen ensayos clinicos en fase 3, con
ceritinib y alectinib para formas mutadas, como segunda linea con resultados
prometedores.

Traslocacién ROS1 (1-2%): la traslocacion mas frecuente es resultado de la unién CD74-
ROS1, de predominio en pacientes jovenes con adenocarcinoma (componente sélido y
células en anillo de sello, igual que los portadores de la traslocacidén ALK). Crizotinib es el
tratamiento diana de primera linea. Actualmente existe ensayos clinicos para las formas
mutadas con ceritinib, cabozantinib y foretinib, atin no aprobados.

Mutacion BRAF (2%): 1a mutacién mas frecuente es la V600E, hasta en el 50% de las series.
Es casi siempre mutuamente excluyente con las principales alteraciones mencionadas
anteriormente. En la actualidad, esta aprobado el tratamiento con dabrafeninb y trametinib
en los pacientes con la mutaciéon V60OE.

PD-L1: es una proteina transmembrana y puede ser expresada tanto por células
hematopoyéticas, como los linfocitos, como por células tumorales. Su sobreexpresion es
predictiva de beneficio clinico con farmacos inhibidores de PD-1/PD-L1 (nivolumab,
pembrolizumab, atezolizumab, etc.) en CPNM avanzado o irresecable, en enfermedad
metastasica, y en pacientes con CPCNP avanzado previamente tratados con otras lineas. En
general, existe una correlacion entre la positividad del biomarcador (cuantificacion de la
expresion) y la eficacia. Su evaluacion es preferible en muestras de biopsia mediante
distintos anticuerpos validados (22C3, 28.8, SP263 y SP242), con distintos puntos de corte,
aunque considerandose positivo una expresion =1%.

K-RAS: la activacion de la via mediada por RAS, especialmente a través de KRAS (oncogén
viral del sarcoma de rata Kirsten), ocurre en el 30% de los ADCy en el 5% de los carcinomas
de células escamosas. Las mutaciones de KRAS en CPNM ocurren en los codones 12y 13y
estdn asociadas al habito tabaquico. Aunque numerosos estudios atribuyen un valor
prondstico negativo a la presencia de estas mutaciones, no existe atin evidencia cientifica
concluyente. Hasta el momento, no existe un inhibidor especifico como tratamiento dirigido.

Amplificaciéon de MET: MET es el gen que codifica para el receptor del factor de crecimiento
hepatocitario (HGFR) situado en el cromosoma 7q21- q31. Aunque las mutaciones MET son
raras, la amplificacion se ha descrito en un porcentaje variable de pacientes con CPNM
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avanzado (1-21%). Se ha identificado tanto en ADC como en carcinomas de células
escamosasy es independiente de la presencia de mutaciones KRAS o EGFR. De hecho, el 20%
de los pacientes con tumores EGFR mutados adquieren la resistencia alos ITK-EGFR a través
de la amplificacion de MET. Existen diferentes inhibidores de MET en estudio, tanto
anticuerpos monoclonales como TKIs.

Mutacién de HER-2: el receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER-2)
estd sobre expresado en el 20% de los pacientes con CPNM avanzado, mientras que la
amplificacién o mutacion solo ocurre en el 2% de los casos. Aparece sobre todo en mujeres,
no fumadores, ADC y en la poblacion asiatica. Suelen consistir en inserciones en el exén 20
y es excluyente con mutaciones EGFR o KRAS. Se cree que las inserciones en este tipo de
mutaciones favorecen una activacion constitutiva del receptor y una mayor sensibilidad a
TKIs duales frente a EGFR y HERZ2, como lapatinib o BIBW 2292, pero no a inhibidores
exclusivos de EGFR.

Mutacion de PI3KCA: son muy poco frecuentes en CPNM.

1.8.2. Métodos y técnicas de deteccion de biomarcadores

La deteccion es posible mediante biopsia, citologia, asi como en biopsia liquida, segun la
experiencia de cada centro. Los métodos y técnicas de deteccién evolucionan
continuamente y no existe una plataforma estandar unica. Las mas empleadas son la
inmunohistoquimica (IHQ), técnicas citogenéticas (FISH) y técnicas moleculares (PCR o
NGS) (Tabla 6).

Biomarcadores y técnica de deteccion en CPNM

Alteracion Técnica
[EGFR | Mutacion PCR/NGS
JAEK Reordenamiento IHQ/FISH/NGS
IRESSIN Reordenamiento IHQ/FISH/NGS
IBRAE Mutacion PCR/NGS
_ Sobreexpresion IHQ

Tabla 6: Alteraciones y técnicas de deteccién de biomarcadores en CPNM.

* PCR
La secuenciacion directa examina la longitud completa de un solo gen para detectar la
presencia de una mutacidn. El tiempo para obtener el resultado no llega a la semana. Sin
embargo, la sensibilidad es menor que la de otros métodos, ya que la celularidad del tumor
con la mutacién debe ser alta (preferiblemente >10%) en la muestra de tejido para evitar
asi, un falso negativo.
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=  Pruebas de alelos especificos de ADN

Algunos centros la utilizan para evaluar el EGFR y otras anomalias. El ADN bruto se
amplifica mediante reacciones de PCR antes de emprender la busqueda del alelo mutado, lo
que permite detectar sefiales raras con mayor sensibilidad. Supone un salto tecnolégico
respecto a la secuenciacion directa, ya que es una prueba multiplexada y tiende a ser mas
rapida (dias) y mas econdmica. Sin embargo, s6lo permite identificar objetivos
preespecificados, limitandose asi la identificaciéon de nuevas anomalias.

=  Secuenciacién NGS (ADN v ARN)

La NGS supera las deficiencias de las dos técnicas anteriores. Esta técnica basada en la
automatizacion, el almacenamiento de datos y el procesamiento computacional, permite el
analisis cuantitativo de alelos poco frecuentes y la evaluacién simultanea de multiples genes
o incluso genomas completos. Conserva la sensibilidad en muestras con baja celularidad
tumoral y es lo suficientemente alta como para identificar muchos reordenamientos
moleculares en la sangre (ADN tumoral circulante). Ademas, puede detectar alteraciones
genéticas intronicas que histéricamente so6lo serian identificadas mediante FISH. La NGS de
ARN es mas sensible para detectar fusiones de genes y alteraciones del ex6n-14 de MET que
los métodos basados en ADN.

La medicina de precision utiliza la NGS para identificar la heterogeneidad tumoral, predecir
la evolucion de la enfermedad y permitir orientar lineas de tratamiento segtin el potencial
riesgo de recidiva(7)(81). Sin embargo, entre las diversas estrategias de NGS, los paneles
genéticos se distinguen por su rentabilidad y precision(82).

[ ]
]

IS

Se utiliza normalmente para detectar reordenamientos genéticos, como translocaciones,
amplificaciones o deleciones, por ejemplo, reordenamientos del oncogén 1 (ROS1) ALK o c-
ROS. La identificacion de reordenamientos utiliza dos sondas de ADN hibridadas de
diferentes colores que se separan cuando dos partes de un gen se han roto.

= [HC
Se considera una alternativa sensible y especifica para detectar la alteracion ALK,

permitiendo obtener resultados en un dia. En CPNM es el inico método para evaluar la
tincion de la proteina PD-L1.

42



1. Introduccion

1.9. EZH2

1.9.1. Concepto y funcion de EZH2

La regulaciéon epigenética juega un papel importante en la aparicion y desarrollo de
tumores. La modificacion epigenética puede regular el estado de cromatina y la expresion
genética a través de vias como la metilaciéon y desmetilacion de ADN, la modificacién de
histonas y la remodelacién de la cromatina sin cambiar la secuencia del ADN.

El EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2) es una proteina metiltransferasa que forma parte
del complejo PRC2 (Polycomb Repressive Complex 2) y juega un papel crucial en la
regulacion epigenética de la expresion génica. EZH2 es una enzima encargada de metilar
histonas, especificamente la histona H3 en el residuo de lisina 27 (H3K27me3), lo que lleva
a una represion transcripcional de los genes asociados a esa modificacién. De esta forma,
EZH?2 participa en procesos clave como la diferenciacion celular, la proliferacién, la auto
renovacion de células madre y el control de la genémica(83).

La sobreexpresién de EZH2 ha mostrado estar relacionada con la proliferacion celular y la
resistencia a la muerte celular programada (apoptosis). EZH2, a través de su actividad de
metilacion, regula la expresion de genes supresores de tumores, promoviendo asi un
ambiente mas favorable para la progresion del tumor y también para el desarrollo de
metastasis. Al regular la expresion de genes involucrados en la migracién y adherencia
celular, EZH2 facilita que las células tumorales se diseminen a otros drganos. En el contexto
del cancer, EZH2 ha sido implicado en la transformacién maligna, el desarrollo de
metastasis y la resistencia a tratamientos(83).

EZH2 también esta implicado en la induccion y regulacion del fendmeno de transiciéon
epitelio-mesenquimal (EMT) en células tumorales, por el cual éstas adquieren la capacidad
de atravesar las barreras endoteliales y entrar en el torrente sanguineo para luego colonizar
otros 6rganos. Su accién puede producirse a través de varios mecanismos: regulacion
negativa de genes supresores de la EMT como E-cadherina, expresiéon de genes
mesenquimatosos como vimentina, fibronectina y N-cadherina, regulaciéon de la via de
sefalizaciéon de TGF-f o regulaciéon de la plasticidad celular en las CTCs, entre otros.
Igualmente, puede colaborar con otros factores epigenéticos y transcripcionales, como
SNAIL, TWIST y ZEB1, que son transcriptores clave en la induccién de la EMT. Estos factores
inducen la represion de E-cadherina y la activacion de genes mesenquimatosos,
favoreciendo la motilidad celular y la invasion.

1.9.2. EZH2 y su implicacién en el cdncer de pulmoén

En el CPNM la sobreexpresion de EZH2 se ha asociado con un peor prondstico. Niveles
elevados de EZH2 se han asociado con peores resultados clinicos y una mayor recurrencia
tumoral. Ademas, su expresion alta asociada con la presencia de mutaciones como KRAS y
BRAF, también se ha asociado a un peor prondstico(84). Algunos estudios han mostrado
que la sobreexpresiéon de EZH2 estd vinculada con la resistencia a la quimio e
inmunoterapia, por lo que la inhibicién de su actividad metiltransferasa podria restaurar la
expresion de genes supresores de tumores y mejorar la respuesta a estos tratamientos.
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Actualmente, existen varios inhibidores de EZH2 en desarrollo, como el tazemetostat(85),
que ha mostrado eficacia en algunos tipos de cancer como el sarcoma epitelioide avanzado,
aunque su aplicacién en cancer de pulmén sigue siendo objeto de investigacién. Con fin
terapéutico, también se ha observado que EZH2 modula el microambiente tumoral inmuno
supresivo al influir en la expresion de genes relacionados con la respuesta inmune. Algunos
estudios sugieren que la inhibicién de EZH2 podria restaurar la inmunidad antitumoral,
mejorando la eficacia de la inmunoterapia en CP.

A pesar de que aun se requieren mas estudios clinicos, los inhibidores de EZH2 podrian
convertirse en una herramienta valiosa para mejorar los resultados clinicos de los pacientes
con cancer de pulmén, ya sea al revertir la resistencia a tratamientos o al restaurar la
respuesta inmune.
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2. Justificacién

El cancer de pulmoén es la causa oncoldgica con mayor mortalidad a nivel mundial. El
tratamiento de eleccién en cancer de pulmén no microcitico (CPNM) en estadios iniciales es
la cirugia, pero incluso en estadios precoces subsidiarios de reseccién quirdrgica la tasa de
recurrencia es alta y la supervivencia global pobre. Esto se debe principalmente a la
enfermedad residual minima y la alta heterogeneidad genética. En un intento de mejorar los
resultados en estadios iniciales quirdrgicos, se han planteado diversos esquemas de
quimioterapia adyuvante, siendo los beneficios también bajos (5% de supervivencia global
a los 5 afios) o practicamente nulo en el estadio I. Esto nos hace pensar que existen otras
causas desconocidas que favorecen este prondstico negativo y nos plantea la necesidad de
investigar nuevos factores prondsticos.

El desarrollo de la biologia molecular y el avance terapéutico con terapias dirigidas en el
cancer de pulmén han impulsado la investigacidn de alteraciones moleculares con potencial
aplicacion clinica, en cuanto a predicciéon y prondstico en estadios avanzados CPNM. La
secuenciaciéon molecular de siguiente generacién (NGS) o secuenciacién masiva permite
analizar grandes cantidades de ADN y ARN, aportando gran cantidad de informacién sobre
el perfil genético y transcriptémico del tumor y de sus componentes liberados en sangre
como las células tumorales circulantes (CTCs). De forma mas especifica, los paneles de genes
se distinguen por su mayor precision y rentabilidad.

En estadios iniciales de CPNM el enfoque terapéutico también estd cambiando gracias a los
resultados favorecedores de los ultimos ensayos clinicos respecto a la inmunoterapia y
terapias dirigidas solas o en combinacidn con quimioterapia. El prondstico de estos estadios
precoces se beneficiaria si se contara con biomarcadores especificos para dianas
terapéuticas. En este sentido, la deteccion y caracterizacion genética y molecular de las CTCs
ayudaria a identificar a pacientes con un peor pronéstico en estadios iniciales de CPNM,
permitiendo establecer la indicacion de terapias dirigidas y personalizadas. La combinacién
de esta informaciéon junto con la informaciéon genética y molecular del tumor primario
proporcionaria mas datos del genotipo tumoral especifico de cada paciente, anticipandonos
a su posible comportamiento evolutivo y, por tanto, mejorando los resultados en términos
de supervivencia.

Por ello, consideramos que la combinacion de la tecnologia NGS basada en un panel genético
personalizado y el andlisis y caracterizacién de células tumorales circulantes (CTCs),
pueden ayudar a identificar la heterogeneidad tumoral intra e inter paciente, estratificar a
los casos de CPNM de alto riesgo y guiar las decisiones de tratamiento de forma mas
individualizada.
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3. Objetivos

3.1. OBJETIVO GENERAL

El objetivo general se basa en la caracterizacion fenotipica de células tumorales circulantes
(CTCs) y el estudio mutacional del tejido en pacientes con CPNM en estadios iniciales
tratados mediante cirugia como tratamiento radical.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificacion de CTCs, estudio de su dindmica pre y postquirurgica y relaciéon con
las variables clinico-patoldgicas.

2. Caracterizacidén fenotipica de EZH2 en CTCs en ambas determinaciones, dindmica y
relacién con las variables clinico-patolégicas.

3. Anadlisis del valor pronéstico de CTCs y CTCs-EZH2 en términos de SG y SLE.

4. Determinacion del perfil mutacional del tejido mediante un panel customizado de
50 genes involucrados en distintos procesos biologicos.

5. Andlisis entre la caracterizacién molecular tisular y las CTCs y su valor prondstico.
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4.1. DISENO, POBLACION Y CRITERIOS DE INCLUSION

4.1.1. Diserio

Estudio observacional prospectivo de pacientes sometidos a tratamiento quirdrgico por
cancer de pulmoén no microcitico (CPNM), en los que se analizé mediante biopsia liquida la
presencia de CTCs y su caracterizacion fenotipica, especificamente la expresion de EZH2,
tanto antes como un mes después de la intervencion, asi como un analisis mutacional del
tejido tumoral mediante secuenciacién molecular de nueva generacién.

4.1.2. Poblacion de estudio

El estudio engloba un grupo de pacientes con diagnéstico de CPNM sometidos a cirugia con
intencién curativa como tnico tratamiento en el servicio de Cirugia Toracica del Hospital
Universitario Virgen de las Nieves durante el periodo comprendido entre julio de 2017 y
diciembre de 20109.

4.1.3. Criterios de inclusion

Los criterios de inclusion establecidos para el estudio y que cumplen todos los pacientes de
la cohorte se detallan a continuacidn:

a) Firma del consentimiento informado por parte del paciente para la intervenciéon
quirudrgica y del consentimiento especifico para la toma de muestras.

b) Diagnéstico preoperatorio de CPNM o alta sospecha por pruebas de imagen e
historia clinica del paciente. Aquellos pacientes con resultado final distinto al
criterio histoldgico de CPNM se excluyeron del estudio.

c) Estadio clinico segun la 82 edicion TNM: I, II y I1IA con criterios de resecabilidad.

d) Criterios de operabilidad en base a pruebas de funcién respiratoria, estado general
del paciente y ausencia de patologia previa no controlada que contraindique la
cirugia.

e) Reseccion pulmonar anatémica y disecciéon ganglionar sistematica para estadios II
y 111, y linfadenectomia 16bulo especifica para estadios I. En pacientes con pruebas
de funcién respiratoria limites o alto riesgo quirurgico para lobectomia se
contempld la reseccion pulmonar segmentaria no anatémica.

f) Ausencia de tratamiento previo (quimioterapia o radioterapia neoadyuvante).

g) Reseccion quirargica completa. Segtin la IASLC se define resecciéon completa como:

o Margenes de reseccion libres demostrados microscépicamente.
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o Diseccion ganglionar sistematica en su forma mas amplia, o bien diseccién
ganglionar sistematica lébulo especifica.

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

o El ganglio mediastinico extirpado mas alto debe ser negativo.

Los criterios de exclusién incluyen cualquier situacién distinta a los criterios previamente
indicados, asi como la muerte en el periodo postoperatorio de 30 dias.
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4.2. VARIABLES DE ESTUDIO

4.2.1. Variables clinico-demogrdficas

En todos los pacientes incluidos a estudio se recogieron diferentes variables clinico-
demograficas de interés, las cuales se detallan a continuacién:

1. Sexo: mujer y varon.

2. Edad: afios.

3. Tabaco: nunca fumador y/o exfumador o fumador activo.

4. Antecedentes patoldgicos:

S

™o o

Sin patologia previa

Patologia cardiolégica: cardiopatia isquémica, valvulopatia, arritmia, HTA y
vasculopatia periférica.

Patologia respiratoria: EPOC, fibrosis pulmonar (FP) y neumopatia no FP.
Obesidad: indice de masa corporal (IMC) superior a 30.

Patologia neurolégica: accidente cerebrovascular.

Patologia oncoldgica: neoplasia previa no pulmonar con un afio de
anterioridad o mas.

5. ASA (Sociedad Americana de Anestesiologia): riesgo anestésico, clasificado de la
siguiente manera:

ASA [: paciente sano sin patologia previa salvo la cirugia que precisa.
ASAII: paciente con enfermedad sistémica leve o moderada compensada sin
limitacién funcional.

ASAI1I: paciente con enfermedad sistémica severa que le produce limitacion
funcional.

ASA 1V: paciente con enfermedad sistémica grave e incapacitante que
amenaza su vida.

ASA V: paciente agénico, moribundo, que no se espera que sobreviva a la
cirugia.

ASA VI: paciente en muerte cerebral.

6. Clinica: asintomatico (hallazgo casual) o sintomas asociados como hemoptisis, tos,
dolor, disnea o pérdida de peso.

4.2.2. Variables diagnéstico-terapéuticas

De la misma manera, en todos los pacientes incluidos a estudio se recogieron diferentes

variables de tipo diagnostico-terapéuticas que se detallan a continuacion:
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1. Lateralidad: pulmén derecho o izquierdo.

2. Localizacién: 16bulo donde asienta el tumor (LSD, LM, LID, LSI o LII).

3. Captacion de 18F-FDG por el tumor en PET-TAC medida en unidades SUV.
4. Estadio clinico cTNM segtn la 82 edicién: I, 11 y III.

5. Valores funcionales: FEV1, DLCOcVA y VO2 maximo, en casos que precisaron test de
esfuerzo.

6. EBUS preoperatorio.

7. Tipo de reseccion: lobectomia, neumonectomia, segmentectomia anatémica y
reseccion segmentaria no anatémica.

8. Abordaje: cirugia video asistida (VATS) o cirugia abierta por toracotomia.
9. Estancia hospitalaria: dias desde el ingreso.

10. Complicaciones postoperatorias: ninguna, fuga aérea, sangrado, empiema,
tromboembolismo, insuficiencia respiratoria y otras.

4.2.3. Variables histopatoldgicas

Asi mismo, en todos los pacientes incluidos a estudio también se recogieron variables de
tipo histopatoldgico como las que se detallan a continuacion:

1. Histologia: adenocarcinoma y carcinoma escamoso.

2. Histologia de adenocarcinoma: se recogen los subtipos papilares, lepidico, acinar,
sélido, mixto, indiferenciado y mucinoso.

3. Grado: describe el grado de diferenciaciéon del tumor: grado 1 (bien diferenciado),
grado 2 (moderadamente diferenciado), grado 3 (pobremente diferenciado) y grado
4 (indiferenciado).

4. Tamafio maximo del tumor medido en centimetros (cm).

5. Mutaciones: presencia o no de mutaciones diana (EGFR, ROS1 o ALK).

6. PDL-1: si presenta o no expresion.

7. Afectacion ganglionar: ninguna-NO, hiliar-N1, mediastinica-N2, no identificada-Nx,

8. Estadio patoldgico pTNM segun la 82 edicion. Se ha analizado en varias categorias:
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a. pTNM completo: IA1, 1A2, IA3, 1A, 1IB, [1IA y I1IB.
b. pTNM por estadios: I, Il y III.
c. PpTNM en estadios iniciales (I y II) y localmente avanzado (III).

9. Tratamiento adyuvante: si se ha realizado o no y qué tipo (quimioterapia,
radioterapia u otra).

4.2.4. Variables relacionadas con las células tumorales circulantes

En todos los pacientes se realizaron dos determinaciones de células tumorales circulantes
(CTCs), una antes de la cirugia y otra en el mes postoperatorio, cuantificando su deteccién
y su variacion temporal entre ambas determinaciones. De la misma manera, se analiz6 su
expresion fenotipica, concretamente la expresién de la proteina de superficie EZH2 en
ambas determinaciones. A continuacion, se detallan las variables estudiadas respecto a las
CTCs.

1. CTCs basal (CTC1): presencia y cuantificacién de CTCs antes de la cirugia.

2. CTCs postoperatoria (CTC2): presencia y cuantificaciéon de CTCs un mes después
de la cirugia.

3. Cambios dinamicos de las CTCs: ascenso, descenso o mismo nimero de CTCs entre
ambas determinaciones.

4. EZH2-CTC1: expresion y nivel de expresion de EZH2 en las CTCs aisladas a nivel
basal preoperatorio.

5. EZH2-CTC2: expresion y nivel de expresion de EZH2 en las CTCs aisladas al mes
postoperatorio.

4.2.5. Variables relacionadas con las mutaciones tumorales

1. El panel de genes personalizado utilizado cubre 50 genes (exones) involucrados en
cuatro procesos bioldgicos:

e Proliferacién tumoral: ROS1, ALK, TP53, APC, RB1, RET, FLT1, PTEN, STK11, TETZ2,
CTNNB1, MLH1, EGFR, DDR2, SLC22A18 y AKT1.

e (Genes asociados con la enfermedad EPOC: ADAMTSL3, ADAM19, PTCH1, ADGRG6,
HTR4, FAM13A, CHRNB4, RIN3, TGFB2, IREB2, SERPINA1, CHRNA3, STN1, CHRNAS5
y AGER.

e Desarrollo embriolégico pulmonar: FGF10, FOXA1, FOXA2, FOXP2, FOXP4, HOXA2,
HOXAS5, HOXB2, PITX2, WNTZ2, ALX1 y NKX2-1.

e Inflamacién: CD163, S100A4, NLRP3, MUC5AC, EGR1, TLR4 y FPR2.
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2. Las mutaciones de cada par de genes se clasifican como mutuamente excluyentes o
simultaneas o coocurrentes.

3. Las variantes analizadas se categorizan segun la relevancia (variantes conocidas o
variantes no codificadas) y segun el valor clinico (benignas o potencialmente
benignas, patogénicas o potencialmente patogénicas y de significado incierto).

4.2.6. Variables de valor prondéstico

Durante el seguimiento de la cohorte se estudié el prondstico de cancer de pulmoén no
microcitico tratado mediante cirugia radical con intencién curativa en términos de
recurrencia y supervivencia, tanto global como libre de progresion.

1. Estado del paciente: si estaba vivo o muerto al final del seguimiento.

2. Recurrencia: definida como la reaparicién del tumor. Diferenciamos entre
recurrencia loco regional (hemitérax ipsilateral, ganglios linfaticos hiliares y
mediastinicos) y recurrencia a distancia (metastasis en el pulmon contralateral o en

otros drganos).

3. Supervivencia global (SG): porcentaje de pacientes vivos al final del periodo del
seguimiento.

4. Supervivencia libre de progresion (SLP): porcentaje de pacientes sin evidencia
de recidiva tumoral al final del periodo de seguimiento.
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4.3. PROTOCOLO DE ESTUDIO

Estudio observacional prospectivo de pacientes intervenidos de CPNM (estadios I-1II) entre
julio de 2017 y diciembre de 2019 por el servicio de cirugia tordcica del Hospital
Universitario Virgen de las Nieves de Granada. La indicacidn de la cirugia se realiz6 en
consulta de cirugia torécica tras el andlisis de todos los estudios complementarios
necesarios en cada paciente. En el mismo acto, se explicé el estudio en cuestion y se firmaron
los consentimientos informados tanto para la intervencién quirdrgica como para la
obtencion de muestras. En la parte de Anexos, se incluye el modelo de consentimiento
informado del estudio y de la cirugia de resecciéon pulmonar.

La cirugia consisti6 en una reseccién anatémica, principalmente lobectomia, y
linfadenectomia sistematica en estadios Il y 1l y 16bulo especifico en estadios I. En pacientes
con limitacién funcional para una lobectomia, se realizé una reseccién segmentaria no
anatémica y linfadenectomia. En algunos casos, bien por tamafio o localizacidn, se realiz6
bilobectomia o neumonectomia. El abordaje quirdrgico incluyé la cirugia por
videotoracoscopia y la toracotomia.

La biopsia liquida se realizé6 en todos los pacientes sometidos a cirugia mediante la
extracciéon de 10 ml de sangre, tanto antes de la intervenciéon (CTC1) como un mes tras la
misma (CTC2) por personal de enfermeria entrenado y siguiendo la misma sistematica en
todos los pacientes. La determinacién CTC1 se realiz6 en el quiréfano, una vez dormido el
paciente antes de iniciar el procedimiento. La muestra de tejido tumoral y peri tumoral se
obtuvo una vez extirpada la pieza quirdrgica en un subgrupo de pacientes, en un medio
estéril mediante una incisién directa sobre el tumor y su periferia. La determinacién CTC2
se realizd aproximadamente al mes, coincidiendo con la revisién postoperatoria, antes del
tratamiento adyuvante en aquellos casos que estuviera indicado. El andlisis de las muestras
de sangre y tejido se llevd a cabo en el centro Pfizer-Junta de Andalucia-Universidad de
Granada de Gendmica investigacion Oncolégica (Genyo).

Tras la primera revision, con el resultado histolégico y la estadificacion patoldgica definitiva
segun la 82 edicién TNM, se presentd cada caso en el comité multidisciplinar de oncologia
toracica para determinar la actitud a seguir, si seguimiento o tratamiento adyuvante. El
tratamiento adyuvante se indic6 en estadios de CPNM IIb y III, segtin las recomendaciones
de practica clinica ESMO (European Sociaty of Medical Oncology), basado en un doblete de
platino durante 3-4 ciclos. La radioterapia se indicé en algunos casos de borde quirtrgico
afecto (R1) o afectacion N2, seguin la practica en ese momento.

El seguimiento se realiz6 cada 6 meses durante los 3 primeros afios, con un TAC de térax y
abdomen. En casos necesarios, se completdé con un PET-TAC. Posteriormente, el
seguimiento paso a ser de forma anual. El diagndstico de recurrencia se establecié en base
a criterios radiolégicos y/o PET-TAC, confirmandose histolégicamente en todos los casos
posibles.

El presente estudio fue aprobado por el comité ético del hospital Virgen de las Nieves y ha
seguido la normativa de proteccion bioética del protocolo de Helsinki.
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4.4. PROCEDIMIENTOS TECNICOS DE LAS MUESTRAS
4.4.1. Biopsia liquida: CTCs

a) Recogida de muestras

Se recolectaron 10 ml de sangre venosa en tubos EDTA BD Vacutainer®, los cuales fueron
conservados a temperatura ambiente y protegidos de la luz, con el fin de preservar la
integridad de las muestras hasta su procesamiento. Las muestras fueron procesadas dentro
de las 4 horas posteriores a su extraccién para garantizar la calidad de los andlisis. El
procedimiento de transporte se realizo siguiendo las medidas de bioseguridad establecidas
por el centro, a fin de minimizar riesgos biolégicos. Cada tubo fue identificado con un cédigo
Unico alfanumérico, permitiendo asegurar la trazabilidad de las muestras y el anonimato de
los pacientes incluidos en el estudio.

De forma simultanea y siguiendo estrictamente el mismo protocolo aplicado a las muestras
de los pacientes, se incluyeron controles negativos utilizando sangre de donantes sanos. El
proposito de estos controles fue detectar posibles resultados falsos positivos y asegurar la
validez del procedimiento analitico.

b) Validacién v fiabilidad del método

La técnica fue optimizada utilizando controles positivos generados a partir de muestras de
sangre de voluntarios sanos, en las que se incorporaron células tumorales derivadas de
lineas celulares de cancer de pulmon. Las lineas celulares empleadas fueron HT29 y T1975,
ambas obtenidas de la Coleccion Europea de Cultivos Celulares (European Collection of
Authenticated Cell Cultures, ECACC; Salisbury, Reino Unido). Para evaluar la sensibilidad y
eficacia del método en la recuperacion de células tumorales circulantes (CTCs) a partir de
sangre periférica, se realizaron triplicados biologicos. Esta estrategia permitié validar la
capacidad del procedimiento para detectar CTCs en condiciones controladas, garantizando
asi su fiabilidad para aplicaciones posteriores.

c) Enriquecimiento y aislamiento

El aislamiento de células tumorales circulantes (CTCs) se realiz6 mediante un
procedimiento manual, siguiendo el protocolo previamente establecido por el grupo de
trabajo(75), fundamentado en la expresion de citoqueratinas (CK) como marcador tumoral,
tecnologia MACs®.

En primer lugar, se crea un gradiente de densidad con Ficoll Histopaque®-1119 (densidad
= 1.119 g/ml) (Merck, Darmstadt, Germany) mediante centrifugaciéon a 700g durante 45
minutos y sin freno. Este medio, compuesto por polisucrosa y diatrizoato de sodio, fue
seleccionado por su eficacia para separar células sanguineas segiin su densidad,
permitiendo un enriquecimiento eficiente de las CTCs. A diferencia de otros métodos,
Histopaque-1119 ofrece una mayor reproducibilidad y no requiere pasos adicionales para
la sedimentacion de eritrocitos. que permite separar las células en funcién de sus diferentes
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densidades. Asi, las células mononucleares, granulocitos y otras células con la misma
densidad quedan retenidas en la interfase entre el plasma y la solucién de Ficoll.
Posteriormente, esta fraccion fue sometida a un procedimiento de marcaje con anticuerpos
especificos y aislamiento por seleccidn positiva inmuno magnética, lo que permitié la
recuperacion selectiva de las CTCs (Figura 16).

Para la selecciéon positiva inmuno magnética se utiliza el sistema de trabajo Carcinoma Cell
Enrichmentkit® (130-108-339, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). Este sistema
utiliza nanoparticulas super magnéticas (microesferas) unidas a anticuerpos multi
citoqueratina (CK3-6H5), que reconocen las citoqueratinas citoplasmaticas 7 y 8, que no se
expresan en las células hematopoyéticas maduras, pero si en las células epiteliales
tumorales. Gracias a un campo magnético, las células marcadas magnéticamente con el
anticuerpo conjugado con microesferas son retenidas en una columna (seleccién inmuno
magnética positiva), dejando pasar las células hematopoyéticas (Figura 16).

Obtencion de
sangre /

OTCs
Otras
células

Procesamiento
<4h

Separacion
magnética

1@

Figura 16: Proceso de enriquecimiento y aislamiento de CTCs: Separacién por gradiente de densidad y aislamiento por
seleccién positiva inmuno magnética. Imagen original generada por el autor mediante ChatGPT (OpenAl)(86).

d) Caracterizacion por inmunofluorescencia

La caracterizacion fenotipica de las células tumorales circulantes (CTCs) se llevo a cabo
mediante inmunofluorescencia indirecta, enfocada en la deteccion de citoqueratinas (CK) y
de la proteina EZH2 utilizando microscopia confocal (Microscopio Laser Confocal Zeiss LSM
710) y microscopia de epifluorescencias (Microscopio Zeiss Axio Imager A.1). El area de
trabajo fue delimitada con un marcador hidrofébico (Dako) para evitar el esparcimiento de
reactivos. Cada muestra fue hidratada en solucién salina tamponada con fosfato (PBS 1x)
durante 5 minutos, seguida de la incubacién con el anticuerpo anti-citoqueratina conjugado
con FITC (130-060-301, Miltenyi Biotec), dirigido contra las citoqueratinas 7 y 8. Este
anticuerpo se diluy6 1:100 en PBS 1x suplementado con Tween 20 al 0.1% y albimina
sérica bovina (BSA) al 2%, que constituy6 la solucién de trabajo. La incubacidn se realiz6
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durante 45 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad, condiciéon que se mantuvo
durante todo el procedimiento para preservar la fluorescencia.

Tras esta incubacion, las muestras fueron lavadas con PBS 1x durante 5 minutos. Para
minimizar la unién inespecifica, se efectué un bloqueo con suero de cabra (dilucién 1x en la
solucién de trabajo) durante 1 hora. La deteccion de la proteina EZH2 se llevo a cabo
mediante incubacién con un anticuerpo primario anti-EZH2 de conejo (#5246S, Cell
Signaling Technology), diluido 1:100 en la misma soluciéon de trabajo, durante 45 minutos
en oscuridad. Posteriormente, se realizaron lavados con PBS 1x y se incubd con un
anticuerpo secundario anti-IgG de cabra conjugado con Alexa Fluor 555 (ThermoFisher),
diluido 1:200, durante 45 minutos.

La tincién nuclear se realizé con Hoechst 33342 (Fluxion) a una dilucién 1x. Finalmente, las
muestras se montaron utilizando SlowFade™ Diamond Antifade Mountant (S36972,
ThermoFisher) y se analizaron mediante microscopia confocal en un sistema Zeiss LSM 710.

La especificidad del anticuerpo anti-EZH2 fue validada previamente en la linea celular A549
(CCL-185™, ATCC, Manassas, VA, USA), derivada de un carcinoma pulmonar de células
alveolares humanas tipo II (Figura 17). Esta linea celular epitelial es ampliamente utilizada
como modelo in vitro en estudios de cancer de pulmoén debido a su estabilidad fenotipica,
alta expresién de marcadores tumorales y caracteristicas moleculares representativas de
tumores pulmonares no microciticos. La validacion previa permitié confirmar la reactividad
del anticuerpo frente a EZH2 en un contexto tumoral conocido y homogéneo. Debido a la
heterogeneidad observada en pacientes con CTCs, se calculd el porcentaje de expresion de
EZH2 como el nimero de CTCs EZH2+ dividido entre el nimero total de CTCs. Este calculo
tuvo como objetivo cuantificar la heterogeneidad de las CTCs en los pacientes.

Nudeus i i Brightfield

Figura 17: Caracterizacién EZH2 en CTCs. Linea 1: control positivo obtenido a partir de la linea celular A549, que muestra la
coexpresion de citoqueratina (verde) y EZH2 (rojo), con los ntcleos tefiidos con Hoechst 33342 (azul). Lineas 2 y 3: ejemplos
representativos de CTCs aisladas de pacientes con expresion positiva de citoqueratina y variabilidad en la expresion de EZH2.
Las imagenes fueron adquiridas mediante microscopia confocal (Zeiss LSM 710).
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4.4.2. Muestra de tejido tumoral

a) Extraccién y cuantificacién

Una vez extraida la pieza quirdrgica, en el mismo quir6fano en un campo estéril distinto al
de trabajo, se procedié a la extraccidon de tejido tumoral de forma directa mediante una
incision sobre el tumor, asi como del tejido peri tumoral. Se evité extraer tejido de zona
necrotica para rentabilizar la muestra. Las muestras tisulares se conservaron en tubos RNA
Later (AM7020, ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA).

El ADN se extrajo utilizando el kit NucleoSpin®Tissue (740952.50, Macherey-Nagel, Diiren,
Alemania), siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se utilizaron 25 mg de
tejido para la extraccion de ADN, previa homogeneizacion tisular. Posteriormente, las
muestras se sometieron a un proceso de lisis, seguido de una purificacidn y precipitacién y,
finalmente, el ADN se extrajo en un volumen final de 75 ul. La concentracién se midid
mediante espectrofotometria utilizando el instrumento NanoDropTM 2000
(ThermoFisher) a una longitud de onda de 260 nm.

b) Preparacién de librerias de secuenciacién

Una libreria de secuenciacién consiste en una coleccion de fragmentos de ADN que han sido
adaptados con secuencias especificas necesarias para su amplificacion, hibridacion y
posterior lectura en plataformas de secuenciacion masiva.

Las librerias de secuenciacion se construyeron utilizando el flujo de trabajo KAPA HyperCap
v3.0 (Roche, Basilea, Suiza), en combinaciéon con un panel de captura personalizada
disenado para abarcar los exones de 50 genes implicados en cuatro procesos biologicos
relevantes en la fisiopatologia del cancer de pulmén y comorbilidades asociadas:

e Proliferacion tumoral: ROS1, ALK, TP53, APC, RB1, RET, FLT1, PTEN, STK11, TET2,
CTNNB1, MLH1, EGFR, DDR2, SLC22A18 y AKT1.

e Genes asociados con la enfermedad EPOC: ADAMTSL3, ADAM19, PTCH1, ADGRG®6,
HTR4, FAM13A, CHRNB4, RIN3, TGFBZ2, IREB2, SERPINA1, CHRNA3, STN1, CHRNA5 y
AGER.

e Desarrollo embrioldgico pulmonar: FGF10, FOXA1, FOXA2, FOXP2, FOXP4, HOXAZ,
HOXAS5, HOXB2, PITX2, WNTZ2, ALX1 y NKX2-1.

e Inflamacion: CD163, S100A4, NLRP3, MUC5AC, EGR1, TLR4 y FPR2.

Una vez construidas las librerias individuales, se procedio a su evaluacién tanto cuantitativa
como cualitativa para verificar su correcta construccion conforme a las especificaciones del
fabricante. La cuantificacion se realizé mediante fluorometria con el Qubit 4.0 y el kit de
ensayo de ADN de alta sensibilidad (HS DNA Assay Kit, ThermoFisher). La calidad de las
librerias se evalué mediante analisis con Bioanalyzer (Agilent Technologies), comprobando
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la distribucién adecuada de tamafios y la ausencia de artefactos como adaptadores libres o
productos degradados.

Posteriormente, las librerias fueron diluidas y agrupadas de forma equimolar para asegurar
una representacion uniforme durante la secuenciacion. Esta se llevé a cabo en la plataforma
HiSeq X System (Illumina, San Diego, CA, EE. UU.) mediante el servicio de la empresa
Macrogen (Seul, Corea del Sur).

c) Secuenciacion molecular: andlisis de datos

El andlisis de datos derivados de la secuenciacién se realizé siguiendo las mejores practicas
recomendadas por la herramienta GATK- Somatic Variant Pipeline Mutect2 (
https://www.clinbioinfosspa.es/content/somatic-variant-pipeline ) a través del area de
Bioinformatica Clinica de la Fundacién Progreso y Salud (Junta de Andalucia - Consejeria
de Salud y Familia).

La calidad de los datos crudos (raw data) fue evaluada con la herramienta FastQC (v0.11.9,
Babraham Bioinformatics, Cambridge, Reino Unido), permitiendo comprobar la integridad
y uniformidad de las lecturas. Posteriormente se alinearon las secuencias de alta calidad
con el genoma de referencia humano (GRCh38) utilizando el algoritmo Burrow-Wheeler
Aligner ( https://github.com/lh3/bwa ).

Para la identificacion de variantes somaticas, se aplicé el algoritmo Mutect2 del paquete
GATK (https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-us), mediante la comparacion de las
muestras tumorales con sus respectivas muestras peritumorales emparejadas, a través de
un analisis conocido como panel of normals. Este enfoque permitié discriminar entre
mutaciones germinales y variantes somaticas especificas del tumor.

Los archivos del llamado de variantes (VCF: Variant calling file) filtrados generados se
anotaron utilizando la anotacién Ensembl Variant Effect Predictor (VEP) (v96,
https://www.ensembl.org/info/docs/tools/vep/index.html), lo que permitié evaluar el
impacto biolégico potencial de cada variante.

La interpretacion clinica de las variantes identificadas se evalué siguiendo los criterios y
directrices del American College of Medical Genetics (ACMG). El analisis estadistico,
visualizacién de datos y representacion grafica se realizaron utilizando R (v4.2.1) y RStudio
(versién 2022.12.0+353). Se empleo6 el paquete Maftools para la generacidn de graficos tipo
oncoplot y diagramas de interaccién de mutaciones somaticas.

Todos los resultados fueron validados y revisados por investigadores especializados en
bioinformatica y genética molecular. Finalmente, las variantes somaticas identificadas
fueron depositadas en la base de datos publica ClinVar (Accession numbers:
SCV003806285-SCV003806424).
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4.5. ANALISIS ESTADISTICO

Se realizé un analisis estadistico descriptivo de las variables recogidas en el estudio. Las
variables cualitativas se resumieron utilizando frecuencias absolutas y relativas
(porcentajes). Las variables numéricas paramétricas se expresaron como media con
desviacién estdndar y las no paramétricas como mediana con rango intercuartilico.

La prueba de Shapiro Wilk se utilizé para ver si los datos de las variables clinicas se
ajustaban a una distribucién normal. Las caracteristicas clinicas fueron evaluadas mediante
la prueba Chi-cuadrado (Sexo, Procedimiento quirurgico, Histologia, Historia respiratoria,
Estadio patolégico-TNM, Adyuvancia, Recurrencia y Estado Vital), la prueba exacta de
Fisher (Tabaco, Tipo de reseccidn, Afectaciéon ganglionar-N, Tipo de adyuvancia, Tipo de
recurrencia y Causa de muerte). Las variables cuantitativas fueron evaluadas mediante la
prueba T (Edad) y la prueba de Mann-Whitney (PET-valor SUVmax-, Tamafio del tumor,
Supervivencia Global -SG- y Supervivencia Libre de Progresion -SLP-, ambos en meses).

Las CTCs se evaluaron tanto como una variable continua (nimero de CTC por 10 ml de
sangre) como binaria (presencia y ausencia y un valor de corte de 22 CTC por 10 ml). Debido
a la heterogeneidad observada en pacientes con CTCs, el porcentaje de expresion de EZH2
se calcul6 dividiendo el nimero de CTC-EZH2+ entre el nimero total de CTCs, y este se
determiné mediante la aplicacion web Cut-off Finder.

La prueba de los rangos con signo de Wilcoxon comparé la mediana de los nimeros de CTCs
y la expresion de EZH2 entre los puntos de muestreo, para observar la dindmica de estas
variables. La prueba univariante de Kaplan-Meier (log-rank test) se empled para analizar la
SG y SLP global de la serie y la influencia de las variables estadio y resecciéon quirdrgica.
Kaplan-Meier (log-rank test) también para analizar la influencia de CTCs y EZH2 con la SG
y SLP. La prueba exacta de Fisher evalud las interacciones somaticas entre pares de genes,
mientras que las pruebas t y la prueba exacta de Fisher se utilizaron para comparar los
perfiles de mutacién en relacion con la recurrencia y la presencia de CTC, respectivamente.

Los analisis estadisticos se realizaron con IBM SPSS Statistics (version 25.0), GraphPad

Prism (version 9.0.2) y software R (v4.2.1) y RStudio (version 2023.03.0 + 386), con un
valor p < 0,05 que determina la significacion estadistica.
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5. Resultados

El estudio incluye un total de 76 pacientes con diagnéstico de cancer de pulmén no
microcitico (CPNM) y estadios TNM I, Il y III con criterios de resecabilidad sometidos a
tratamiento quirdrgico con intencién curativa. En todos los pacientes se obtuvo una
muestra de 10 ml de sangre para la determinacién de CTCs antes y después de la
intervencion. En 23 de los 76 pacientes se obtuvo, ademas, una muestra de tejido tumoral y
peri tumoral durante la intervencién quirdrgica.

5.1. ANALISIS DESCRIPTIVO DE LAS VARIABLES CLINICO-PATOLOGICAS

Las variables de estudio se agruparon en distintos subgrupos: clinico-demograficas,
diagndstico-terapéuticas, histo-patologicas, relacionadas con las células tumorales
circulantes (CTCs) y el tejido tumoral, y las relacionadas con el valor prondstico. A
continuacion, se describen las variables mas relevantes desde el punto de vista clinico y
patoldgico de nuestro estudio y, posteriormente se resumen en la tabla 7.

De un total de 76 pacientes de la cohorte, el 60,5% fueron varones con una edad media de
67 afios. El habito tabaquico estaba presente en el 81,6% pero solo el 32% presentaba un
diagndstico de Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC).

La lobectomia fue el tipo de reseccién pulmonar mas frecuente (77,6%) con mayor
prevalencia del abordaje minimamente invasivo VATS (60%) frente a la toracotomia. El
estadio patoldgico final segin la 82 edicién TNM fue: estadio I (48,7%), estadio II (25%) y
estadio III (26,3%). El 33% de la serie recibi6 tratamiento adyuvante con quimioterapia
basada en un doblete de platino. El subtipo histol6gico adenocarcinoma fue el mas frecuente
(65,8%).

Se realiz6 un seguimiento durante 5 afios desde la cirugia. Durante el mismo, 20 pacientes
presentaron recurrencia (26,3%), siendo mas frecuente la recurrencia local (65%) respecto
a la recurrencia a distancia (35%). Al final del seguimiento el 29% de los pacientes habian
fallecido.
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Caracteristicas clinico-patoldgicas

Varén 46 60,5
Sexo -
Mujer 30 39,5
Edad (afios) Media 66,75 (9,29)
Tabaco Nunca fumador 14 18,4
Fumador / Exfumador 62 81,6
PET (SUV) Media 8,78 (7,22)
Segmentaria no anatémica 5 6,6
Segmentectomia 2 2,6
Reseccion Lobectomia 59 77,6
Bilobectomia 6 7,9
Neumonectomia 4 5,3
Abordaje VATS 44 57,8
Toracotomia 32 42,1
. , Adenocarcinoma 50 65,8
Histologia .
Carcinoma escamoso 26 34,2
fo tumor Media 3,8 (2,06)
Si 26 34,2
No 50 65,8
NO 54 71,1
, N1 8 10,5
Adenopatias N
N2 10 13,1
Nx 4 5,3
| 37 48,7
Y [ 19 25
1l 20 26,3
. Si 25 32,9
Adyuvancia
No 51 67,1
. Si 20 26,3
Recurrencia
No 56 73,7
. . Local 13 65
Tipo de recurrencia i :
Distancia 7 35
. Vivo 54 71,1
Estado vital
Muerto 22 28,9
Tumoral 12 54,54
Causa de la muerte
Otras 10 45,45

Tabla 7: Resumen de las caracteristicas clinico-patoldgicas de estudio.
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Se recogieron otras variables dentro de los tres primeros subgrupos que también aportan
informaciéon de interés a la cohorte de estudio. Las mas relevantes, se detallan a
continuacion.

Desde el punto de vista clinico-demografico, se analizd la presencia de antecedentes
patoldgicos, siendo el mas frecuente la patologia respiratoria (27,6%), principalmente la
EPOC, seguida de la patologia cardiolégica (19,7%). El 32% de la serie eran individuos
sanos, sin antecedentes de interés. Respecto al debut clinico, la mayoria de los pacientes
estaban asintomaticos en el momento del diagnéstico (60,5%).

Desde el enfoque diagndstico-terapéutico, el 50% de los canceres afectaban al hemitdérax
derecho y el otro 50% al hemitérax izquierdo, siendo el 25% de todos de localizacién mas
central, de los cuales el 22,5% tenia un EBUS (ecobroncoscopia) preoperatorio. El 16bulo
pulmonar mas frecuentemente afectado por neoplasia fue el 16bulo inferior izquierdo
(26,3%), seguido del superior izquierdo (23,7%) y del superior derecho (22,4%). A
excepcion de un paciente, toda la cohorte disponia de un PET-TAC preoperatorio de
extension.

La estancia media hospitalaria fue de 6 dias, desde el dia de ingreso previo a la intervencién.
La complicacién mas frecuente fue la insuficiencia respiratoria aguda (5,3%), seguido del
empiema y la fuga aérea (4%). El 83% de los pacientes no presentaron ninguna
complicacion médica ni quirdrgica.

A nivel histo-patoldgico, ya hemos referido el tipo histolégico adenocarcinoma como el
mas frecuente (60,5%), seguido del carcinoma escamoso (32,9%). El subtipo de
adenocarcinoma mas frecuente fue el acinar (25%), seguido del tipo mixto (12%). El grado
de diferenciacién celular mas prevalente de la serie fue el grado 2, moderadamente
diferenciado (44,7%). Se analizaron mutaciones diana (EGFRy ROS1) en el 4%, siendo todos
los casos en la recidiva. La expresion de PD-L1 se analiz6 en el 18,4% de la serie.

La media de ganglios linfaticos disecados fue de 8 no presentando la mayoria de los
pacientes afectacion ganglionar, es decir, eran NO (71%). Como hemos descrito
previamente, el estadio patologico pTNM mas frecuente de la serie fue el I (48,7%), seguido
del IT (25%) y Il (26,3%). El estadio I se subdividié en 4 subgrupos: 1A1 (2.6%), 1A2
(15,8%), 1A3 (10,5%) y IB (19,7%); el estadio Il en 2 subgrupos: I1A (7,9%) y [IB (17,1%); y
el estadio 1l en otros 2: I11A (19,7%) y IIIB (6,6%). Si reagrupamos los estadios, los estadios
iniciales (I y II) suponen el 73,7% mientras que el estadio localmente avanzado (III) supone
el 26,3%.

El 32,9% recibi6 tratamiento adyuvante tras la cirugia, siendo la quimioterapia basada en
un doblete con platino el tratamiento mas frecuente (84%).
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5.2. RESULTADOS DEL TRATAMIENTO QUIRURGICO EN CPNM ESTADIOS I-III

Con una media de seguimiento de 37 meses, el 26,3% (20 pacientes) de la serie presentaron
recurrencia. La recurrencia mas frecuente fue de tipo local (65%) respecto a la recurrencia
a distancia (35%).

Tras 5 afios de seguimiento, 22 pacientes (29%) habian fallecido. La muerte fue por causa
tumoral en 12 casos (54%) (Figura 18).

76
pacientes

Fallecidos: 22

Libre de
progresion: 46
(85%)

Tumoral: 12 Otras: 10
(54%) (46%)

Recurrencia: 8
(15%)

Figura 18: Estado de los pacientes al final de seguimiento.

5.2.1.
Supervivencia global

La supervivencia global (SG) de la serie a los 12 meses fue del 84.2% y a los 24 y 36meses
del 71% (Figura 19). La mediana de SG no fue alcanzada durante el periodo de seguimiento.
La media de SG fue de 47,33 meses (IC 95% 42,36 - 52,29).

MIFuncién de supervivencia
109 7 t= Censurado

T
oo :

0,6

0,41

Supervivencia acumulada

0,2

0,0

T
0 0 40 &0
Meses SG

Figura 19: Curva de supervivencia global de la serie (Kaplan-Meier).
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5.2.2. Supervivencia libre de progresion

La supervivencia libre de progresion (SLP) de la serie a los 12 meses fue del 90,2%, a los 24
meses del 78,6% y a los a los 55 meses del 67,4% (Figura 20). La mediana de SLP no fue
alcanzada durante el periodo de seguimiento. La media de SLP fue de 47,73 meses (IC 95%
42,65 -52,83).

MIFuncidn de supervivencia
1,09 "—l = Censurado
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0,0

0 20 4 60
Meses SLP

Figura 20: Curva de supervivencia libre de progresion de la serie (Kaplan-Meier).

5.2.3. Supervivencia global y libre de progresion segiin variables prondsticas

Se realiz6 un analisis univariante de la SG y SLP de la serie segun variables pronoésticas de
distinto tipo: patoldgico (estadio pTNM) y terapéutico (tipo de reseccidén quirdrgica),
obteniéndose los siguientes resultados.

SGy SLP segtin pTNM

La media de SG para el estadio I fue 53,05 meses (IC 95% 47,64 - 58,46), para el estadio II
fue de 47,68 meses (IC 95% 37,35 - 58,01) y para el estadio III de 35,95 meses (IC 95%
24,98 - 46,91). La SG segun el estadio pTNM fue significativamente peor para el estadio III
(p=0,029).

La media de SLP para el estadio I fue de 54,24 meses (IC 95% 49,47 - 59,01), para el estadio
1 de 45,63 meses (IC 95% 35,20 - 56,07) y para el estadio 111 de 34,32 meses (IC 95% 42,65
- 52,82) (Figura 21). La SLP segun el estadio pTNM fue significativamente peor para el
estadio III (p = 0,006) (Figura 21).
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Figura 21: Curva de SG y SLP segtn el estadio pTNM (Kaplan-Meier), analisis univariante.

SG y SLP segun el tipo de resecciéon quirdrgica

La media de SG fue de 19,5 meses para la neumonectomia (IC 95% 0 - 40), 32 meses para
la reseccién segmentaria no anatémica (IC 95% 19,85 - 44,34), 40 meses para la
segmentectomia (IC 95% 24,75 - 55,24), 49,27 meses para la lobectomia (IC 95% 43,78 -
95% 41,40 - 65,26). La SG fue
significativamente peor para la neumonectomia (p = 0,030), igual que para la SLP (p =

54,76) y 53,3 meses para la bilobectomia (IC

0,006) (Figura 22).
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Figura 22: Curva de SG y SLP segtn el tipo de reseccién quirurgica (Kaplan-Meier), andlisis univariante.
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5.3. ANALISIS DE LAS CTCS

5.3.1. Deteccién antes y después de la cirugia y dindmica

Se realizaron dos mediciones seriadas de células tumorales circulantes (CTCs) en cada
paciente: una previa a la intervencién quirtrgica (CTC1) y otra al mes posterior a la misma
(CTC2). En la primera medicién (CTC1), se detect6 la presencia de CTCs en 26 pacientes
(34,21%), con una mediana de 3 células (rango intercuartilico [IQR] = 3; rango total: 1-8).
En la segunda medicion (CTC2), la deteccién de CTCs se redujo significativamente,
observandose solo en 3 pacientes (3,94%), con una mediana de 2 células (IQR = 3; rango:
1-4) (Tabla 8, Figura A). Se evaluaron las variaciones dindmicas en la tasa de deteccién y en
los niveles de CTCs entre ambos puntos temporales, evidencidndose una disminucién
estadisticamente significativa en la carga de CTCs tras la intervenciéon quirdrgica (p <
0.0001; prueba de Wilcoxon para muestras pareadas) (Tabla 8, Figura B).

10+ *kkkk
—
A 0 o7
O
Mediana 5 64
s
26 | 34,21 | 3(1-8) 50 | 65,79 5 4o o
£
3 3,94 2 (1-4) 73 | 96,06 ] 2
0_.... eve o mmn e
1 1
CTC1 CTC2

Tabla 8: A) Tasa de deteccién de CTCs antes (CTC1) y después de la intervencién (CTC2) y media de
células detectadas. B) Diferencias entre CTC1 y CTC2 ****: valor p para el test de Wilcoxon (p = 0.0001).

5.3.2. Caracterizacion de EZH2 en CTCs antes y después de la cirugia

Se realizé un analisis comparativo de la expresion del gen EZH2 en las CTCs identificadas en
las dos determinaciones. En la evaluacién prequirurgica (CTC1), la expresion de EZH2 fue
positiva en 13 de los 26 pacientes con CTCs detectadas (50%), con una media de expresiéon
del 6,25% (rango intercuartilico [IQR]: 54,17%; rango: 0-100%). En la evaluacién
postquirargica (CTC2), se observd expresion positiva en 2 de los 3 pacientes con CTCs
detectadas (66,67%), con una media de expresion del 100% (IQR: 100%; rango: 0-100%)
(Tabla 9, Figura A).

El andlisis estadistico mediante la prueba de Mann-Whitney U no evidencié diferencias
estadisticamente significativas en los niveles de porcentaje de expresion de EZH2 entre
ambos momentos de evaluacidn (p = 0,256), lo que sugiere una estabilidad relativa en la
expresion de este marcador molecular tras la reseccién quirurgica del tumor primario
(Tabla 9, Figura B).
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A 100- —_
N % Media & 80
13 |50 6,25% % so
3 | 6667 |100% % 40
% 20
=
od. ... 4.
CTC1 CTC2

Tabla 9: A) Media de expresion de EZH2 antes (CTC1) y después de la intervenciéon (CTC2). B)
Comparativa no significativa (ns) del porcentaje de expresion de EZH2 entre CTC1 y CTC2 mediante
la prueba de Mann-Whitney U, p = 0.2562.

5.3.3. Relacién entre las variables clinico-patoldgicas y las CTCs

Se analizé la posible asociaciéon entre la presencia o ausencia de células tumorales
circulantes (CTCs) en ambas determinaciones (prequirurgica y postquirargica) y las
variables clinico-patoldgicas. Los resultados de este andlisis se presentan de manera
detallada en la Tabla 10, donde se exponen las correlaciones observadas entre el estado de
las CTCs y las caracteristicas clinicas y anatomopatolégicas de la cohorte.

Cc2

. CTC + CTC - CTC + CTC -
Variables P P
(N=50) (N=25) (N=3) (N=73)
17 (37%) 29 (63%) 1(2.2%) 45 (97.8%)
0.532 0.558
9 (30%) 21 (70%) 2 (6.7%) 28 (93.3%)
Edad media (aiios) 70.50 64.80 0.003 67.00 68.00 0.779
Nunca fumadores 5(35.7%) 9 (64.3%) 2 (14.3%) 12 (85.7%)
1 0.085
Fumadores /
21 (33.9%) 41 (66.1%) 1(1.6%) 61 (98.4%)
Exfumadores
. 6.04 (3.67, 7.69 (2.72, 3.81(3.19, 7.84 (3.22,
. 17
PET (SUV) media 10.71) 11.78) 0.996 3.87) 11.83) 0.178
Sublobar 2 (40.0%) 3 (60.0%) 0(0.0%) 5(100.0%)
Segmentectomia 0(0.0%) 2 (100.0%) 0 (0.0%) 2 (100.0%)
Reseccion Lobectomia 22 (37.3%) 37 (62.7%) 0.796 3(5.1%) 56 (94.9%) 1
Bilobectomia 1(16.7%) 5(83.3%) 0 (0.0%) 6 (100.0%)
Neumonectomia 1(25.0%) 3 (75.0%) 0 (0.0%) 4 (100%)
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VATS 16 (36.4%) 28 (63.6%) 2 (4.5%) 42 (95.5%)
Abordaje 0.643 1
Toracotomia 10 (31.2%) 22 (68.8%) 1(3.1%) 31 (96.9%)
Adenocarcinoma 15 (30.0%) 35 (70.0%) 2 (4.0%) 48 (96.0%)
Histologia - 0.283 1
Carcinoma
11 (42.3%) 15 (57.7%) 1(3.8%) 25 (96.2%)
escamoso
el (G 2.60(2.23, 3.50 (2.45, 0112 3.50 (2.75, 3.20(2.30, 0.979
4.23) 5.45) ' 4.25) 4.70) ’
Si 11 (42.3%) 15 (57.7%) 0 (0.0%) 26 (100.0%)
0.283 0.547
No 15 (30.0%) 35 (70.0%) 3(5.1%) 47 (95.9%)
NO 24 (44.4%) 30 (55.6%) 3(5.6%) 51 (94.4%)
N1 1(12.5%) 7 (87.5%) 0 (0.0%) 8 (100.0%)
Adenopatias 0.023 0.736
N2 0 (0.0%) 10 (100.0%) 0 (0.0%) 10 (100.0%)
Nx 1(25.0%) 3 (75.0%) 0 (0.0%) 4 (100.0%)
18 (48.6%) 19 (51.4%) 2 (5.4%) 35 (94.6%)
Il 5(26.3%) 14 (73.7%) 0.030 1(5.3%) 18 (94.7%) 0.611
1 3(15.0%) 17 (85.0%) 0 (0.0%) 20 (100.0%)
No 23 (45.1%) 28 (54.9%) 3 (5.9%) 48 (94.1%)
Adyuvancia 0.004 0.547
Si 3(12.0%) 22 (88.0%) 0 (0.0%) 25 (100.0%)
No 19 (33.9%) 37 (66.1%) 3 (5.4%) 53 (94.6%)
Recurrencia 0.931 0.562
Si 7 (35.0%) 13 (65.0%) 0 (0.0%) 20 (100.0%)
Ti Local 4 (30.8%) 9 (69.2%) 0 (0.0%) 13 (100.0%)
ipo
P . 0.589 1
recurrencia . .
Distancia 3 (42.9%) 4(57.1%) 0 (0.0%) 7 (100.0%)
Vivo 18 (33.3%) 36 (66.7%) 3 (5.6%) 51 (94.4%)
Estado vital 0.801 0.552
Muerto 8 (36.4%) 14 (63.6%) 0 (0.0%) 22 (100.0%)
Cancer 3 (42.8%) 4 (57.1%) 0 (0.0%) 8 (100.0%)
Causa de la
0.872 1
muerte
Otra 4(33.3%) 8 (66.7%) 0 (0.0%) 12 (100.0%)

Tabla 10: Andlisis bivariante entre la presencia o ausencia de CTCs antes (CTC1) y después (CTC2) de la cirugia con las

variables clinico-patolégicas.
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En la determinacién prequirtrgica (CTC1), se observo una asociacién estadisticamente
significativa entre la edad media y la presencia de CTCs, siendo mayor en el grupo CTC+
(70,5 afios) en comparaciéon con el grupo CTC- (64,8 afios; p = 0,003). Asimismo, se
encontraron diferencias significativas en funcién de la afectacién ganglionar; la proporcién
de pacientes con CTCs positivas fue mayor en aquellos sin afectaciéon ganglionar (NO),
mientras que ningin paciente con estadio N2 present6 CTCs detectables (p = 0,023). De
manera concordante se identificé una asociacién significativa entre la presencia de CTCs y
el estadio patoldgico (pTNM), siendo mas frecuente en estadios tempranos (estadio I) que
en estadios avanzados (p = 0,030). Con relacién a la indicacién de tratamiento adyuvante,
los pacientes con CTC1 positivas y sin adenopatias recibieron con menor frecuencia
tratamiento adyuvante postoperatorio en comparacién con aquellos sin CTCs, pero con
afectacion ganglionar (p = 0,004).

En contraste, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la
presencia de CTC1 y otras variables como el sexo, habito tabaquico, tipo de resecciéon
quirurgica, abordaje quirargico, histologia tumoral, tamafio tumoral, presencia de EPOC,
recurrencia tumoral, tipo de recurrencia, estado vital o causa de muerte.

5.3.4. Valor pronédstico de las CTCs en términos de SG y SLP

Con el objetivo de evaluar el valor prondstico de las células tumorales circulantes (CTCs) en
pacientes con cancer de pulmdn resecable, se realizd un analisis de supervivencia
considerando tanto la supervivencia global (SG) como la supervivencia libre de progresion
(SLP). Se analiz6 la posible influencia de distintos escenarios relacionados con la presencia
de CTCs:

Presencia o ausencia de CTCs en las determinaciones pre (CTC1) y postquirargica (CTC2)

No se identificaron diferencias estadisticamente significativas en términos de SG ni SLP
segun la presencia o ausencia de CTCs en la evaluacién prequirdrgica (CTC1). La mediana
de SG fue de 38,5 meses (IQR: 22,0-45,0) para los pacientes con CTC1 positivas, frente a
46,5 meses (IQR: 29,25-53,0) en el grupo CTC1 negativo (p = 0,543) (Figura 23 superior,
A). De igual modo, la mediana de SLP fue de 38,5 meses (IQR: 18,25-44,75) para CTC1
positivos y 40,0 meses (IQR: 8,5-51,0) para CTC1 negativos (p = 0,907), sin diferencias
estadisticamente significativas (Figura 23 superior, B).

En el caso de la determinacion postquirurgica (CTC2), el reducido nimero de pacientes con
CTCs detectadas (n = 3) limitd la capacidad estadistica del analisis. No obstante, se observo
una mediana de SG de 33,0 meses (IQR: 32,5-41,5) en el grupo CTC2 positivo, frente a 40,0
meses (IQR: 27,0-51,0) en el grupo CTC2 negativo (p = 0.3000) (Figura 23 inferior, A). La
mediana de SLP fue de 33,0 meses (IQR: 32,5-41,5) en pacientes con CTC2 positivas y 40,0
meses (IQR: 12,0-49,0) en aquellos sin CTCs postquirurgicas (p = 0.3220), sin alcanzar
significacion estadistica en ninguno de los casos (Figura 23 inferior, B).
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Dada la baja frecuencia de deteccién de CTCs en la segunda determinacion y el tamano
muestral limitado, se requieren estudios adicionales con un mayor nimero de pacientes y
seguimiento prolongado para confirmar estos hallazgos.
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Figura 23: Kaplan-Meier de la influencia de la presencia y ausencia de CTCs en la SLP (A superior) y SG (B superior) en la
primera determinacién CTC1 (p =0.9070y p = 0.5430, respectivamente) y segunda determinaci6én al mes postoperatorio CTC2
(A y Binferiores, respectivamente) (p = 0.322 y p = 0.300, respectivamente).

PFS: Supervivencia Libre de Progresion / OS: Supervivencia Global.

Presence: presencia / Absence: ausencia

Carga de CTCs seguin punto de corte (<2 vs =2 células)

Con el fin de explorar el posible valor prondstico de la carga tumoral circulante, se estableci6
un punto de corte en 22 CTCs, definido a partir de la media de células detectadas en ambas
determinaciones. En funcion de este umbral, los pacientes fueron clasificados en dos

grupos: alta presencia (high) de CTCs (22 células) y baja presencia (low) de CTCs (<2
células).
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Aunque no se alcanzaron diferencias estadisticamente significativas, se observé una
tendencia hacia una mejor evolucion clinica en aquellos pacientes con menos de dos CTCs
en la determinacién prequirdrgica (CTC1). En este subgrupo, la SLP fue superior respecto
al grupo con carga elevada (p = 0,4380), al igual que la mediana de SG (p = 0,1920),
sugiriendo un posible efecto protector asociado a una menor carga tumoral circulante
(Figura 24 superior).

En la determinacion postquirdrgica (CTC2), no se evidenciaron diferencias significativas en
términos de SLP (p = 0,4550) ni SG (p = 0,4010), probablemente condicionado por el bajo
numero de pacientes con CTC2 detectadas (Figura 24 inferior).

En conjunto, estos hallazgos refuerzan la hip6tesis de que una mayor carga de CTCs en

etapas tempranas podria asociarse con un prondstico menos favorable, aunque se
requieren estudios con mayor poder estadistico para validar esta tendencia.
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Figura 24: Kaplan-Meier de la influencia de corte </= 2 en la SLP (A superior) y SG (B superior) en la primera determinacién
CTC1 (p=0.4380y p=0.1920, respectivamente) y segunda determinaciéon CTC2 (A y B inferiores, respectivamente) (p =0.4550
y p = 0.4010, respectivamente)

PFS: Supervivencia Libre de Progresién / OS: Supervivencia Global.

Low: bajo / High: alto
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Expresion de EZH2 en las CTCs

Se analiz6 la influencia pronéstica de la expresién del marcador epigenético EZH2 en las
células tumorales circulantes (CTCs) detectadas en la evaluacién prequirtrgica (CTC1).
Para ello, se establecié un punto de corte basado en el porcentaje de expresion de EZH2,
clasificando a los pacientes en dos grupos: expresion baja (<70%) y expresién alta (270%),
de acuerdo con valores previamente calculados.

El andlisis de supervivencia evidencié una asociacién estadisticamente significativa entre
una alta expresiéon de EZH2 en CTC1 y una menor supervivencia global (SG) (p = 0,0180;
test de Log-Rank, Mantel-Cox), lo que sugiere que la sobreexpresion de este marcador
podria estar vinculada a un fenotipo mas agresivo y a un peor prondéstico clinico. En
contraste, no se observaron diferencias significativas en la supervivencia libre de
progresion (SLP) en funcion del nivel de expresion de EZH2 en CTC1 (p = 0,9130) (Figura
25).

En cuanto a la determinacion postquirurgica (CTC2), no fue posible realizar un analisis
robusto del valor prondéstico de la expresion de EZH2 debido al escaso ndmero de casos con
CTCs detectadas y expresion evaluable, lo que limit6 la potencia estadistica del anilisis.

Estos hallazgos respaldarian el potencial de EZH2 como biomarcador prondstico,

particularmente en el contexto preoperatorio, y refuerzan su posible implicacién en
mecanismos de progresién tumoral y resistencia terapéutica.
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Figura 25: Kaplan-Meier de la influencia de la expresién EZH2 en la SLP (A) y SG (B) en la primera determinacién CTC1 (p =
0.9130 y p = 0.0180, respectivamente).
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5.4. ANALISIS DEL TEJIDO TUMORAL

5.4.1. Libreria de mutaciones en tejido tumoral y peri tumoral

Para el andlisis molecular mediante secuenciacién de nueva generacién (NGS), se
seleccionaron 23 pacientes que cumplian con los criterios de calidad requeridos para la
preparacion de librerias y su posterior andlisis. La concentracién media de ADN genémico
(gDNA) extraido del tejido tumoral fue de 316,53 ng/pl (rango: 43,85-946,85 ng/ul), siendo
el minimo necesario para la preparacion de la libreria de 500 ng. A pesar de ello, se logré
una cobertura media de secuenciaciéon de aproximadamente 500x, adecuada para la
identificacion de variantes somaticas en profundidad.

En total, se detectaron 143 variantes genéticas entre los 23 pacientes, con una media de 6
variantes por paciente (rango: 1-25). La mayoria correspondian a variantes no codificantes
(61,5%) y fueron clasificadas como SNPs (del inglés Single Nuecleotide Polymorphisms -
polimorfismos de un solo nucleétido) (91,6%). Unicamente el 34,3% de las variantes
estaban previamente descritas.

Segun su significado clinico, las variantes se agruparon en 3 subgrupos (Figura 26):
e Benignas o potencialmente benignas: 9.8% (14/143)
e De ssignificado incierto: 83.2% (119/143)
e Patogénicas o potencialmente patogénicas: 7.0% (10/143)
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Figura 26: Esquema mutacional de todos los pacientes secuenciados (N = 23). Diagrama descriptivo (diagrama de Sankey) de
todas las variantes encontradas en el tejido tumoral y sus distintos tipos.
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Entre los genes mas frecuentemente mutados se encontraron TP53 (43%), FLT1 (39%),
MUC5AC (39%), EGFR (26%) y NLRP3 (26%), todos ellos vinculados a procesos de
progresion tumoral, inflamacién y desarrollo pulmonar. Ademads, se identificaron
interacciones somaticas relevantes, como la coocurrencia de mutaciones entre CD163-
TLR4, FGF10-FOXP2, ADAMTSL3-FLT1, ADAMTSL3-MUC5AC y MUC5AC-NLRP3, mientras
que TP53 y RIN3 presentaron un patrén de mutaciones mutuamente excluyentes, lo que
podria reflejar rutas alternativas de activacién oncogénica en el CPNM.

Segun los resultados de nuestro estudio molecular, un total de 10 pacientes presentaron
variantes de tipo patogénico, potencialmente patogénico o de significado incierto de riesgo,
las cuales se analizan en detalle (Figura 28). Se observa que el gen con mayor frecuencia de
mutacién fue TP53, tanto primaria como secundaria. No existen diferencias entre el tipo de
variante registrado o la frecuencia alélica respecto a las variables clinicas como el sexo, tipo
histolégico (adenocarcinoma o carcinoma escamoso) o antecedente de EPOC. El estadio
patolégico localmente avanzado (estadio I1I) es mas frecuente en este grupo de pacientes
(60 %).

En el andlisis individualizado de casos (Figura 27), se observé que los pacientes PCT74 y
PCT75, mujeres con subtipo histolégico adenocarcinoma y estadio patolégico III,
desarrollaron recurrencia tumoral durante el seguimiento. Ambas pacientes presentaban
mutaciones puntuales primarias en EGFR y ROS1, respectivamente, junto con mutaciones
secundarias en TP53. Por el contrario, los pacientes PCT33 y PCT76 presentaban
mutaciones primarias en TP53 y mutaciones secundarias en RBI, sin evidencias de
recurrencia. Aunque el tamafio muestral es limitado, estos hallazgos podrian sugerir que las
mutaciones secundarias en TP53, cuando se combinan con mutaciones primarias en otros
genes drivers como EGFR o ROS1, podrian estar asociadas a un mayor riesgo de recaida. No
obstante, seria necesario un mayor tamafio muestral para confirmar esta observacidn, y
explorar el impacto de otras combinaciones de mutaciones primarias y secundarias en el
prondstico clinico.

Por otro lado, al agrupar las variantes patogénicas (P) junto con las de significado incierto
(VUS), se observé una mayor carga mutacional en los pacientes que experimentaron
recurrencia en comparacioéon con aquellos sin recaida (media de 11 vs. 4,8 variantes, p =
0.0404). En cambio, la combinacién de VUS y variantes benignas no mostré diferencias
significativas (p = 0.0597), lo cual podria reforzar el potencial de los perfiles genémicos
como herramienta pronéstica en CPNM.
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GEN HGVS IDV FA Significado Criterios ACMG Paciente Sexo Histologia TNM EPOC Recurrencia Estado Causa
TP53 €.527G>A PM1,PM2,PM5,PP2, ’ !
rs786202962 0.192 P PCT 68 M SCcC | Si No Vivo
(p.Cys176Tyr) PP3,PP5
TP53 c.584T>C PM1,PM2,PM5,PP3, , )
rs760043106 0.15 P PCT 80 M ADC | Si No Vivo
(p.1le195Thr) PP5
TP53 c.469G>T
rs121912654 0.465 VSI PM1,PM2,PP3
(p.Val157Phe) ,
PCT 33 H SCC ] Si No Muerto Otra
RB1 c.1172C>G
COSV57303024 0.374 PP PVS1, PM2
(p.Ser391%*)
FAM13A €.2465C>T i
rs377446507 0.174 VSI PP3, PM2 PCT 65 H ScC I No No Vivo
(p.Pro822Leu)
RB1 c.380+2T>C COSV57310513  0.006789 PP PVS1, PM2
TP53 c.314G>T PM1,PM2,PM5,PP2, PCT 76 H ADC 1l No No Vivo
rs587781504 0.079 PP
(p-Gly105Val) PP3, PP5
TP53 c.818G>A PS3,PS4,PM1,PM2, '
) rs28934576 0.009466 P PCT 45 H ADC I No No Vivo
(p.Arg273His) PMS5, PP3,PP5
EGFR €.2235 2249del
(p.Glu746 rs121913421 0.081 P PS1, PM4,PM1,PM2 PCT 46 M ADC 1] No No Muerto Otra
Ala750del)
TP53 c.622G>T , .
COSV52919029 0.031 PP PM1,PM2,PP3 PCT 47 H ADC 11l Si No Vivo
(p.Asp208Tyr)
EGFR €.2573T>G PM1, PM2,
rs121434568 0.109 P
(p.Leu858Arg) PMS5, PP3, , . na
PCT74 M ADC 1 Si Si Muerto Progresion
TP53 ¢.796G>T PVS1, PM1,PM2,
rs1057519990 0.084 P
(p.Gly266%*) PP5
ROS1 c.3388G> A
rs151330473 0.287 VSI PM2, PP2, PP3
(p.Gly1130Arg)
TP53 c.1051A>T PCT 75 M ADC I Si Si Muerto Progresion
(p.Lys351%) COSV52944131 0.278 PP PVS1, PM2
COSV52944131

Figura 27: Analisis molecular de las variantes patogénicas, potencialmente patogénicas y de significado incierto de riesgo y las variables clinico-patolégicas. HGVS: Human Genome Variation Society
nomenclatura. IDV: Identificacion de la Variante. FA: frecuencia alélica. Significado de variantes: P (patogénica), PP (potencialmente patogénica) y VSI (Significado Incierto).
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Las mutaciones somaticas detectadas en genes especificos para cada paciente fueron
representadas mediante un oncoplot, que permite visualizar de forma integrada el paisaje
mutacional de la cohorte. En dicho grafico (Figura 28), las filas corresponden a los genes
evaluados y las columnas a las muestras individuales (pacientes). El grafico superior
muestra el numero total de mutaciones identificadas por paciente, mientras que el grafico
lateral derecho indica el nimero de pacientes afectados por mutaciones en cada uno de los
genes representados.

Adicionalmente, el oncoplot incorpora informaciéon clinica y molecular complementaria
para cada muestra, incluyendo el estadio patolégico TNM, la presencia o ausencia de células
tumorales circulantes (CTCs), el nivel de expresién de EZH2 en CTCs, asi como el tipo de
alteraciones gendmicas predominantes, diferenciadas como transiciones y transversiones
(Figura 28). Esta representacion grafica permite una vision global de la heterogeneidad
inter paciente y la posible correlacién entre perfiles moleculares y caracteristicas clinicas
relevantes.
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Figura 28: Oncoplot resumen del perfil mutacional a estudio. El grafico de barras superior representa la cantidad de
mutaciones de cada paciente. El grafico de barras del lado derecho ilustra la cantidad de muestras afectadas por la mutacién
en el gen dado. E1 TNM de cada paciente también esta presente debajo de los nombres de las muestras con las proporciones
correspondientes de transiciones/transversiones, asi como la presencia/ausencia de CTC y EZH2.

5.4.2. Anadlisis de eventos mutuamente excluyentes y coexistentes

Ademas de identificar variantes genéticas somaticas individuales mediante secuenciacion
de nueva generacion (NGS), se realizd un andlisis de interacciones genéticas para
determinar si determinadas mutaciones tendian a aparecer de forma simultanea
(coocurrentes) o si, por el contrario, eran mutuamente excluyentes dentro de la cohorte
analizada. Este enfoque permite identificar patrones moleculares potencialmente
relevantes en la biologia tumoral y en la evolucion clinica de los pacientes con cancer de
pulmén no microcitico (CPNM) resecable.
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El analisis revel6 cinco pares de genes con mutaciones coocurrentes de significacion
estadistica, lo cual sugiere posibles interacciones funcionales o rutas convergentes
implicadas en el desarrollo tumoral. Estos pares fueron: CD163-TLR4 (p = 0,0056), FGF10-
FOXP2 (p = 0,0118), ADAMTSL3-FLT1 (p = 0,0142), ADAMTSL3-MUC5AC (p = 0,0144), y
MUC5AC-NLRP3 (p = 0,0183) (Figura 29). Estas combinaciones involucran genes
relacionados con procesos inflamatorios, remodelado del tejido pulmonar, angiogénesis y
desarrollo pulmonar temprano, destacando el papel potencial de mutaciones no
tradicionales en la patogénesis del CPNM, especialmente en pacientes con enfermedad
precoz y sin mutaciones clasicas en oncogenes mayores.

Por otro lado, se identificé un inico par de genes con un patrén de mutaciones mutuamente
excluyentes, correspondiente a RIN3 y TP53 (p = 0,0457). Esta exclusividad sugiere rutas
alternativas de transformacion tumoral, y plantea la hipotesis de que alteraciones en RIN3
podrian inducir tumorigenicidad en ausencia de disfuncién en TP53, lo cual concuerda con
su implicacién en procesos de remodelado citoesquelético a través de la regulacion de la
tirosina quinasa ABL.
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Figura 29: Interacciones somaticas entre pares de genes. El color verde indica las coexistentes y el rosa las mutuamente
excluyentes. Los genes morados son genes tumorales, los rojos son genes de inflamacién, los verdes son genes asociados a
EPOC y los negros son genes de desarrollo pulmonar. El niimero entre paréntesis representa el recuento de mutaciones para
un gen determinado.

*Valor p < 0,05 para la prueba exacta de Fisher.
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Dado que la mayoria de las variantes identificadas fueron clasificadas como de significado
clinico incierto (del inglés VUS - Uncertain Significant Variant), se procedi6 a su agrupacion
con variantes clinicamente relevantes (benignas y patogénicas) para evaluar su posible
efecto en la recurrencia.

El grupo VUS + P mostré diferencias significativas (p = 0.0404) respecto a la recurrencia
(Figura 30). Los pacientes que presentaron recurrencia durante el seguimiento tenian una
media de 11 variantes detectadas (error estandar -SEM=5.54) a diferencia del grupo de
pacientes sin recurrencia, que presentaban una media de 4.8 variantes (error estandar -
SEM=0.65). Por otra parte, el grupo VUS + B no mostré diferencias significativas (p =
0.0597) entre los pacientes con recurrencia y los que no la presentaban (Figura 30).
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Figura 30: Diferencias en el nimero de variantes entre pacientes con y sin recurrencia agrupadas por significancia clinica.
P: patogénicas; B: benignas; VUS: Significado incierto
*=p-value < 0.05; NS: No Significance.
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5.5. ANALISIS DE LA RELACION ENTRE MUTACIONES TISULARES Y CTCS

Con el objetivo de explorar la posible correlacion entre las alteraciones moleculares del
tejido tumoral y la presencia de células tumorales circulantes (CTCs), se realiz6 un analisis
integrador empleando los datos gendmicos obtenidos tras la reseccion quirtrgica y los
perfiles fenotipicos circulantes de cada paciente.

En la evaluacién preoperatoria (CTC1), no se identificaron diferencias estadisticamente
significativas entre la presencia o ausencia de CTCs y las variantes somaticas detectadas
mediante NGS en el tejido tumoral. Este hallazgo sugiere que, al menos en el contexto basal,
la presencia de CTCs no se asocia de manera directa con un perfil mutacional especifico en
la muestra tumoral resecada.

Sin embargo, al analizar la presencia de CTCs durante el seguimiento postquirtrgico (CTC2),
se observd una posible relaciéon con la variante de significado incierto (VUS) en el gen
ADAM19. En concreto, dos de los tres pacientes que presentaron CTCs en la determinacion
postoperatoria mostraban una mutacién VUS en ADAM19 y, ademads, ambos desarrollaron
recurrencia tumoral durante el seguimiento clinico. Aunque este resultado no alcanzé
significacion estadistica (p = 0,1739), sugiere una tendencia que podria ser clinicamente
relevante.

En contraste, el inico paciente que presenté CTCs tanto en la determinacién prequirtrgica
como postoperatoria, y que también portaba una variante en ADAM19, no presento
recurrencia hasta el momento del anadlisis. Este caso pone de manifiesto la complejidad
biolégica subyacente alarelacidn entre carga mutacional, diseminacién tumoral y evolucién
clinica, y destaca la necesidad de estudios con mayor tamafio muestral para confirmar la
posible implicacion de ADAM19 como marcador de enfermedad residual minima (MRD) o
de riesgo de recaida.
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El cancer de pulmén es la principal causa de muerte por cancer en el mundo(1). En los
ultimos afios, los avances tecnolégicos y el mayor acceso a técnicas diagnoésticas por imagen
han permitido un aumento del diagndstico mas precoz de esta patologia, al igual que el
desarrollo de nuevas técnicas y abordajes quirdrgicos han desafiado los limites de la
resecabilidad, aumentando asi el nimero de pacientes candidatos a cirugia. A pesar de esta
mejoria diagndstico-terapéutica, los resultados no son tan satisfactorios como nos gustaria.

El tratamiento quirtrgico radical basado en la reseccién pulmonar anatémica y
linfadenectomia es el tratamiento de eleccién en pacientes con CPNM. La resecabilidad se
establece por el sistema de clasificacién pronéstico TNM, estando vigente la 92 clasificacion
desde enero de 2025(37). Los estadios I y Il se consideran quirdrgicos inicialmente. El
estadio III es mas heterogéneo, siendo la cirugia una opcién de tratamiento en combinaciéon
con el tratamiento sistémico. La cirugia ofrece una supervivencia a los 5 afios entre el 50%
y 73% en el estadio IA y decae hasta el 19% y 24% para estadios IIIA. El tratamiento
sistémico con quimioterapia adyuvante tras la cirugia ha mejorado levemente los resultados
de pronostico para estadios Il y [11(87), siendo mas controvertido en estadio I.

Ademas del TNM, existen otros factores prondsticos propuestos como caracteristicas
histopatolégicas del tumor (subtipo histolégico, grado de diferenciaciéon o metastasis
ocultas), factores clinicos del paciente (comorbilidad, habito tabaquico, etc.) y alteraciones
moleculares asociadas al cancer (biomarcadores, firmas genéticas, etc.). La presencia de
CTCs en el CPNM ha demostrado de forma variable su influencia en el pronéstico tanto en
pacientes con estadios iniciales como avanzados de la enfermedad(72)(4). El andlisis
mutacional del tumor es imprescindible para decidir el mejor tratamiento sistémico,
principalmente en estadios avanzados(79). En estadios iniciales ya existe indicacion de
neoadyuvancia con quimio e inmunoterapia en pacientes con expresion de PD-L1,
potenciando asi la resecabilidad(49).

Sin embargo, existe una importante heterogeneidad clinica; pacientes con el mismo estadio
tumoral y caracteristicas clinicas (demograficas, histolégicas y terapéuticas, entre otras)
similares, presentan una evolucion de la enfermedad divergente(88). Esta variabilidad
sugiere que existen otros factores bioldgicos intrinsecos, como la heterogeneidad tumoral y
la dindmica de subpoblaciones celulares, que podrian condicionar el pronéstico(89)(57).

El aislamiento y caracterizacion de CTCs como marcadores asociados al proceso
metastasico ha supuesto un avance significativo en la investigacién de los mecanismos de
diseminacion tumoral. La preservacion de su integridad y viabilidad celular proporciona
informacién valiosa sobre las caracteristicas genéticas y moleculares de las CTCs(68),
reflejando asi diferentes aspectos bioldogicos (genéticos y proteicos) del tumor primario del
que se originan. El estudio de modelos de CTCs in vitro, ex vivo e in vivo ofrecen informacion
de valor para determinar las propiedades bioldgicas de los tumores primarios y las futuras
células metastasicas, abriendo asi nuevos horizontes para la investigacion basica y
traslacional(90).

Ante esta compleja realidad, resulta necesario la identificacion de otros factores,
marcadores y condiciones en un intento de mejorar el pronéstico en CPNM. En este
contexto, el objetivo del presente estudio fue analizar diferentes fuentes de informacion
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bioldgica tumoral que pudieran aportar informacién de valor prondstico; concretamente
células tumorales circulantes y un perfil mutacional personalizado de 50 genes en pacientes
con CPNM estadios I-11l intervenidos con intencién curativa. El objetivo final fue identificar
aquellos pacientes con mayor riesgo de recurrencia y peor prondstico del esperado,
optimizando asi las estrategias de seguimiento y tratamiento personalizado.
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6.1. DESCRIPCION DEL GRUPO

Las caracteristicas sociodemograficas de nuestro grupo son similares a las registradas en la
bibliografia previa, con una predominancia del sexo masculino (60,5%) pero con un nimero
notable y creciente de casos en el sexo femenino (39,5%), tal cual la tendencia
epidemiolodgica actual del CPNM(75)(76)(91).

Como ya se ha comentado, el principal factor de riesgo para el CPNM es el tabaco, incluso
tras el cese del habito(23). En nuestra serie el 81,6% de los pacientes eran o habian sido
fumadores. La EPOC es un factor de riesgo independiente, que aumenta entre 2 y 5 veces el
riesgo de CPNM en pacientes fumadores. En nuestro grupo, 26 pacientes tenian diagndstico
de EPOC.

El tipo histolégico mas frecuente fue el adenocarcinoma (65,8%), subtipo que ya ha
superado al carcinoma escamoso en la actualidad(91)(92). El subtipo de adenocarcinoma
mas frecuente fue el acinar (25%), seguido del tipo mixto (12%).

Respecto a la cirugia, la lobectomia pulmonar y linfadenectomia sistematica fue el
procedimiento mas frecuente (77,6%), ya que se considera el tratamiento de eleccién(2).
Como hemos descrito previamente, el estadio patolégico pTNM mas frecuente de la serie
fue el I (48,7%), seguido del I1 (25%) y 111 (26,3%). Si reagrupamos los estadios, los estadios
iniciales (I y II) suponen el 73,7% mientras que el estadio localmente avanzado (III) supone
el 26,3%.

Se realizd un seguimiento durante 5 afios en el que 20 pacientes presentaron recurrencia
(26,3%), lo cual se ajusta a la tasa de recidiva en la literatura (20-35%) siendo mas frecuente
la recurrencia local (65%) respecto a la recurrencia a distancia (35%).

El 32,9% recibi6é tratamiento adyuvante tras la cirugia, siendo la quimioterapia tnica el
tratamiento mas frecuente (84%).
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6.2. IDENTIFICACION DE CTCS, DINAMICA PRE Y POSTQUIRURGICA, RELACION
CON LAS VARIABLES CLINICO-PATOLOGICAS E IMPLICACION PRONOSTICA.

Aunque el aislamiento de CTCs es un proceso conocido desde hace tiempo, no hay un
protocolo generalizado y preestablecido en el que se indique cdmo, cudndo y déonde hay que
realizar la extraccion sanguinea.

El calendario para la extraccion de las muestras sanguineas se decidi6 en base a un estudio
previo del mismo grupo investigador liderado por Bayarri et al(75), también en pacientes
con CPNM sometidos a cirugia. La primera determinacién se realizé antes de iniciar la
cirugia, y la segunda aproximadamente al mes, coincidiendo con la primera revisiéon
postoperatoria y reduciendo asi los traslados y visitas innecesarias por parte de los
pacientes. Por otra parte, al espaciar esta determinacién se disminuye la posibilidad de
falsos positivos los primeros dias postoperatorios secundarios a la propia manipulaciéon
quirurgica.

La muestra fue de sangre periférica en todos los casos, a diferencia de otros trabajos con
pacientes quirurgicos en los que la determinacion se hizo directamente de vena pulmonar
como el grupo de Okumura, Crosbie o Murlidhar et al. Todos detectaron un mayor nimero
de CTCs en sangre de vena pulmonar respecto a sangre periférica, lo cual tiene sentido ya
que es el punto de drenaje de la sangre pulmonar antes de su paso sistémico, por lo que las
células liberadas del tumor se concentraran en mayor cantidad en este vaso sanguineo. No
obstante, la relacion con el pronéstico fue dispar; mientras que Crosbie(93) y Murlidhar(94)
si relacionaron la deteccion de CTCs en vena pulmonar con un peor prondstico, Okumura
no pudo demostrar dicha relacion(95). Aunque la deteccién de CTCs en vena pulmonar es
mayor y seria mas rentable, el procedimiento es mas complejo y puede asociar riesgos
quirdrgicos afiadidos, ademdas de no ser igualmente comparativo a la tasa de deteccion
postoperatoria. Tampoco se ha demostrado su asociacion significativa con el pronéstico.

Respecto al sistema de deteccién de CTCs, existen varias tecnologias segin el método de
aislamiento empleado, cuya eficacia varia, afectando directamente a los resultados
obtenidos en los distintos estudios publicados. En 2011, Hoffman et al. realizaron un estudio
comparativo entre dos sistemas de deteccidn, CellSearch® e ISET®, obteniendo una tasa de
deteccion del 39% mediante CellSearch® frente al 50% alcanzado con ISET® en pacientes
con carcinoma de pulmoén de células no pequefias (CPNM) (15). A pesar de la diferencia, en
ambos casos la detecciéon de CTCs se relaciondé con una peor supervivencia libre de
enfermedad (SLE). Esta diferencia fue incluso mas acusada en el estudio de Krebs, aunque
éste se basoé en estadios avanzados de CPNM(96). En la actualidad, CellSearch® es el inico
método aceptado por la FDA para la detecciéon de CTCs en cancer de mama, prostata y
colorrectal en estadios avanzados. Su método clasico ofrece alta sensibilidad y especificidad
para CTCs que expresan marcadores epiteliales como EpCAM y las citoqueratinas 8, 18 y 19.
Sin embargo, esta tecnologia inicialmente presentaba la limitacién de no poder detectar
células tumorales que hubieran adquirido un fenotipo mesenquimal, fenémeno asociado a
la transicion epitelio-mesenquimal (EMT) y a un mayor potencial metastasico; ademas,
también detecta CTCs que no son viables, siendo otro factor limitante. No obstante, para
superar esta limitacién, se desarroll6 el CellSearch® EMT Kit, capaz de identificar CTCs que

93



6. Discusion

expresan marcadores mesenquimales como vimentina y N-cadherina. A pesar de su utilidad
en el Ambito de investigacidn, este kit ain no ha sido aprobado por la FDA para su uso clinico
rutinario. Por otro lado, métodos alternativos basados en microfluidica y filtrado fisico no
dependen de la expresién de marcadores especificos, permitiendo el aislamiento de un
mayor numero de CTCs viables, incluyendo aquellas que han sufrido cambios fenotipicos.
No obstante, el aislamiento de CTCs sigue representando un desafio, consecuencia de su
gran heterogeneidad fenotipica y de su baja representacion en sangre respecto al resto de
células sanguineas.

El método utilizado para el aislamiento de CTCs disponible en nuestro laboratorio fue el
sistema MACS® (Magnetic Activated Cell Sorting) de Miltenyi Biotec, basado en la
tecnologia de separacién inmuno magnética mediante el empleo de anticuerpos marcados
dirigidos contra proteinas de superficie y citoqueratinas. Aunque permite la separaciéon
celular de CTCs, carece de una tecnologia especializada y automatizada como CellSearch®,
siendo la sensibilidad y especificidad menores, especialmente en muestras con pocas CTCs.
Tecnologias como Isoflux®, basado en la deteccién y analisis de CTCs mediante un sistema
de micro fluidos en funcién de su tamafio y deformabilidad, presenta mayor tasa de
deteccidn. Esta rentabilidad de deteccién aumenta cuando se combina con otras tecnologias
como AdnaTest® y ImageStream®.

En nuestro estudio hemos analizado la presencia de CTCs antes y un mes después de la
intervencion. Antes de la cirugia, se aislaron CTCs en 26 pacientes (34%), con una media de
3 células por 10 ml, mientras que al mes postoperatorio solo se detectaron en 3 pacientes
(3.9%) con una media de 2 células por 10 ml. Revisando la literatura, la deteccién de CTCs
perioperatoria es variable y nuestra tasa de detecciéon preoperatoria se asemeja a otros
estudios. Yoon et al. en un estudio de 79 pacientes quirurgicos con estadios I-1II utilizando
técnicas de PCR-RT, obtuvo una tasa de deteccion preoperatoria del 34% y postoperatoria
del 37.5%(97). Crosbie et al,, en un estudio con 30 pacientes y solo preoperatoriamente,
detect6 CTCs en el 22% de pacientes en sangre periférica y aumento la tasa de deteccion al
43% en vena pulmonar mediante tecnologia CellSearch®(93). Sawabata et al. utiliz6 el
sistema ScreenCell® basado en la selecciéon por tamafio en un estudio con 23 pacientes,
obteniendo una tasa de deteccién preoperatoria del 30,4%; la tasa de deteccion
postoperatoria fue inmediatamente después y a las 6 horas y muy variable(98). Bayarri et
al. utilizando el mismo método de deteccion MACS, obtuvo una tasa de deteccién
preoperatoria del 39% y postoperatoria del 27,5%(75). En comparacién con los estudios
anteriores, nuestra tasa de deteccion postoperatoria es notablemente inferior. No obstante,
es importante sefialar la heterogeneidad en el disefio de los estudios previos en relacién con
el momento de la segunda extraccién sanguinea tras la cirugia. Esta variabilidad
metodolodgica, junto con la conocida heterogeneidad bioldgica de las CTCs en cancer de
pulmén, mayor que en otros tumores epiteliales, asi como la escasa disponibilidad de
marcadores actuales de deteccion, podrian justificar en parte las diferencias observadas.
Estos resultados refuerzan la necesidad de desarrollar métodos de deteccién mas sensibles
y especificos para las CTCs en cancer de pulmén, asi como de establecer protocolos
estandarizados para la monitorizacion perioperatoria, que permitan una comparaciéon mas
homogénea entre estudios y optimicen la identificacion de pacientes en riesgo de
recurrencia.
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Respecto a la dindmica antes y después de la cirugia, se ha observado un descenso
significativo entre ambas determinaciones (p < 0.0001, Wilcoxon test), siendo comparable
al resto de estudios anteriores(97). Esta dindmica descendiente estaria justificada por la
reseccion quirurgica que elimina el tumor y, por tanto, la carga tumoral macroscépica.

La negativizacion de CTCs postoperatoria podria asociarse positivamente al prondstico,
mientras que la persistencia implicaria persistencia de enfermedad (enfermedad minima
residual) a pesar de la cirugia. Este hecho es de gran interés en el seguimiento de pacientes
y podria ser un marcador predictivo de recidiva anticipAndose a otros métodos diagnosticos
por imagen. No obstante, también se conoce que las CTCs sufren cambios fenotipicos
llamados fenémeno de transicion-epitelio-mesenquimal (EMT-Epithelial to Mesenchymal
Transition), por el que cambian algunas de sus propiedades inmuno-histoquimicas y
morfolégicas para pasar al torrente sanguineo, evolucionando de una forma epitelial a una
mesenquimal mas agresiva(63). Por el mismo proceso a la inversa (MET- Mesenchymal to
Epithelial Transition), son capaces de pasar de la sangre a cualquier érgano, donde se
depositan y pueden formar metastasis. Este fendmeno limita su deteccidn, al perder
biomarcadores de superficie especificos, pudiendo generar falsos negativos.

Analizando la relacién con las variables clinico-patoldgicas, observamos una asociaciéon
significativa entre la ausencia de CTCs preoperatorias y la afectacidon ganglionar (pN1-2), el
estadio patologico (pTNM II-11I) y, por ende, con la necesidad de adyuvancia postoperatoria.
Sin embargo, un porcentaje de estos casos mas avanzados son los que presentan
recurrencia. Es por ello por lo que consideramos importante la caracterizacion fenotipica
de las CTCs, para aumentar la rentabilidad de deteccién. Miguel et al., demostraron que la
deteccién de CTCs con expresion de AXL y activacion EMT, se relacion6 con peor SLP y
SG(76). Wan et al. intentaron caracterizar la expresidon génica de las CTCs descubriendo que
los genes NOTCH1, IGF2, EGFR y PTCH1 mutan en mas de la mitad de estas células(99).

No observamos una asociacién significativa entre la presencia o ausencia de CTC
preoperatorias ni postoperatorias en términos de SLP y SG. Tampoco al establecer un punto
de corte = 2 aunque sf una tendencia a un mejor pronoéstico en pacientes con menos de dos
CTCs en la primera determinacion (CTC1).
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6.3. CARACTERIZACION FENOTIPICA DE EZH2 EN CTCS, DINAMICA PRE Y
POSTQUIRURGICA, RELACION CON LAS VARIABLES CLINICO-PATOLOGICAS E
IMPLICACION PRONOSTICA.

A pesar de la reducida muestra de nuestro estudio, hemos observado una peor SG en
aquellos pacientes con CTCs preoperatorias que expresaban EZH2 (p = 0.0180). La
expresion de EZH2 alta (270%) preoperatoria se asocié a mayor riesgo de muerte. Estos
resultados son consistentes con otros estudios que asocian la expresion de la proteina EZH2
en el cancer de mama con recurrencia metastasica y peores cifras de supervivencia libre de
progresion (SLP)(100), asi como en cancer de pulmén(101). En cancer de pulmén no
microcitico (CPNM), se ha demostrado que EZHZ2 promueve la progresion tumoral mediante
la induccion del fendmeno de transicion epitelio-mesenquimal (EMT). Se ha observado que
un aumento en la expresion de EZH2 se correlaciona con caracteristicas mesenquimales,
contribuyendo asi a un fenotipo mas agresivo y una mayor capacidad metastasica. Ademas,
se ha descrito que la proteina NOP2 estabiliza el ARNm de EZH2 en el adenocarcinoma
pulmonar (LUAD), facilitando la EMT y promoviendo la progresién tumoral. La inhibicién
de NOP2 resulta en una disminucion de la expresién de EZH2, asi como de la invasion y
metastasis en modelos preclinicos(102). Por otra parte, Duan ] et al. demostraron que el
microARN miR-4448 inhibe la expresiéon de EZH2 en el cancer de pulmén de células
pequefias o microcitico (CPM), lo que resulta en la supresion de la EMT y de la
tumorigenicidad, a través de la modulacién de la via Girdin/Akt/AMPK(103).

La expresion de EZH2 podria reflejar mayor agresividad en subpoblaciones celulares
desprendidas del tumor primario, considerandose un marcador de mal prondstico. Debido
al papel esencial y heterogéneo de EZH2 en la regulacién de varios conjuntos de genes en el
cancer, han surgido ensayos clinicos para probar inhibidores contra esta diana(104). Estos
resultados demuestran una vez mas, la necesidad de caracterizar CTCs.
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6.4. PERFIL MUTACIONAL TISULAR, PANEL DE GENES E IMPLICACION
PRONOSTICA.

El andlisis molecular realizado mediante secuenciacién de nueva generaciéon (NGS) en
nuestra cohorte ha permitido identificar variantes patogénicas, potencialmente patogénicas
o de riesgo incierto en un 10 de los 23 pacientes.

Entre todas las alteraciones genéticas, la mutaciéon en TP53 fue la mas frecuente, tanto a
nivel primario como secundario, observandose principalmente en estadios patolédgicos
localmente avanzados (estadio III) (60%). Aunque no se identificaron diferencias en la
frecuencia alélica ni en el tipo de mutacién respecto a otras variables clinico-patolégicas, la
alta prevalencia de mutaciones en TP53 subraya su papel en la evolucién del cancer de
pulmén, como ya ha sido ampliamente reportado en la literatura.

Un hallazgo relevante de nuestro estudio es la relacidn entre las mutaciones en RIN3 y TP53,
siendo mutaciones mutuamente excluyentes en los casos analizados. Este hecho sugiere que
alteraciones en RIN3 podrian favorecer el desarrollo tumoral de manera independiente a la
via clasica mediada por la disfuncién de TP53. RIN3, implicado en la remodelacién del
citoesqueleto a través de la regulacion de la tirosina quinasa ABL, podria facilitar procesos
clave para la migracion e invasion celular(105). Este dato podria ser de especial interés en
pacientes con EPOC, donde la presencia de variantes en RIN3 podria representar un
biomarcador de riesgo para el desarrollo de cancer de pulmén.

Asimismo, observamos la coexistencia de variantes en ADAMTSL3 y FLT-1, genes asociados
con procesos de remodelacion tisular, angiogénesis y progresién tumoral, tanto en el
contexto de EPOC como en el cancer de pulmén. La baja expresiéon de ADAMTSL3 y la
activacion de FLT-1(106) se han relacionado previamente con un peor prondstico,
indicando que estas alteraciones podrian estar implicadas en fenémenos de enfermedad
minima residual (MRD) y en la predisposicion a la recurrencia.

Otro aspecto destacable es la deteccién de mutaciones en NLRP3 y MUCSAC, genes
asociados a inflamacion crénica y produccién de mucinas, respectivamente. Como sabemos,
el adenocarcinoma de pulmén es el subtipo histolégico mas frecuente de CPNM, siendo los
principales impulsores oncogénicos EGFR y K-RAS. Las formas que expresan K-RAS
contienen niveles mas altos de mucina, lo cual se asocia a un peor prondstico. Alison K.
Bauer et al.,, propusieron que MUC5AC/Muc5ac, un gen de mucina que se expresa en el
adenocarcinoma pulmonar, se relacionaba con peor prondstico en tumores con expresion
de K-RAS(107). En modelos preclinicos, la eliminacion de MUC5AC redujo
significativamente la progresion tumoral, lo que sugiere su potencial como futura diana
terapéutica.

Pese al tamafio limitado de nuestra cohorte, nuestros datos sugieren que el analisis de
variantes tisulares podria ofrecer una mayor capacidad de prediccidn de recurrencia que la
monitorizacidon basada exclusivamente en CTCs. La presencia de mutaciones de significado
patolégico o potencialmente patoldgico fue mas frecuente en los pacientes que
desarrollaron recurrencia, resaltando la necesidad de ampliar el estudio de genes poco
caracterizados para una mejor estratificacion prondstica. De hecho, las variantes en genes
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menos estudiados del panel customizado podrian, con el tiempo y el avance de la evidencia
cientifica, ser reclasificadas como variantes patogénicas, fortaleciendo su valor clinico.

En conjunto, nuestros resultados refuerzan la importancia de integrar el andlisis molecular
profundo en la evaluacion de pacientes intervenidos por CPNM, no solo para identificar
factores de riesgo de recurrencia, sino también para abrir nuevas vias de investigaciéon y
desarrollo de terapias dirigidas en subgrupos de alto riesgo.
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7.1. CONCLUSIONES RESPECTO A LAS CTCs.

1. La deteccion y cuantificacién de CTCs es posible en estadios iniciales de cancer de
pulmoén no microcitico, tanto antes como después del tratamiento quirargico, asi
como el analisis de su comportamiento dinamico.

2. La caracterizacion fenotipica de la proteina EZH2 en CTCs es factible y podria
aportar informacién pronéstica adicional.

3. Tras la cirugia se produjo un descenso en la carga de CTCs de los pacientes
intervenidos al mes postoperatorio, alcanzando este descenso significacion
estadistica.

4. Respecto a las variables clinico-patologicas, se observd que la presencia de CTCs
antes de la cirugia (CTC1) se relacioné de forma significativa con una edad mas
avanzada, con la ausencia de afectaciéon ganglionar y con un estadio TNM mas
precoz. Sin embargo, no mostro relaciéon con otras variables de interés como la
recurrencia, el tamafio tumoral, el tipo histoldgico o el tipo de reseccién quirtrgica.
Tampoco se observaron diferencias entre las variables clinico-patolégicas y la
presencia de CTCs en la segunda determinacion.

5. Lapresenciade CTCs antesy después de la cirugia no se asoci6 de forma significativa
con el pronostico. Se observo que la mediana de SG y SLP fue mayor para pacientes
que no presentaban CTCs antes de la cirugia, aunque las diferencias no alcanzaron
la significacidn estadistica. De forma similar ocurre con la segunda determinacion
postoperatoria, aunque su analisis se vio limitado por el nimero de pacientes.

6. Los niveles de expresion de EZHZ en las CTCs tras la cirugia se mantuvieron
relativamente estables respecto a la determinacién preoperatoria, sin observarse
diferencias significativas.

7. Niveles elevados de expresion de EZH2 (punto de corte 270%) en la determinacion
preoperatoria (CTC1) se asociaron a una peor SG. Para la SLP no hubo significacion
estadistica. Tampoco hubo significacion para CTC2, limitado probablemente por el
escaso numero de pacientes.
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7.2. CONCLUSIONES RESPECTO AL TEJIDO TUMORAL

1. El analisis mutacional mostré que el gen mas frecuentemente mutado fue el TP53,
sin observarse relacion con las variables clinico-patoldgicas.

2. Lasvariantes de significado incierto (VUS) fueron las mas frecuentes. Su agrupacién
con las variantes de significado patogénico se asocié a mayor carga mutacional en
los pacientes que presentaron recurrencia, mostrando este hallazgo significacién
estadistica.

3. En el andlisis de interacciones genéticas, se observaron 5 mutaciones coocurrentes
con significacién estadistica: CD163-TLR4, FGF10-FOXP2, ADAMTSL3-FLTI,
ADAMTSL3-MUC5AC y MUC5AC-NLRP3, asi como una excluyente: RIN3-TP53. Estas
interacciones sugieren posibles rutas convergentes implicadas en el desarrollo
tumoral, asi como rutas alternativas de trasformacion tumoral, respectivamente.

4. Al analizar la relacion entre las CTCs antes y después de la cirugia con las variantes
somaticas detectadas en el tejido tumoral mediante NGS no se observé ninguna
relacion significativa.

A modo de conclusién, nuestro estudio propone que la combinacion de la biopsia liquida y
el andlisis molecular del tejido tumoral podria aportar informacién complementaria y mas
representativa de la heterogeneidad tumoral. Esto podria contribuir a la identificacion de
pacientes con CPNM en estadios iniciales con peor pronéstico, alos que se les podria ofrecer
un tratamiento alternativo. Para ello, un estudio mas extenso con una poblaciéon mas amplia
permitiria confirmar estos hallazgos.
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Las limitaciones mas importantes que encontramos en nuestro estudio fueron las

siguientes:

El nimero de pacientes con muestra de tejido tumoral es reducido respecto a la
muestra de pacientes con biopsia liquida. Por motivos en la disponibilidad de la
biopsia tumoral, se obtuvo tejido en 27 pacientes para NGS. Finalmente, hubo 4
muestras de tejido tumoral que no pasaron los filtros de seleccion de variantes y
fueron eliminados del andlisis posterior, por lo que la muestra final para estudio
tisular resulté en 23 pacientes.

La técnica usada para el aislamiento de CTCs (MACs®) se basa en la expresion de
marcadores epiteliales en las CTCs, por lo que si se producen cambios fenotipicos
de transicion epitelio-mesenquimal (EMT), podrian no detectarse dicha
subpoblacion de CTCs, suponiendo posibles falsos negativos. Ademas, el no estar
automatizado como ocurre con tecnologias como IsoFlux® o CellSearch® e
ImageStream®), la rentabilidad puede verse limitada.

Se trata de un estudio con un periodo de seguimiento prolongado, con posibles
pérdidas durante el mismo que pueden dar lugar a sesgos de seleccion. El disefio del
estudio se realizd para evitar visitas, exploraciones o técnicas adicionales y
minimizar asi las posibles pérdidas en el seguimiento. Asi mismo, en el cuestionario
inicial se recogieron datos de filiacién que permitieran contactar con el paciente.

*** Financiacion: Este trabajo fue financiado por la Consejeria de Salud de la Junta de
Andalucia y GlaxoSmithKline Espafia (GSK Espafia) (nimero de subvencién: PIP-0192-

2020).
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10.1. ABREVIATURAS

CP: Cancer de Pulmén

CPCP: Cancer de Pulmén de Célula Pequefia (o Microcitico)
CPNM: Cancer de Pulmén No Microcitico

[ARC: International Agency for Research of Cancer

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

INE: Instituto Nacional de Estadistica

REDECAN: Red Espafiola de Registros de Cancer

ESCAPE: European Study of Cohorts for Air Pollution Effects
EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica

FPI: Fibrosis Pulmonar Idiopatica

VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana

IASLC: International Association for the Study of Lung Cancer
ATS: American Thoracic Society

ERS: European Respiratory Society

CYFRA 21.1: Cytokeratin 19 Fragment Antigen 21-1

SCCA: Squamous Cell Carcinoma Antigen

CEA: CarcinoEmbryonic Antigen

NSE: Neuron Specific Enolase

TAC: Tomografia Axial Computarizada

PET: Tomografia por Emision de Positrones

18F-FDG: 18F-fluordexosiglucosa

EBUS: ecobroncoscopia

EUS: ecoendoscopia

BAG: Biopsia con Aguja Gruesa

PAAF: Puncién Aspiracién con Aguja Fina
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UICC: Union for International Cancer Control
TNM: Tumor, Node and Metastasis

SCIS: Carcinoma Epidermoide In Situ

AIS: Adenocarcinoma In Situ

VATS: cirugia toracica videotoracoscopica
RATS: cirugia toracica robotica

SBRT: Radioterapia Estereotaxica Extracraneal
RT: Radioterapia

QT: Quimioterapia

TKI: Inhibidor de la Tirosin Kinasa

EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor
ALK: Anaplasic Lympoma Kinasa

FDA: Food and Drugs Administration

EEUU: Estados Unidos

EMA: Agencia Europea del Medicamento
AEM: Agencia Espafiola del Medicamento
SSC: supervivencia sin complicaciones

SLE: Supervivencia Libre de Enfermedad

SG: Supervivencia Global

BL: Biopsia Liquida

ISLB: Sociedad Internacional de Biopsia Liquida ISLB

cfDNA: ADN libre circulante

ctDNA: ADN tumoral circulante

NGS: Secuenciacion de nueva generacion
PCR: Reaccién en Cadena de la Polimerasa

TEPs: Tumor Educated Platelets
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TANSs: Tumor Associated Neutrophils

CAFs: Cancer Associated Fibroblast

mRNA: ARN mensajero

miRNA: micro ARN

CTCs: Células Tumorales Circulantes

PD-L1: Programmed Death-Ligand 1

CTLA-4: Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4

EpCAM: molécula de adhesion de células epiteliales
EMT: fen6meno de Transicion Epitelio-Mesenquimal
HER2: Receptor 2 del factor de Crecimiento Epidérmico Humano
MET: fenémeno de transicion Mesénquima-Epitelial
DCT: Célula Tumoral Diseminada

MACS®: Magnetic Activated Cell Sorting

ISET®: Isolation by Size of Epithelial Tumor cells
FISH: Hibridacion In Situ por Fluorescencia

SLP: Supervivencia Libre de Progresion

SEAP: Sociedad Espafiola de Anatomia Patolégica
SEOM: Sociedad Espafiola de Oncologia Médica
EML4: Echinoderm Microtubule-associated proteine-Like4
KRAS: oncogén viral del sarcoma de rata Kirsten
HGFR: Factor de Crecimiento Hepatocitario

[HQ: Inmunohistoquimica

EZH2: Enhancer of Zeste Homolog 2

PRC2: Polycomb Repressive Complex 2

ACMG: American College of Medical Genetics
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10.2. FIGURAS Y TABLAS

Figura 1: Incidencia (izquierda) y Mortalidad (derecha) mundial absoluta segin el
tipo de cancer. Fuente: World Health Organization Cancer Mortality Database (Base
de datos de mortalidad de la OMS), afio 20222,3.

Figura 2: Tasa de incidencia ajustada a la poblacidn estandar mundial de CP segin
zonas geograficas. Fuente: World Health Organization Cancer Mortality Database
(Base de datos de mortalidad de la OMS), afio 20224.

Figura 3: Tasa de incidencia ajustada a la poblacién mundial de cancer en Espafia
(2022). Fuente: World Health Organization Cancer Mortality Database (Base de
datos de mortalidad de la OMS), afio 20225.

Figura 4: Defunciones segin la causa de muerte en Espafia. Fuente: INE, 20247.
Figura 5: Mortalidad por CP en mujeres en Espafia. Fuente: INE, 20248.

Figura 6: Supervivencia relativa a los 5 afios para el CP en Europa, por regiones y
periodos de diagnéstico. Fuente: Reproducido de Gatta, G et al. The Lancet Oncology,
201410.

Figura 7: Abordaje toracico tipo VATS a laizquierda (A) y tipo RATS a la derecha (B).
Figura 8: Abordaje toracico abierto por toracotomia.

Figura 9: Algoritmo de tratamiento de CPNM segtn las recomendaciones ESM034.
Fuente: Reproducido de Remon, ] et al. Annals of Oncology, 2021.

Figura 10: Resumen de los ensayos clinicos y estrategias de tratamiento con
inmunoterapia perioperatoria en estadios resecables de CPNM. Fuente:
Reproducido de Lavaud, P et al. Cancers, 202443.

Figura 11: Supervivencia global por estadios patologicos segin la 82 edicion TNM.
Fuente: Reproducido de Goldstraw, P et al. Journal of Thoracic Oncology, 2016.

Figura 12: Supervivencia global por estadios patolégicos segtn la 92 edicion TNM.
Los datos involucran a todos los pacientes evaluables con CPCNP, M0 y sometidos a
reseccion pulmonar, excluyendo aquellos con terapia neoadyuvante. Fuente:
Reproducido de Rami-Porta, R et al. Journal of Thoracic Oncology, 202438.

Figura 13: Sangre centrifugada y moléculas predominantes tanto en plasma
(amarillo) como en la porcidén celular (rojo). Fuente: Reproducido de Alix-
Panabieres, C et al. Cancer Discovery, 202156.

Figura 14: Métodos y tecnologias de deteccién y aislamiento de CTCs (A) y utilidad
clinica del aislamiento y caracterizacién de CTCs en tiempo real (B). Fuente:
Reproducido de Habli, Z et al. Cancers, 202065.
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Figura 15: Biomarcadores imprescindibles en CPNM avanzado. Fuente:
Reproducido de Lépez-Rios, F et al. Revista Espafiola de Patologia, 202076.

Figura 16: Proceso de enriquecimiento y aislamiento de CTCs: Separacién por
gradiente de densidad y aislamiento por seleccion positiva inmuno magnética.
Imagen creada por el autor con ChatGPT (OpenAl).

Figura 17: Caracterizacion EZH2 en CTCs. Linea 1: control positivo obtenido a partir
de la linea celular A549, que muestra la coexpresion de citoqueratina (verde) y
EZH2 (rojo), con los nucleos tefiidos con Hoechst 33342 (azul). Lineas 2 y 3:
ejemplos representativos de CTCs aisladas de pacientes con expresién positiva de
citoqueratina y variabilidad en la expresién de EZH2. Las imagenes fueron
adquiridas mediante microscopia confocal (Zeiss LSM 710).

Figura 18: Estado de los pacientes al final de seguimiento
Figura 19: Curva de supervivencia global de la serie (Kaplan-Meier).
Figura 20: Curva de supervivencia libre de progresidn de la serie (Kaplan-Meier).

Figura 21: Curva de SG y SLP segin el estadio pTNM (Kaplan-Meier), analisis
univariante.

Figura 22: Curva de SG y SLP segun el tipo de reseccion quirdrgica (Kaplan-Meier),
andlisis univariante.

Figura 23: Kaplan-Meier de la influencia de la presencia y ausencia de CTCs en la
SLP (A superior) y SG (B superior) en la primera determinacién CTC1 (p = 0.9070y
p = 0.5430, respectivamente) y segunda determinacién al mes postoperatorio CTC2
(Ay Binferiores, respectivamente) (p = 0.322 y p = 0.300, respectivamente).

Figura 24: Kaplan-Meier de la influencia de corte </= 2 en la SLP (A superior) y SG
(B superior) en la primera determinacién CTC1 (p = 0.4380 y p = 0.1920,
respectivamente) y segunda determinacion CTC2 (A y B inferiores,
respectivamente) (p =0.4550 y p = 0.4010, respectivamente). PFS: Supervivencia
Libre de Progresién / OS: Supervivencia Global. Presence: presencia / Absence:
ausencia

Figura 25: Kaplan-Meier de la influencia de la expresion EZH2 en la SLP (A) y SG (B)
en la primera determinaciéon CTC1 (p =0.9130 y p = 0.0180, respectivamente). PFS:
Supervivencia Libre de Progresién / OS: Supervivencia Global. Low: bajo / High: alto.

Figura 26: Esquema mutacional de todos los pacientes secuenciados (N = 23).
Diagrama descriptivo (diagrama de Sankey) de todas las variantes encontradas en
el tejido tumoral y sus distintos tipos.

Figura 27: Andlisis molecular de las variantes patogénicas, potencialmente
patogénicas y de significado incierto de riesgo y las variables clinico-patoldgicas.
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HGVS: Human Genome Variation Society nomenclatura. IDV: Identificaciéon de la
Variante. FA: frecuencia alélica. Significado de variantes: P (patogénica), PP
(potencialmente patogénica) y VSI (Significado Incierto).

Figura 28: Oncoplot resumen del perfil mutacional a estudio. El grafico de barras
superior representa la cantidad de mutaciones de cada paciente. El grafico de barras
del lado derecho ilustra la cantidad de muestras afectadas por la mutacién en el gen
dado. E1 TNM de cada paciente también esta presente debajo de los nombres de las
muestras con las proporciones correspondientes de transiciones/transversiones,
asi como la presencia/ausencia de CTC y EZH2.

Figura 29: Interacciones somaticas entre pares de genes. El color verde indica las
coexistentes y el rosa las mutuamente excluyentes. Los genes morados son genes
tumorales, los rojos son genes de inflamacidn, los verdes son genes asociados a
EPOC y los negros son genes de desarrollo pulmonar. El nimero entre paréntesis
representa el recuento de mutaciones para un gen determinado. *Valor p < 0,05
para la prueba exacta de Fisher.

Figura 30: Diferencias en el nimero de variantes entre pacientes con y sin
recurrencia agrupadas por significancia clinica. P: patogénicas; B: benignas; VUS:
Significado incierto. *=p-value < 0.05; NS: No Significance.

Tabla 1: Clasificacion OMS 2015 del Carcinoma de pulmén no microcitico.

Tabla 2: Clasificacion de los subtipos de adenocarcinoma pulmonar.

Tabla 3: 82 Clasificacion TNM del Cancer de Pulmén no microcitico. Fuente:
Reproducido de Ost D et al. Chest, 201329. En rojo se resaltan los subgrupos
subsidiarios de cambio en la 92 clasificacién TNM.

Tabla 4: Clasificacion TNM del Cancer de Pulmén no microcitico. Fuente:
Reproducido de Rami-Porta R et al. Journal of Thoracic Oncology, 2024. En reojo se

resaltan los cambios realizados respecto a la 82.

Tabla 5: Comparativa de ventajas e inconvenientes entre biopsia tisular y biopsia
liquida.

Tabla 6: Alteraciones y técnicas de deteccidon de biomarcadores en CPNM.

Tabla 7: Resumen de las caracteristicas clinico-patolégicas de estudio.

Tabla 8: A) Tasa de deteccion de CTCs antes (CTC1) y después de la intervencién
(CTC2) y media de células detectadas. B) Diferencias entre CTC1 y CTC2 ****: valor

p para el test de Wilcoxon (p = 0.0001).

Tabla 9: A) Media de expresion de EZH2 antes (CTC1) y después de la intervencion
(CTC2). B) Comparativa no significativa (ns) del porcentaje de expresion de EZH2
entre CTC1 y CTC2 mediante el test de Mann-Whitney U, p = 0.2562.

123



10. Anexos

o Tabla 10: Analisis bivariante entre la presencia o ausencia de CTCs antes (CTC1) y
después (CTC2) de la cirugia con las variables clinico-patolégicas.
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10.3. CONSENTIMIENTOS INFORMADOS
ANEXO 3

CONSENTIMIENTO INFORMADO - INFORMACION AL PACIENTE

Nos dirigimos a usted para informarle sobre un programa de investigacién en el que se le
invita a participar. El estudio ha sido aprobado por el Comité de Etica de la Investigacién, de
acuerdo con la legislacidn vigente.

Nuestra intencién es que usted reciba la informacién correcta y suficiente para que pueda
evaluar y juzgar si quiere o no participar en este estudio. Para ello lea esta hoja informativa
con atencion y nosotros le aclararemos las dudas que le puedan surgir después de la
explicacion.

Participacion voluntaria

Debe saber que su participacién en este estudio es voluntaria y que puede decidir no
participar o cambiar su decision y retirar el consentimiento en cualquier momento, sin que
por ello se altere la relaciéon con su médico ni se produzca perjuicio alguno sobre su atencién
médica o tratamiento.

Propadsito de esta investigacion cientifica
Usted ha sido diagnosticado de un tumor en el pulmén. Cémo le ha explicado el cirujano se
encuentra en una fase en la que el tratamiento indicado es la resecciéon quirdrgica del
mismo. En funciéon de determinados parametros clinicos y anatomopatoldgicos se
determinara el prondstico de su enfermedad y si seran necesarios otros tratamientos
adicionales a la cirugia.

La institucién que le va a tratar esta realizando un proyecto de investigaciéon que consiste
en la determinacién de células tumorales circulantes en pacientes que son intervenidos
cémo usted por un tumor pulmonar con el fin de conocer el valor pronéstico de la presencia
de dichas células en sangre periférica.

Este estudio puede ayudar a conocer mas y mejor su enfermedad, lo que puede ayudar a
disefiar mejor los tratamientos en un futuro inmediato.
Su participacién en esta investigacidon no supone ningun beneficio directo para usted, si bien
otros pacientes en el futuro podrian beneficiarse de los resultados de su colaboracion.

Descripcion de las pruebas

Para participar en el estudio necesitamos que nos permita obtener una muestra de 20 ml de
sangre periférica antes de la cirugia y en las primeras visitas a los tres y seis meses tras la
cirugia. Este procedimiento no supondra ningin riesgo para usted, ya que la extraccion se
hara coincidir con una venopuncidon prevista para el estudio preoperatorio y en las pruebas
de vigilancia que son las habituales para el seguimiento de su enfermedad, por lo que no
serd necesario realizar ningin procedimiento adicional ni exploracidn. La participacién no
supondra ninguna modificacién con respecto al protocolo establecido por el Hospital para
el tratamiento de su patologia.
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Si otorga su consentimiento para participar en este estudio, su muestra de sangre se
analizard de acuerdo con la normativa vigente. La muestra sera recogida en tubos con
reactivos especificos para su andlisis, por lo que una vez procesada, la muestra sera
destruida.

Confidencialidad

Toda su informacién de caracter personal se tratara con arreglo a la Directiva 95/46/CE del
Parlamento Europeo y del Consejo, de 24 de octubre de 1995, relativa a la proteccion de las
personas fisicas en lo que respecta al tratamiento de datos personales, a la Ley Organica
15/1999 de 13 de diciembre, de Proteccion de Datos de Caracter Personal y a su normativa
de desarrollo.

La informacién que se solicita es necesaria para el desarrollo del estudio cientifico y se
encontrara referenciada por medio de un cédigo numérico asignado por orden de entrada
en el estudio, no vinculados en ningln caso con su nombre y apellidos. Los resultados del
estudio podran ser dados a conocer a la comunidad cientifica a través de congresos o
publicaciones, de forma que no sea posible la identificacion de los participantes en el mismo.
De acuerdo con la ley vigente, tiene usted derecho al acceso de sus datos personales y a su
rectificacién, cancelaciéon y oposicién, que podra ejercer dirigiéndose al médico que le
atiende en este estudio.

Informacién adicional:

Su médico estara encantado de contestar cualquier pregunta adicional que usted pudiera
tener. Si las investigaciones adicionales hacen surgir nuevas circunstancias que hagan
necesario obtener su consentimiento para continuar en el estudio, su médico le informara
en seguida.

Se le proporcionara una copia de esta hoja de informacién y de su consentimiento
informado firmado, para que los guarde.

Si requiere informacién adicional se puede poner en contacto con nuestro personal del
Servicio de Cirugia Toracica en el teléfono: 958020607
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CONSENTIMIENTO INFORMADO - CONSENTIMIENTO POR ESCRITO DEL PACIENTE

VALOR PRONOSTICO DE LA DETECCION Y CARACTERIZACION DE CELULAS TUMORALES
CIRCULANTES EN PACIENTES CON CANCER DE PULMON NO MICROCITICO RESECADO

Yo (Nombre y Apellidos): ...

e He leido el documento informativo que acompafia a este consentimiento (Informacion al Paciente)

« He podido hacer preguntas sobre el estudio VALOR PRONOSTICO DE LA DETECCION Y
CARACTERIZACION DE CELULAS TUMORALES CIRCULANTES EN PACIENTES CON CANCER
DE PULMON NO MICROCITICO RESECADO

« He recibido suficiente informacion sobre el estudio VALOR PRONOSTICO DE LA DETECCION Y
CARACTERIZACION DE CELULAS TUMORALES CIRCULANTES EN PACIENTES CON CANCER
DE PULMON NO MICROCITICO RESECADO

* He hablado con el profesional sanitario informador: ...t
« Comprendo que mi participacion es voluntaria y soy libre de participar o no en el estudio.

« Se me ha informado que todos los datos obtenidos en este estudio seran confidenciales y se trataran
conforme establece la Ley Organica de Proteccion de Datos de Caracter Personal 15/99.

« Se me ha informado de que la informacion obtenida sélo se utilizara para los fines especificos del
estudio.

+ Deseo ser informado/a de mis datos genéticos y otros de caracter personal que se obtengan en el
curso de la investigacion, incluidos los descubrimientos inesperados que se puedan producir, siempre
que esta informacidn sea necesaria para evitar un grave perjuicio para mi salud o la de mis familiares
biolégicos.

Si No

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

« Cuando quiera
« Sin tener que dar explicaciones
« Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

Presto libremente mi conformidad para participar en el proyecto titulado vaLOR
PRONOSTICO DE LA DETECCION Y CARACTERIZACION DE CELULAS TUMORALES CIRCULANTES EN
PACIENTES CON CANCER DE PULMON NO MICROCITICO RESECADO

Firma del paciente Firma del profesional sanitario informador
(o representante legal en su caso)
Nombre y apellidos: ................ Nombre y apellidos: ..........

Fecha: ....ooooee i Fecha: ....ccoovvvviiiiiiiin,
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10.4. CONSENTIMIENTOS INFORMADOS PARA CIRUGIA

FORMULARIO DE INFORMACION Y CONSENTIMIENTO INFORMADO ESCRITO

Orden de 8 de julio de 2009 (BOJA n? 152 de fecha 6 de agosto) por la que se dictan
instrucciones a los Centros del Sistema Sanitario Publico de Andalucia, en relacién al
procedimiento de Consentimiento Informado.

A.H. Virgen de las Nieves

CENTRO SANITARIO SERVICIO/Unidad Gestion Clinica de

1. DOCUMENTO DE INFORMACION PARA (*) LA REALIZACION DE UNA
RESECCION PULMONAR. Extirpacion de parte del pulmén o del pulmén

Este documento sirve para que usted, o quien lo represente, dé su consentimiento para esta
intervencion. Eso significa que nos autoriza a realizarla.

Puede usted retirar este consentimiento cuando lo desee. Firmarlo no le obliga a usted a hacerse la
intervencién. De su rechazo no se derivara ninguna consecuencia adversa respecto a la calidad del
resto de la atencion recibida. Antes de firmar, es importante que lea despacio la informacién
siguiente.

Diganos si tiene alguna duda o necesita mas informacién. Le atenderemos con mucho gusto.

(*) Indicar el nombre del procedimiento/intervencién a realizar; si es posible, ademds del nombre
técnico que siempre debe figurar, puede tratar de expresarlo con un nombre mas sencillo.

1.1 LO QUE USTED DEBE SABER:

EN QUE CONSISTE. PARA QUE SIRVE:

La intervencion a la que usted va a someterse consiste en la extirpacién de una porcién de
pulmon que puede ser desde un segmento, un l6bulo, dos 16bulos hasta el pulmén completo
segun se necesite para la erradicaciéon de la enfermedad. En determinadas ocasiones
ademas del pulmdn se extirpan otros tejidos como ganglios linfaticos, pared toracica,
diafragma, etc.

Sirve para erradicar la zona de pulmén enferma y en caso de enfermedades tumorales
ademas poder conocer en qué fase se encuentra la enfermedad para poder sentar las bases
del tratamiento que mejor se adapte a su caso.

COMO SE REALIZA:
La toracotomia estandar es la intervencion mas habitual en estos casos. Requiere una
anestesia general, ventilacion separada de ambos pulmones, colocacion de diversas sondas
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y catéteres corporales para la monitorizacion de las funciones vitales durante la
intervencion. Estas intervenciones pueden requerir uso de sangre y/o hemoderivados
durante la cirugia o en el postoperatorio. También la colocacién y mantenimiento
postoperatorio durante un periodo de tiempo variable de uno o dos drenajes toracicos. El
periodo postoperatorio inicial trascurrird en la sala de reanimacién o en la unidad de
cuidados intensivos (UCI) segin valoracion del médico, donde el paciente podra ser visitado
por su familia en el horario establecido en la unidad.
Las opciones de esta operacidn son:

- Neumonectomia: se extirpa todo el pulmén.

- Lobectomia/bilobectomia: se extirpa uno o dos lébulos

- Segmentectomia: se extirpa una porcién de pulmoén inferior a un l6bulo

- Linfadenectomia: se extirpan los ganglios linfaticos locales /regionales al tumor.

QUE EFECTOS LE PRODUCIRA:
Desde el punto de vista respiratorio se produce una merma de la funcién pulmonar
proporcional a la cantidad de pulmén extirpado.

Molestias postoperatorias variables en intensidad y tiempo.
Cicatriz toracica. La desaparicion del tumor o zona del pulmén
enferma.

EN QUE LE BENEFICIARA:
Curacién radical de las enfermedades benignas, ademas de ser el mejor tratamiento
disponible en enfermedades malignas de pulmon.

OTRAS ALTERNATIVAS DISPONIBLES EN SU CASO:

Cuando se ha indicado la resecciéon pulmonar se entiende que se ha agotado la posibilidad
de encontrar cualquiera otra terapia menos agresiva y de mayor eficacia.

En la mayoria de los tumores s6lidos pulmonares el tratamiento con quimioterapia y o
radioterapia no ha igualado ni mejorado los resultados obtenidos con el tratamiento
quirdrgico. Estos tratamientos se usan fundamentalmente para casos de enfermedad
extendida o como opcién en caso de no poderse realizar una extraccién por cualquier
motivo.

En su caso:

QUE RIESGOS TIENE:

Cualquier actuacién médica tiene riesgos. La mayor parte de las veces los riesgos no se materializan,
y la intervencién no produce dafios o efectos secundarios indeseables. Pero a veces no es asi. Por eso
es importante que usted conozca los riesgos que pueden aparecer en este proceso o intervencion.

CTO21-v1.0
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« LOS MAS FRECUENTES:
Hemorragia intraoperatoria o postoperatoria que puede requerir el uso de
sangre y/o hemoderivados, colocacion de nuevos drenajes toracicos e incluso
realizar una nueva operacion para solucionar el problema. Infeccion de la herida
quirargica con o sin infeccién pleural (zona de los pulmones) que igualmente
puede requerir colocaciéon de nuevos drenajes, e incluso nuevas operaciones
para su solucién, ademas de uso de antibidticos y otros productos
farmacéuticos.
Es de especial gravedad la infeccién de la cavidad pleural vacia después de la
extirpacién de todo un pulmén, que generalmente se acompaia de apertura de
la sutura del mufién bronquial y fistula (herida), obliga a dejar abierto el térax
(toracostomia abierta).
Infeccién pulmonar (neumonia) bien por el empeoramiento y extension de una
infeccion previa, bien por ser adquirida en el hospital. Dolor postoperatorio que
en muy raras ocasiones puede derivar en neuralgia persistente.

* LOS MAS GRAVES:
Hemorragia, Infecciéon, Neumonia en grados importantes.

* LOS DERIVADOS DE SUS PROBLEMAS DE SALUD:

SITUACIONES ESPECIALES QUE DEBEN SER TENIDAS EN CUENTA:

Los pacientes fumadores o con excesivo consumo acumulado de tabaco, al igual que los
pacientes que presentan Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC) o cualquiera
otra enfermedad pulmonar severa tiene potencialmente aumentado el riesgo de padecer
complicaciones respiratorias. Otras enfermedades de otros aparatos pueden ocasionar
mayor riesgo de complicaciones relacionadas con estas enfermedades pre-existentes que el
que tienen los pacientes que no las padecen.

La edad no es una contraindicacidn absoluta para la realizaciéon de una intervencion, pero
puede aumentar el riesgo de complicaciones cardiovasculares y neurovasculares y
trastornos psiquicos.

OTRAS INFORMACIONES DE INTERES (a considerar por el/la profesional):

En determinadas circunstancias puede resultar dafiado el nervio frénico (que hace moverse
al diafragma) cuya consecuencia mas notable es un grado variable de insuficiencia
ventilatoria. En otros casos, sobre todo cuando se opera sobre el pulmdn izquierdo, puede
dafiarse el nervio laringeo recurrente lo que se traducira posteriormente en cambios en el
tono de la voz.
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OTRAS CUESTIONES PARA LAS QUE LE PEDIMOS SU CONSENTIMIENTO:

- A veces, durante la intervencion, se producen hallazgos imprevistos. Pueden obligar a tener
que modificar la forma de hacer la intervencion y utilizar variantes de la misma no contempladas
inicialmente.

- A veces es necesario tomar muestras bioldgicas para estudiar mejor su caso. Pueden ser
conservadas y utilizadas posteriormente para realizar investigaciones relacionadas con la
enfermedad que usted padece. No se usaran directamente para fines comerciales. Si fueran a ser
utilizadas para otros fines distintos se le pediria posteriormente el consentimiento expreso para ello.
Si no da su consentimiento para ser utilizadas en investigacion, las muestras se destruiran una vez
dejen de ser utiles para documentar su caso, segliin las normas del centro. En cualquier caso, se
protegera adecuadamente la confidencialidad en todo momento.

- También puede hacer falta tomar imagenes, como fotos o videos. Sirven para documentar
mejor el caso. También pueden usarse para fines docentes de difusion del conocimiento cientifico.
En cualquier caso, seran usadas si usted da su autorizacién. Su identidad siempre sera preservada de
forma confidencial.

1.2 IMAGENES EXPLICATIVAS:

(En este espacio podran insertarse con caracter opcional imagenes explicativas, esquemas
anatémicos, pictogramas etc. que faciliten y permitan explicar de manera mas sencilla la informacién
al paciente.)

CTO21-v1.0
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ena

El pulmdn derecho tiene tres I6bulos vy el

izquierdo dos. Cada uno de los I6bulos se
subdivide en segmentos.

Ganglio

En la reseccion hay que cerrar y cortar una o unas
arterias, una o unas venas u un bronquio.
Habitualmente se extirpan los ganglios linfaticos para su

analisis
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JUNTA DE ANDALUCIA CONSEJERIA DE SALUD

CENTRO SANITARIO SERVICIO/Unidad Gestién Clinica de
A.H. Virgen de las Nieves

2. CONSENTIMIENTO INFORMADO

( En el caso de INCAPACIDAD DEL/DE LA PACIENTE sera necesario el consentimiento del/de la representante legal)

(En el caso del MENOR DE EDAD, cuando se considere que carece de madurez suficiente, el consentimiento lo daran sus representantes legales,
aunque el menor siempre sera informado de acuerdo a su grado de entendimiento y, si tiene mas de 12 afios, se escuchara su opinion. Si el
paciente estd emancipado o tiene 16 afios cumplidos sera él quien otorgue el consentimiento. Sin embargo, en caso de actuacion de grave riesgo,
segun el criterio del facultativo, los representantes legales también seran informados y su opinién sera tenida en cuenta para la decision.)

2.1 DATOS DEL/DE LA PACIENTE Y DE SU REPRESENTANTE LEGAL (si es necesario)

APELLIDOS Y NOMBRE, DEL PACIENTE DNI / NIE

APELLIDOS Y NOMBRE, DEL/DE LA REPRESENTANTE LEGAL DNI / NIE

2.2 PROFESIONALES QUE INTERVIENEN EN EL PROCESO DE INFORMACION Y/O
CONSENTIMIENTO

APELLIDOS Y NOMBRE FECHA FIRMA
APELLIDOS Y NOMBRE FECHA FIRMA
APELLIDOS Y NOMBRE FECHA FIRMA
APELLIDOS Y NOMBRE FECHA FIRMA

FIRMA
APELLIDOS Y NOMBRE FECHA

2.3 CONSENTIMIENTO

Yo, D/Diia , manifiesto que estoy conforme
con la intervenciéon que se me ha propuesto. He leido y comprendido la informacién anterior. He
podido preguntar y aclarar todas mis dudas. Por eso he tomado consciente y libremente la decisién de
autorizarla. También sé que puedo retirar mi consentimiento cuando lo estime oportuno.

__SI __NO Autorizo a que se realicen las actuaciones oportunas, incluyendo modificaciones en la
forma de realizar la intervencion, para evitar los peligros o dafios potenciales para la vida o la salud,
que pudieran surgir en el curso de la intervencion.

__SI __NO Autorizo la conservacion y utilizacion posterior de mis muestras bioldgicas para
investigacion relacionada directamente con la enfermedad que padezco.

__SI__NO Autorizo que, en caso de que mis muestras bioldgicas vayan a ser utilizadas en otras
investigaciones diferentes, los investigadores se pongan en contacto conmigo para solicitarme
consentimiento.

__SI__NO Autorizo la utilizacién de imagenes con fines docentes o de difusiéon del conocimiento
cientifico.

(NOTA: Marquese con una cruz.)
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En a de de
EL/LA PACIENTE Consentimiento/Visto Bueno de EL/LA REPRESENTANTE LEGAL

Fdo.: Fdo.:

2.4 RECHAZO DE LA INTERVENCION

Yo, D/Diia. , no autorizo a la realizacion de
esta intervencion. Asumo las consecuencias que de ello puedan derivarse parala salud o la vida.
En a de de
EL/LA PACIENTE Consentimiento/Visto Bueno de EL/LA REPRESENTANTE LEGAL
Fdo.: Fdo.:

2.5 REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

Yo, D/Dfia , de forma libre y consciente he
decidido retirar el consentimiento para esta intervencion. Asumo las consecuencias que de ello
puedan derivarse para la salud o la vida.

En a de de

EL/LA PACIENTE Consentimiento/Visto Bueno de EL/LA REPRESENTANTE LEGAL

Fdo.: Fdo.:
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