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introduccion

1.1.- Epidemiologia

A lo largo del siglo anterior, el cancer de pulmén pas6 de ser una enfermedad rara
y poco frecuente a ser practicamente una epidemia. Esta entre los canceres mas
importantes por su frecuencia, tanto en Espafia como en el resto de paises desarrollados.
En Espania, es el tumor maligno que mas ha aumentado en la Gltima década (Fernandez
2000). Los datos de mortalidad se obtienen de los certificados de defuncién o de los
registros de tumores, pero éstos no existen en todas las provincias. Referente a cifras
absolutas, por ejemplo, en los Estados Unidos se diagnostic6 en 1999 a 180.000
personas de esta enfermedad y 162.000 murieron a causa de ella (www.seer.ims)
representando aproximadamente un 30% de todas las muertes por cancer, cifra que
supone mas que la suma de todas las muertes por cancer de mama, préstata, colon y
ovario. También en Estados Unidos es la primera causa de muerte por cancer en la mujer
(Greenlee 2001). En Espafa, con una poblacion aproximadamente un 15% la de Estados
Unidos, murieron en 1994 unas 11.500 personas por cancer de pulmon. Se estima que
aproximadamente unas 900.000 personas fallecen cada afio por esta enfermedad en todo
el mundo (Pisani 1999).

En el afio 1990 el cancer de pulmén ocupaba el lugar numero diez entre las
causas de muerte en todo el mundo y se estima que sobre el afio 2020 alcanzara el
quinto lugar e incluso que, entre los paises occidentales, podria alcanzar el cuarto puesto
(Murray 1997).

Los primeros datos sobre la mortalidad del cancer de pulmén en Espafa se
disponen desde el afio 1951 (Vioque 1987). Existen registros sobre la epidemiologia del
cancer en algunas provincias de Espafia como son Zaragoza, establecido en 1960,
Navarra (1970) y a partir de 1980 se formaron los de Asturias, Tarragona, Murcia,
Granada, Pais Vasco, Mallorca y Albacete entre otros. Los registros de cancer envian sus
datos de forma periédica a la Agencia Internacional de Investigacién sobre el Cancer
(International Agency for Research on Cancer: IARC). Asi, los datos de Espafia junto con
los de otros paises europeos han constituido la Red Europea de Registros de Cancer
(European Network of Cancer Registries: ENCR) que recoge informacién sobre la

incidencia y la mortalidad por cancer en la Unién Europea.
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La tasa de mortalidad estimada del cancer de pulmén en Espafia en 1990 fue de
46,2 caso0s/100.000 para los hombres. Entre las mujeres representé 3,5 casos /100.000,
lo que significa que es la mas baja de Europa. La tasa de incidencia en ese mismo afio se
situé en 51,6/100.000 para los hombres y de 3,4/100.000 para las mujeres. (Hernandez
Hernandez 2002) Debido a la escasa supervivencia global del cancer de pulmoén, las
cifras de mortalidad se consideran un indicador de su incidencia bastante fiable, es decir,
las tasas de incidencia y de mortalidad son similares reflejando el mal pronéstico global de
esta enfermedad, principalmente debido a que en el momento del diagnéstico suele

hallarse en estadios avanzados.

Entre las espafiolas, el cancer de pulmén representa la sexta causa de mortalidad
por cancer, mientras que en las mujeres europeas ocupa el tercer puesto. Sin embargo,
en algunos paises como Escocia, Estados Unidos y Canada, esta enfermedad ya es la
primera causa de muerte tumoral entre la poblacién femenina, por encima incluso del
cancer de mama (Patel 2004 y Henschke 2004). La tendencia es hacia un aumento
progresivo en la mayoria de los paises de la Unién Europea (aunque en el Reino Unido y
en Irlanda estan descendiendo), siendo Dinamarca el pais que tiene la mortalidad
femenina mas alta de todo el mundo (Brennan 2002). En Espafia, el incremento de la
incidencia entre las mujeres es mas moderado, a diferencia de lo que esta ocurriendo en
Europa y Norte América, hecho que concuerda con la fase de habituacion al tabaco de la
mujer espafiola. En la segunda mitad del siglo XX, se comprobé un aumento de la
incidencia y de la mortalidad por cancer de pulmén en los varones, pero en las mujeres
espafolas las tasas se mantuvieron mas o menos estables hasta los afios noventa
(Hernandez 2002). Sin embargo, en un estudio mas reciente de Cayuela et al. apuntan a
un incremento en la tasa de mortalidad para las mujeres en Espafa, con un incremento
progresivo estimado anualmente del 2,2% para el periodo 1990-1999 y del 4,8% entre los
afios 1999-2005 (Cayuela 2008).

En cuanto a los varones espafoles, basandose en los habitos registrados del
consumo de tabaco, se estima que podria haber una tendencia tedrica hacia un aumento
de la mortalidad hasta alcanzar su pico en torno al afio 2020, a partir del cual deberia
estabilizarse y producirse un posterior descenso (Patel 2004 y Franceschi 1995). No
obstante, un analisis reciente sobre epidemiologia del cancer de pulmén en Espafia indica

gue, en los varones, hay un descenso en la tasa de mortalidad desde el comienzo de los
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afos noventa y es semejante al registrado en otros paises mediterraneos y en paises del
norte de Europa, pero en Espafia esta proyeccion ocurre casi una década mas tarde
(Cayuela 2008).

Es decir, nos encontramos con unas inclinaciones en la incidencia y mortalidad del
cancer de pulmén de la poblacién espafiola que vienen a reflejar el patron de consumo de
tabaco: la incorporacion tardia de la mujer al tabaco y la tendencia al descenso de la
prevalencia en el hombre. Fenémenos iniciados unos 20-30 afios después respecto a

otros paises de Europa.

Aproximadamente, se puede decir a grandes rasgos que solo un 30% de los
pacientes diagnosticados de CPNCP se encuentra en un estadio I-Il. Otro 30% presenta
la enfermedad localmente avanzada y el 40% restante una enfermedad avanzada (Reif
2000). Segun publicaciones de diversos estudios espafioles, en general, entre un 20-30%
de los pacientes diagnosticados de cancer de pulmén reciben tratamiento quirdrgico sélo

0 combinado con quimio- y/o radioterapia (Hernandez 2004, Miravet 2004 y Alonso 2005).

En 1995 se estimaron 377.000 casos nuevos de cancer de pulmén en Europa y
330.000 fallecimientos atribuibles a esta enfermedad, cifra que representa un 20% de las
defunciones por cancer en Europa (Bray 2002). En el afio 1998 murieron en Espafa
15.437 varones y 1.778 mujeres por cancer de pulmén y en el afio 2000 murieron 17.340
personas; en el afio 2005 ocurrieron 16.647 fallecimientos en varones y 2.471 en mujeres
correspondiendo a un 26,6% y un 6,6% de la mortalidad por tumores respectivamente,
segun fuentes del Instituto Nacional de Estadistica (INE; www.ine.es). En 1998 se le
atribuyd a esta neoplasia el mayor porcentaje de muertes por tabaco (26,5%) (Banegas
2001). Estos datos se calculan de forma indirecta mediante las tasas de mortalidad, ya
gue no todos los paises tienen registros de tumores sobre todo el territorio nacional

correspondiente.
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La International Agency for Research on Cancer (IARC) comunicé las tasas de
incidencia del cancer de pulmén en Espafia y Europa en 1998 ajustadas a la poblacion

mundial y europea (www.iarc.fr) (tabla 1), cifras que demuestran una tasa de incidencia en

Tabla 1. Tasa de incidencia del cancer de pulmén en Espafia y Europa.

Varones=79,13 (ajustada a la poblacion europea)

Mujeres=7,16 (ajustada a la poblacién europea)
Para Espafia

Varones=54, 62 (ajustada a la poblacién mundial)

Mujeres=5,03 (ajustada a la poblacién mundial)

Varones=73,95 (ajustada a la poblacion europea)

Mujeres=17,31 (ajustada a la poblacién europea)
Para Europa

Varones=50,29 (ajustada a la poblacion mundial)

Mujeres=11,97 (ajustada a la poblacion mundial)

las mujeres espafiolas todavia muy por debajo de las europeas, como consecuencia de la
incorporacién posterior del tabaco en esta poblacion. Sin embargo, estudios recientes
detectan un aumento de la proporcién de mujeres con cancer de pulmén que puede

corresponder en torno al 10% de los casos (Sanchez de Cos 2006).

Existen publicaciones y estudios de la epidemiologia del cancer de pulmén en
diversas provincias de Espafa. Asi, se ha observado un incremento en la tasa de
incidencia del cancer de pulmén en la provincia de Avila en todos los grupos y también en
el grupo de los varones en Tarragona, Navarra y norte de Castellon respecto a las cifras a

primeros de los afios noventa (Hernandez 2004 y Mirabet 2004).

El principal factor de riesgo del cancer de pulmén es el tabaquismo que,
aproximadamente, es responsable de un 85-90% de las muertes por esta causa. En

Espafia, se estimé por primera vez la prevalencia de los fumadores en 1978 con unos
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valores del 53,9% para los varones y un 16,5% para las mujeres (Boletin Epidemioldgico
Semanal 1981). La méaxima prevalencia en los varones se alcanzé sobre 1975 para
estabilizarse posteriormente durante una década y empezar a descender posteriormente.
En las mujeres, el ascenso tuvo lugar sobre 1970 hasta alcanzar una prevalencia maxima
de 27,2% en el afio 1995.

El diagnéstico del cancer de pulmén suele ocurrir alrededor de 30-50 afios
después de comenzar a fumar. De modo que ahora comienzan a aparecer las

consecuencias del tabaquismo iniciado sobre 1960-1970.

En general, el tipo histolégico mas frecuente es el escamoso (Hernandez 2004,
Mirabet 2004, Sanchez de Cos 2000 y Montero 2003 y Miravet 2001) a diferencia de lo
que ocurre en Estados Unidos donde el mas frecuente es el adenocarcinoma. Sin
embargo, en la mujer espafiola el adenocarcinoma es el predominante y, entre los
varones, existe una tendencia hacia un incremento del adenocarcinoma (Charloux 1997 y
Santos 2005). Se cree que esta distribucion puede deberse al cambio en el contenido de
nicotina de los cigarrillos y a la existencia de filtro que supuestamente inducirian unas
inhalaciones mas profundas; de esta forma el humo y sus componentes llegarian a las
zonas mas distales del parénquima pulmonar. Ver tabla 2 de la clasificacion histol6gica de

la Organizacion Mundial de la Salud.

Otros factores de riesgo para el desarrollo del cancer de pulmén son los
ocupacionales o relacionados con el ambiente laboral. Destacan entre otros el asbesto,
arsénico, berilio, cadmio, cromo, gas mostaza, niquel, radén, cloruro de vinilo, etc. Estas
sustancias son empleadas en la industria quimica y del automovil, en la construccion,
astilleros, la mineria, en fundiciones de metales, la agricultura, etc. Ademas, existe un
efecto sinérgico entre el tabaquismo y ciertas sustancias como el asbesto o el radén. Se
estima que entre el 10-15% de los agentes causantes del cancer pulmonar se debe a

estos factores laborales (Lange 2000).
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Tabla 2. Clasificacion de los tumores epiteliales malignos de pulmén segudn la
Organizacién Mundial de la Salud (Travis 2004).

- carcinoma de células escamosas
papilar
células claras
células pequefas
basaloide
- carcinoma de células pequefias
carcinoma de células pequefias combinado
- adenocarcinoma
adenocarcinoma con subtipo mixto
acinar
papilar
carcinoma bronquioloalveolar
No Mucinoso
mucinoso
mixto o de tipo celular indeterminado
adenocarcinoma sélido productor de mucina
adenocarcinoma fetal bien diferenciado
adenocarcinoma mucinoso (“coloide”)
cistoadenocarcinoma mucinoso
signent-ring adenocarcinoma
adenocarcinoma de células claras
- carcinoma de células grandes
carcinoma neuroendocrino de cél. grandes
carcinoma neuroendocrino de cél. grandes combinado
carcinoma basaloide
carcinoma tipo linfoepitelioma
carcinoma de células claras
carcinoma de células grandes de fenotipo rabdoide
- carcinoma adenoescamoso
- carcinoma sarcomatoide
carcinoma pleomoérfico
carcinomas fusiforme (“spindle cell”)
carcinoma de células gigantes
carcinosarcoma
blastoma pulmonar
- tumor carcinoide
carcinoide tipico
carcinoide atipico
- tumores de glandulas salivares
carcinoma mucoepidermoide
carcinoma adenoide quistico
carcinoma epitelial-mioepitelial
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En cuanto a la dieta, hay estudios discordantes sobre la influencia en el cancer de
pulmén. No hay contundencia ni firmeza desde un punto de vista estadistico en la

proteccién que pueden ofrecer ciertas dietas ricas en verduras y frutas.

1.2.- Anatomia, mapa ganglionar y TNM.

El pulmén derecho esta formado por tres lobulos (superior, medio e inferior)
separados por dos cisuras. La cisura mayor u oblicua separa el inferior de los otros dos y
la menor u horizontal separa el medio del superior. En el hombre adulto pesa como
promedio unos 700 gramos (550 gramos como promedio en la mujer). El pulmén izquierdo
estd formado por dos l6bulos (superior e inferior) separados por una cisura. Su peso
promedio es de unos 600 gramos en el varén y unos 450 gramos en la mujer. Es mas
pequefio que el derecho porque el corazén esta lateralizado hacia el hemitérax izquierdo
dejando una impronta pulmonar llamada escotadura cardiaca. De hecho, no existe
bronquio segmentario nimero 7 (o paracardiaco) en el pulmén izquierdo (Orts Llorca
1986).

Los pulmones estan recubiertos por la pleura visceral en toda la superficie del
pulmén excepto en el hilio, y estan separados de la pared toracica (costillas, musculos
intercostales y columna vertebral) a su vez por la pleura parietal y la fascia endotoracica.
En la cara interna o mediastinica de los pulmones se encuentra el hilio o pediculo,
formado por el bronquio principal, venas pulmonares (generalmente dos para cada
pulmén, ocasionalmente puede haber una vena pulmonar Gnica comun para un pulmaén),
arteria pulmonar, arterias bronquiales, nervios simpaticos y parasimpaticos, venas

bronquiales, vasos linfaticos y ganglios hiliares.

Los pulmones estan constituidos por vasos sanguineos (venas y arterias
pulmonares, venas y arterias bronquiales), vasos linfaticos, nervios, porcion intrapulmonar
del arbol bronquial y por tejido conjuntivo que rellena los intersticios entre los elementos
citados. En el pulmon derecho, el bronquio principal derecho da primero una rama lobar
para el I6bulo superior derecho. A continuacién el bronquio principal cambia de nombre y
se llama bronquio intemediario del que parte una bifurcacién para el |I6bulo medio y, por
ultimo, mas caudalmente conforma el bronquio lobar inferior. En el pulmon izquierdo, el

bronquio principal izquierdo se divide so6lo en dos bronquios; en primer lugar da el origen
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del bronquio lobar superior izquierdo del que se originan bronquios segmentarios para la
lingula (es el equivalente al l6bulo medio del pulmén derecho) y mas caudalmente

conforma el bronquio lobar inferior.

El drenaje linfatico de los pulmones va progresando de forma centripeta, es decir,
de los lébulos pulmonares parten vasos linfaticos con estaciones ganglionares a
diferentes niveles y en direccién al mediastino (figura 1). Anatémicamente, hay varios
grupos de ganglios principales:

- Ganglios mediastinicos anteriores situados en la parte superior del mediastino delante
de los grandes vasos (cadena mediastinica anterior derecha prevenosa, anterior izquierda
o preaorticocarotidea y transversal que anastomosa las dos cadenas anteriores).

- Ganglios mediastinicos posteriores: a lo largo del eséfago y aorta descendente.

- Ganglios mediastinicos peritraqueobronquiales: situados en los pediculos pulmonares,
en la bifurcacion de la traquea y peritraqueales derechos e izquierdos.

- Ganglios intrapulmonares: son los ganglios interlobares, intralobares y subpleurales

(mas periféricos).

Sin embargo, la comunicacién de los diferentes l6bulos pulmonares con los
ganglios linfaticos mediastinicos no es tan simplista ni uniforme, ya que puede ocurrir el
drenado de los vasos linfaticos pulmonares directamente sobre ganglios linfaticos
mediastinicos ipsi- o contralaterales, saltandose de esta forma el nivel pulmonar o hiliar
(Riquet 1991).
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Figura 1. Esquema representando la direccion centripeta del drenaje linfatico
pulmonar hacia el mediastino. Ao-Pu: aortopulmonar.

Para la estadificacion del cancer de pulmén se utiliza el sistema TNM aceptado
por la Union Internationale Contre le Cancer (UICC) y American Joint Committee on
Cancer (AJCC). Es la clasificacion que impera mundialmente y tiene valor pronéstico.
Esta clasificacion ha sufrido varias revisiones. La ultima revision tuvo lugar recientemente
en 2009 (Detterbeck 2009). En este estudio se aplicé la de 1997 (Mountain 1997) que es
una revisién de la que se adopté de Mountain en 1986 (Mountain 1986). En ella se
considera el descriptor T, de tumor, segin su tamafio y la relacién con estructuras
vecinas; el descriptor N que atiende a la afectacion ganglionar y el descriptor M segun la
existencia de metastasis a distancia. En las figuras 2-6 y en la tabla 3 se observa la
numeracién que se le asigno a cada grupo de ganglios segun su localizacion.
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Tabla 3. Clasificacion de los grupos ganglionares mediastinicos en el cancer de pulmén segun su
localizacion anatomica. Los grupos ganglionares 1 a 9 corresponden a la patologia N2 (por
localizarse dentro o medial a la pleura mediastinica) en la estadificacion TNM-1997 y del grupo 10
al 14 corresponden a la patologia N1 (por estar fuera o lateral a la pleura mediastinica y por dentro
de la pleura visceral).

Grupo 1 Situados cranealmente a una linea harizontal en
(mediastinicos altos) el borde superior de la vena innominada izquierda
cuando cruza por delante de la traquea en su
linea media. Son laterales a la traquea.

Grupo 2 Situados bajo el limite del grupo 1 y craneales a
(paratraqueales superiores) |una linea horizontal sobre el borde superior del
cayado aértico. Son laterales a la traquea.

Grupo 3 Los prevasculares se llaman 3A y los
(prevasculares, retrotraqueales 3P
retrotraqueales)

Grupo 4 Laterales a la traquea, caudales al limite inferior

(paratraqueales inferiores) |del grupo 2 y superiores a una linea horizontal
sobre el borde superior del bronquio lobar
superior y medial a la pleura mediastinica.

Grupo 5 Laterales al ligamento arterioso, aorta y arteria
(ventana aortopulmonar) pulmonar izquierda y mediales a la primera rama
de la arteria pulmonar izquierda mediastinica

Grupo 6 Inferiores a una linea horizontal sobre el borde
(ganglios paraadrticos) superior del cayado aoértico y localizadas
anteriores y laterales a la aorta ascendente.
Grupo 7 Debajo de la carina pero sin asociarse a los
(subcarinal) bronquios o arterias lobares pulmonares.
Grupo 8 Adyacentes a la pared esofagica pero sin
(paraesoféagico) localizarse en la region subcarinal.
Grupo 9 Dispuestos en el espesor del ligamento pulmonar
(ligamento pulmonar) y también por detras de la vena pulmonar inferior.
Grupo 10 Ganglios lobares préximos al hilio pulmonar y
(ganglios hiliares) laterales a la pleura mediastinica, también en
torno al bronquio intermediario.
Grupo 11 Ganglios situados entre los bronquios lobares.

(interlobares)

Grupos 12-14 Adyacentes a los bronquios segmentarios y
(lobares y segmentarios) subsegmentarios.
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Figura 2. Esquema de la vision frontal de los elementos traqueobroncopulmonares con la
localizacion de los grupos ganglionares paratraqueales (1, 2 y 4 derechos e izquierdos),
de la ventana aortopulmonar (5), prevasculares (6), subcarinales (7), paraesofagicos (9),
hiliares (10), interlobares (grupo 11) e intersegmentarios (grupo 12-14). www.imaos.com.

En la practica, se consideran como N2 a los ganglios del mediastino (situados
medialmente respecto a la pleura mediastinica y los situados en el ligamento pulmonar)
independientemente del nGmero con que se le designa en el mapa ganglionar; N1 si estan
situados lateralmente respecto a la pleura mediastinica (pueden ser hiliares, interlobares,
intralobales, segmentarios, subpleurales). Cuando hay afectaciébn de las cadenas
ganglionares contralaterales o bien supraclaviculares o escalénicas ipsi- o0 contralaterales,
se habla de enfermedad N3, que no suele ser considerada como candidata para un
tratamiento quirdrgico. En la tabla 4 se muestra la explicacién del sistema TNM del cancer

de pulmon.
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Tabla 4. Clasificacion TNM del cancer de pulmén (Mountain 1997)

Tx |tumor demostrado por células malignas en esputo o lavados bronquiales, pero
no visualizado por técnicas de imagen o broncoscopia

TO | no evidencia de tumor primario

Tis |carcinoma in situ

T1 |tumor <3 cm rodeado por pulmén o pleura visceral sin invasién mas proximal
gue el bronquio lobar

T2 |tumor >3 cm, o invasion del bronquio principal a 2 0 mas cm de la carina, o
gue invade la pleura visceral, o que produce atelectasia 0 neumonitis
obstructiva sin afectar a todo el pulmén

T3 |tumor que invade cualquiera de las siguientes estructuras: pared toréacica,
diafragma, pleura mediastinica, pericardio parietal, bronquio principal a menos
de 2 cm de carina o que produce atelectasia 0 neumonitis obstructiva de todo
el pulmon

T4 |tumor que invade cualquiera de las siguientes estructuras: mediastino,
corazoén, grandes vasos, traquea, esofago, cuerpos vertebrales, carina, o bien
la existencia de uno o varios nédulos tumorales separados del tumor principal
y situados en el mismo Iébulo, derrame pleural maligno o metastasis pleurales

Nx |los ganglios linfaticos no pueden ser analizados

NO |no hay metastasis en los ganglios linfaticos

N1 |afectacion de ganglios linfaticos peribronquiales o hiliares ipsilateales e
intrapulmonares

N2 |afectacién de ganglios linfaticos mediastinicos ipsilaterales

N3 |afectacion de ganglios linfaticos mediastinicos o hiliares contralaterales,
escalenos o supraclaviculares ipsi- o contralaterales

Mx |las metastasis a distancia no pueden ser evaluadas

MO | no hay metastasis a distancia

M1 |hay metastasis a distancia, nddulos tumorales separados del tumor principal y
situados en un I6bulo diferente
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Figura 3. Esquema mostrando la localizacion de los grupos ganglionares 3a (prevasculares, sobre
la vena cava superior) y 3p (retroesofagicos). www.radiologyassistant.nl

Figura 4. Esquema con la situacién de los grupos ganglionares mediastinicos 5 (en la ventana
aortopulmonar) y 6 (prevasculares, sobre el cayado aértico). www.radiologyassistant.nl

22



introduccion

Figura 5. Esquema de la cara mediastinica del hemitérax derecho donde se muestra la localizacién
de los grupos ganglionares 1, 2 y 4 (paratraqueales), 3a (prevasculares), 3p (retrotraqueales), 7
(subcarinales), 8 (paraesofagicos) y 9 (ligamento pulmonar).

Figura 6. Esquema de la cara mediastinica del hemitérax izquierdo donde se muestra la
localizacién de los grupos ganglionares 2 y 4 (paratraqueales), 5 (ventana aortopulmonar), 6
(preadrticos, aorta ascendente), 8 (paraesofagicos) y 9 (ligamento pulmonar).
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Segun la combinacién de los descriptores T, N y M la enfermedad se clasifica en
un determinado estadio clinico inicial (tabla 5), segun la exploracién fisica y las pruebas
complementarias realizadas, incluyendo las invasivas como la mediastinoscopia,
toracoscopia, biopsia transbronquial, etc. Asi queda especificado el estadio clinico como
(T N M)c. Después de la cirugia y obtener el resultado del estudio de la pieza pulmonar
asi como de las adenopatias mediastinicas, el estadio queda como (T N M)p de
anatomopatolégico. Se afiade una "y" cuando el paciente llevd un tratamiento

neoadyuvante o una "r" si fue una reintervencion.

Tabla 5. Clasificacion por estadios del cancer de pulmén (Mountain 1997)

Oculto Tx NO MO
Estadio O Tis NO MO
Estadio I-A T1 NO MO
Estadio I-B T2 NO MO
Estadio II-A T1 N1 MO

Estadio 1I-B T2 N1 MO/ T3 NO MO

Estadio IlI-A T1-3N2 MO/ T3 N1 MO

Estadio 11I-B Cualquier T4 y/o N3

Estadio IV Cualquier M1
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1.3.- Estadificacion del cancer de pulmoén

Ante todo paciente con un diagnéstico de cancer de pulmén, hay que determinar
basicamente dos condiciones fundamentales para optimizar el tratamiento. Una de ellas
es establecer la extensién o el estadio de la enfermedad, porque para ofrecer el
tratamiento mas apropiado a cada paciente hay que atender al estadio en el que se
encuentre la enfermedad e intentar buscar la resecabilidad del tumor, ya que la cirugia
con reseccion completa es actualmente el mejor tratamiento y el que proporciona una
mayor supervivencia, aunque en determinados estadios. La otra condicion es determinar
si el paciente es operable, es decir, si sus condiciones fisicas y su comorbilidad asociada
le permiten someterse a un tratamiento quirlrgico. Esta evaluaciéon se comentara en el
apartado 1.4.-(cirugia del cancer de pulmén). Por tanto, la estadificacion implica una
estimacion del pronéstico del paciente y una decisién sobre el tratamiento. Para ello
existen una serie de pruebas o técnicas complementarias que ayudan con esta tarea. Se

pueden dividir en tres grupos, que de menos a mas invasivos se pueden clasificar en:

1.3.1- pruebas de imagenes
1.3.2- pruebas endoscopicas

1.3.3- pruebas quirdrgicas

1.3.1- Entre las técnicas de imagen estan la radiografia de térax y la tomografia
computarizada (TC). Ademas, otras veces son Utiles mas pruebas como la resonancia
nuclear magnética (RNM), la tomografia por emision de positrones (PET) o la

gammagrafia ésea.

a.- La radiografia simple de térax se realiza en dos proyecciones (anteroposterior y
lateral) y suele ser el estudio iconografico inicial en los pacientes con sospecha clinica de
cancer de pulmén. También con la radiografia de térax se diagnostican una parte de los
tumores pulmonares de forma casual en pacientes sin sintomas, ya que es una
exploracion rutinaria en la evaluacion preoperatoria de cualquier intervencién que requiera
anestesia general. Sin embargo, la placa simple de térax no es demasiado Util en la
estadificacion.
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b.- La TC es la técnica radiol6gica de eleccion para estadiar con mas precision el
cancer de pulmén y también ayuda a guiar en la puncién de procedimientos diagnésticos
mas invasivos, por ejemplo, puncién de masas o nddulos pulmonares, de un tumor
suprarrenal, hepatico, etc. Actualmente, es posible realizar reconstrucciones de
estructuras intratoracicas en diferentes planos espaciales (ya sea coronal, axial o sagital),
evaluar la presencia de ganglios mediastinicos (su localizacion, tamafio, relacion con
estructuras vecinas), localizacion del tumor pulmonar y su relacion con las cisuras
vecinas, vasos arteriales mediastinicos o infiltracion de la pared toracica. Permite realizar
reconstruciones volumétricas o la broncoscopia virtual, con detalle de la situacién de la
tumoracion endobronquial, de la distancia al bronquio principal, al intermediario o a la

carina.

c.- La RNM no se emplea de forma rutinaria en la estadificacion locorregional del
cancer de pulmoén. Tiene algunas limitaciones como son las producidas por el movimiento
cardiaco y respiratorio, la baja densidad protonica del parénquima pulmonar o los
artefactos producidos por las numerosas interfases entre el aire y los tejidos blandos del
pulmén. Por el contrario, entre sus ventajas destacan: la facilidad para la evaluacion de
estructuras vasculares mediastinico-hiliares sin utilizar contraste endovenoso (sobre todo
util en pacientes con alergia al contraste yodado de la TC), estudiar la invasion de la
pared toracica, los tumores del vértice pulmonar, diferenciar entre recidiva local y cambios
post-tratamiento y también en el estudio de metastasis extratoracicas como suprarrenales

o del sistema nervioso central.

d.- La PET consiste en la administraciéon de un compuesto glucosado que suele
ser 18-fluorodeoxiglucosa-6-fostafo marcado con un trazador radioactivo que es detectado
por unas camaras de centelleo que convierten las cuentas que reciben en unas imagenes
cuantificables. La glucosa es utilizada como fuente de energia por muchas células y, en el
cancer de pulmoén, las células malignas poseen un mayor metabolismo que las células
sanas vecinas, de modo que este incremento de su actividad metabodlica se puede
detectar con la prueba. También, de modo fisiolégico, hay una captacion habitual en el
miocardio, en el sistema nervioso central (por la actividad ininterrumpida de estos érganos
gue requiere un aporte continuo de glucosa como fuente energética) y en el sistema
pielocalicial excretor renal y vejiga que es por donde se elimina la sustancia utilizada. La

sensibilidad y especificidad estdn sobre el 97% y 78% respectivamente y un valor
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predictivo negativo alto, de modo que un noédulo pulmonar negativo sin captacion
significativa en la PET debe ser considerado benigno, en principio (Gould 2001 y Cheran
2004). Hay falsos negativos en pacientes con hiperglucemias, en tumores con un tamafio
pequefio (inferior a un centimetro) o en tumores con bajo metabolismo de glucosa como
ocurre en el carcinoide, en adenomas o en el carcinoma bronquioloalveolar. También se
han descrito falsos positivos como ocurre en lesiones inflamatorias granulosas, como la
sarcoidosis, y en infecciones pulmonares (Chang 2006). Sin embargo, la PET posee una
definicion anatdbmica mas pobre comparada con la TC. A veces, ante una lesion
sospechosa de malignidad, es dificil determinar si corresponde a un ganglio mediastinico
maligno o a un tumor pulmonar proximo al hilio. La fusion de la PET y la TC, lo que se
denomina PET-TC, permite mejorar los detalles anatdmicos y combinarlos con los detalles
metabdlicos consiguiendo imagenes de gran utilidad para el diagnéstico. La PET o la
PET-TC es una de las herramientas mas recientes empleadas en el diagndstico y
estadificacion del cancer de pulmén. Hoy dia, la tendencia es hacia una progresiva
incorporacién al arsenal de pruebas complementarias utilizadas de modo rutinario en esta
enfermedad. Hace pocos afios, era utilizado sélo por algunos profesionales dependiendo
de la disponibilidad de cada centro, pero se va empleando de forma cada vez mas
genérica, acorde a los resultados que ofrece y a las exploraciones invasivas que puede
evitar. Por ejemplo, evitar mediastinoscopias en ganglios aumentados de tamafio pero
gue no son captantes en la PET con el ahorro que implica la cirugia y la estancia
hospitalaria o, por el contrario, encamina la direccién en la toma de decisiones cuando
hay captacion patoldgica en ciertas localizaciones evitando otras cirugias o tratamientos

no adecuados (Alvarez 2002).

1.3.2- Pruebas endoscopicas

Estas pruebas complementarias poseen un mayor grado de certeza respecto a las
pruebas de imagenes en el diagnéstico y estadificacién del cancer de pulmén porque
proporcionan muestras citohistoldgicas.

a.- Puncién transbronquial aspirativa (PTB). El instrumental utilizado para esta

técnica es similar a la broncoscopia flexible habitual y ademas un catéter unido a una

aguja que pasan a través del canal de trabajo del fibrobroncoscopio. El catéter y la aguja

27



introduccion

estan recubiertos por una vaina externa metalica o de poliuretano para proteger al
broncoscopio. Los calibres de las agujas varian entre 18 y 23 gauges con una longitud de
hasta 15 mm. Asi, durante la realizacion de la broncoscopia habitual, ademas de explorar
las vias aéreas respiratorias con la posible existencia de lesiones endobronquiales,
biopsia diagndstica y descripcion de su localizacion, también se puede realizar la puncion
de adenopatias mediastinicas para afinar en la estadificacién. Es preciso la realizacién de
una TC de térax antes de la broncoscopia para determinar las regiones ganglionares a
biopsiar y su relacion con estructuras mediastinicas (carina, bronquios principales,
lobares, intermediarios) y troncos vasculares. La distancia de las adenopatias hasta estas
estructuras se calcula a partir de las imagenes en la TC, contando los cortes en direccion
craneal o caudal, segun interese, y tomando como referencia la carina. La broncoscopia
virtual puede proporcionar buenas imagenes y ayudar a la localizaciéon con mas exactitud
de los ganglios mediastinicos (Hopper 2001).

La rentabilidad diagnéstica de la PTB dependera de las caracteristicas del ganglio
(su tamafo, su localizacién, el grado de necrosis y de afectacion tumoral), de la
experiencia del broncoscopista, de la experiencia del anatomopatélogo, de las
condiciones en las que se llevd a cabo la PTB y de la comunicacién entre ambos
profesionales para que ayude a la interpretacion de las muestras. La PTB es una técnica
barata en comparacién con procedimientos quirdrgicos, se puede hacer de forma
ambulatoria y es segura, con pocas complicaciones importantes, aunque puede
producirse un neumotérax, neumomediastino, hemomediastino (por sangrado ganglionar
o sangrado vascular), rotura o perforacion del broncoscopio y pérdida de la conexién de la
aguja con su catéter (cuerpo extrafio punzante). La PTB mejora la rentabilidad diagnostica
de la broncoscopia con escaso incremento de la morbilidad y no necesita una
infraestructura diferente de la fibrobroncoscopia habitual. Se comienza el analisis de los
grupos ganglionares que impliguen un peor prondstico como los N3 y se continua con los
N2. (Martinez 2008).

El coste econdmico de la broncoscopia con PTB se estima, en Espafia, entre 300-
330€ y el de una mediastinoscopia entre 3000-3600€. Segun algunos autores, con la PTB
se evitaron intervenciones quirdrgicas y supuso un importante ahorro econdémico
estimando un coste 5 veces mayor en la estadificacién mediastinica si no se hubiese

utilizado la PTB (Bango 2003 y Fernandez 2001). Esta técnica se realiza en el mismo
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momento de la broncoscopia y se pueden analizar las regiones paratraqueales,
retrotraqueales, subcarinales e hiliares, es decir, los grupos ganglionares 1, 2, 4, 3p, 7, 10
y ocasionalmente los paraesofagicos o grupo 8. Un resultado negativo en la puncién no
excluye la afectacion maligna ganglionar y en estos casos se recomienda continuar con

una estadificacion quirtrgica del mediastino si hay sospecha manifiesta.

b.- La ultrasonografia endobronquial (EBUS: endobronchial ultrasonography)
combina junto con la broncoscopia habitual la realizacion de un examen del mediastino,
sus ganglios, de la pared bronquial y de grandes vasos mediante el empleo de
ultrasonidos. Los ganglios linfaticos aparecen con un color grisaceo, ya que poseen baja
ecogenicidad, y los vasos se muestran en negro porque son anecoicos. También se
puede realizar dicha exploracion a través del esé6fago con lo que se denomina
ultrasonografia endoscoépica transesofagica (EUS: esophageal endoscopic ultrasound).
Asi, es posible el estudio con gran detalle de tumores centrales y su relacién o afectacion
de la pared traqueobronquial, de grandes vasos y estructuras mediastinicas, aportando
una mayor sensibilidad que la TC (Hunerbein 1998). El principal problema consiste en
diferenciar entre la infiltracién por el tumor y contacto por contigiliidad, o bien adhesion por
fibrosis. También es capaz de detectar ganglios mediastinicos con un tamafio de 2-3 mmy
aporta mas informacién sobre su naturaleza benigna o maligna atendiendo a la forma, la
definicion de sus bordes y su estructura ecografica (Hawes 1994). Combinando la EBUS y
EUS se pueden explorar practicamente todas las regiones ganglionares mediastinicas

excepto la region 6.

c.- Para obtener un mayor rendimiento, se realiza la PTB guiada con EBUS o EUS
y, asi, se obtiene en tiempo real la certeza de la localizacion de la aguja de puncion sin
ser una técnica a ciegas como la PTB. Los inconvenientes de esta técnica son que es un
aparataje mas caro (entre 60.000 y 90.000 €, segun el modelo), las sondas son muy
fragiles y pueden romperse con facilidad, tienen una limitada penetracion en profundidad
sobre los tejidos, y para su manejo con destreza se necesita de una curva de aprendizaje
y una dedicacion mayor que con otras técnicas broncoscopicas. Por tanto, es una técnica
gue no es habitual en la practica diaria para el diagnéstico y estadificacién del cancer de
pulmén en los diferentes hospitales. Su empleo depende de la disponibilidad de recursos
de cada centro y de la capacidad de realizarla y dominarla por los broncoscopistas. Sin

embargo, esta técnica en manos expertas puede cambiar el manejo y el tratamiento de un
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porcentaje importante de pacientes como sefialan algunos autores donde evitaron la
toracoscopia/toracotomia en el 49% de los pacientes y la mediastinoscopia en el 68%
(Larsen 2002). La EBUS con puncion ofrece mas ventajas que la PTB porque la aguja va
dirigida en todo momento con una morbilidad practicamente nula y evita los falsos
positivos que pueden ocurrir al atravesar el tumor para alcanzar los ganglios
mediastinicos con la via transbronquial.

En un estudio en Estados Unidos comparando la EBUS-PAAF, mediastinoscopia,
PTB, puncién guiada por TC y PET en el CPNCP para el estudio de adenopatias
mediastinicas se obtuvo como conclusion que la EBUS-PAAF fue la herramienta con
mejor relacion coste-eficacia (Harewood 2002). Hay estudios que han evaluado la utilidad
de la EBUS-PAAF en pacientes con cancer de pulmén y una TC negativa para
adenopatias (diametro menor a 1 cm en el eje corto) concluyendo que demostraron
afectacién ganglionar metastasica en el 25% y 10% de los pacientes (Wallace 2004 vy
Belda 2004). La existencia de falsos negativos puede deberse a la presencia de
micrometastasis ganglionares o a la afectacion selectiva de sé6lo algunos ganglios de una
misma regién ganglionar mediastinica. Todavia no existe una técnica de imagen con una
sensibilidad y una especificidad lo suficientemente elevadas como para no obtener
muestra citohistolégica de las adenopatias mediastinicas y, dada la falta de especificidad
con la PET/PET-TC, las lesiones hipercaptantes deberian confirmase con biopsia,
preferiblemente por vias lo menos invasivas posibles para el paciente, como son las

técnicas endoscopicas descritas (ver tabla 6).

1.3.3- Pruebas quirurgicas

Para la estadificacion del cancer de pulmén existen unas técnicas quirdrgicas
disponibles cuando, por procedimientos menos invasivos, y por tanto menos agresivos
para el paciente, no se obtiene material para estudio histolégico, es material insuficiente o
un resultado negativo para malignidad. Entre estas técnicas se encuentra la
mediastinoscopia, la mediastinotomia y la toracoscopia. Son exploraciones que se
realizan con anestesia general, aunque, a veces, la toracoscopia puede realizarse
facilmente y con seguridad para el paciente mediante anestesia local si el paciente

colabora y el derrame pleural es moderado-grande. Estas técnicas quirdrgicas han
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permitido disminuir las toracotomias exploradoras y aumentar la supervivencia en los

pacientes operados al mejorar la seleccién para el tratamiento quirdrgico (De Giacomo

1997, De Leyn 2007).

Tabla 6. Pruebas diagnésticas sobre la estadificacién mediastinica no quirdrgica.

Autores-afo N° casos S E VPP VPN Prevalencia
ESTUDIO DE ESTADIFICACION CON TC
Dunagan et al. 2001 72 0.50 0.87 0.56 0.84 0.25
Kamiyoshihara et al.2001 546 0.33 0.90 0.46 0.84 0.20
Osada et al. 2001 335 0.56 0.93 0.77 0.83 0.30
Pieterman et al. 2000 102 0.75 0.66 0.50 0.85 0.31
Takamochi et al. 2000 401 0.30 0.82 0.30 0.83 0.20
Marom et al. 1999 79 0.59 0.86 0.84 0.63 0.56
Suzuki et al. 1999 440 0.33 0.92 0.56 0.82 0.23
ESTUDIO DE ESTADIFICACION CON PET
Dunagan et al. 2001 81 0.52 0.88 0.61 0.84 0.26
Farrell et al. 2000 84 1.00 0.93 0.40 1.00 0.05
Liewald et al. 2000 78 0.93 0.78 0.69 0.95 0.35
Pieterman et al. 2000 102 0.91 0.86 0.74 0.95 0.31
Roberts et al. 2000 100 0.88 0.91 0.75 0.96 0.24
Marom et al. 1999 79 0.73 0.94 0.85 0.88 0.56
Saunders et al. 1999 84 0.71 0.97 0.86 0.93 0.20
ESTUDIO DE ESTADIFICACION CON EBUS
Wiersema et al. 2001 29 0.86 0.57 0.86 0.57 0.76
Gress et al. 1997 45 0.86 0.83 0.83 0.86 0.49
Potepan et al. 1996 30 0.45 0.58 0.38 0.65 0.37
Silvestri et al. 1996 27 0.89 1.00 1.00 0.82 0.67

S: sensibilidad. E: Especificidad. VPP: valor predictivo positivo. VPN: valor predictivo negativo.

a.- La mediastinoscopia y su via de abordaje fueron definidas por Carlens a finales

de los afios 50 (Carlens 1959). Es una exploracion que se realiza con frecuencia, es

segura con una mortalidad practicamente nula y una baja morbilidad en manos expertas.

A través de una pequefia incisién cervical y siguiendo un plano por delante de la cara

anterior traqueal, permite el acceso para biopsiar ganglios mediastinicos situados en la

region paratraqueal de forma bilateral (grupos 1, 2 y 4) y subcarinal (grupo 7). Durante su

realizaciébn se pueden enviar muestras ganglionares a anatomia patoldgica para su

procesado en congelacién. Si no se observa afectacion maligna, se puede continuar
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durante la misma intervencién con la reseccién pulmonar; mientras que si se obtienen
adenopatias con metastasis, el paciente es dirigido hacia un tratamiento neoadyuvante
para posterior reevaluacion. Esta técnica de exploracion tiene, como todos los tests
diagnésticos, un porcentaje de falsos negativos que puede rondar el 10% y una
sensibilidad aproximada entre el 70-90% (DeLeyn 2007). Los ganglios de la ventana
aortopulmonar, los preadrticos, los paraesofagicos y los del ligamento triangular no son
accesibles por esta técnica, aunque la mediastinoscopia cervical extendida puede
conseguir acceso atravesando el espacio entre el tronco arterial braquiocefélico y la
arteria carétida izquierda hacia los ganglios de los grupos 5 (ventana aortopulmonar) y 6

(preadrticos).

b.- La mediastinotomia fue descrita inicialmente por Charberlaim y McNeill en 1966
(McNeill 1966) como un abordaje paraesternal derecho o izquierdo para acceder a los
ganglios del mediastino anterior y del hilio pulmonar. Para ello, se suele penetrar a través
del segundo espacio intercostal y extirpando, o bien evertiendo el tercer cartilago costal.
Se suele emplear también el mediastinoscopio y los vasos mamarios internos se respetan
0, a veces, se ligan. Esta técnica puede combinarse en la misma intervencion junto con la

mediastinoscopia segun requieran las circunstancias de cada paciente.

c.- La toracoscopia se suele realizar cuando con el cancer de pulmén viene
asociado un derrame pleural y las toracocentesis indican que no es maligno. Si el derrame
pleural fuese maligno, la toracoscopia ya no tendria tanto interés en la estadificacion sino
en una actitud paliativa. Se realiza con el paciente bajo sedacién y se emplea anestesia
local sobre la zona de colocacién de uno o dos trécares, o bien, también se realiza con
anestesia general, segun el estado clinico del paciente, la cantidad de derrame pleural y
la preferencia de cada grupo de trabajo. La toracoscopia permite una vision de la cavidad
pleural, tomar nuevas muestras de liquido pleural para su estudio citolégico y realizar
biopsias pleurales dirigidas sobre las zonas macroscépicamente sospechosas de estar
afectadas. También permite hacer una exploracién de los ganglios mediastinicos e
hiliares. Se pueden realizar biopsias intraoperatorias y segun el resultado continuar con la
reseccion pulmonar o no. En casos donde se observa una carcinomatosis pleural, a la vez
gue se hace el diagnéstico y estadificacion se emplea talco para realizar la pleurodesis

como tratamiento quirdrgico paliativo.
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1.4.- Cirugia del cancer de pulmoén

Actualmente, la cirugia es el tratamiento mas efectivo para el CPNCP vy el de
mayor potencial curativo en estadios iniciales. El objetivo de toda reseccion quirdrgica
debe ser conseguir la extirpacion completa de la enfermedad y obtener, ademas, un
margen adecuado libre de tumoracién. La cirugia del cancer de pulmén en la primera
mitad del siglo XX era poco frecuente y representaba una entidad mas bien anecddtica.
En abril de 1932, apareci6 por primera vez la cuestion sobre el tratamiento quirdrgico del
cancer pulmonar cuando el doctor Edward D. Churchill present6 su experiencia con cuatro
pacientes durante la reunion anual de la Asociacion Americana de Cirugia Toracica
(Churchill 1933). Unas décadas después, esta patologia comenzd a incrementarse
progresivamente debido al consumo de cigarrillos y, hasta nuestros dias, han transcurrido
mas de 70 afios. Desde entonces, se han conseguido numerosos e importantes avances
en el conocimiento de la fisiologia respiratoria y cardiotoracica, de la etiopatogenia del
cancer de pulmoén, mejorias de las técnicas quirdrgicas, del cuidado postoperatorio y de
las unidades de cuidados intensivos, del manejo anestésico, de la investigacion en
biologia molecular, avances en la tecnologia de imagen y de técnicas diagndsticas
invasivas, etc. Sin embargo, pese a todos estos logros, la supervivencia global en el
cancer de pulmén sigue siendo baja y s6lo un pequefio porcentaje de pacientes son
diagnosticados en estadios iniciales susceptibles de recibir un tratamiento con mayor tasa
de curacion.

La mayoria de los pacientes que sobreviven a largo plazo tuvieron un tratamiento
quirdrgico solo o combinado. La reseccion incompleta, ya sea porque quede tumor
macroscopico o microscopico (ver tabla 7) , o bien por las micrometéastasis regionales o a
distancia (que son metastasis que no se pueden diagnosticar por los procedimientos
técnicos habituales y tienen un tamafio de unos pocos milimetros, o son un grupo de
células aisladas al microscopio) hacen fracasar el tratamiento quirtrgico curativo. Uno de
los principales objetivos pendientes es la deteccién precoz del cancer de pulmén para
ofrecer un tratamiento mas eficaz. El cirujano debe preocuparse por seleccionar a
aguellos pacientes que puedan beneficiarse de un tratamiento quirdrgico, atender al
estado cardiorrespiratorio y a las comorbilidades asociadas del enfermo para llevar a cabo
el procedimiento quirdrgico mas adecuado e intentar conseguir una reseccion completa de

la enfermedad (RO).
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Tabla 7. Clasificaciéon de tumor residual (Hermanek 1994)

RO | No evidencia de tumor residual microscoépico en los bordes de la pieza extirpada

R1 | Tumoracion residual microscépica en los bordes de reseccion de la pieza extirpada

R2 | Tumoracion residual observada macroscopicamente tras la reseccion quirdrgica

La cirugia del pulmén comenzé a finales del siglo XIX sobre lesiones tuberculosas,
heridas toracicas abiertas 0 bronquiectasias. Sobre los afios 1930-1950 la
neumonectomia fue considerada la técnica mas adecuada para el tratamiento quirdrgico
del cancer de pulmén. Afios mas tarde, la préactica de la lobectomia fue imponiéndose al
comprobar que se obtenian resultados similares en cuanto a supervivencia en pacientes
con una extension parecida de la enfermedad y disminuia mucho mas la morbi-
mortalidad respecto a la neumonectomia. De modo que, hoy dia, la lobectomia es la
técnica de eleccién para el tratamiento quirargico de esta patologia. Ademas, hay también
resecciones ampliadas para tumores con afectacion de pared toracica o tumores mas

hiliares para cuyo abordaje hay que realizar una reseccién mas amplia (Waters 2002).

La evaluacién preoperatoria de cada paciente debe ser orientada a la consecucion
de la resecabilidad tumoral, es decir, hacia la exéresis por completo del tumor. También
debe ser enfocada hacia el estado funcional del paciente, de modo que le permita superar
la intervencién quirdrgica, es decir, determinar la operabilidad del paciente. En lo que
respecta a la reseccién del tumor pulmonar, hay que prestar especial atencién al tipo
histol6gico. El carcinoma de célula pequefia, en general, no suele ser tributario de
tratamiento quirargico. Por otra parte, hay que atender a la extension de la enfermedad
tumoral, que viene marcada por la clasificacion TNM (tumor, ganglios y metastasis)
(Mountain 1997). Para el estudio de la estadificacién clinica TNM, aparte de la exploracion
fisica, se realizan una serie de pruebas complementarias como la radiografia simple de
térax, la tomografia computarizada (TC), la fibrobroncoscopia, la tomografia de emision de
positrones (PET) o su combinaciéon PET-TC, la mediastinoscopia, toracoscopia o
mediastinotomia, la esofagoscopia o ecografia transesofagica, la gammagrafia ésea o la
RNM (Garcia Yuste 2010).
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En general, se puede decir que los pacientes con tumores en estadio | y Il son
candidatos a tratamiento quirdrgico con finalidad curativa. El estadio Ill-A seria para
tratamiento multimodal (quimioterapia, radioterapia, cirugia) y deberia entrar en ensayos
clinicos, ya que es una enfermedad localmente avanzada sin pautas exactas sobre cual
es la secuencia de tratamientos mas idoénea ni sobre qué farmacos en concreto o su
tiempo de tratamiento. Para los estadios IlI-B y IV el tratamiento suele ser médico
(quimioterapia, radioterapia) y en casos muy seleccionados se realiza cirugia. Los
tumores T1, T2 y T3 son, en principio, candidatos para un tratamiento quirdrgico. Los que
pertenecen al grupo T4, en general, no son subsidiarios de cirugia (invasion de grandes
vasos mediastinicos, es6fago, corazoén, vértebras, derrame pleural o pericardico malignos,
carina); sin embargo, en casos muy seleccionados se puede llevar a cabo una cirugia
con reseccion completa para tumores que afecten a carina, traquea, nervio recurrente, o
grandes vasos (Tsuchiya 1994).

En cuanto a la enfermedad ganglionar o descriptor N, hay que sefialar que los
pacientes con N3 por afectacion supraclavicular o ganglionar contralateral no son
candidatos a tratamiento quirargico. El grupo de N2 es discutido y su manejo suele ser
combinado e incluido en ensayos clinicos. Hay grupos que realizan quimioterapia y
radioterapia de induccion seguido de cirugia (Uy 2007). Otros realizan sélo cirugia de
rescate en caso de una respuesta completa tras el tratamiento neoadyuvante
comprobando mediante mediastinoscopia, remediastinoscopia o toracoscopia la ausencia

de enfermedad mediastinica (Mateu Navarro 2000).

La deteccién de metastasis (M1) es una contraindicacion para la cirugia. Sin
embargo, hay situaciones poco comunes que pueden suponer una excepcion como, por
ejemplo, la presencia de metastasis cerebral Unica donde se puede realizar un tratamiento
quirdrgico cerebral y pulmonar (Mussi 1996). Otra situacion que puede beneficiarse de
cirugia es la metastasis Unica suprarrenal que puede tratarse en el mismo acto quirdargico
(Luketich 1996). Con el estudio de extensién tumoral es frecuente hallar otras lesiones
como quistes renales, adenomas suprarrenales, quistes o hemangiomas hepaticos, etc.
gue son lesiones benignas, pero que deben ser evaluadas con detenimiento porque
pueden tratarse de metastasis. Para el estudio de estas lesiones puede ser necesario el

uso de RNM, ecografia o incluso la biopsia.
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La evaluacion de la funcion cardiorrespiratoria del paciente candidato a cirugia de
reseccion pulmonar es fundamental para llevar a cabo con seguridad la intervencion,
prever qué pacientes pueden presentar mas problemas en el postoperatorio y qué
pacientes deben ser excluidos por su mala situacién funcional. La mayoria de los
pacientes con cancer de pulmén son pacientes con edad superior a los 50 afios y con
antecedentes de tabaquismo. Aproximadamente, la mitad de ellos padece una
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) y con la reseccion pulmonar también se
extirpa parte de tejido pulmonar funcionante. La edad, en si misma, no es un factor
excluyente para la cirugia. Sin embargo, hay que tener en cuenta que en pacientes con
una edad superior a 70 afilos hay mas del doble de probabilidad de fallecimiento tras la
neumonectomia (14%) que en los pacientes menores de 60 afios (6,5%) (DePerrot 1999)
y que la frecuencia de la comorbilidad asociada como, por ejemplo, la enfermedad
pulmonar, cardiovascular, diabetes, etc. esta directamente relacionada con la edad. A

mayor edad, mayor probabilidad de comorbilidad importante asociada.

Las pruebas de funcion respiratoria preoperatorias son unos instrumentos para
cuantificar como es la situacién funcional del paciente. El parametro mas utilizado es el
volumen espiratorio forzado en el primer segundo (FEV1). La espirometria debe realizarse
cuando el paciente se encuentre en una situacion de estabilidad clinica y cumpliendo su
tratamiento médico broncodilatador cuando asi le sea prescrito. Bajo estas condiciones,
los valores que se tendran en consideracion seran los obtenidos tras la broncodilatacion.
Los pacientes con un FEV1 superior a 2.000 ml pueden someterse a una neumonectomia
sin mas estudios respiratorios, ya que la tolera desde un punto de vista respiratorio y
siempre que el paciente no presente una enfermedad pulmonar intersticial, en cuyo caso
habria que evaluar el test de difusion. El limite inferior establecido tras la reseccion
quirargica suele ser de 700-800 ml o un 30% en valor relativo que es llamado FEV1
predictivo postoperatorio (FEV1ppo). De modo que valores inferiores a estas cifras
contraindican la reseccién pulmonar. Suelen utilizarse mas los términos en porcentajes
gue los valores absolutos, porque son valores que dependen de la edad, del sexo, de la
raza, del peso y de la talla del individuo. Cuando se obtiene un FEV1< 60% y/o una
capacidad de difusion de monoxido de carbono (DLCO)<60%, es aconsejable realizar
otras pruebas para determinar el FEV1ppo. El célculo del FEV1ppo se basa en el FEV1
preoperatorio y en la estimacion de parénquima pulmonar a extirpar mediante la siguiente
férmula (Juhl 1975): FEV1ppo = FEV1 x (1-n° de segmentos resecados x 0.0526).
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La gammagrafia de ventilacidon/perfusion también permite hacer una estimacion
cuantitativa del porcentaje de participacién en la funcion respiratoria de las diferentes
zonas pulmonares para calcular cdmo quedaria dicha funcién tras el tipo de reseccién que

se prevea realizar (Varela 2005):

a.- en el caso de una neumonectomia seria

FEV1ppo= FEV1 x (1- %perfusion del pulmén a extirpar)

b.- en el caso de una lobectomia seria
FEV1ppo= FEV1 x [1-(%perfusion del pulmén a resecar x n°® segmentos del I6bulo a

resecar/n® segmentos del pulmén)]

Si el FEV1ppo es >40% el paciente es apto para el tipo de reseccion planteado. Si
resulta inferior a 40% pero superior al 30% se realiza una tercera bateria de tests que
consiste en cuantificar el consumo de oxigeno maximo en la prueba de esfuerzo. Asi, un
VO2max < 10-15 ml/kg/min contraindicaria la cirugia de reseccién y un valor superior
hace considerar al paciente apto para la cirugia, aunque considerado como un paciente
de alto riesgo. La gasometria arterial también nos puede orientar sobre el riesgo
operatorio. Asi, una PCO2 superior a 50 mmHg indica que aumenta el riesgo quirdrgico y
con valores por encima de 55 mmHg o PO2 inferior a 50 mmHg se contraindica la

reseccion (Fernandez Fau 1998).

Recientemente se publicé una guia sobre la evaluacion preoperatoria en el cancer
de pulmén destacando algunas modificaciones (Brunelli 2009):

- se aconseja la realizacién de test de difusién (DLCO) de forma rutinaria

- para calcular el FEV1ppo no es necesaria la gammagrafia pulmonar, sino que
se basa en la formula: FEV1ppo= FEV1 x (1- n°® segmentos no obtruidos a
extirpar/n® segmentos no obtruidos totales). La misma féormula para DLCOppo

y VO2max-ppo.
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- Utilizar la gammagrafia de perfusién pulmonar para determinar FEV1ppo
postneumonectomia.

- Siel FEV1 y/o DLCO es <80%, se deberia realizar una evaluacién ergométrica
determinando el VO2max. Si no fuese posible por no disponer de la
infraestructura logistica adecuada, puede servir el test de subir escalones.

- Sereduce el limite para aceptar un paciente a tratamiento quirdrgico: FEV1ppo
y DLCOppo ambos > 30%.

- Se utilizan los valores relativos (porcentajes) y no los valores absolutos de los

tests de funcién cardiopulmonar.

En pacientes con antecedentes de cardiopatia isquémica o una edad superior a
los 50 afios, es conveniente realizar unas pruebas de funcion cardiaca que pueden incluir
el electrocardiograma, ecocardiografia, la prueba de esfuerzo o incluso un caterismo
coronario. La ecocardiografia nos indica la situacion de contractilidad cardiaca, la fraccion
de eyeccion, la situacién de las valvulas y una estimacioén de la presion arterial pulmonar.
Cuando la presion arterial pulmonar es mayor de 30 mmHg la indicacién de la cirugia es
controvertida porque hay un aumento de la mortalidad postoperatoria. En pacientes con
infarto agudo de miocardio reciente, es decir, en menos de tres meses, hay un elevado
indice de reinfarto y conviene esperar entre 3 y 6 meses tras el episodio de infarto y
siempre que el sistema cardiovascular del paciente halla permanecido estable
posteriormente. También se ha descrito el tratamiento conjunto en la misma intervencion
de la reseccion pulmonar y la cirugia de revascularizacion cardiaca en casos

seleccionados (Danton 1998).

Los pacientes evaluados con un riesgo anestésico ASA IV o mayor (segun la
clasificacion de la American Society of Anesthesiologists. www.asahp.org) no son
candidatos para la cirugia electiva de reseccién pulmonar, salvo casos muy seleccionados
(Tabla 8).
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Tabla 8. Clasificacion del estado fisico preoperatorio (American Society of Anesthesiologists).

ASA I Paciente sano normal

ASA I Enfermedad sistémica leve o moderada

ASA I Enfermedad sistémica grave

ASA IV: Enfermedad sistémica grave y que supone un riesgo constante para
su vida.

ASA V. Moribundo que no se espera que viva sin ser operado.

ASA VI: Paciente en muerte cerebral cuyos érganos van a ser extraidos para
donacion.

En cuanto a la tarea quirdrgica, una vez seleccionado el paciente adecuado segin
las exploraciones y pruebas complementarias mencionadas anteriormente, el cirujano
debe intentar conseguir una extirpacién completa de todas las lesiones identificadas. Ya
gue con esto, se consigue el mejor resultado para alcanzar un mayor periodo libre de
enfermedad y su curacion. El cirujano, una vez en el campo quirlrgico, tiene que realizar
una evaluacién de los descriptores TNM antes de tomar una decision terapéutica. El
descriptor T hace referencia al tamafio tumoral: como es de grande el tumor, donde esta
localizado, si afecta a uno o mas lébulos, si invade estructuras vecinas, etc. También hay
gue efectuar una exploracion del resto del parénquima pulmonar, aparentemente sin
afectacion, para buscar la deteccién de otros nddulos que puedan pasar desapercibidos
con las exploraciones preoperatorias, atender al aspecto del resto de la cavidad pleural y
del mediastino en busca de implantes pleurales, mediastinicos, etc. La reseccion se debe
realizar segun los principios de la cirugia oncolégica: no atravesar el tumor durante la
manipulacién quirdrgica, debe intentarse una reseccién anatomica (como lobectomia,
bilobectomia o neumonectomia), comprobar que los margenes de reseccién estén libres
de enfermedad tumoral mediante el estudio anatomopatoldgico intraoperatorio y atender
al estudio del descriptor N, es decir, de los ganglios mediastinicos a través de la
linfadenectomia. No existe unanimidad universal en la forma de realizar la linfadenectomia
mediastinica. Hay diferentes actitudes sobre el abordaje de los ganglios mediastinicos en
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el cancer de pulmén. Asi, algunos cirujanos realizan la exéresis de los ganglios
mediastinicos que son evidentes a simple vista o0 que aparecen durante las maniobras de
preparacion de la reseccidon pulmonar y en zonas vecinas al l6bulo a tratar. Otros
defienden una linfadenectomia sistematica, englobando no sélo los ganglios linfaticos,
sino también el tejido adiposo circundante, o bien una diseccién ganglionar extendida
mediante esternotomia media. Y en definitiva, los hay que siguen una opciébn mas
intermedia respecto a las opciones previas, como es el muestreo ganglionar mediastinico;
es decir, se buscan como minimo tres o cuatro estaciones ganglionares y se puede hacer
un estudio anatomopatolégico intraoperatorio de ellos. En caso de malignidad, se puede
ampliar la diseccién ganglionar mediastinica a todas las regiones. Las estaciones
ganglionares del muestreo dependen de la localizacién lobar del tumor. Se debe incluir
siempre la subcarinal y ademas las paratraqueales para el l6bulo superior derecho y
I6bulo medio, las paraesofagicas y del ligamento pulmonar para los I6bulos inferiores y las
de la ventana aortopulmonar y paraaértica para el I6bulo superior izquierdo (GCCB-S
2001). No obstante, en las recomendaciones de la Sociedad Europea de Cirugia Toracica
(ESTS: European Society of Thoracic Surgery) se defiende en la cirugia de reseccién del

CPNCP una diseccién ganglionar sistematica, preferiblemente en bloque (Lardinois 2006).

1.5.- Angiogénesis

La angiogénesis es un proceso fisiolégico que consiste en la formacion de nuevos
vasos a partir de otros preexistentes. Esto ocurre durante el desarrollo embrionario, con el

crecimiento, con el ciclo menstrual en la mujer y en la cicatrizacion de las heridas.

El organismo regula la angiogénesis mediante una serie de factores favorecedores
y otros inhibidores. Cuando hay un predominio de los factores que favorecen la
angiogénesis, ésta tiene lugar, pero cuando hay un exceso de factores inhibidores se
detiene. En condiciones habituales de estabilidad fisiol6gica, hay un equilibrio entre las
sustancias moduladoras de la angiogénesis y suele predominar, en general, la inhibicion.
(Folkman 1992).
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Sin embargo, la angiogénesis también se produce en el crecimiento de los
tumores. Un tumor no puede crecer mas alla de unos pocos milimetros sin
neovascularizacién porque necesita un aporte extra de oxigeno y nutrientes para
continuar su crecimiento y un medio para eliminar los desechos del metabolismo
(Folkman 1971). Las células tumorales que promueven la angiogénesis secretan una
serie de factores que favorecen el crecimiento angiogénico (conocidos como citocinas
angiogénicas) que superan el efecto de los inhibidores angiogénicos. Este inicio de la
angiogénesis tumoral se conoco como angiogenesis switch (Bikfalvi 1997). Las citocinas
secretadas por las células tumorares tienen un efecto sobre la formacion de vasos y su
crecimiento, influyen en la permeabilidad vascular, interfieren con la respuesta
moduladora del huésped y en la capacidad de invasion tumoral, también desempefian un
papel en el desarrollo de metastasis y en el pronéstico de la enfermedad. Existen
numerosos factores y sustancias que intervienen sobre la angiogénesis de un modo

activador o inhibitorio (Tabla 9).

En muchas enfermedades, se descontrolan los mecanismos de regulacién sobre la
angiogénesis y ésta tiene lugar por defecto o por exceso. Situaciones en las que hay una
insuficiente angiogénesis son, por ejemplo: la enfermedad arterial coronaria, accidentes
cerebrovasculares isquémicos o retraso en la curacion de heridas. De esta forma, hay un
crecimiento inadecuado de vasos sanguineos, no se restaura la circulacion
adecuadamente y se pone en riesgo la vitalidad de los tejidos comprometidos. En otras
enfermedades se produce un exceso de angiogénesis como ocurre en el cancer, la
retinopatia diabética, la artritis reumatoide, etc.
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Tabla 9. Factores que intervienen en la regulacion de la angiogénesis.

FACTORES QUE FAVORECEN LA ANGIOGENESIS

-Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)
-Factor basico de crecimiento fibroblastico(bFGF)
-Factor acido de crecimiento fibroblastico (aFGF)
-Interleucina-8 (IL-8)

-Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)
-Factor de crecimiento transformante alfa (TGFa)
-Factor de crecimiento transformante beta (TGF[3)
-Factor de necrosis tumoral alfa (TNFa)

-Factor de crecimiento de hepatocito (HGF)

FACTORES QUE INHIBEN LA ANGIOGENESIS

-Angioarrestina

-Angiostatina (fragmento de plasmindgeno)
-Endostatina (fragmento del colageno XVIII)
-Interleukina-12

-Factor plaquetario-4 (PF-4)
-Vasculostatina

-Vasostatina (fragmento de calreticulina)

El término angiogénesis fue designado por primera vez en 1787 por el cirujano
inglés John Hunter para describir el crecimiento de los vasos sanguineos en las astas del
ciervo. Hace mas de un siglo que se habia observado que el crecimiento tumoral era
acompafado por un aumento en la vascularizacion, pero no fue hasta 1939 cuando se
postulé que habia un factor derivado del tumor que estimulaba el crecimiento vascular
(Ide 1939). Algire et al. en 1945 comunicaron que, a raiz de sus trabajos experimentales
con trasplante de tumores, el incremento local en la densidad vascular precedia al rapido
crecimiento del tumor (Algire 1945). En 1971, el cirujano Judah Folkman planteé una
hipétesis en la que el crecimiento tumoral dependia de la capacidad de angiogénesis
basandose en su trabajo donde un tumor sélido no crecia mas de 2 — 3 mm?® en ausencia
de neovascularizacion, de modo que el tamafio era limitado por el aporte de oxigeno y
nutrientes (Folkman 1971). En 1975 los doctores Henry Brem y Judah Folkman
descubrieron el primer inhibidor de la angiogénesis. Posteriormente, el primer factor
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angiogénico (bFGF) fue purificado en la Universidad de Harvard por Yuen Shing y Michael
Klagsbrun. En 1989 Ferrara y Henzel (Ferrara 1989) por un lado y Plouet et al. (Plouet
1989) por otro purificaron y secuenciaron un factor mitdgeno para las células endoteliales
gue llamaron respectivamente VEGF y vasculotropina. Mas tarde, ambas moléculas

resultaron ser iguales. (Tabla 10).

Hoy dia, es conocido que la angiogénesis no solo interviene en el crecimiento
tumoral mediante la formacién de nuevos vasos sanguineos a partir de la red vascular
preexistente, sino que la angiogénesis también interviene en el desarrollo y en la
transformacion de una lesién inicialmente premaligna a una maligna (Hanahan 1996),
también en el paso de las células cancerigenas al torrente circulatorio (Liotta 1988) y en el
crecimiento de metastasis latentes (Holmgren 1995). De modo que la angiogénesis esta
implicada tanto desde los primeros inicios del desarrollo del cancer hasta las etapas mas

avanzadas cuando aparecen metastasis a distancia.

Tabla 10. Cronograma de los descubrimientos sobre la angiogénesis

ANO EVENTO

1787 John Hunter, cirujano inglés, describi6 la angiogénesis como un fenémeno que
ocurria en el desarrollo de las astas de los ciervos.

1858 Virchow describié la riqueza vascular que caracteriza a los tumores malignos.

1890 Goldman observo la formacion andémala y desectructurada de vasos sanguineos
en el tejido tumoral.

1935 Tremain, pat6logo norteamericano, describi6 la angiogénesis que tenia lugar en la
placenta de las monas.

1968 Greenblatt propuso que era el propio tumor el que producia una sustancia que
inducia la angiogénesis.

1971 Folkman estableci6 que el tumor para crecer depende de la angiogénesis. Asi, su
inhibicion podria ser un objetivo importante para frenar el crecimiento tumoral.

1984 Se purificé el primer factor angiogénico, llamado factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF).

1989 Se descubri6 el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF).

1992 Se realiz6 el primer ensayo clinico con un agente antiangiogénico.

Desde Se desarrollaron ensayos clinicos para evaluar agentes antiangiogénicos en el

1999 cancer.
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1.6.- Hipoxia y fisiopatologia. HIF-1 a.

El ser humano, como organismo multicelular y complejo, necesita para el correcto
funcionamiento y desarrollo de sus células y, por tanto, de sus diferentes tejidos, érganos
y aparatos, un aporte adecuado de oxigeno y nutrientes. El pulmoén permite el intercambio
gaseoso con el medio externo, recoge la sangre oxigenada y la vierte sobre el corazon
gue, a modo de bomba, lanza la sangre a través del torrente circulatorio al resto de
organos, tejidos y células. El vehiculo de transporte en concreto son los eritrocitos o

hematies, quienes proveen las moléculas de oxigeno para las necesidades celulares.

Cuando no hay un aporte suficiente de oxigeno en las células se da una situacion
de hipoxia tisular y las células responden para intentar adaptarse a las nuevas
condiciones del medio circundante. Todas las células nucleadas del cuerpo humano
detectan los cambios en la concentracion de oxigeno y producen una respuesta a la
hipoxia. Dicha situacién puede ser aguda o crénica. Las situaciones agudas, que pueden
variar desde segundos a minutos, ocurren como resultado de alteraciones en proteinas
preexistentes (mediante procedimientos de fosforilacién y reacciones de reduccion-
oxidacion, basicamente). Sin embargo, la hipoxia crénica que puede durar minutos, horas
0 mas tiempo, conlleva una alteracion en la expresién génica (Semenza GL. J Appl
Physiol 2000). De este modo, la homeostasis del oxigeno es fundamental para la

supervivencia.

La hipoxia es la responsable de numerosas situaciones de morbilidad y mortalidad
como pueden ser, por ejemplo, la enfermedad pulmonar, la cardiopatia isquémica, la
arteriopatia periférica, la isquemia cerebral, etc. Si la hipoxia es muy prolongada o intensa
puede producir la muerte celular al inducir la apoptosis. Por otro lado, la hipoxia también
tiene un papel manifiesto durante el crecimiento tumoral. Se ha llegado a observar de
forma directa la presencia de hipoxia en los tejidos cancerigenos humanos mediante la
utilizacion de electrodos de oxigeno y se comprobd que una tensién de oxigeno reducida
en los tumores se asocia con una mayor frecuencia de metastasis y, por tanto, un peor
prondéstico con una supervivencia mas corta en pacientes con tumores de cabeza, cuello y
mama (Hockel 2001).
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Asi, las células tumorales también se ven afectadas por la hipoxia a medida que el
tumor va creciendo de tamafo, ya que, a pesar de los nuevos vasos que se forman
(angiogénesis), el aporte sanguineo es insuficiente por ser vasos aberrantes con un flujo
sanguineo mas obstaculizado que dificulta el aporte de oxigeno (Vaupel 2004). Las
células tumorales sufren cambios adaptativos a la hipoxia induciendo una serie de
mecanismos moleculares mas o menos complejos. Estos cambios en su expresion génica
les permiten sobrevivir en condiciones de hipoxia e incluso multiplicarse. Uno de los
principales mecanismos por el que las células responden a una reduccién en el nivel de
oxigeno es mediante el factor inducible por la hipoxia 1 (HIF-1: hypoxia inducible factor 1).
El HIF-1 es un heterodimero formado por dos subunidades llamadas HIF-1a y HIF-1j3,
este ultimo también conocido como translocador nuclear de aril hidrocarbono (ARNT: aryl
hydrocarbon nuclear translocator). La proteina HIF-1a esta formada por 826 amino&cidos
y la HIF-1B por 774 o 789 aminoacicos como resultado de la expresion o no de un exén
gue codifica 15 aminoacidos. Hay varios tipos de subunidad a: HIF-1a, HIF-2a y HIF-3a.
Cada subunidad alpha se une a una subunidad B o ARNT: ARNT (HIF-1B), ARNT2 y
ARNT3. Las moléculas HIF-1la y ARNT (HIF-1B) estdn expresadas en practicamente
todos los tejidos humanos. Sin embargo, las moléculas HIF-2a, HIF-3a, ARNT2 y ARNT3

no estan tan presentes en los diferentes tejidos (Semenza 2000).

Como cualquier proteina, la cantidad o concentracion de HIF-1a viene
determinada por el equilibrio entre su sintesis y su degradacion. En condiciones de
homeostasis celular hay presencia de oxigeno y el HIF-1a se une a la proteina supresora
de tumor llamada von Hippel Lindau (VHL). Esta interaccién hace que HIF-1la sea
ubiquitinizado y dirigido a los proteosomas para su degradacion, de modo que se impide
el acumulo de HIF-1a (ver figura 7). En el cancer de rifién y en hemangioblastomas se
han observado mutaciones en VHL y como consecuencia un aumento de HIF-1a (Maxwell
1999). Una enzima prolil-hidroxilasa esta implicada en el mecanismo por el que las células
detectan la hipoxia y regulan la expresion de HIF-1a. Dicha enzima necesita oxigeno,
hierro ferroso y oxoglutarato para realizar su actividad, que consiste en afiadir residuos
hidroxilo sobre los aminoacidos prolina 402 y 564 de HIF-1a. Esto hace que HIF-1a
interaccione con la proteina VHL para que sea ubiquitinizado y degradado por los
proteosomas. Cuando hay hipoxemia la enzima prolil-hidroxilasa no actia, de este modo,

HIF-1a permanece estable sin que sea degradado (Jaakkola 2001) (Semenza 2003). El
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HIF-1la que no ha sido degradado, es translocado hacia el nucleo celular donde
interacciona con otras proteinas o cofactores como ARNT(HIF-1B), DNA polimerasa-II,
etc. y alli se une a elementos sensibles a la hipoxia (HRE: hypoxia responsive elements)
del ADN para activar la transcripcion de mas de 60 genes que regulan diferentes procesos
biolégicos, como por ejemplo: la proliferacién celular, la angiogénesis, la apoptosis, la
glicolisis, la adhesién celular, la eritropoyesis, el metabolismo del hierro, la regulacién del
pH, etc. (figura 8). Sin embargo, la sintesis de HIF-1a también esta condicionada por otros
mecanismos independientes de la hipoxia, como son las vias del PI3K y la cinasa proteina

activada por mitégeno (MAPK: mitogen-activated protein kinase) (Semenza 2003).

Las células tumorales han desarrollado mecanismos para evitar la muerte celular
inducida por la hipoxia. Con la hipoxia se activa la via de la glicolisis para la obtencion de
energia y, como consecuencia de esta ruta metabdlica anaerdbica, se obtiene CO2 y un
pH mas acido. Las células tumorales también se han adaptado a crecer y proliferar en un
medio con pH mas bajo (mas acidotico) que las células normales. Parece ser que los
cambios en el pH son mas importantes en la muerte celular que la hipoxia en si misma
(Harris 2002).

Se ha observado un incremento en los niveles de HIF-1a en diferentes céanceres,
como en el cancer de cuello (Birner 2000), de mama (Bos 2003), de endometrio (Sivridis
2002) y CPNCP (Giatromanolaki 2001). También se ha comprobado una asociacién entre
HIF-1a y la presencia de metastasis ganglionares y a distancia en diferentes tipos
histol6gicos de tumores humanos, asi como la relacibn que comporta con la
neovascularizacioén y la proliferacién celular (Zhong 1999). Sin embargo, otros autores han
encontrado que el HIF-1a es un factor de mejor prondéstico sobre la supervivencia en el
CPNCP (Volm 2000).

Uno de los procesos mas conocidos como consecuencia de la activacion de HRE

es la regulacion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF: vascular endothelial

growth factor) y su implicacién en la formacién de vasos o angiogénesis.
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Figura 7. Esquema de la degradacién de HIF-1a en presencia de oxigeno.
Fe: hierro. O2: oxigeno. HIF-1a: Hypoxia Inducible Factor 1-alpha. VHL: von Hippel Lindau.
Ub: Ubiquitina

NUCLEO

Figura 8. Esquema de la translocacion de HIF-1a no degradado al nucleo celular.

Fe: hierro. VHL: von Hippel Lindau. HIF-1a: Hypoxia Inducible Factor 1-alpha. ARNT: Aryl
Hydrocabon Nuclear Translocator. DNA Pol-1l: enzima DNA polimerasa-1l. HRE: Elementos
sensibles a la hipoxia. DNA: Desoxiribonucleic acid.
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1.7.- VEGF

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) es el principal factor
angiogénico. Aproximadamente, hay un incremento en la expresién de VEGF y/o aumento
en la actividad angiogénica en torno al 30-40% de los pacientes con cancer de pulmon
no-célula pequefia (CPNCP) (O'Byrne 2000). Hay varios estudios donde los resultados
muestran un peor prondéstico ante la presencia de neoangiogénesis en los pacientes con
cancer de pulmén (Macchiarini 1992, Fontanini 1997, Matsuyama 1998, Yano 2000, Han
2001, Giatromanolaki 2001).

El VEGF es una glicoproteina de unos 45 KDa codificada en un gen del
cromosoma 6 en su brazo corto (6p21), se puede unir a la heparina y tiene una cierta
homologia con el factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF). Al menos se
han descrito cinco miembros de la familia VEGF: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D y
VEGF-E. El VEGF-A es el principal en la participacién angiogénica. Existen seis isoformas
del VEGF humano; todas las isoformas proceden del mismo gen mediante divisiones
alternativas (splicing): VEGF1,;, VEGF14s, VEGF 65, VEGF 183, VEGF 1539 VEGF,06, de modo
que este subindice indica el nUmero de aminoacidos que contiene la molécula. Se ha
comprobado que, in vivo, sélo las tres primeras isoformas son secretadas y promueven la
angiogénesis; y que el VEGF¢45 (el mas importante) es secretado por las células benignas
y malignas (Park 1993). Todas estas isoformas se pueden unir a los receptores VEGFRL1
y VEGFR2 que tienen actividad tirosin-cinasa intrinseca. Los receptores VEGFR1 y
VEGFR2 intervienen en el desarrollo embrionario del sistema cardiovascular y en su
maduracién postnatal. VEGFR2 es el principal mediador en la mitosis, angiogénesis y
permeabilidad vascular inducido por VEGF. Por otro lado, VEGFR1 interviene en la
diferenciacion vascular, en la organizacién arquitectural, en la hematopoyesis y no posee

actividad mitogénica (Bremnes 2006).

El VEGF-A tiene afinidad principalmente por las células endoteliales y es secretado por

varios tipos celulares como macréofagos, células del estroma, células epiteliales de la retina y

por células malignas. EI VEGF-A parece carecer de actividad mitdgena sobre otro tipo de

células benignas e interviene en la regulacion del crecimiento de los vasos sanguineos, tanto

de forma fisiolégica como en el crecimiento patolégico (Ferrara 2001, Folkman 1995 y Brem
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1999). Este factor actlia sobre todos los pasos de la angiogénesis: se une a receptores de las
células endoteliales de los vasos vecinos y activan a dichas células endoteliales que sintetizar
unas enzimas para disolver la membrama basal formando pequefios orificios. Moléculas de
adhesion facilitan la protrusion de las células endoteliales a través de estos orificios de la
membrana basal. Las metaloproteinasas de matriz disuelven el tejido circundante y asi van
avanzando las células endoteliales que, a su vez, se organizan para conformar un tubo
vascular. Finalmente, sobre el nuevo vaso se depositan pericitos para proporcionar estabilidad.

(Kumar 1998) (Figura 9).

Cuando el tumor va creciendo, las células malignas se van privando del oxigeno al
aumentar la distancia hacia los vasos sanguineos circundantes y asi se va creando un
ambiente hipéxico. La hipoxia en estas células promueve, a través de HRE, la produccion
de VEGF-A (Levy 1996). No sélamente la hipoxia favorece la sintesis de VEGF-A sino
gue otras circunstancias también intervienen como la inactivacion de p53 o el gen de von
Hippel Lindau, mutaciones del oncogén Ras o expresion del oncogén Src, entre otros
(Mukhopadhyay 1995).

También se ha observado que las distintas clases de la familia de VEGF
desempefian un papel prondstico diferente entre los subtipos de CPNCP, indicando que el
papel o mecanismo de los miembros integrantes de la familia de VEGF tiene una funcion
diferente sobre la angiogénesis (Nakashima 2004). Por ejemplo, el VEGF-A se cree que
actla directamente estimulando la angiogénesis, mientras que el VEGF-C parece ser que
favorece la entrada de las células tumorales en los vasos linfaticos (Niki 2000). Hay
muchos mas estudios sobre pacientes con cancer de pulmon no-célula pequefia donde la
fuente de obtencion del VEGF-A fue la sangre y son menos frecuentes los que determinan
el VEGF-A directamente sobre el tumor, debido a que la obtencion sobre la sangre es
mas accesible, se puede hacer una evaluacién antes y después del tratamiento, es mas

econémico y conlleva menos tiempo. Sin embargo, tienen inconvenientes como la
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EGF

1
)/ receptor

Figura 9. llustracion de cémo interacciona el VEGF-A secretado por el tumor con las
células endoteliales en la angiogénesis.

variabilidad en la deteccion de la cantidad total de VEGF circulante frente al VEGF libre, o
el empleo de anticuerpos especificos para determinadas isoformas de VEGF; ademas, el
VEGF es liberado no soélo por las células tumorales sino también por plaguetas y
leucocitos, y no hay pautas o protocolos internacionales establecidos para el
procesamiento de factores angiogénicos en sangre, con lo que, en teoria, se hace menos

exacta la comparacion entre diferentes grupos de investigacion (Bremnes 2006).

Se ha demostrado sobreexpresién de VEGF en tumores diferentes como en
pulmén, mama, tracto gastrointestinal, rindén y ovario. La expresién de VEGF varia, no
s6lamente entre los diferentes carcinomas mencionados, sino que en el mismo tumor hay
variaciones. Es decir, la expresion de VEGF es mayor en las zonas tumorales que mas
hipoxia sufren y que estan proximas a zonas de necrosis tisular (Bremnes 2006). En 1996,
el grupo aleman de Mattern et al. estableci6 por primera vez la relacion entre el VEGF y el
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CPNCP y demostré la implicacién prondstica negativa del VEGF (Mattern 1996). Desde
entonces se han publicado numerosos trabajos sobre VEGF y CPNCP. En la mayoria de
ellos se observé que representa un factor de pobre prondstico sobre la supervivencia, sin
embargo, también hay estudios con resultados opuestos. De este modo, el tema es
controvertido y la realizacion de estudios prospectivos con grupos de pacientes mas
homogéneos encauzara esta discusion hacia una conclusiéon mas firme. Sin embargo, dos
revisiones sistematicas con metaanalisis concluyeron que la sobreexpresion de VEGF
implica un peor prondstico sobre la supervivencia en pacientes con cancer de pulmén
(Zhan 2009, Delmotte 2002).

El estudio de VEGF-A en muestras de sangre periférica se ha llevado a cabo de
forma extensa en pacientes con cancer de pulmén. El incremento de VEGF-A en los
pacientes con CPNCP es de origen tumoral. Sin embargo, las plaquetas también son
productoras de VEGF-A. Esto indica un sesgo o un factor a tener en cuenta en aquellos
pacientes con trombocitosis (Bremnes 2006). En este estudio, el VEGF-A se determiné en
el propio tejido tumoral, representando una muestra directa de la fuente productora de
esta citocina. La muestra tumoral se extrajo en el mismo quiréfano tras la observacion
macroscopica del tumor al completar la reseccién pulmonar. Asi, queda asegurada la
rapida conservacién de la muestra al depositarla casi de inmediato en su recipiente con
RNA-later®. Esta forma de seleccionar la muestra para el estudio puede implicar un
defecto, en el sentido de que el tumor puede contener areas heterogéneas con diferente
oxigenacion, diferente vascularizacién, zonas necroéticas, microabscesos, etc. Una posible
mejoria sobre esta cuestion, puede conseguirse tomando las muestras tras ser revisadas
por un anatomopatdlogo al examinar los tejidos con mas detalle y minuciosidad al
microscopio y guardar una muestra de la zona que mas interese. Se tomaron muestras de
la periferia tumoral evitando el centro, que es donde suele haber mas necrosis y tejido
desvitalizado.

El incremento de VEGF-A en el suero esta relacionado con un peor prondstico de
la enfermedad (Brattstrom 2004) y hay autores que defienden el tratamiento adyuvante
con anticuerpos anti-VEGF (como bevacizumab) apoyandose en sus resultados mas
desfavorables para aquellos pacientes con mayor expresion de VEGF-A (O'Byrne 2000,
Shibuya 2008, Niklinska 2001, Kuhn 2006, Laack 2005). El analisis en suero de las

moléculas angiogénicas también puede hacerse de forma cuantitativa, objetiva e
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independiente del observador. Sin embargo, es una medida indirecta de la actividad
angiogénica en pacientes con cancer. Los estudios llevados a cabo en muestras
tumorales suelen ser realizadas con inmunohistoquimia y la mayor o menor fluorescencia
o intensidad luminosa observada al microscopio determinan si un tumor presenta mayor o
menor actividad angiogénica (alta, media o baja). Este método es mas subjetivo y
dependiente del observador. Por el contrario, la utilizacion de RT-PCR sobre tejido
tumoral expresa en valores cuantitativos la mayor o menor presencia de las moléculas,
citocinas 0 genes que nos interesen investigar, es un valor continuo, no depende del

observador y es facilmente reproducible.

Una tedrica aplicacion al ambito de la practica clinica habitual seria poder evaluar
determinadas moléculas o citocinas del paciente enfermo de una forma rutinaria y
facilmente accesible. La sangre es un medio muy accesible y posibilita conocer el estado
previo y el posterior al tratamiento. Sin embargo, conservar un fragmento tumoral tras la
extirpacién quirargica facilita la cuantificacion directa de la fuente productora y permite
obtener material tumoral para el estudio de alteraciones en su material genético, proteico
o0 estructural y realizar estudios con una visién pronéstica mas detallada que aporten mas
precision al actual sistema TNM. Pero por contra, este procedimiento requiere cierta
infraestructura y aparataje que no poseen todos los centros (aunque econémicamente es
bastante asequible), conlleva tiempo y dedicacién para procesar las muestras. No
obstante, el futuro del tratamiento de las enfermedades oncoldgicas, como es el cancer de
pulmén, estd enfocado a un mejor conocimiento de las alteraciones celulares y

moleculares de los tumores.

1.8.- Marcadores tumorales y biologia molecular en el cancer de
pulmon.

Un marcador tumoral es una sustancia, generalmente de naturaleza proteica, que
es sintetizada por las células tumorales, o bien, elaborada por células normales del
organismo bajo la induccién de las células tumorales. En situaciéon fisiolégica, estos
marcadores tumorales también existen y su nivel se puede cuantificar, aunque se
encuentra en unas concentraciones reducidas. Hay muchos tipos de marcadores

tumorales. Unos son producidos por algunos tumores determinados y otros pueden

52



introduccion

detectarse en multitud de neoplasias. Estas sustancias pueden detectarse en la sangre
periférica de los pacientes con cancer o en la orina y también en el propio tejido tumoral.
Sin embargo, los marcadores tumorales pueden detectarse elevados en ciertas
situaciones sin que exista enfermedad neoplasica o cuando ocurren otras condiciones
patolégicas no cancerosas, como por ejemplo, en la insuficiencia renal, en hepatitis, en
infecciones como la tuberculosis, etc. De este modo, los marcadores tumorales no son, en
si mismos, diagnésticos de un proceso maligno subyacente, pero si son una herramienta
mas que, incluida en el contexto clinico y en la evolucion, pueden ayudar a orientar sobre
el diagnéstico de una enfermedad neoplasica maligna. También tienen un papel
importante en el seguimiento del paciente. Tras aplicar un tratamiento, ya sea quirlrgico o
médico, las células tumorales desaparecen o se reducen en numero y asi, disminuye la
concentracion de los marcadores tumorales hasta unos niveles considerados normales.
De este modo, una recidiva de la enfermedad puede reflejarse como un incremento en la
cuantificacion de los marcadores tumorales durante el seguimiento del paciente. Los mas
utilizados en el CPNCP son el CEA (antigeno carcinoembrionario), CA 19.9, (antigeno
carbohidratado), CA 125 y SCC (carcinoma de células escamosas). Por estas razones, su
utilizacién y su interpretacion debe ser acorde al contexto y a la situacién propia de cada

paciente (Ferrigno 1994).

Con el término carcinogénesis se entiende un proceso molecular y celular en el
gue ocurre una alteracion sobre el control del ciclo celular. Asi, las células comienzan a
duplicarse sin control y esta situacion lleva posteriormente a un estado macroscopico de
la enfermedad que se denomina cancer. La palabra cancer procede del latin cancer /
cancri y del griego Karkinos que significan cangrejo. Hace alusion a la invasion de los
tejidos vecinos con el desarrollo de la enfermedad y su penetracion en ellos a modo de
prolongaciones o patas como las de un cangrejo. Por tanto, el cancer es una situacion de
enfermedad que afecta inicialmente a unas células y que con el transcurso del tiempo se
produce su expansién para hacerse manifiesta a nivel tisular con invasién local de los

tejidos circundantes, hasta finalmente extenderse a distancia (metastasis).

El cancer es de origen esporadico en la mayoria de los casos, pero entre un 5%-
10% se origina por alteraciones o predisposiciones genéticas heredadas. En este sentido,
el cancer es por tanto heredable con una susceptibilidad genética que se puede

manifestar en los diferentes individuos de un grupo familiar (Haber 1998). Las alteraciones
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genéticas 0 mutaciones pueden tener lugar a nivel molecular (sustitucion, insercion o
deleccibn de bases), cromosémico (delecciones o0 supresiones, translocaciones,
duplicaciones e inversiones) y genémico (poliploidia, aneuploidia). Con las delecciones lo
gue suele ocurrir es la pérdida de algun gen supresor de tumor (como el gen p53, Rb, 3p,
etc.), mientras que con las translocaciones, duplicaciones e inversiones lo que suele
ocurrir es la activaciéon de protooncogenes implicando la expresion de oncogenes y
proteinas que alteran el ciclo celular normal. Entre las delecciones mas frecuentes en el
CPNCP estan las que afectan a los cromosomas 3p donde se encuentran el gen hMLH1
(Human Mut.Homologuel) que es un gen reparador de ADN y el gen FHIT (Fragile
Histidine Triad) relacionado con el control del ciclo celular y su pérdida favorece la sintesis
y duplicacion de ADN (Lukeis 1990). También el cromosoma 521 que contiene los genes
supresores tumorales MCC y APC (Sanchez-Céspedes 1997, Sanchez-Céspedes 1998 y
Sanchez-Céspedes 2001). Otros cromosomas, implicados en las delecciones son el 13q y
17p, con la respectiva pérdida de los genes supresores tumorales del retinoblastoma y de
p53.

La carcinogénesis es un proceso continuo con una serie de etapas que pueden

establecerse de la siguiente manera:

-Una etapa inicial, que es cuando ocurre la alteracién molecular en el material genético
con activacion de protooncogenes, expresion de oncogenes, defectos o inactivacion de
genes supresores de tumor, etc. Esto ocurre por la accion de agentes carcinogénicos
(agentes quimicos, fisicos, microbiolégicos, etc) y por errores en la elaboracion y
procesamiento del material genético. En este momento, de la actuacion y de la eficacia de
los sistemas reparadores dependeréa que la alteracion genética finalice o se perpetue.

-Una siguiente fase donde las lesiones moleculares se mantienen al sobrevivir las células
lesionadas. Asi, aumenta la posibilidad de dafio genético por incremento en la

acumulacion de mutaciones.

-Posteriormente, se produce el crecimiento auténomo y la proliferaciéon celular
independientemente de los carcindégenos. Se producen cambios en el contenido y en la
estructura del material genético como aneuploidia, ganancia o pérdida de cromosomas,

incremento de las mutaciones, mayor probabilidad de amplificaciéon de genes, etc.
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-Y finalmente, el tumor evoluciona hacia una fase de invasion local y de metastasis a
distancia (Scheiner 2004).

El ciclo celular consiste en una serie de procesos destinados a la obtencién de dos
células descendientes con un contenido genético igual al de su célula inicial progenitora.
Este ciclo celular y su crecimiento se produce de una forma ordenada y controlada. Cada
tejido tiene su ritmo de crecimiento y duplicacién, por ejemplo, las células endoteliales se
dividen cada tres afios, las del higado una vez al mes, las del colon cada 39 horas y las
del carcinoma bronquial cada 200 horas aproximadamente (Garcia Foncillas 2003). Un

ciclo celular normal tiene las siguientes fases (figura 10):

M((>GO)DGLISDGC2> M

La fase M es la de mitosis, con la divisibn de una célula inicial en dos células
descendientes con igual contenido genético. Esta fase se subclasifica en varias mas, que

son la interfase, profase, metafase, anafase y telofase.

En la fase GO, algunas células detienen su progresién y no se dividen mas. De

modo que permanecen en esta fase un periodo indefinido de tiempo.

La fase G1 es la que continua a la mitosis y durante este tiempo la célula aumenta
su tamafio debido a la sintesis de sus componentes, como consecuencia de la
transcripcién y de la traduccién de los genes que cada célula expresa. En esta fase existe
un punto de control en el que la célula comprueba que los procesos de la fase anterior
fueron correctos, para asegurarse que todo esta en condiciones y llevar a cabo la sintesis
de ADN en la siguiente fase.

La fase S o sintesis es en la que ocurre la replicacion del ADN y cada cromosoma
presenta dos cromatidas.

En la fase G2, la célula contintia creciendo y sintetizando proteinas. Al final de esta

fase existe un control para determinar si la célula debe entrar en mitosis y dividirse.
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Figura 10. Esquema de las fases de la division del ciclo celular.

En el ciclo celular de las células tumorales ocurre una alteracién entre la fase GOy
G1l. Se produce un crecimiento desmesurado sin control y una pérdida de la
especializacion celular. Se pierde el equilibrio entre proliferacion celular y quiescencia, y
hay una ausencia de sensibilidad a factores de diferenciacion terminal, lo que conlleva un
incremento del crecimiento celular. En definitiva, ocurre un escape de las células
tumorales al mecanismo de senescencia proliferativa, una ausencia de apoptosis y una

inmortalidad celular.

Los genes supresores tumorales, también llamados oncogenes recesivos 0
antioncogenes, son genes que se encargan de suprimir la neoplasia. Son recesivos
porgue la fusion de células normales y células neoplasicas suele producir una supresion
de la neoplasia. Para que ocurra una proliferacién tumoral maligna por alteracion de los
genes supresores tumorales, debe ocurrir que ambos alelos de esos genes tengan una
pérdida de funcién, que suele ocurrir generalmente por mutacion. Cuando los genes
supresores de tumor son inactivados provocan la pérdida de la regulacion de las vias de
crecimiento y de la diferenciacion con el consiguiente incremento en la probabilidad de
transformacion maligna. Entre algunos de estos genes supresores de tumor destacan el
Rb que al inactivarse origina el retinoblastoma y el osteosarcoma, el p53 que esta
relacionado con el cancer de mama, de colon y de pulmén. La presencia de las

mutaciones de p53 es muy frecuente en el cancer de pulmén y varian desde delecciones
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amplias hasta mutaciones puntuales. La mutacién mas habitual es la transversion de GC
a TA que esté relacionada con el tabaco. La mutacion del gen p53 es un indicador de mal

pronéstico en el cancer de pulmén, sobre todo en el adenocarcinoma (Mitsudomi 2000).

Los protooncogenes son genes normales de las células que se encargan de
codificar proteinas celulares e intervienen en la proliferacion y diferenciacion celular.
Cuando los protooncogenes estan alterados tras sufrir una mutacion se les denomina
oncogenes y su activacion produce una desregulacion del crecimiento y de la
diferenciacion celular. De esta forma, aumenta la posibilidad de transformacion
neoplasica. Estas alteraciones suelen ser dominantes, es decir, que la presencia de una
mutacion en un alelo desarrolla la enfermedad. Los oncogenes se designan con tres
letras, por ejemplo, src para el virus del sarcoma de Rous. Las familias de oncogenes mas
conocidas son la familia ras (H-ras, K-ras y N-ras) y la familia myc (C-myc, N-myc, L-myc)

gue son expresados en el cancer de pulmon con gran frecuencia.

El cancer de pulmén por su importancia epidemiolégica en nuestro medio, por su
estadio avanzado globalmente en el momento del diagnéstico, por su mal prondstico en
general, por conseguir una limitada mejoria de su supervivencia respecto a algunas
décadas atras y por el importante desarrollo de las lineas de investigacion biomoleculares
modernas, hace que sea un reto importante y de actualidad para conseguir un mejor
conocimiento de los mecanismos implicados en su agresividad, en sus vias de progresion
y metastasis y en individualizar, sobre cada paciente, la expresion de determinados genes
o proteinas con la enfermedad tumoral para aportar el tratamiento mas idéneo y efectivo;
ya sea combinado con los diferentes tratamientos (quimioterapia, radioterapia, cirugia) o
con nuevos farmacos especificos atendiendo al perfil biomolecular que cada paciente

exprese.

Los diferentes marcadores moleculares estudiados en el cancer de pulmén pueden
ser utilizados como factores de prediccién de la respuesta al tratamiento o también como
dianas terapéuticas, como por ejemplo: anticuerpos humanizados frente a determinados
receptores celulares, inhibidores especificos de complejos enzimaticos, reintroduccién de

genes normales a través de vectores virales, etc. (Egri 2006, Rosell 2006).
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Los sistemas de clasificacion actuales clinicopatoldgicos (TNM) son los que mejor
predicen el prondstico del paciente, sin embargo, no pueden definir de forma mas exacta

e individualizada como sera el transcurso de la enfermedad de cada paciente en concreto.

Es conocido que pacientes con un mismo estadio inicial anatomopatolégico
desarrollan metastasis mas precoces que otros pacientes en el mismo estadio, también
que pacientes con enfermedad localmente avanzada resisten mas, con el tratamiento
adecuado, la progresion de la enfermedad y la aparicion de metéstasis a distancia que
otros pacientes con la misma extensién de la enfermedad (Duchesne 1994. Padilla 2002).
Por tanto, hay todo un mundo biomolecular y celular que se investiga constantemente
para conocer qué marcadores moleculares pueden ser de mayor utilidad para ofrecer el
mejor tratamiento y establecer el pronostico de forma mas precisa. El uso de los
marcadores moleculares como factores pronésticos todavia no se ha generalizado debido
a que hay resultados contradictorios en la bibliografia cientifica y también deben cumplir

unos criterios, entre otros, de facil reproducibilidad, bajo coste econémico, etc.

El presente estudio pretende analizar la expresion relativa cuantificada mediante
RT-PCR de VEGF-A y HIF-1a sobre el pronéstico de los pacientes operados de CPNCP
para intentar contribuir al conocimiento de la influencia que pueden ejercer en la

mencionada enfermedad.
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2.- HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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La hipotesis planteada fue la siguiente:

Si con el crecimiento tumoral ocurre una hipoxia celular que induce la expresiéon de

HIF-1a y de VEGF-Ay, a su vez, un desarrollo de la angiogénesis que posibilita la

progresion tumoral y su diseminacion, la sobreexpresién de VEGF-A y HIF-1la

indicara un peor pronéstico con un periodo libre de enfermedad mas corto y una

supervivencia mas reducida.

Los objetivos propuestos fueron los siguientes:

Cuantificar la expresioén relativa mediante RT-PCR de VEGF-A y de HIF-1a en el

tejido tumoral de la pieza de reseccion conservada con el medio RNA-later® en

pacientes con CPNCP sometidos a tratamiento quirdrgico con intencién curativa.

- Analizar la relacion entre las expresiones de VEGF-A y HIF-1a con respecto a:

1.

A

las caracteristicas clinicopatolégicas de los pacientes
(T N M)p y el estadio final

la recidiva tumoral locorregional y a distancia

el periodo libre de enfermedad

la supervivencia
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3.- PACIENTES Y METODO
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Se trata de un estudio prospectivo, en el que se incluyeron a los pacientes
operados desde el 21 de abril de 2004 (fecha en la que se opero6 el primer paciente) hasta
el 31 de mayo de 2008 (fecha en la que se operé el Ultimo paciente). Los pacientes fueron
intervenidos en el Servicio de Cirugia Toracica del Hospital General Universitario de
Valencia y en la Unidad de Cirugia Toracica del Hospital General Universitario de
Albacete. El periodo de seguimiento de este estudio finalizé el 31 de noviembre de 2008.
Todos los pacientes fueron presentados en el Comité de Tumores de Térax donde
participaron los siguientes especialistas: Cirugia Toracica, Oncologia Médica, Oncologia
Radioterapéutica y Neumologia. Este estudio contd con la aprobaciéon del Comité Etico
de Investigacion Clinica y de la Comision de Investigacién del Hospital General
Universitario de Valencia y de Albacete. Todos los pacientes incluidos firmaron el

Consentimiento Informado.

3.1.- Criterios de inclusion

-Se incluyeron a todos los pacientes con CPNCP que recibieron tratamiento quirlrgico
con intencién curativa.

-También a aquellos pacientes con un tumor pulmonar sin diagnéstico histolégico
preoperatorio pero con sospecha de CPNCP y que fue confirmado tras la reseccion
quirdrgica.

Después de la cirugia, los pacientes recibieron tratamiento adyuvante cuando hubo
afectacion ganglionar metastéasica. Este tratamiento fue proporcionado por los oncélogos

de los diferentes hospitaltes de procedencia.
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3.2.- Criterios de exclusion

Quedaron excluidos de este estudio los pacientes que cumpliesen las siguientes
condiciones:

1- no tratarse de un cancer de pulmén no-célula pequefia (CPNCP).

2- negarse a participar en el estudio.

3- recibir un tratamiento quirdrgico no curativo (R1-R2, ver tabla 7 pag 27, o bien que
fuese una cirugia exploradora sin posibilidad de reseccién)

4- fallecimiento en el periodo postoperatorio: periodo de tiempo comprendido desde la
intervencion quirargica hasta los 30 primeros dias o hasta que el paciente fue dado de alta
hospitalaria (en caso de que su estancia superase los 30 dias).

5.- recogida de las muestras de tejido pulmonar de forma inadecuada o no validas para su
procesamiento.

6.- pacientes N2c (enfermedad localmente avanzada preoperatoria) o que recibieron
tratamiento neoadyuvante (quimio- y/o radioterapia).

7.- otras neoplasias sincronicas o0 metacrénicas (en un intervalo de tiempo inferior a 5

afios).

3.3.- Evaluacion preoperatoria

Todos los pacientes fueron sometidos a un estudio preoperatorio con una
anamnesis y exploracion fisica inicial orientada hacia los signos y sintomas que pueden
guiar sobre la localizacion del tumor y su extension (presencia de ganglios palpables o
sospechosos de ser patoldgicos, dolor toracico o tumor palpable en el térax, presencia de
disnea, tos o hemoptisis, fiebre en caso de un tumor abscesificado o neumonitis
obstructiva, auscultacion respiratoria, semiologia de derrame pleural, etc). Los criterios
sobre la eleccién de los pacientes y su tratamiento quirdrgico fue el mismo en ambos

hospitales.
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Las exploraciones complementarias consistieron en la realizacién de un andlisis de
sangre (incluyendo hemograma, bioquimica y coagulacién), electrocardiograma,
espirometria, fibrobroncoscopia con BAS-BAL y/o biopsia endobronquial, radiografia
simple de térax en dos proyecciones (posteroanterior y lateral), TC de térax y de abdomen
superior incluyendo ambas glandulas suprarrenales. No se realizé6 TC craneal ni
gammagrafia 6sea de forma rutinaria, sino s6lo en caso de sospecha clinica por su
sintomatologia o alteraciones analiticas (elevacion del calcio o fosfatasas alcalinas).

Se realiz6 gammagrafia de ventilacion-perfusion pulmonar cuando el FEV1 fue menor del
60% o cuando se preveia una neumonectomia para determinar con mas exactitud el
FEV1ppo. Los pacientes con un FEV1ppo <35% del teérico o FEV1ppo < 800 ml no

fueron considerados aptos para el tratamiento quirdrgico.

La RNM se utilizé para la evaluacion de las glandulas suprarrenales en caso de
sospecha de estar afectadas por metéastasis en la TC, o bien para la evaluacion de la
relacion que el tumor presentase con los grandes vasos intratoracicos o con la columna

vertebral.

Los pacientes con antecedentes o con sospecha de cardiopatia isquémica llevaron
a cabo un estudio cardiolégico con las exploraciones complementarias pertinentes
(ecocardiografia, prueba de esfuerzo, coronariografia, etc). Segun dichas pruebas fueron
aceptados o excluidos para el tratamiento quirargico.
Los ganglios mediastinicos se biopsiaron cuando habia sospecha de que pudieran estar
afectados. Es decir, cuando el diametro ganglionar en su eje corto fuera superior a un
centimetro y fuesen accesibles a la puncion transbronquial, mediastinoscopia o
mediastinotomia.

La PET no fue empleada sistematicamente por no disponer de ella y sélo en los
Gltimos pacientes de la serie se utilizé. Si el estudio con PET indicaba que existia una
captacién metabodlica sélamente en el tumor pulmonar, el paciente era sometido a
tratamiento quirdrgico. Cuando existia sospecha de lesién maligna en el mediastino
(afectacion de ganglios linfaticos por su comportamiento metabdlico) se procedia a la
confirmacién histolégica con biopsia mediante mediastinoscopia, mediastinotomia, o

puncién transbronquial; atendiendo a la localizacién de las adenopatias implicadas
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(estaciones ganglionares numero 2, 3, 4, 5, 6 y 7). No se utiliz6 EBUS ni EUS-FNA por no

disponer de estos instrumentos en los afios en los que se realizd este estudio.

Para la clasificacion del cancer de pulmon se utilizé el sistema internacional TNM
de Mountain (Mountain 1997) y la clasificacion histolégica de la Organizacién Mundial de
la Salud (Travis 2004).

Los pacientes que en el estudio preoperatorio y con las exploraciones
complementarias eran clasificados como no N2-3, es decir, que no tuvieran afectacion
ganglionar mediastinica fueron tratados mediante cirugia con intencién curativa. Los
pacientes que recibieron tratamiento de induccién (quimio- y/o radioterapia) fueron
excluidos, ya que existe la posibilidad de que el tratamiento neoadyuvante al afectar al
tumor pueda alterar también la expresién de los genes diana de este estudio; de este

modo el grupo resultante fue mas homogéneo.

Posteriormente al tratamiento quirdrgico, se ofrecio tratamiento adyuvante cuando

hubo afectacion ganglionar metastasica o en estadios avanzados.

Todo el trabajo de laboratorio, el procesamiento de las muestras y la
determinacion de las moléculas VEGF-A y HIF-1a fue realizado sin conocimiento previo

de la informacién clinicopatoldgica o de la evolucién de los pacientes.

3.4.- Procedimiento quirargico

La reseccién pulmonar llevada a cabo fue la lobectomia con disecciéon ganglionar
mediastinica como técnica estandar para el tratamiento del cancer de pulmén (muestreo
intraoperatorio de al menos tres estaciones ganglionares incluyendo siempre el grupo
subcarinal en los pacientes operados en el Servicio de Cirugia Toracica del Hospital
General Universitario de Valencia o mediante linfadenectomia mediastinica sisteméatica en
los pacientes intervenidos en la Unidad de Cirugia Toracica del Hospital General
Universitario de Albacete). Sin embargo, en pacientes con pruebas cardiopulmonares

limites, con comorbilidad asociada importante y que tuviesen un tumor con un tamafio
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inferior a 4 cm se realizaron resecciones sublobares del tipo segmentectomia o reseccion
en cufia. En otros casos, se realiz6 una reseccién pulmonar mas amplia (bilobectomia o
neumonectomia) segun la extension del tumor para llevar a cabo un tratamiento quirdrgico
con intencién curativa. La incision quirdrgica fue una toracotomia posterolateral y se
realiz6 una intubacién endobronquial selectiva. Todos los pacientes llevaron catéter
epidural para analgesia intra- y postoperatoria durante los 3-4 dias siguientes. No se
utilizé catéter epidural en caso de imposibilidad o limitaciones debidas a la anatomia y
movilidad vertebral de cada paciente. Tras la reseccion se hizo un estudio
anatomopatolégico intraoperatorio (cortes en congelacion) de los bordes de reseccion
para evitar que quedase enfermedad microscopica y ampliar la reseccién si fuese
necesario. El paciente salia de quiréfano extubado y con dos tubos de térax (uno en
pacientes con neumonectomia) para ingresar en reanimacion donde permanecia una
noche. Al dia siguiente de la intervencion era enviado a la planta de Cirugia Toracica,
salvo complicaciones mayores. Todos los pacientes contaron con fisioterapia respiratoria

en el postoperatorio.

3.5.- Seguimiento de los pacientes

El seguimiento se llevd a cabo mediante controles radiol6gicos. Se realizaron
radiografias de térax a las dos semanas y a los tres meses tras ser dado de alta, que es
cuando con mas frecuencia pueden aparecer problemas relacionados con la cirugia
(derrame pleural, atelectasia, neumotérax, etc.) y posteriormente TC toracoabdominal
cada seis meses los dos primeros afios para continuar después con una periodicidad
anual. En el caso de que el paciente presentase signos o sintomas de recidiva tumoral se
realizaron las exploraciones complementarias pertinentes y un seguimiento mas intenso.

Los pacientes fueron atendidos en las consultas externas de Cirugia Toracica los
primeros meses y de forma indefinida si los pacientes no necesitaron tratamiento
adyuvante. Aguellos que tuvieron que recibir tratamiento adyuvante fueron seguidos en

las consultas de Oncologia periédicamente.
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Los datos del seguimiento se extrajeron de la revision de historias clinicas,
mediante llamadas telefénicas a los pacientes o a sus familiares, o bien a través de

contacto con médicos de otros hospitales que llevaron a cabo el seguimiento.

Cuando hubo sospecha de recidiva tumoral o de metastasis a distancia se intento
la confirmacion histolégica mediante biopsia o puncién, siempre que fue posible, excepto
aquellas lesiones que por su localizacion no fuesen accesibles. La fecha de la recidiva fue
considerada aquella en la que se descubrieron las lesiones con la realizacién de las

exploraciones radioldgicas.

No se empleé PET para el seguimiento por no estar disponible, excepto en los

ultimos pacientes de esta serie. Se anot6 el lugar de la recidiva: intra- y/o extratoracica.

3.6.- Variables de estudio

Se analizaron las siguientes caracteristicas clinicopatologicas:

-Edad

-Sexo

-Fumador y cantidad

-FEV1 (Valores absolutos y relativos)

-Hemoglobina basal inicial al diagnostico

-Comorbilidad asociada (EPOC, HTA, DM, cancer previo,enferm. cardiovascular)
-Tipo de reseccion quirdrgica (lobectomia, sublobar, neumonectomia,bilobectomia)
-Complicaciones postoperatorias

-Estancia postoperatoria

-Histologia tumoral

-Invasién vascular tumoral microscopica (vasos linfaticos y/o sanguineos)
-Grado de diferenciacion tumoral

(TN M)p

-Estadio anatomopatolégico
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Las variables independientes fueron las siguientes:

» VEGF-A (factor de crecimiento endotelial vascular A)

* HIFla (factor inducible por la hipoxia 1-alpha)

Como variables dependientes fueron consideradas las siguientes:

» Periodo libre de enfermedad (comprendido desde la fecha de la intervencion
quirargica hasta la fecha de recidiva tumoral, ya sea locorregional y/o sistémica)

e Supervivencia (tiempo desde la fecha de la intervencion quirtrgica hasta la fecha
de muerte o hasta la fecha del Gltimo seguimiento en la consulta o0 mediante
contacto telefonico)

- Existencia de recidiva (local y/o a distancia)

3.7.- Andlisis estadistico

Las variables cuantitativas se expresaron como la media + desviacion estandar.
Las variables cuantitativas con una distribucién normal se compararon con el test de t-
Student y si no siguieron una distribucién normal se empleé el test no paramétrico de U-
Mann Whitney. Las variables cualitativas se compararon con el test de x* de Pearson; se
aplicé el test exacto de Fisher cuando alguna la frecuencia esperada no fue mayor de 5.
Las determinaciones de la expresion génica de VEGF-A y HIF-1la fueron numéricas
(variables cuantitativas) y se transformaron posteriormente en variables cualitativas. La
supervivencia global se calculé desde la fecha de la cirugia para la exéresis del cancer de
pulmén hasta la muerte o bien hasta el Ultimo contacto con el paciente (casos
censurados). El dia 31 de noviembre de 2008 se concluyé el periodo de seguimiento de
este estudio. El intervalo libre de enfermedad se calcul6 desde la fecha de la intervencion
quirdrgica para la reseccién pulmonar hasta la fecha de diagndstico de recidiva tumoral,
ya sea local o a distancia. Se establecié como limite de significacion estadistica un valor
de p<0,05. Pruebas de seguridad y eficacia diagnéstica sobre las variables
independientes: sensibilidad (S), especificidad (E), valor predictivo positivo (VPP), Valor
predictivo negativo (VPN) y precision (P). Las supervivencias medianas y actuariales se
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calcularon segun el método de Kaplan-Meier. Para la comparacién de curvas de
supervivencia se utilizé la prueba de los rangos logaritmicos de Cox-Mantel. Se aplicé el
modelo de riesgos proporcionales de Cox para analizar el efecto entre las covariables y la
supervivencia; en el analisis multivariante se incluyeron las variables que tuviesen en el
analisis univariante un valor de p<0.05. El criterio usado para la introduccion de las
covariables fue la prueba de la razon de verosimilitud por pasos hacia delante. El analisis
estadistico se realiz6 con el programa SPSS (Statistical Package for Social Science) para
Windows, version 12.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

3.8.- Procesamiento de las muestras tisulares

3.8.1.- Recogida de las muestras de tejido

Durante la intervencién quirargica, una vez que se extraia la pieza de reseccion
quirdrgica (contiene la tumoracién y también parénquima pulmonar sano) se tomaba una
muestra de aproximadamente 0,3 cm?® de tejido pulmonar sano de una zona alejada como
minimo 5 cm del tumor. Esta muestra se sumergia en un tubo de Eppendorf estéril
(Eppendorf AG, Hamburg, Germany) que contenia 1 mL de una solucién para estabilizar y
conservar el ARN celular al impregnar los tejidos con rapidez (RNAlater®, Ambion Inc.
Austin, Texas, USA). Seguidamente, se realizaba el mismo procedimiento sobre el tumor.
Se abria ampliamente en dos mitades para observar macroscOpicamente un area que
fuese considerada adecuada. Esto es, que no contuviese material necrético, purulento,
secreciones mucosas ni procediese de regiones abscesificadas, como podria ocurrir en
algunos tumores cavitados. Una vez que se recogian las muestras tisulares ya podian ser
almacenadas sin poner en peligro la calidad ni la cantidad de ARN que se obtuviese
posteriormente de dichas muestras.

Se recogian dos muestras por cada paciente. Una correspondia al parénquima
sano pulmonar y otra al tejido tumoral. Se le asigndé un nimero a cada paciente que se
identific6 con su nombre, apellidos y nimero de historia. Ademas, se rotulaba la fecha de
la intervencién quirdrgica y sus iniciales para que no diese lugar a ninguna confusion

posterior. Las muestras recogidas se almacenaban en un congelador a una temperatura
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entre —20 y —80°C. Es preferible conservar a una temperatura de —80°C porque de esta
forma se puede realizar hasta 10 veces el ciclo de congelacidn-descongelacién de las

muestras sin afectar la calidad del ARN aislado en cada actuacion.

3.8.2.- Extraccion del ARN

El estudio de laboratorio se realiz6 sin conocimiento de ninguna caracteristica que

vinculase la muestra de tejido con el paciente ni con su evolucion.

La muestra conservada en RNAlater® en el congelador se descongelé. Se extrajo
la pieza de tejido y se colocd sobre una placa Petri estéril para cortarlo con una hoja de
bisturi también estéril. Durante las siguientes etapas fue necesario manipular el material
con guantes y usar instrumentacion estéril y de un sélo uso para evitar posibles
contaminaciones por acidos nucleicos ajenos a la muestra. Se realiz6 un corte a la
muestra de modo que se obtuvo un peso de tejido entre 50-100 mg. Para ello,
previamente se pesoé la tapa de la placa Petri vacia y después afiadiendo el fragmento de
la muestra cortada. El resto de la muestra se sumergioé de nuevo en su tubo Eppendorf
con RNAlater® y se almacend de nuevo en el congelador de -80 °C.

El método de extraccion del ARN utilizado se basa en la propiedad de los acidos
nucleicos de ser mas solubles en soluciones acuosas que en solventes organicos. La
separacion diferencial del ARN se realiza mediante fenol/cloroformo y su proteccion es
gracias a la solucién de tiocianato de guanidina que actua como inhibidor de
ribonucleasas. El fenol desnaturaliza las proteinas de la muestra y el cloroformo disuelve
los lipidos y desnaturaliza proteinas. De esta forma, se forma una fase inferior organica
que contiene lipidos, proteinas y fragmentos celulares, y una fase superior acuosa que
contiene el ARN. La inmiscibilidad de la fase organica (fendlica y cloroférmica) con la fase
acuosa (contiene el ARN) y su diferente densidad, permite su rapida separacién por
centrifugacion. Las etapas siguientes estan destinadas a purificar cada vez mas el ARN
mediante precipitaciones a baja temperatura con alcoholes (como etanol e isopropanol) y
centrifugaciones secuenciales, produciendo un pellet cada vez mas libre de

contaminantes (polisacaridos, sales, etc).
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El fragmento de tejido cortado se introdujo en un tubo Eppendorf y se afiadié 1 mL
de reactivo TRl Reagent® (Molecular Research Center. Sigma-Aldrich Inc. St Louis, MO,
USA) que contiene fenol y tiocianato de guanidina con un pH de 4, para destruir las
células, desnaturalizar las nucleasas enddgenas y evitar la degradacion de los acidos
nucleicos. El pH acido del tampdén permite retener el ADN en la fase organica y en la

interfase, dejando el ARN en la fase acuosa.

Se empled6 también un control negativo que contenia agua Mili-Q (250 ul). Todo el

agua que se empled en los andlisis fue de calidad Mili-Q® de Millipore.

A continuacion, se realiz6 la homogenizacién y disrupcién de la muestra. Estos dos
procesos son un requisito necesario en todos los protocolos de purificacién de acidos
nucleicos. En la disrupcién se produce la ruptura de la membrana plasmatica y de los
organulos para liberar el contenido en acidos nucleicos. Asi mismo, los agentes
inhibidores de nucleasas que contiene el tampdn de lisis pueden acceder a los acidos
nucleicos. Por otra parte, la homogeneizacion es necesaria para reducir la viscosidad de
los lisados celulares obtenidos por disrupcion. En este paso, se disgregan las proteinas
de alto peso molecular junto con los carbohidratos para crear un lisado homogéneo. Una
disrupcién y/o homogeneizacion incompleta conlleva una reduccién significativa en el

rendimiento de la extraccion de acidos nucleicos.

Estos dos procesos se llevaron a cabo en el TissueLyser (QIAGEN®, Ambion Inc,
Austin, Texas, USA) que es un aparato para homogeneizar las muestras de forma
mecanica. Las muestras se sometieron a una frecuencia de 20 Hz/s durante 5 minutos y
se repetid 4 veces. De este modo, se produjo una lisis o rotura del tejido por impactos
fisicos mediante unas bolas de tungsteno de 3 mm de didametro que se echaron en el tubo
de Eppendorf con el tejido. Las bolas de tungsteno se afadieron manteniendo las
condiciones de esterilidad, dentro de una camara de flujo laminar. El tejido, golpeado con
movimientos oscilatorios rapidos y continuos con las bolas de tungsteno, se fue
desgarrando y se obtuvo una solucibn homogénea con el tejido triturado. Este paso se
puede realizar varias veces en funcion de la homogeneizacién conseguida. A veces, hay
tumores mas fibrosos que son mas dificiles de triturar y debe repetirse este proceso varias

veces.
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Posteriormente, se incubd la solucién, ya mas homogénea, durante 5 minutos a
25°C y a 700 rpm en un termobloque (Thermomixer comfort, Eppendorf AG, Hamburg.
Germany) para disociar el complejo nucleoproteico y obtener proteinas y acidos nucleicos
separados. Se afiadié cloroformo (0.2 mL por cada 1 mL de TRI Reagent®) y se agitd
manualmente unos 15 segundos. Después se incubé durante 15 minutos a 25 °C y 700
rpm. Se centrifugdé a 12000 g durante 15 minutos a 4 °C (Centrifuge 5415R, Eppendorf
AG, Hamburg. Germany) y se obtuvieron asi tres fases: una acuosa e incolora que
contenia el ARN, otra blanca que contenia el ADN y otra roja que contenia las proteinas.

La fase acuosa se recogid en una pipeta y se vertié en un nuevo tubo Eppendorf,
se afiadio isopropanol para precipitar el ARN (0.5 ml por 1ml de TRI Reagent®) y se
mezclé por inversién. Se incubd durante 10 minutos a 25 °C y se centrifugd después a
12000 g durante 10 minutos a 4 °C. El sobrenadante se desechd y el sedimento (ARN
precipitado) se lavé con etanol al 75% (1 mL de etanol por cada 1 mL de TRI Reagent®).
La nueva disolucién se centrifugdé a 7500 g durante 5 minutos y a 4 °C y nuevamente se
descart6 el sobrenadante. El sedimento se dejo secar al aire libre para que se evaporase
el etanol, a continuacién se resuspendié en 50 uL de agua libre de ribonucleasas (RNase-
Free Water. QIAGEN GmbH, Hilden. Germany) y se incubé 15 minutos a 55 °C.

3.8.3.- Andlisis cuantitativo y cualitativo del ARN

La disolucibn de ARN obtenida con cada muestra se cuantificO en un
espectrofotémetro (NanoPhotometerd. Implen GmbH, Munich. Germany) y también se
sometid6 a una electroforesis (G:BOX, Syngene, Cambridge. United Kingdom) para
conocer su integridad.

La cuantificacién del ARN se puede realizar en un espectrofotdmetro gracias a la
propiedad que tienen los acidos nucleicos de absorber luz ultravioleta a una determinada
longitud de onda. Concretamente, el ARN absorbe a una longitud de onda de 260 nm,
mientras que las proteinas absorben a 280nm y los compuestos organicos y sales que se
emplean durante el procedimiento de la extraccién del ARN lo hacen a 230 nm. La

concentracion de ARN se expresO en pug/mL y también se obtuvo la relacién entre las
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absorbancias A260/A280 y A260/A230. Para considerar validas estas relaciones la A260
debe ser como minimo de 0,1. La primera relacion debe oscilar entre 1,5-2, asi, un valor
de 2 nos indica que la pureza de ARN es maxima y valores inferiores a 2 sefialan que hay
elementos proteicos contaminantes en la muestra de ARN. Igualmente la relacion
A260/A230 debe ser superior a 1,8 para indicar que hay poca contaminacion por
materiales organicos (fenoles) y sales. Cuanta mayor sea la pureza del ARN aislado
mayor serd el rendimiento obtenido al realizar la PCR. Es importante determinar la
concentracion de ARN para cuantificar el peso de ARN empleado de cada muestra en la

conversion de ARN a cDNA (retrotranscripcion).

La electroforesis permite determinar la calidad del ARN extraido de forma que las
bandas de ARN mas luminosas y nitidas corresponderan a las de mayor calidad, mientras
gue las bandas no definidas indican un ARN degradado (smear). La luminosidad
conseguida en cada calle de ARN se debe al bromuro de etidio que se intercala entre las
bases nitrogendas que componen el ARN y emite fluorescencia al ser iluminado con luz
ultravioleta. Con el transiluminador observamos dos bandas en cada calle que
corresponden a las dos subunidades de ARN ribosémico, que son la 18S y la 28S (Figura
11).

Preparacion del gel al 2% de agarosa empleado en la electroforesis:

- 30 mL de tampdn de electroforesis: tris (0,04 M), EDTA (1 mM) y acido acético (0,02 M).
- 0,6 g de agarosa
- 8 uL de bromuro de etidio

En cada pocillo se cargaban 2,5 yL de ARN y 2,5 yL de tampo6n de carga. El
tampon de carga contiene glicerol y azul de bromofenol. El glicerol aumenta la densidad a
la muestra para que se deposite en los pocillos. El azul de bromofenol es un colorante que
permite monitorizar hasta donde se ha desplazado la muestra en el gel de agarosa.
Se sometid a 80 voltios durante 30-45 minutos.
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La observacion y analisis de las bandas se realiz6 con el programa GeneSnap from
SynGene (Cambridge.United Kingdom).

Marcador....P....... T Po.ow. T P...... T....... Cneg
de PM (1)

Figura 11: Bandas de electroforesis de ARN.

(1) DNA Molecular Weight Marker VIII: 19-1114 bp (Roche Diagnostics. Mannheim Germany)
P: banda resultante del tejido pulmonar

T: banda resultante del tejido tumoral

Cneg: control negativo de extraccion
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a.- Conversion del ARN a cDNA (retrotranscripcion)

La expresién de un determinado gen se analiza mediante la deteccién de la
cantidad de sustancia transcrita presente. No obstante, el ARN no sirve como molde de la

reaccion de PCR, por tanto es necesario retrotranscribirlo a cDNA.

Para llevar a cabo la sintesis de cDNA se empled el Kit High-Capacity cDNA
Reverse Transcription de Applied Biosystems (Foster City, California. USA).

Se prepard una mezcla de reaccién para n + 10%(n) reacciones, siendo n el
numero de muestras a analizar. El mix se prepar6 siguiendo las indicaciones del protocolo

para un volumen final de reaccion de 25 pL por cada muestra:

- 3 yL de Buffer 10X.

- 1.2 uL de dNTPs (ATP, GTP, CTP y TTP) 25X

- 3 UL de los cebadores aleatorios (Random Primers) 10X: se unen inespecificamente a
diferentes regiones del ARN.

- 1.5 pL de Multiscribe a 50 U/uL (es la enzima retrotranscriptasa del virus de la leucemia
murina Moloney recombinante)

- 0.25 pL del Inhibidor de RNasa (RNAase Inhibitor Cloned. Ambion, Cambridgeshire.
United Kingdom)

- 6.05 pL de agua libre de nucleasas (Nuclease Free Water. QIAGEN GmbH, Hilden.

Germany)

A continuacion, se afiadieron 10 ul de la disolucion de ARN aislado previamente
(500ng de ARN total ajustados con agua milliQ hasta completar el volumen de 10 pL).
Se emplearon dos controles negativos. Uno contuvo 10 puL de agua libre de nucleasas y
15 pL del kit de Applied Biosystem, como indicador de contaminacion en el mix empleado
en la sintesis de cDNA. Otro contuvo una muestra de ARN y del kit de Applied Biosystems
pero sin la enzima retrotranscriptasa Multiscribe (control RT minus), como indicador de la

presencia de contaminacion de ADN genomico.

Todas las muestras se colocaron en un termociclador (Thermal Cycler, Eppendorf AG,
Hamburg. Germany) a los siguientes ciclos:

75



Metodologia

e Primer ciclo de 10 minutos a 25 °C (condiciones de incubacion Optimas para
maximizar la hibridacion de los cebadores al ARN molde)

» Segundo ciclo de 120 minutos a 37 °C (retrotranscripcion)

» Tercer ciclo de 5 segundos a 85 °C (inactivacion de la retrotranscriptasa)

e Cuarto ciclo durante un tiempo indefinido a 4 °C

Finalizado el proceso de retrotranscripcion se almacend el cDNA en congelador de

-80°C hasta su posterior uso.

b.- PCR cuantitativa en tiempo real (RT-PCR)

La RT-PCR monitoriza el procedimiento completo de la reaccion de la PCR al ir
detectando la emision de fluorescencia conforme se va produciendo la duplicacién del
fragmento diana de cDNA. El equipo consiste en un termociclador junto con un dispositivo
gue es capaz de detectar en todo momento la emisién de fluorescencia producida en cada
pocillo con las diferentes muestras. El equipo empleado de PCR en tiempo real con
cuantificacion relativa fue el ABI Prism ® 7000 Sequence Detection System. (Applied

Biosystems, Foster City, California. USA).

Una RT-PCR requiere un par de primers (forward-reverse) y una sonda. La sonda
es un oligonucledtido disefiado para que hibride con la regién de cDNA correspondiente a
los genes que nos interese analizar. Contiene un marcador fluorescente llamado “reporter”
situado en el extremo 5" y en el otro extremo 3" de la sonda se sitla otro elemento
llamado “quencher”. La sonda que se empleé fue Tagman® MBG (Minor Groove Binder)
gue utiliza el marcador fluorescente FAMO . Al no ser demasiado grande la longitud de la
sonda (entre 20-40 pares de bases) la energia fluorescente emitida por el reporter es
absorbida por el quencher y no se registra ningln tipo de emisién fluorescente. Sin
embargo, cuando comienza la reaccién de la PCR, los cebadores o primers se sitian en
los extremos de la region complementaria al cDNA y la enzima Tag polimerasa comienza
a afiadir nucle6tidos en direccion 5" a 3" de ambos cebadores. La sonda TagMan, que
guedo unida a un fragmento de cDNA complementario situado entre ambos cebadores,

comienza a ser fragmentada por la actividad 5 -exonucleasa de la Taq polimerasa cuando

76



Metodologia

alcanza su extremo 5" y asi el reporter queda libre del quencher; de esta forma se

produce luz fluorescente que es detectada por el aparato (figura-12).

La sonda TagMan MBG contiene la estructura MBG como quencher que permite
aumentar la temperatura de fusién de la sonda; de este modo, se pueden utilizar sondas
cortas para conseguir una mayor especificidad en los ensayos con PCR cuantitativa.

Este proceso de copia del cDNA, liberacién del reporter y su consiguiente emisién
de fluorescencia ocurre en cada ciclo. En los primeros ciclos la cantidad de fluorescencia
emitida es todavia pequefia pero llega un momento en el que comienza a expresarse de

forma exponencial.

La RT-PCR con cuantificacién relativa es la que se empled en esta tesis doctoral.
Consiste en estudiar los cambios relativos en los niveles de mRNA de uno o varios genes.
Este procedimiento lleva dos etapas: la primera es la transcripcién inversa del mRNA a
cDNA gracias a una enzima retrotranscriptasa y la segunda etapa es la amplificacion
especifica de los genes problema o diana. La cuantificacion relativa se lleva a cabo con la
normalizacién del mMRNA del gen diana respecto a un gen de referencia también llamado
gen interno, gen de expresion constitutiva o gen housekeeping. Los genes housekeeping
se expresan en todos los tejidos para mantener las funciones celulares basicas y tienen
una expresion constante e invariable en todas las muestras. El gen interno, utilizado para
todas las PCR en tiempo real fue la B-actina (Applied Biosystem, Assay ID:
Hs99999903 m1l. Tamafio amplicén: 171 pb). Se seleccion6 después de testar una
bateria de genes mediante el Kit Tagmand Human Endogenous Control Plate (Applied
Biosystem, Part Number: 4309199) analizando tejido de pulmén tumoral y de pulmén
sano. La B-actina mostro la expresién mas constante y reproducible.

La cuantificacion relativa evita que los resultados se vean afectados por las
variaciones que puedan existir entre las diferentes muestras, por ejemplo, la cantidad de
la muestra empleada, la integridad del ARN, cambios de la concentracion o del volumen
de las diferentes reacciones, etc. Una vez seleccionado el gen de referencia se normaliza
la expresion del gen diana en relacidn a ese gen de referencia. Para ello, existen varios
modelos matematicos y el que se empled en el trabajo de esta tesis doctoral fue el
modelo de Michael W.Pfaffl (Pfaffl 2001).
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Para obtener el rendimiento adecuado de la PCR se necesitan unas condiciones
de temperatura durante unos periodos de tiempo, de modo que se van repitiendo durante
una serie de ciclos. Esto se consigue en unos aparatos llamados termocicladores que
pueden conseguir oscilaciones de temperaturas en un periodo muy corto de tiempo para
que se lleve a cabo la reaccion de la PCR. En una PCR clasica cada ciclo consta de

varias fases:

a.- Fase de desnaturalizacion: se separan las dos cadenas de ADN molde o cDNA al
aplicar una alta temperatura superior a los 90°C durante unos segundos o0 minutos. Bajo
estas condiciones térmicas, se rompen los puentes de hidrégeno entre las dos cadenas
complementarias, de manera que quedan lineales vy libres. Esto permite el acoplamiento

de los cebadores especificos.

b.- Fase de union a los cebadores: los cebadores se unen a las cadenas de cDNA
complementario en los extremos de las secuencias de genes que nos interesen amplificar.
Esto ocurre a una temperatura determinada llamada temperatura de fusién o Tm (del
inglés “melting temperature”) que es especifica para cada pareja de cebadores segun el
contenido de sus bases purinicas. Es decir, a mayor contenido de nucleétidos Gy C en el

cebador, mas alta sera la temperatura para que tenga lugar la unién especifica.

c.- Fase de extension: la enzima polimerasa afiade nucleétidos a las cadenas nuevas a
partir de los extremos 3" libres de los cebadores. Cuanto mayor sea la longitud del

fragmento que se va a amplificar mas durara esta fase.

Estas tres fases forman ciclos que se van repitiendo en un nimero determinado de
ocasiones (entre 25-40 generalmente) para obtener un gran ndmero de copias de la

regién de cDNA amplificada.

La RT-PCR es una variante de la PCR clasica. Presenta la capacidad de detectar
el producto a medida que se genera, no requiere un procesamiento posterior de la
reaccion porque los resultados son obtenidos numéricamente y es una técnica mas
sensible basada en el incremento de la emisién de fluorescencia proporcional a la

cantidad del producto generado por amplificacion.
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Las condiciones de tiempo y temperatura para la RT-PCR fueron dos etapas. Una
primera etapa de 2 minutos a 50 °C, requerida para una actividad optima de la enzima
AmpErase UNG, y después 10 minutos a 95 °C para activar la enzima AmpliTaq Gold y
desactivar la enzima AmpErase UNG. Una segunda etapa de desnaturalizacién e
hibridacion/extensién compuesta por 40 ciclos (en cada ciclo dos etapas: 15 segundos a
95 °C y 1 minuto a 60 °C). La reaccién se realizé por duplicado para cada muestra. Se
preparé una mezcla de reaccion para n + 10%(n) reacciones, siendo n el niumero de
muestras a analizar. Las muestras se analizaron por duplicado. Cada pocillo de cada

muestra se llend con un volumen final de 20 pL del siguiente modo:

- 10 uL TagMan[d Universal PCR Master Mix (Roche Molecular Systems, Inc. Branchburg,
New Jersey. USA) que contiene la enzima AmpliTag Gold DNA polimerasa, los dNTPs
con dUTP, la enzima Amp Erase UNG, la referencia pasiva (ROX) y un buffer de PCR.

- 1 pL del par de cebadores sentido y antisentido (forward primer, reverse primer) junto
con la sonda de cada gen (VEGF-A y HIF-1a) contenidos en un producto comercial
(TagManO Gene Expression Assays. Applied Biosystems, Foster City, CA. USA). Los
primers y la sonda estan diseflados de tal manera que no amplifican ADN genémico,
contaminacion que lleva implicita cualquier método de extraccién de ARN.

VEGF-A (Applied Biosystems ,Assay ID: Hs00900054_m1, amplicon de 77 pb)

HIF-1a (Applied Biosystems, Assay ID: Hs00153153_m1, amplicén de 76 pb)

- 9 L de cDNA diluido en agua (2 puL de cDNA'y 7 uL de agua mili-Q).

Los controles negativos que se emplearon fueron:

« Control negativo de la PCR quantitativa o Non Template Control (NTC): 10 uL de
agua mili-Q con el mix de PCR.

» Control negativo de la retrotranscripcién: 2 uL del producto de reaccion obtenido
en el control de la sintesis de cDNA.

« Control negativo RTminus: 2 pL del producto de reaccion obtenido en el control
RTminus de la sintesis de cDNA.

» Control negativo de extraccion: 2 pL del producto de reaccion obtenido en la

sintesis de cDNA.
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Antes de introducir la tabla contenedora de los pocillos con las muestras en el
termociclador de fluorescencia en tiempo real (ABI PRISMO 7000. Applied Biosystems,
Foster City, CA.USA) se centrifugd para que se depositara todo el contenido de los
pocillos en su fondo y asi evitar restos de muestras sobre sus paredes (850 rpm durante 1
minuto a 4°C, en la centrifugadora: Centrifuge 5810R Eppendorf, Hamburg.Germany).

La AmpliTag Gold Polimerasa es una enzima estable a altas temperaturas y le
permite actuar entre 55-74°C, previa activacion a 95 °C, incorporando entre 40 y 100
nucleotidos por segundo a la nueva cadena de ADN que se esta sintetizando. Ademas,
presenta una actividad exonucleasa en sentido 5 - 3" pero no a la inversa lo que le
permite liberar la sonda que contiene el reporter del quencher a medida que la reaccion

de polimerizacion va avanzando. (figura 12).

La AmpErase UNG es una enzima Uracil-N-glicosilasa que rompe las cadenas de
ADN en las posiciones donde encuentre un uracilo. Esta enzima es necesaria para evitar
la contaminacion por el efecto “carry over”. Debido a la elevada sensibilidad de la PCR,
los amplicones producidos en anteriores reacciones y que podrian contaminar el material,
servirian como sustrato a las nuevas amplificaciones posteriores. El kit TagManO
Universal PCR Master Mix contiene dNTPs, ademas de dUTPs que es el analogo al
dTTP. Con la amplificacién, este nucleétido se coloca en el lugar que corresponde al
dTTP en las nuevas copias de las cadenas formadas. Asi, se evita la contaminacién por
“carry over” al degradar los productos de reacciones anteriores pero no el ADN template,
o también llamado ADN molde inicial, que no contiene el dUTP. De esta manera no se
obtienen falsos positivos. Ademas, la enzima AmpErase UNG se inactiva a temperaturas
superiores a 55 °C, de modo que no actuara en los pasos térmicos posteriores y, por
tanto, tampoco degradara el nuevo producto de PCR (el cual si contendra dUTPs).

Una cuantificacion tipica se compone de tres fases (ver figura 13): una fase temprana
de ruido de fondo, una fase exponencial o logaritmica y una fase de meseta o plateau. La
fase de ruido dura hasta que la sefial de fluorescencia del producto de PCR es mayor que

la fluorescencia propia del sistema. Por tanto, la fase exponencial comienza cuando hay
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suficiente producto acumulado como para ser detectado claramente por encima del ruido

y al final cae la eficiencia de la reaccidén y se entra en la fase de meseta.

c.- Pardmetros de la RT-PCR

Hay que conocer algunos parametros para trabajar con PCR en tiempo real.

Destacan los siguientes:

- Curva de amplificacion, es la que resulta de la amplificacién de la secuencia de cDNA
diana (figura 13).

- Linea de base, es la linea del inicio de la grafica y corresponde a los ciclos iniciales
antes de que ocurra el aumento exponencial de la fluorescencia como consecuencia de la
amplificacion. En esos ciclos iniciales no se produce un cambio importante en la emision
de fluorescencia.

- Umbral o threshold, es el nivel de fluorescencia que el propio usuario establece en la
zona de amplificacion exponencial de la curva.

- Ct o threshold cycle, es el ciclo de PCR en el cual se produce un incremento importante
de la fluorescencia como consecuencia de la amplificacién del gen diana.

- Rn es el cociente entre la intensidad fluorescente que emite el reporter y la intensidad de
la fluorescencia de la referencia pasiva que lleva ya incluido el producto comercial
TagManl0 Gene Expression Assays (Applied Biosystems, Foster City, CA. USA) para
evitar variaciones de la fluorescencia por cambios en la concentracion o en el volumen de
las diferentes reacciones.

- ARnN: es la magnitud del intervalo de intensidad luminosa o fluorescencia entre los
primeros ciclos de la PCR y los ciclos finales cuando ya se ha producido la reaccion final
con las copias del cDNA.

El sistema ABI PRISMO nos proporcioné para cada gen analizado, el calculo del
Ct de cada duplicado de cada muestra. El Ct equivale al nimero del ciclo en el cual ocurre
un incremento significativo de la fluorescencia y este incremento luminoso es proporcional

al nimero de moléculas de cDNA de partida. A partir de los Ct se calcul6 el nivel de la
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expresion génica de cada gen empleando una férmula matematica descrita por Pfaffl
(Pfaffl 2001). Para determinar las diferencias de expresion génica de los tejidos tumorales,
se normaliz6 la expresion de los genes por la cantidad de cDNA total que cada muestra
contenia. Ahora bien, para cuantificar la cantidad de cDNA total se determiné el nivel de
expresion de un gen constitutivo o housekeeping cuya expresion no estuviese alterada
entre las diferentes muestras y fuese constante. Asi, los resultados quedaron expresados
como la relacion entre el nivel de expresién del gen en cada tejido tumoral respecto a la
expresion en el tejido pulmonar sano y estandarizados por la expresion del gen control o
housekeeping en cada uno. Esto se realizé para el gen VEGF-A (Vascular Endothelial

Growth Factor A) y para el HIF-1a (Hypoxia Inducible Factor 1, alpha subunit).
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Figura 12. Esquema de la RT-PCR mostrando como actla la polimerasa.
CS: primer o cebador sentido. CA: primer o cebador antisentido. R: reporter.
Q: quencher.
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Figura 13. Esquema de la curva que se obtiene en la RT-PCR. Abreviaturas explicadas
en el texto.
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Inicialmente 188 pacientes se incluyeron en este estudio, pero tras los criterios de
exclusién permanecieron un total de 106. Es decir, 82 pacientes fueron excluidos por las

siguientes causas:

-R1-R2 (ver tabla 7, pag 27): 4 pacientes

-Fallecimiento en el postoperatorio: 12 pacientes

-Tumor benigno: 7 pacientes

-Tumor carcinoide: 6 pacientes

-Cancer de pulmén célula pequefa: 2 pacientes

-Linfoma pulmonar: 1 paciente

-Metastasis pulmonar: 3 pacientes

-Muestra inadecuada o insuficiente o toracotomia exploradora: 22 pacientes
-Otro cancer previo: 12 pacientes

-Tratamiento neoadyuvante (Qt y/o Rt): 13 pacientes.

4.1.- Resultados del andlisis comparativo entre los pacientes operados en el
Consorcio Hospital General Universitario de Valenci  ay en el Hospital General
Universitario de Albacete

No hubo diferencias clinicopatoldgicas con significacién estadistica entre los

pacientes operados en Valencia y los operados en Albacete (ver tablas 11 y 12):

-Edad (p=0.33; IC al 95%: -5.86y 1.97)

-Tabaquismo (paquetes-afio) (p=0.40; IC al 95%: -5.58 y 13.87)
-FEV1 en valor absoluto (p=0.87; IC al 95%: -316.70 y 268.68)
-FEV1 en valor relativo (p=0.74; IC al 95%: -6.61 y 9.28)
-Hemoglobina preoperatoria (p=0.78; IC al 95%: -0.57 y 0.76)
-Complicaciones postoperatorias (p=0.23)

-Comorbilidad (p=0.88)

-EPOC (p=0.54)

-PS (performance status-ECOG) (p=0.91)

-Histologia (p=0.57)

-Factor Nap (p=0.14)

85



resultados

-Factor Tap (p=0.98)
-Estadio (inicial 1-2 vs avanzado 3) (p=0.76)

Por lo que los pacientes operados en Valencia y los operados en Albacete fueron

similares en cuanto a sus caracteristicas clinicopatoldgicas y se incluyeron en un solo

grupo.

Tabla 11. Comparacién de las variables: edad, tabaquismo, FEV1 en valores absolutos y en
porcentaje y la hemoglobina preoperatoria entre los pacientes operados en Valencia y los operados
en Albacete.

Variable Provincia NUm.casos Media Valor de p
Edad Valencia 66 62,76 0.33
Albacete 40 64,70
Tabaquismo Valencia 66 49,811 0.40
(pag-afio)
Albacete 39 45,667
FEV1 Valencia 64 2306,52 0.87
Albacete 38 2330,53
FEV1(%) Valencia 64 81,5250 0.74
Albacete 39 80,1923
Hb Valencia 66 14,236 0.78
preoperatoria
Albacete 40 14,140
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Tabla 12. Comparacion de las variables: complicaciones postoperatorias, comorbilidad, EPOC, PS-
ECOG, histologia, descriptores Np, Tp y estadio entre los pacientes operados en Valencia y los

operados en Albacete.

Pacientes operados Pacientes operados en
en Valencia Albacete Valor de p
n (%) n (%)
Complicaciones NO 36 (54.5%) 17 (42.5%) 0.23
Postoperatorias Sl 30 (45.5%) 23 (57.5%)
Comorbilidad ~ NO 14 (21.2%) 9 (22.5%) 0.88
SI 52 (78.8%) 31 (77.5%)
EPOC NO 26 (40.0%) 18 (46.2%) 0.54
SI 39 (60.0%) 21 (53.8%)
PS-ECOG NO 55 (83.3%) 33 (82.5%) 0.91
SI 11 (16.7%) 7 (17.5%)
Histologia
Epidermoide 31 (47.0%) 18 (45.0%)
Adenocarcinoma 22 (33.3%) 16 (40.0%) 0.57
Cél. grande 2 (3.0%) 3 (7.5%)
Adenoescamoso 5 (7.6%) 0 (0%)
Indiferenciado 6 (9.1%) 3 (7.5%)
Descriptor Np
NO 39 (59.1%) 32 (80.0%)
N1 8 (12.1%) 3 (7.5%) 0.14
N2 17 (25.8%) 5 (12.5%)
NXx 2 (3.0%) 0 (0%)
Descriptor Tp
Tl 10 (15.2%) 6 (15.0%)
T2 42 (63.6%) 26 (65.0%) 0.98
T3 10 (15.2%) 5 (12.5%)
T4 4 (6.1%) 3 (7.5%)
Estadio
Inicial (I-11) 46 (69.7%) 29 (72.5%) 0.76
Avanzado (I11) 20 (30.3%) 11 (27.5%)
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4.2.- Estadistica descriptiva

Fue mas frecuente el grupo de varones con 95 pacientes (89.6%).

La edad media de los pacientes fue de 63.5 afios (rango 37-85).

La localizacion mas frecuente fue en los I6bulos superiores (LSI=33.0% y LSD=29.2%).
En cuanto al descriptor T, el més frecuente fue el T2 (62.4%) (ver figura 14 y tabla 13).

Descriptor T anatomopatoldgico

Porcentaje
SN
<

N
<

Tl T2 T3 T4

Figura 14. Distribucion del porcentaje de los casos segun el descriptor T anatomopatologico.

88



resultados

Tabla 13. Distribucion de los casos segun el descriptor T anatomopatolégico.

N° casos | Porcentaje
T1 16 15.1%
T2 68 64.2%
T3 15 14.2%
T4 7 6.6%
Total: 106 100%

El tipo histologico mas frecuente fue el epidermoide (46.2%) seguido de cerca por

el adenocarcinoma (35.8%). El resto de tumores fueron mas infrecuentes en esta serie y

ocupan, en su conjunto, un tercer grupo (17.9%). Ver tabla 14 y figura 15. En las mujeres,

la histologia mas frecuente fue el adenocarcinoma (Ver tabla 15).

Tabla 14. Distribucion de los casos segun su histologia.

HISTOLOGIA N° de porcentaje
casos

epidermoide 49 46.2%
adenocarcinoma 38 35.8%
célula grande 5 4.7%
adenoescamoso 5 4.7%
indiferenciado 9 8.5%
Total: 106 100%
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Tabla 15. Distribucion de la histologia tumoral respecto al sexo.

Sexo Histologia N° casos (porcentaje)

Mujer Adenocarcinoma 9 (81.8%)
Epidermoide 1(9.1%)
Otros 1(9.1)

Varon Adenocarcinoma 29 (30.5%)
Epidermoide 48 (50.5%)
Otros 18 (19.0%)

Histologia

50

40

w
<

Porcentaje

N
<

10

epidermoide

Figura 15. Distribucion del porcentaje de casos segun la histologia.

adenocarcinoma
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La mayoria de los pacientes operados fueron NO (67.0%), (ver tabla 16).

El PS-ECOG predominante fue 0 con un 83.0%. En el 17% restante fue 1.

El tipo de reseccion pulmonar mas frecuente fue la lobectomia (58.5%). A uno de cada
cinco pacientes aproximadamente se le realizd6 una neumonectomia (20.8%). Las
resecciones sublobares correspondieron a 5 segmentectomias y a 6 resecciones en cufia

(tamafio medio = 2.7cm, rango: 1.5 - 3.8). Ver tabla 17.

Tabla 16. Distribucion de casos segln el descriptor Np (afectacion
ganglionar anatomopatoldgica)

Descriptor | N° de casos |Porcentaje
Np
NO 71 67.0%
N1 11 10.4%
N2 22 20.8%
NXx 2 1.9%
Total: 106 100%

Tabla 17. Distribucion de los casos segun el tipo de reseccion quirirgica
pulmonar practicada.

Tipo de reseccion N° de Porcentaje
quirdrgica casos

Segmentectomia 11 10.4%
(anatémica) (5) (4.7%)
(cuia) (6) (5.7%)
Lobectomia 62 58.5%
Bilobectomia 11 10.4%
Neumonectomia 22 20.8%
Total: 106 100%
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El estadio tumoral mas frecuente segun la clasificacion TNM fue el I-B (45.3%). El estadio

inicial I-1l represent6 un 70.8% y el avanzado Il un 29.2%. (ver tablas 18-19).

Tabla 18. Distribucion de

los pacientes segun
anatomopatoldgica por estadios tras la reseccién quirdrgica.

la clasificacion

Estadio TNM N° de Porcentaje
anatomopatoldgico casos
I-A 12 11.3%
I-B 48 45.3%
11-B 15 14.2%
-A 24 22.6%
1-B 7 6.6%
Total: 106 100.0%

Tabla 19. Distribucién de los pacientes segln su agrupacion en estadio inicial
(I'y 1) y en estadio avanzado (lIl) tras la reseccién quirdrgica y su estudio

anatomopatoldgico.

N° de casos |Porcentaje
Estadio inicial I-1l 75 70.8%
Estadio avanzado Il 31 29.2%
Total: 106 100.0%

La mayoria de los pacientes no presentd recidiva tumoral (65.1%) durante el

periodo de seguimiento. La recidiva mas frecuente fue en el térax con 18 casos (Ver tabla

20).
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Al finalizar el estudio, 32 pacientes fallecieron por causa tumoral (30.2%) y 66
pacientes permanecieron vivos. En 8 casos la causa del fallecimiento no tuvo relacion con
el cancer de pulmoén (fueron censurados para la supervivencia). La enfermedad recidivo
en 34 pacientes (32.1%) durante el tiempo de seguimiento. Ver tablas 20 y 21. El tiempo
medio de seguimiento fue de 19.5 meses (6 — 50.9). El tiempo medio del periodo libre de

enfermedad fue de 16.6 meses (4 - 50.9).

Tabla 20. Distribucion de los casos segun la recidiva del tumor y la localizacion.

N° de casos | Porcentaje

No recidiva 69 65.1%
Si recidiva (34) (32.1%)

Intratoracica 18 17.0%

Extratoracica 5 4.7%

Intra- y extratorac. 11 10.4%
Perdidos 3 2.8%
Total: 106 100%

Tabla 21. Distribucién de los pacientes segln si permanecieron vivos o
fallecieron al final del periodo de seguimiento.

N° de Porcentaje
casos
Vivos 66 62.3%
Fallecidos 32 30.2%
Fallecidos causa no 8 7.5%
tumoral (censurados)
Total: 106 100%

El tipo de diferenciacion tumoral que mas prevalecié fue el de moderadamente
diferenciado (G2 con un 61.2%, porcentaje tras excluir los casos perdidos). Un 19.8% de
los datos de esta variable fueron perdidos porque esta informacion no fue aportada en 21

casos por los anatomopatologos que realizaron la descripcion microscépica (Ver tabla 22).
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Tabla 22. distribucion de los casos segun el tipo de diferenciacién tumoral y los casos

perdidos de esta variable.

Grado NUmero Porcentaje Porcentaje

diferenciacién casos valido
Bien diferenciado 6 5.7 7.1
Moderadamente 52 49.1 61.2
Poco diferenciado 27 255 31.8
Total validos 85 80.2 100.0
Perdidos 21 19.8
Total 106 100.0

El consumo acumulado de tabaco fue de 48.7 paquetes-afio (rango 0-120). Mayor
tabaquismo entre los varones con una media de 52.0 paquetes-afio que entre las mujeres
(media de 16.4 paquetes-afio), diferencias estadisticamente significativas (p<0.01) (ver
tabla 23).

La hemoglobina preoperatoria tuvo una media de 14.2 gr/dL (rango 7.7 — 19.1). El

valor absoluto del FEV1 preoperatorio tuvo una media de 2315.5 mL (rango 1060-4740).
El porcentaje del FEV1 preoperatorio tuvo una media de 81.0% (rango 42.1 — 131.0%).
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Tabla 23. Distribucion del tabaquismo respecto al sexo.
Sexo Tabaquismo N° casos Pag-afio
(porcentaje) (media)
p<0.01
Mujeres Nunca fumo 6 (54.5%)
Exfumadora 1(9.1%) 16.4
Fumadora 4 (36.4%)
Varones Nunca fumo 1(1.1%)
Exfumador 39 (41.1%) 52.0
Fumador 55 (57.9%)

Las variables HIF1-a y VEGF-A en este estudio fueron variables cuantitativas

continuas cuyo valor se determiné al cuantificarlo de forma relativa mediante la técnica

RT-PCR. Como variables cuantitativas, se analizar6 su distribucién (histograma con curva

de normalidad) y se les aplicé el test de Kolmogorov-Smirnov. Atendiendo a estos datos,

se observd que estas variables cuantitativas no presentaron una distribucién normal

(curva de normalidad asimétrica y p<0.05 en el test de Kolmogorov-Smirnov, siendo la

hipétesis nula HO: sigue una distribuciéon normal. Figuras 16 y 17). Por esta razén, se

establecié su punto de corte atendiendo a la mediana. Los valores iguales o menores a la

mediana fueron considerados como HIF1-a bajo o VEGF-A bajo y los que fueron mayores

a la mediana como HIF1l-a elevado o VEGF-A elevado. Si estas variables hubiesen

mostrado una distribucién siguiendo la normalidad, se hubiera procedido de igual forma

pero basandose en el valor de la media.
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Figura 16. Histograma con la curva de normalidad de la variable VEGF-A.
Asimetria hacia la izquierda.
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Figura 17. Histograma con la curva de normalidad de la variable HIF-1a.
Asimetria hacia la izquierda.
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4.3.- Relacion entre las caracteristicas clinicopat  oldgicas y la recidiva tumoral, el
periodo libre de enfermedad y la supervivencia.

La recidiva es una variable cualitativa y se utiliz6 el test de x? (Chi-cuadrado). Hubo
mas recidiva en los pacientes con T avanzada (T3-T4), en los que tuvieron afectacion
ganglionar metastasica (N1, N2), en los casos de microinvasiéon vasculonerviosa, en los
tumores poco diferenciados y en los carcinomas epidermoides pero en ninguno de estos

casos hubo una significacion estadistica (todos fueron p> 0.05). Ver tabla 24.

En cuanto al tamafio tumoral (descriptor T anatomopatoldgico), los pacientes T1-
T2 tuvieron una mayor mediana de supervivencia (38.0 meses) que los T3-T4 (19.7
meses). Estas diferencias tuvieron significacion estadistica (p=0.01) Ver figura 18.
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> 0,4
S
5 0,3
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0,2
0,14
0,0
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0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60

tiempo supervivencia (meses)

Figura 18. Grafico de la superviencia respecto al descriptor T
anatomopatolégico entre los pacientes que fueron T1 o T2 y los pacientes que
fueron T3 o T4.
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Tabla 24. Distribucion de la recidiva tumoral y las variables anatomopatoldgicas tumorales.

No Recidiva | Si Recidiva | Valor O.R. IC al 95%
% (n) % (n) p
Descriptor Tp:
T1-T2 68.3% (56) | 31.7% (26) | 0.58 1.33 0.49-3.59
T3-T4 61.9% (13) | 38.1% (8)
Descriptor Np:
NO 72.5% (50) | 27.5% (19) | 0.19 1.80 0.75-4.35
N1-2 59.4% (19) | 40.6% (13)
Estadio:
Inicial (I-11) 68.5% (50) | 31.5% (23) | 0.61 1.26 0.52-3.07
Avanzado (I11) 63.3% (19) | 36.7% (11)
Tp:
T1 66.7% (10) | 33.3% (5) 0.94
T2 68.7% (46) | 31.3% (21)
T3 60.0% (9) 40.0% (6)
T4 66.7% (4) 33.3% (2)
Estadio:
I-A 81.8% (9) 18.2% (2) 0.80
I-B 68.1% (32) | 31.9% (15)
11-B 60.0% (9) 40.0% (6)
I-A 62.5% (15) | 37.5% (9)
I11-B 66.7% (4) 33.3% (2)
Histologia
Epidermoide 63.3% (31) | 36.7% (18)
Adenocarcinoma | 78.9% (30) 21.1% (8) 0.09
Otros tumores 50% (8) 50% (8)
Microinvasion
Vasculonerviosa:
No 68.2% (15) | 31.8% (7) | 0.12 2.45 0.78-7.72
Si 46.7% (14) | 53.3% (16)
Tipo de diferenciacion:
Bien 83.3% (5) 16.7% (1) 0.34
Moderadamente | 69.2% (36) | 30.8% (16)
Poco 56.0% (14) | 44.0% (11)

OR: odds ratio. IC: intervalo de confianza.
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Tabla 25. Estadistica de la supervivencia (kaplan-Meier y log rank) referente a las variables
anatomopatoldgicas.

Mediana I.C. al 95% Superv. Acumul. Valor p
(meses) (meses)
12 24 36
Descriptor Tp
T1-2 38.03 . 0.92 0.72 0.52 0.01
13-4 19.73 9.88 - 29.59 0.68 0.37 0.37
Descriptor Np
NO 38.03 . 0.91 0.76 0.55 0.30
N1-2 31.37 27.26 - 35.47 |0.80 0.62 0.41
NO 38.03 . 0.90 0.74 0.54 0.06
N2 30.13 4.45 — 55.81 0.71 0.51 0.20
Estadio
-1 38.03 . 0.91 0.74 0.54 0.05 (0.049)
11 30.13 1756 -42.71 [0.74 0.54 0.30
Microinvasién
Neurovascular
No 38.03 9.60 - 66.47 0.82 0.65 0.58 0.43
Si 30.13 17.13-43.14 |0.86 0.54 0.32
Diferenciacion
Bien N.A . 1.00 0.66 0.66 0.31
Moderadamente 38.03 . 0.85 0.79 0.53
Poco 19.07 1.46 — 36.7 0.82 0.47 041
Histologia
Epidermoide 31.37 . 0.85 0.61 0.48 0.10
Adenocarcinoma 38.03 . 1.00 0.88 0.61

I.C.: intervalo de confianza. N.A.: no se alcanzd la mediana de mortalidad.

Cuando no hubo afectacidon ganglionar metastasica (NO) la supervivencia fue
mayor (mediana de 38.03 meses) que cuando hubo metastasis ganglionar N1-N2
(mediana de 31.07) pero las diferencias no tuvieron significacién estadistica. Las
diferencias de la supervivencia fueron mas marcadas entre NO (mediana=38.03 meses) y
N2 (peor supervivencia con una mediana de 30.13 meses) pero tampoco hubo

significacion estadistica (p=0.06) Ver tabla 25 y figura 19.
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Figura 19. Grafico de la superviencia entre los pacientes que no tuvieron metastasis
ganglionar (NO) y los que tuvieron metastasis ganglionar mediastinica (N2).

Respecto al estadio tumoral anatomopatoldgico, en el estadio inicial (I-I) la

supervivencia fue mayor (mediana de 38.03 meses) que en el estadio avanzado (lll;

mediana de 30.13 meses) con una p=0.049. Ver figura 20.
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Figura 20. Grafico de la superviencia entre los pacientes con estadio inicial (I-11) y
estadio avanzado (lII).

Los pacientes con un tumor poco diferenciado tuvieron una tendencia hacia una
peor supervivencia que los medianamente diferenciados y los bien diferenciados (p=0.31).
Cuando hubo microinvasion tumoral vasculonerviosa, la supervivencia tendié a ser menor
(p=0.43) y los carcinomas epidermoides presentaron una tendencia a una supervivencia
menor (p=0.10). Ver tabla 25.
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Tabla 26. Cuadro sobre el tiempo libre de enfermedad tumoral (kaplan-Meier y log rank) referente a
las variables anatomopatolégicas.

Mediana I.C. al 95% Superv. Acumul. Valor p
(meses) (meses)
12 24 36
Descriptor Tp
T1-2 30.5 . 0.83 0.63 0.48 0.21
T3-4 N.A . 0.65 0.55 0.55
Descriptor Np
NO N.A . 0.81 0.59 0.59 0.09
N1 30.5 . 0.91 0.79 0.48
N2 19.67 5.16 — 34.17 0.66 0.40 0.26
NO N.A . 0.81 0.59 0.59 0.03
N2 19.67 5.16 — 34.17 0.66 0.40 0.26
Estadio
I-11 N.A . 0.83 0.64 0.53 0.13
1l 30.13 12.96 —-47.30 |0.70 0.52 0.39
Microinvasion
Neurovascular
No N.A . 0.80 0.63 0.63 0.09
Si 19.47 8.02- 30.91 0.67 0.46 0.26
Diferenciacion
Bien N.A . 0.83 0.83 0.83 0.46
Moderadamente 30.50 . 0.82 0.61 0.45
Poco 24.00 . 0.72 0.55 0.46
Histologia
Epidermoide 30.5 . 0.79 0.57 0.46 0.22
Adenocarcinoma N.A . 0.87 0.69 0.59

I.C.: intervalo de confianza. N.A.: no se alcanz6 la mediana.

Respecto al tiempo libre de enfermedad tumoral, los pacientes con tumores poco
diferenciados tendieron hacia una menor mediana de supervivencia asi como cuando
hubo microinvasion vasculonerviosa (figura 21), con una valor de p=0.46 y 0.09

respectivamente. Ver tabla 26.
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Figura 21. Grafico del tiempo libre de enfermedad tumoral entre pacientes con

y sin microinvasion vasculonerviosa.

L " Tno microinv.

+ no microinv.

Segun el descriptor T anatomopatolégico, al agrupar a los pacientes en T1-2 y en

T3-4, las diferencias no fueron estadisticamente significativas (p=0.21).

Los pacientes con enfermedad ganglionar metastasica tuvieron menor tiempo libre

de enfermedad. Fue peor el subgrupo N2 que el N1y éste, a su vez, peor que NO aunque

la significacion estadistica no se obtuvo (p=0.09). Al comparar N2 con NO si hubo

significacion estadistica con p=0.03. Ver figuras 22 y 23.

En cuanto al estadio, los pacientes con un estadio inicial (I-11) tendieron a presentar

un mayor tiempo libre de enfermedad tumoral que con un estadio mas avanzado (Ill), con

un valor de p=0.13.
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Figura 22. Grafico del tiempo libre de enfermedad tumoral seglin la afectacién
ganglionar metastasica.
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Figura 23. Grafico comparando el tiempo libre de enfermedad tumoral entre los
pacientes sin afectacion ganglionar metastasica (NO) y los que tuvieron
afectacion ganglionar mediastinica (N2).
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4.4.- Relacion del HIF-1 ay del VEGF-A con las caracteristicas clinicopatolé  gicas, la

recidiva tumoral, la supervivencia y el periodo lib re de enfermedad.

Tras estudiar las variables HIF-1a y VEGF-A, se llegé a la conclusién de que su
distribucion no seguia la normalidad, por lo que se aplicaron contrastes no paramétricos
para analizar la relacién entre dichas variables con las demas variables cualitativas. Se
estudio la correlacion lineal sobre las cuantitativas (Test de Spearman: distribucién no

normal).

-Se hall6 relacion estadisticamente significativa entre VEGF-A y el sexo (p<0.01), de
modo que los varones presentaron una mediana de 0.93 y las mujeres una mediana de
0.52.

-También hubo relacién estadisticamente significativa entre HIF-1a y la histologia tumoral
(p=0.04). Los carcinomas epidermoides tuvieron una mayor mediana (1.39), los
adenocarcinoma una mediana de 1.07 y el grupo “otros tumores” tuvo una mediana de
0.96.

- Hubo significacion estadistica con p=0.03 entre HIF-1a y el descriptor Tp. T1 tuvo la
menor mediana (0.88), T2 fue de 1.27, T3 de 1.44y T4 de 1.39.

- VEGF-A y HIF-1a mostraron una correlacion con p<0.01 y un coeficiente de correlacion
de 0.38.

- VEGF-A también tuvo correlacion con una p=0.02 respecto al tabaquismo (paquetes-
afo) con un coeficiente de correlacion de 0.27. Ver figuras 24-25 y tablas 27-28.
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Figura 24. Gréfico de dispersion de puntos y ajuste lineal entre las
variables VEGF-A y HIF-1a. Coeficiente de determinacién () = 0.06
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Figura 25. Grafico de dispersion de puntos y ajuste lineal entre las
variables VEGF-A y tabaquismo (pag-afio). Coeficiente de
determinacion (r’) = 0.02
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Tabla 27. Relacion de la expresion de HIF-1a y VEGF-A con las caracteristicas clinicopatoldgicas

de los pacientes.

HIF-1a VEGF-A
Mediana (minimo-méaximo) p |Mediana (minimo-maximo) p
Sexo:
varon |1.23 (0.15-8.42) 0.07 |0.93 (0.14-5.10) <0.01*
mujer |0.99 (0.23-2.16) 0.52 (0.09-2.14)
PS-ECOG:
0 1.18 (0.15-8.42) 0.60 |0.81 (0.09-4.66) 0.14
1 1.29 (0.35-2.96) 1.11 (0.27-5.10)
Tipo diferenciacion:
Bien 1.37 (0.93-2.32) 0.33 |0.67 (0.30-2.14) 0.52
Moderadam. |1.11 (0.15-8.42) 0.79 (0.14-5.10)
Poco 1.63 (0.15-4.77) 1.06 (0.17-3.38)
Histologia
Epidermoide | 1.39 (0.19-8.42) 0.04* 10.83 (0.17-4.28) 0.96
Adenocarcin. | 1.07 (0.15-3.56) 0.81 (0.09-5.10)
Otros Tumor. | 0.93 (0.27-5.91) 0.86 (0.27-3.10)
Microinvasién
Neurovascular:  No |1.27 (0.23-3.79) 0.70 |0.86 (0.22-2.93) 0.81
Si [1.23 (0.15-4.77) 0.94 (0.15-2.98)
Estadio:
Inicial I-1l 1.21 (0.15-8.42) 0.47 |0.86 (0.09-4.66) 0.99
Avanzado Il 1.39 (0.15-4.77) 0.85 (0.17-5.10)
Estadio:
I-A 0.88 (0.27-1.31) 0.07 |0.77 (0.09-3.10) 0.68
I-B 1.27 (0.19-8.42) 0.90 (0.15-4.66)
11-B 0.97 (0.15-2.46) 0.79 (0.14-3.38)
"-A 1.39 (0.15-3.56) 1.01 (0.30-5.10)
I-B 1.10 (0.30-4.77) 0.55 (0.17-2.14)
Tp:
T1 0.88 (0.15-1.44) 0.03* | 0.77 (0.09-3.10) 0.53
T2 1.27 (0.15-8.42) 0.92 (0.15-5.10)
T3 1.39 (0.28-2.88) 1.10 (0.14-3.38)
T4 1.10 (0.30-4.77) 0.55 (0.17-2.14)
Np:
NO 1.21 (0.19-8.42) 0.63 |0.81 (0.09-4.66) 0.66
N1 0.97 (0.15-2.19) 0.74 (0.17-1.80)
N2 1.39 (0.15-4.77) 1.16 (0.22-5.10)
NX 1.91 (0.85-2.96) 1.19 (0.53-1.85)
Np:
NO 1.21 (0.19-8.42) 0.74 |0.81 (0.09-4.66) 0.59
N1-2 1.35 (0.15-4.77) 0.97 (0.17-5.10)

Marcado con asterisco los que tuvieron una p<0.05
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Tabla 28. Relacién de la expresion de HIF-1a y VEGF-A con las caracteristicas clinicopatologicas
cuantitativas de los pacientes.

Tamafio | Tabaquismo | Hemogloblina
HIF-1a VEGF-A Edad tumoral (pag-afio) | preoperatoria
HIF-1la
Coef.correlac. 1 0.38 0.06 0.15 0.16 0.12
Valor de p . <0.01* 0.53 0.13 0.10 0.23
VEGF-A
Coef.correlac. 0.38 1 0.07 0.03 0.23 0.06
Valor de p <0.01* . 0.47 0.79 0.02* 0.53
Edad
Coef.correlac. 0.06 0.07 1 -0.13 0.11 0.05
Valor de p 0.53 0.47 . 0.20 0.26 0.63
Tamafo
Tumoral
Coef.correlac. 0.15 0.03 -0.13 1 0.14 -0.13
Valor de p 0.13 0.79 0.20 . 0.17 0.17
Tabaquismo
(pag-afio)
Coef.correlac. 0.16 0.23 0.11 0.14 1 0.11
Valor de p 0.10 0.02* 0.26 0.17 . 0.28
Hemoglobina
Preoperatoria
Coef.correlac. 0.12 0.06 0.05 -0.13 0.11 1
Valor de p 0.23 0.53 0.63 0.17 0.28

Con asterisco se muestran los que tuvieron una p<0.05.

La recidiva tumoral es una variable cualitativa y para comparar las medianas de

HIF-1a y VEGF-A se utilizo6 el test no paramétrico (U-Mann-Whitney).

Los pacientes con recidiva tumoral tuvieron una mediana HIF-1a menor (1.09) que
los que no tuvieron recidiva tumoral (mediana HIF-1a =1.23); estas diferencias estuvieron
préximas a la significacién estadistica con p=0.055. No hubo significacion estadistica de la
recidiva respecto a VEGF-A (p=0.50). Ver tabla 29.
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Tabla 29. Relacion entre la recidiva tumoral y la expresion de HIF-1a y VEGF-A.

HIF-1a VEGF-A
(N° casos) Mediana (minimo-méaximo) p |[Mediana (minimo-mé&ximo) p
No recidiva (69) |[1.23 (0.27-8.42) 0.055 |0.81 (0.09-5.10) 0.50
Si recidiva (34) 1.09 (0.15-3.01) 0.88 (0.22-4.66)

Los pacientes con recidiva tumoral fueron dividos segun el lugar donde

presentaron la recidiva (tabla 20, pag 91):

- recidiva toracica;
- recidiva intratoracica y extratoracica;

- recidiva extratoracica.

HIF-1a mostré una mayor mediana en el grupo de pacientes que tuvieron recidiva
intratoracica, pero los resultados no fueron estadisticamente significativos (p=0.41).
Respecto a VEGF-A, los pacientes con recidiva limitada al térax tuvieron una mediana
mayor que los demas subgrupos, con un valor de p=0.05 (ver tabla 30).

Al agrupar de nuevo a los pacientes que presentaron recidiva en dos grupos,
segun si la recidiva fue intratoracica o extratoracica (tanto extratoracica sélamente como
intra- extratoracica), el valor de p fue de 0.02 respecto a VEGF-A, con una mediana
menor para el grupo de rediciva tumoral extratoracica (0.59) y una mayor mediana (1.36)
para el grupo de recidiva intratoracica. Con HIF-1a, el subgrupo con recidiva limitada al
torax mostré una mediana mayor pero no estadisticamente significativa (p=0.18). Es decir,
el grupo de pacientes que present6 recidiva tumoral a lo largo del seguimiento, mostré un
patrén diferente de recidiva respecto a VEGF-A con significacion estadistica (ver tabla
31).
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Tabla 30. Relacién entre la localizacion de la recidiva tumoral y la expresion de HIF y VEGF-A.

Lugar de la Recidiva

HIF

VEGF-A

(N° casos) Mediana (minimo-méaximo) p |Mediana (minimo-méaximo) p
intratoracica (18) |1.24 (0.19-2.96) 0.41 |1.36 (0.44-3.10) 0.05
intra-extratoracica (5) | 0.85 (0.23-1.78) 0.54 (0.36-2.98)
extratoracica (11)]0.81 (0.15-3.01) 0.62 (0.22-4.66)

Tabla 31. Distribucion de

la

localizacién de

la recidiva tumoral

intratoracica (s6lamente

intratoracica) y extratoracica (cualquier paciente con recidiva extratoracica) y la expresion de HIF y

VEGF-A.

Lugar de la Recidiva

HIF

VEGF-A

Mediana (minimo-méaximo) p |Mediana (minimo-maximo) p
(N° casos)
intratoracica (18) |1.24 (0.19-2.96) 0.18 |1.36 (0.44-3.10) 0.02
extratoracica (16) |0.83 (0.15-3.01) 0.59 (0.22-4.66)

Para analizar las variables moleculares HIF-1a y VEGF-A, a los pacientes se les

clasific6 en dos subgrupos atendiendo al valor de la mediana. Los que tuviesen un valor

igual o menor que la mediana estuvieron en el grupo llamado “HIF-1a bajo” o bien “VEGF-

A bajo” y los que tuvieron un valor mayor a la mediana estuvieron en el grupo llamado

“HIF-1a elevado” o “VEGF-A elevado”. Los pacientes del grupo HIF-1a bajo alcanzaron

una mediana de supervivencia de 30.3 meses y los pacientes del grupo HIF-1a elevado

no alcanzaron la mediana de mortalidad. Es decir, los pacientes con un HIF-1a bajo
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tuvieron menor supervivencia que los de HIF-1a elevado, sin embargo, esta diferencia no

tuvo significacion estadistica (p=0.17).

Los pacientes con VEGF-A bajo tuvieron una mediana de 38.0 meses y los que
tuvieron VEGF-A elevado su mediana fue de 28.3 meses. Es decir, los pacientes con un
VEGF-A elevado tuvieron menor supervivencia que los de VEGF-A bajo, pero estas
diferencias no tuvieron significacién estadistica (p=0.23). Ver figuras 26 y 27 y tabla 32.
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Figura 26. Gréfico de la supervivencia entre pacientes con una expresion de HIF-1a
menor o igual a la mediana y los que tuvieron una expresién mayor a la mediana.

111



resultados

Supervivencia acum

VEGF
men./igual
mediana

- Tmayor mediana

+ men./igual
mediana cens.

- mayor mediana
cens.

p=0.23

-
0 6

I I I I I I I I I
12 18 24 30 36 42 48 54 60
tiempo supervivencia (meses)

Figura 27. Grafico de la supervivencia entre pacientes con una expresion de VEGF-A menor o igual
a la mediana y los que tuvieron una expresion mayor a la mediana.

Tabla 32. Estadistica de la supervivencia (kaplan-Meier y log rank) referente a las variables

moleculares.
Mediana I.C. al 95% Superv. Acumul. Valor p
(meses) (meses)
12 24 36
HIF-1a (mediana)
30.27 27.75-32.79 |0.88 0.67 0.34
Menor o igual N.A. 0.85 0.73 0.60
Mayor
VEGF-A
38.03 . 0.93 0.72 0.55
Menor o igual 28.30 24.01-41.53 |0.80 0.61 0.41
Mayor
Riesgo segun
HIF-1a / VEGF-A
bajo N.A. . 0.94 0.85 0.77
medio 31.37 28.04 -34.69 |0.87 0.68 0.43
elevado 22.40 13.72-31.07 |0.81 0.48 0.24

I.C.: intervalo de confianza. N.A.: no se alcanzd la mediana de mortalidad.

112



resultados

Al agrupar a los pacientes que tuvieron HIF-1a bajo y a la vez VEGF-A elevado
(ambas situaciones indicaron una peor supervivencia aungue sin significacion estadistica)
y compararlos con los demas pacientes, la supervivencia también fue mas baja (mediana
= 22.4 meses) en el subgrupo de “HIF-1a bajo- VEGF-A elevado” que en el resto de
pacientes (mediana = 38.0 meses), aunque sin significacién estadistica (p=0.19). Ver

figura 28.
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Figura 28. Grafico de la comparacién de la supervivencia con el test de log-rank
entre los pacientes que presentaron una expresién de HIF-1a menor o igual a la
mediana y también VEGF-A mayor a la mediana con los demas pacientes.

Para el periodo libre de enfermedad (ver tabla 33), también se agrup6 a los
pacientes segun la mediana de VEGF-A y HIF-1a como ya se explicé anteriormente. Los
pacientes con HIF-1la bajo tendieron hacia una menor mediana del tiempo libre de
enfermedad (p=0.27). Los pacientes con VEGF-A bajo mostraron una tendencia hacia una
mayor mediana (p=0.49). Ver figuras 29 y 30.
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Figura 29. Gréfico del tiempo libre de enfermedad tumoral entre pacientes con
una expresion de HIF-1a menor o igual a la mediana y los que tuvieron una

expresion mayor a la mediana.
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Figura 30. Grafico del tiempo libre de enfermedad tumoral entre pacientes con
una expresion de VEGF-A menor o igual a la mediana y los que tuvieron una

expresion mayor a la mediana.
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Tabla 33. Cuadro del tiempo libre de enfermedad tumoral (kaplan-Meier y log rank) referente a
las variables moleculares. I.C.: intervalo de confianza. N.A.: no se alcanzé la mediana.

Mediana I.C. al 95% Superv. Acumul. Valor p
(meses) (meses)
12 24 36
HIF-1a (mediana)
Menor o igual 26.63 15.56 - 37.70 |0.78 0.52 0.39 0.27
Mayor N.A . 0.80 0.63 0.58
VEGF-A
Menor o igual 30.5 . 0.83 0.64 0.49 0.49
Mayor N.A . 0.73 0.57 0.51

Se observa una tendencia hacia un peor prondstico en aquellos pacientes con HIF-
lainferior a la mediana (llamado HIF-1a bajo) y también en los que tuvieron VEGF-A
superior a la mediana (VEGF-A alto). Segun esta tendencia, se hicieron tres subgrupos de
pacientes que pueden considerarse como:

-riesgo bajo, cuando HIF-1a fue elevado y a la vez VEGF-A bajo

-riesgo medio, cuando HIF-1a fue elevado y VEGF-A elevado, o bien, HIF-1a bajo
y VEGF-A bajo

-riesgo alto, cuando HIF-1a fue bajo y VEGF-A elevado.

Al comparar la supervivencia de los tres subgrupos, se observé coémo hubo una
tendencia a una mayor supervivencia para los pacientes de riesgo bajo (p=0.09), ver tabla
32. Al comparar los subgrupos dos a dos, se obtuvo que las diferencias tuvieron
significacion estadistica entre el grupo de riesgo bajo y el de riesgo alto (p=0.047), y una
tendencia hacia un peor prondstico entre el grupo de riesgo medio respecto al de riesgo
bajo (p=0.07). La diferencia fue menos llamativa entre los subgrupos de riesgo medio y
alto (p=0.36). Ver figuras 31-34.
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Figura 31. Grafico de la superviencia segun el valor de HIF-1a y de VEGF-A:
-riesgo bajo cuando HIF-1a fue elevado y VEGF-A bajo
-riesgo medio si HIF-1a fue elevado y VEGF-A elevado, o bien, HIF-1a bajo y VEGF-A bajo
-riesgo alto si HIF-1a fue bajo y VEGF-A elevado
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Figura 32. Gréfico de la superviencia segun el valor de HIF-1a y de VEGF-A:
-riesgo medio si HIF-1a fue elevado y VEGF-A elevado, o bien, HIF-1a bajo y VEGF-A bajo
-riesgo alto si HIF-1a fue bajo y VEGF-A elevado
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Figura 34. Grafico de la superviencia segun el valor de HIF-1a y de VEGF-A:
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Al utilizar las variables HIF-1a, VEGF-A y la combinacion para el subgrupo de riesgo alto
(combinacion de HIF-1a bajo y VEGF-A elevado) como tests diagnésticos sobre la
recidiva tumoral, se obtuvo que los datos mas destacados fueron la elevada especificidad
(82.6%) del subgrupo de riesgo alto y el mayor valor predictivo negativo (70.6%) para HIF-
la (ver tablas 34-35).

Tabla 34. Resultados de los tests diagnosticos (HIF-1a, VEGF-A)

sobre la recidiva tumoral.

VP VN FP FN

HIF-1a 19 36 33 15

VEGF-A 17 36 33 17

Combinacién H-V 7 57 12 27
(IHIF-1a/ VEGF-A)

VP: verdaderos positivos. VN: verdaderos negativos. FP: falsos positivos.
FN: falsos negativos.

Tabla 35. Pruebas de eficacia y seguridad diagndstica de HIF-1a, VEGF-A y la

combinacién de HIF-1a bajo con VEGF-A elevado respecto a la recidiva tumoral.

HIF-1a VEGF-A Combinacion H-V
(|HIF-1a/ 1VEGF-A)
Sensibilidad 55.9% 50.0% 20.6%
Especificidad 52.2% 52.2% 82.6%
VPP 36.5% 34.0% 36.8%
VPN 70.6% 67.9% 67.9%
Exactitud 53.4% 51.4% 62.1%

VPP: valor predictivo positivo. VPN: valor predictivo negativo.
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4.5.- Factores prondstico de supervivencia

El descriptor Tp tuvo un riesgo relativo de 2.54 (p=0.02) y la agrupacion en estadio
inicial 0 avanzado mostré un riesgo relativo de 2.07 con p=0.05. Con HIF-1a se mostré
una tendencia hacia un factor protector por tener un riesgo relativo < 1 y con VEGF-A
hacia un factor de mayor riesgo por ser superior a la unidad, aunque ambos resultados no

fueron estadisticamente significativos (ver tabla 36).

En el modelo multivariante se incluyeron las variables que tuvieron un valor de p<0.05 en
el modelo univariante. Se obtuvo que sélo el descriptor Tp present6 significacion

estadistica con un riesgo relativo de 2.54 (p=0.02). Ver tabla 37.

Tabla 36. Analisis univariante de los riesgos proporcionales (regresién de
Cox) de las diferentes covariables anatomopatol6gicas y moleculares
sobre el tiempo de supervivencia.

O.R. I.C. al 95% | Valorde p
HIF-1a 0.61 0.30-1.25 0.18
VEGF-A 1.54 0.76 — 3.14 0.23
Combinacién de 0.11
HIF-1a/VEGF-A
Descriptor Tp 2.54 1.19-541 0.02
(T1-2/T3-4)
Descriptor Np 1.49 0.70 -3.19 0.30
(NO/N1-N2)
Estadio 2.07 0.99 -4.32 0.054
(Inicial I-1l/Avanzado 1)
Diferenciacion 0.32
(Bien/moderado/poco)
Histologia 2.14 0.84 -5.49 0.11
(Epidermoide/Adenoca)
Microinvasion 1.40 0.60 —3.24 0.43
vasculonerviosa (si/no)

O.R.: odds ratio. I.C.: intervalo de confianza
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Tabla 37. Analisis multivariante de los riesgos proporcionales (regresién
de Cox) de las diferentes covariables sobre el tiempo de supervivencia.

O.R. I.C. al 95% | Valorde p
Descriptor Tp 2.54 1.19-5.41 0.02
(T1-2/T3-4)
Estadio 0.27
(Inicial I-11/Avanzado IlI)

O.R.: odds ratio. I.C.: intervalo de confianza

4.6.- Factores pronostico del tiempo libre de enfer  medad tumoral

En el modelo univariante ninguna variable tuvo significacion estadistica (p>0.05).
Ver tabla 38.

Tabla 38. estadistica del andlisis univariante de los riesgos proporcionales
(regresion de Cox) de las diferentes covariables anatomopatolégicas vy
moleculares sobre el tiempo libre de enfermedad.

O.R. I.C. al 95% | Valor de p
HIF-1a 0.68 0.33-1.37 0.27
VEGF-A 1.28 0.64 — 2.57 0.49
Combinacién de 0.35
HIF-1a/VEGF-A
Descriptor Tp 1.65 0.74 — 3.69 0.22
(T1-2/T3-4)
Descriptor Np 1.75 0.85-3.58 0.13
(NO/N1-N2)
Estadio 1.75 0.84 — 3.65 0.13
(Inicial I-1l/Avanzado I11)
Diferenciacion 0.48
(Bien/moderado/poco)
Histologia 1.70 0.72 - 3.98 0.22
(Epidermoide/Adenoca)
Microinvasion 2.27 0.87 —5.89 0.09
vasculonerviosa (si/no)

O.R.: odds ratio. |.C.: intervalo de confianza

No se hizo andlisis multivariante porque ninguna variable tuvo una p<0.05 en el

univariante.
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5.- DISCUSION
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La importancia del cancer de pulmén es un hecho presente desde las dltimas
décadas en nuestro medio y en los paises desarrollados. Es una enfermedad con gran
relevancia sanitaria por su elevada mortalidad, superando incluso a la suma de los otros
tres canceres mas frecuentes (colon, mama y prostata). Es la causa mas frecuente de
mortalidad relacionada con el cancer en los paises desarrollados (Greenlee 2001). Su
incidencia es similar a su prevalencia, dato que refleja su alta mortalidad, y en las dltimas
décadas no se ha conseguido una gran mejoria en la supervivencia de los pacientes con
esta enfermedad. La cirugia es el principal tratamiento por su efectividad contra el cancer
de pulmén en estadios iniciales. Sin embargo, la gran mayoria de los pacientes presentan
en el momento del diagndstico un estadio avanzado, donde las posibilidades de curacion
son reducidas. El screening y diagnéstico precoz del cancer de pulmén es un reto de la
medicina actual. Todavia no hay evidencia consolidada de que el screening del cancer de
pulmdén mejore la supervivencia, a diferencia de lo que ocurre en otros canceres como el
de mama o de préstata (Bach 2003).

El pronéstico del cancer de pulmén esta determinado por su estadio. Actualmente
la clasificacion del cancer de pulmén viene dada por el sistema TNM. Es una clasificacion
gue ha sufrido varias revisiones y que esta en constante evolucion. Este modelo de
clasificacion atiende fundamentalmente a elementos anatémicos o anatomopatoldgicos,
de modo que el estadio final y el prondstico de la enfermedad estan considerados como
consecuencia de la extension estructural y anatémica de la enfermedad. El cancer es un
proceso biolégico complejo cuyos resultados macroscopicos son el reflejo de las
alteraciones en la expresion biomolecular, celular y de la ruptura del equilibrio fisiolégico
preexistente. Estas alteraciones moleculares tienen implicaciones en el pronéstico y en la
evolucion de cada paciente con cancer de pulmén. Sin embargo, hoy dia, estos hallazgos
biolégicos no tienen ninguna manifestacion ni ninguna representacion en la clasificacion o
estadificacién del cancer de pulman ni en el seguimiento rutinario de estos pacientes. Por
este motivo, la investigacion biomolecular del cancer de pulmén ofrece una gran
relevancia en cuanto a su potencial aplicacion y a su posible utilidad para la practica
clinica diaria.

La estadificacién preoperatoria viene orientada por estudios de imagenes, como la

radiografia simple de térax, la TC, la RNM, la PET-TC, la gammagrafia 6sea, etc. Estas

pruebas inocograficas guian sobre la sospecha de afectacion ganglionar mediastinica o
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de metastasis a distancia y se confirma mediante biopsias con puncidon o biopsias
quirdrgicas. Todas las exploraciones complementarias tienen sus limitaciones en cuanto a
su sensibilidad, especifidad, valor predictivo positivo y negativo. Los casos de falsos
negativos pueden surgir ante las limitaciones para diagnosticar una lesion todavia con un
tamafio pequefio y una baja actividad metabdlica, las micrometastasis pueden pasar
desapercibidas y producirse una infraestadificacion del cancer de pulmon.

Es sabido que pacientes con un mismo estadio inicial y que hayan recibido el
mismo tratamiento curativo pueden presentar una evolucion diferente; de modo que, en
unos pacientes es posible la aparicion de recidiva tumoral local o la presencia de
metastasis a distancia en un periodo de tiempo mas corto que en otros pacientes con el
mismo estadio (Padilla 2002). Ademas, la resistencia que presentan ciertos pacientes a
agentes quimioterapicos es un dato también observado con frecuencia (Adams 2010). Por
todas estas razones, es necesario indagar en el comportamiento biomolecular del cancer
de pulmén para conocer mejor su funcionamiento, poder prever qué pacientes
presentaran un mayor riesgo de recidiva tras la cirugia, quiénes seran mas propensos a
desarrollar fenémenos de quimiorresistencia y qué pacientes se beneficiarian de un
tratamiento complementario. En definitiva, el estudio biomolecular del cancer de pulmén
tiene, dia tras dia, mayor dedicacion y mayor campo de trabajo. La tendencia futura puede
ser proporcionar al paciente con cancer de pulmon un tratamiento personalizado segun el

comportamiento biolégico que exprese (Adams 2010).

Los tumores sélidos necesitan, para crecer y expandirse, la formacion de nuevos
vasos sanguineos que les proporcionen nutricion y sustento adecuados. La
neovascularizacion que ocurre con el desarrollo de nuevos vasos a partir de los ya
existentes, se conoce como angiogénesis. Desde el momento en el que el tumor tiene un
tamafio superior a unos pocos milimetros, queda sometido a una situacién de estrés
hipéxico al que debe responder y adaptarse para continuar su desarrollo (Folkman 1971).
El HIF-1a es uno de los principales factores para la adaptacion celular tumoral al ambiente
hipoxico. Con el incremento de HIF-1a se activan una gran cantidad de genes (conocidos
como elementos de respuesta a la hipoxia) que proporcionan una serie de acciones y
cualidades a las células tumorales para favorecer su estabilidad y su crecimiento. Entre
estas acciones destacan: el metabolismo anaerobio, fenémenos de quimio-

radiorresistencia, glicolisis anaerobia, inhibicion de la apoptosis, favorecer la
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angiogénesis, etc (Bikfalvi 1997). El VEGF-A es una de las moléculas que aumenta su
expresion inducida por HIF-1a. Hay una relacion directa entre HIF-1a y VEGF-A. En este
estudio también se observé una relacion directamente proporcional (ver figura 24), pero
fue una relacién débil con un coeficiente de determinacion bajo (r’= 0.06). Esto puede ser
debido a que VEGF-A se activa también mediante otras vias diferentes con
independencia de HIF-1la, como ocurre en determinadas alteraciones genéticas
(mutaciones, delecciones...). VEGF-A estimula la migracién de macréfagos que, a su vez,
también son productores de factores angiogénicos como VEGF-A, TNF-a, etc. (Vaupel
2004) (Kuhn 2006). La angiogénesis es un proceso complejo con mdltiples factores
moleculares interconectados y se afiade, ademas, el hecho de que su manifestacion
fenotipica puede depender de su polimorfismo genético haciendo un tanto mas dificil de
determinar la relacion de la expresion genotipica con la expresion fenotipica observada
(Koukourakis MI. 2006). El papel que los diferentes factores de crecimiento angiogénicos
desempefian en la formacién de nuevos vasos sanguineos y en la expansion del tumor es
motivo de multiples estudios. Asi mismo, la terapia antiangiogénica con inhibidores de
VEGF-A estad ya siendo extensamente investigada en ensayos clinicos. El anticuerpo
monoclonal bevacizumad dirigido contra VEGF-A en combinacion con quimioterapicos

habituales es una muestra de ello con estudios en fase-Il (Herbst 2004).

Son numerosos los estudios sobre angiogénesis, VEGF-A y CPNCP. Sin embargo,
son escasos los que analizan HIF-1a y VEGF-A simultdneamente en esta enfermedad.
También la mayoria de los estudios sobre este tema realizan el analisis de la
angiogénesis apoyado en estudios de inmunohistoquimia y son menos frecuentes los que
trabajan con RT-PCR. La inmunohistoquimia tiene el inconveniente de ser un dato mas
subjetivo, ya que clasifican la actividad angiogénica segin sea mas o menos intensa la
tincion resultante cuando se observan las muestras al microscopio. Es decir, depende del
observador (subjetividad). Por el contrario, con RT-PCR se obtienen unos resultados
cuantitativos, objetivos, su manejo es relativamente sencillo, reproducible con facilidad y
un aparataje accesible a cualquier hospital interesado en la investigacion clinica
biomolecular.
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Referente a las variables clinicopatoldgicas de los pacientes, los datos observados
en este estudio son similares a la literatura cientifica habitual y a los datos
epidemiolégicos registrados en Espafia. La edad media fue de 63.5 afios con un rango
entre 37-85 afos. En este estudio la mitad de los pacientes tenia una edad superior a 64
afos, dato que concuerda con los que figuran en una de las Ultimas revisiones
epidemiolégicas espafolas (Sanchez de Cos 2009), corroborando el hecho de que el
cancer de pulmén lo padecen principalmente personas a partir de la quinta década de la
vida.

Practicamente todos los pacientes eran fumadores activos o exfumadores (93.4%),
con un consumo medio acumulado de 48.7 paquetes-afio. Se consideraron exfumadores
a aquellos pacientes que abandonaron el tabaco durante un tiempo de seis 0 mas meses
ininterrumpidamente antes de la intervencién quirdrgica. S6lamente un 6.6% no tenian
antecedentes de contacto directo con el tabaco. No se investigé el tabaquismo pasivo en
este estudio, causa también conocida como factor etiopatogénico del cancer

broncopulmonar.

El tipo histoldgico mas frecuente en este estudio fue el carcinoma epidermoide con
un 46.2% de los casos, seguido del adenocarcinoma con un 35.8%; este hallazgo también
estd en consonancia con los datos epidemiologicos de Espafia (Montero 2003). Sin
embargo, en otros paises como Estados Unidos, Japén, etc., hay un predominio del
adenocarcinoma (Travis 1995, Charloux 1997). Quiza la modificacion de los filtros de los
cigarrillos y del habito de la calada (mas profunda haria que el humo del tabaco llegase a
los bronquios mas distales y periféricos, que es donde suele presentarse el
adenocarcinoma). En Espafia, las Ultimas series reflejan todavia un predominio del
carcinoma epidermoide (Hernandez 2004, Mirabet 2004). Al observar la distribucion
histolégica atendiendo al sexo hubo variaciones, de modo que las mujeres presentaron la
variedad adenocarcinoma en el 81.8% de los casos; en consonancia con los estudios
epidemiolégicos habituales del CPNCP en la mujer (Patel 2004 y Henschke 2004). El
tabaquismo fue también mas intenso en los varones que en las mujeres, dato que indica
el patron de consumo de tabaco hace unas décadas y que se ve reflejado en los
pacientes que padecen actualmente esta patologia. Globalmente, el sexo masculino fue el

predominante con un 89.6% de los casos.
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Hay muchos estudios sobre la angiogénesis tumoral y los mutiples factores o
moléculas que intervienen en las diferentes fases de la neovascularizacion. EI VEGF-A es
el factor principal por su actividad angiogénica. Los resultados sobre el pronéstico de los
factores VEGF-A y HIF-1a en el cancer de pulmdén son contradictorios. Es decir, en la
literatura hay autores que observaron un peor pronéstico con la sobreexpresion de VEGF-
A o de HIF-1a, siendo esta vertiente la predominante (Niklinska 2001, Kim 2005,
Brattstrom 2002, O’'Byrne 2000, Kajita2001, Ishii 2004, Kuhn 2006, Semenza 2003,
Giatromanolaki 2001, Zhong 1999, Enatsu 2006, Liao 2007). Pero, también existen otros
trabajos donde no encontraron resultados para poder considerarlos como factores de
peor pronéstico (Offersen 2001, Liao 2001) o incluso otros grupos de trabajo han
observado resultados con un mejor pronéstico (Brattstrém 2004, Volm 2000, Aabersold
2001, Lidgren 2005). Aunque esta Ultima postura es mas infrecuente en la literatura
cientifica.

El mecanismo entre la hipoxia tisular que ocurre con el crecimiento tumoral, la
menor degradacién de HIF-1la y el consiguiente incremento de VEGF-A es conocido.
Como ya se coment6 en la introduccién (ver figuras 7-8), cuando se da una situacion de
hipoxia celular, se inactiva la enzima prolil-hidroxilasa, se bloquea la degradacion
lisosomal de HIF-1a y se favorece su traslocacién al ndcleo celular para activar a los
diferentes genes a través de la zona de ADN conocida como elementos sensibles a la
hipoxia (HRE). Ademas de ese mecanismo directo entre HIF-1a y VEGF-A, también se ha
observado que deben existir mecanismos independientes de HIF-1a (Liao 2007) y de
VEGF-A (O'Byrne 2000) mediante los que se producen un incremento de la
neovascularizacion tumoral. VEGF-A esta regulado también mediante vias no hipéxicas
como estrogenos, NF-kB, TNF-q, etc. (Shibuya 2008. Kuhn 2006. Kim 2005). Igualmente,
también se han descrito mecanismos independientes de la hipoxia por los que se produce
un aumento de HIF-1a como son la via PI3K/AKT (Solban 2006. Vieugel 2004),
inactivacién de genes supresores tumorales como p53, pVHL, PTEN o a través de

oncogenes como Src, HER/2, Ha-Ras, etc. (Zhang 2007).
Estas situaciones implican que la relacion entre HIF-1a, VEGF-A y la hipoxia sean

mas complejas y no siempre sean tan faciles de asimilar o encontrar una interpretacion

sencilla a sus resultados. Y aun hay mayor variacion si se tiene en cuenta el fenémeno de
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polimorfismo genético y la variacion fenotipica que pueden mostrar los diferentes perfiles
genotipicos (Koukourakis 2004. Koukourakis 2006).

Al estudiar las relaciones entre HIFl-a y VEGF-A con las variables
clinicopatolégicas, se hallé relacion entre VEGF-A y el sexo, con una mayor expresion
entre los varones que en las mujeres (p<0.01). También hubo correlacion con significacion
estadistica entre VEGF-A vy el tabaquismo (p=0.02). Estos datos pueden reflejar que el
tabaco favorece el incremento de VEGF-A y, también, que es mayor el tabaquismo en los
varones que en el sexo femenino, como se observa en el andlisis descriptivo (ver tabla
23). Con HIF1-a la tendencia fue similar, aunque los valores estuvieron préximos a la
significacion estadistica respecto al sexo y al tabaquismo, con p=0.07 y p=0.10
respectivamente. Este dato también ha sido observado por otros autores y es una
muestra del efecto potencialmente angiogénico que posee el tabaco (Zhang 2007). La
nicotina, ademas de su efecto adictivo y psicoestimulante, también posee un efecto
angiogénico a través de un incremento de HIF-1a y de VEGF-A como se ha descrito en
estudios experimentales con células in vitro (Zhang 2007). Esto es un ejemplo de la
existencia de mecanismos independientes de la hipoxia para favorecer el incremento de
HIF1-a, como también a través de determinadas citocinas, hormonas, factores de
crecimiento, oncogenes 0 genes supresores tumorales, ya comentados anteriormente.
Todas estas opciones indican un amplio y complejo papel de HIF1-a en la biologia

tumoral.

La relacion entre el tabaquismo y HIF1-a fue directamente proporcional, aunque
sin obtener significacién estadistica (ver tabla 28). La relacion entre HIF1-a y VEGF-A es
directa, como se desprende de los estudios fisiolégicos que relacionan HIF1-a con VEGF-
A y de los resultados de varios grupos, quienes analizaron VEGF-A y HIF1-a mediante
inmunohistoquimia (Giatromanolaki 2001, Kim 2005 y Enatsu 2006). La mencionada
relacion en este estudio consiguié significacion estadistica (p<0.01), sin embargo, el
coeficiente de correlacion entre HIF1-a y VEGF-A obtenido no fue muy alto (r=0.38), lo
cual puede ser debido a que existen también otras vias alternativas a HIF1-a para
producir un incremento en la expresion de VEGF-A.

La clasificacién histolégica se dividio entre los subgrupos: carcinoma epidermoide,

adenocarcinoma (que fueron los dos mas numerosos representando al 82% del total) y un
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tercer grupo donde se incluyeron los demas tipos histolégicos. HIF1-a mostré significacion
estadistica sobre el descriptor Tp y en los carcinomas epidermoides (ver tabla 27). Esta
explicacién puede ser debida a que el tamafio medio de los carcinomas epidermoides fue
mayor (4.69 cm) que el de los adenocarcinomas (3.43 cm), siendo esta diferencia
estadisticamente significativa (p=0.01). Los tumores que fueron T1 presentaron menor
expresion de HIF1-a, probablemente debido a que son tumores mas pequefios (3 cm o
menos) y con un ambiente menos hipéxico. Con VEGF-A, los valores fueron muy
similares entre los subtipos histologicos, por lo que no se observdé una tendencia

claramente predominante.

HIF1-a y VEGF-A mostraron mayor expresion en los tumores poco diferenciados,
asi como en los casos con estadio avanzado y afectacion ganglionar mediastinica; pero
ninguno de estos resultados obtuvieron significacion estadistica (ver tabla 27). Sélo se
pudo recoger el grado de diferenciacién tumoral en el 80.2% de los casos, ya que este

dato no siempre lo reflejaron los patélogos.

La intervencion quirdrgica mas habitual fue la lobectomia en un 58,5% de los casos. Este
tipo de reseccién es el estandar para el tratamiento del cancer de pulmén. Las
resecciones mas amplias quedan reservadas para los casos con tumores mayores o que
invaden estructuras que imposibilitan una reseccién menor. De igual forma, la reseccion
sublobar se realiza principalmente en aquellos pacientes con unas pruebas de funcion
respiratoria limites, importante comorbilidad asociada, etc. Actualmente, las
recomendaciones mas recientes, aceptan la reseccion sublobar (segmentectomia o cufia
amplia) como una opcién terapéutica valida para tumores en estadio | de pacientes y que
posean un alto riesgo quirdrgico, o que sean mayores de 75 afios; si bien, en los de un
tamafio superior a 3 cm (T2) se recomienda la lobectomia (Schubert 2010). También en el
carcinoma bronquioloalveolar, la reseccién sublobar es aceptada ante un tamafio
pequefio, ya que es una patologia frecuentemente multifocal y rara vez asociada a
afectacion ganglionar donde la supervivencia a los 5 afios es elevada y asi se permite
conservar parénquima pulmonar para futuras resecciones pulmonares (Rusch 2006,
Yoshioka 2009).

El estadio tumoral mas frecuente fue el I-B con un 45.3% de los casos y también

es el mas frecuente descrito en la literatura sobre los pacientes sometidos a tratamiento
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quirdrgico (Ginsberg 2002). La agrupacién de estadio inicial englobé al estadio I-A, I-B, II-
Ay lI-B y el término estadio avanzado al estadio Ill. Entre los 106 pacientes que formaron
este estudio, no hubo ninguno con estadio IV porque quedaron excluidos al ajustar las
condiciones de inclusiéon y exclusién como se detalla en el apartado de la metodologia. No
se encontré relacion con significacion estadistica entre HIF-la y VEGF-A con la
agrupacién de los pacientes por estadio inicial / avanzado. Sin embargo, se aprecié una
tendencia hacia valores mas inferiores de HIF-1a en el estadio I-A (mediana de 0.88 y una
p=0.07) que en los demas estadios. Es decir, el estadio I-A, que viene determinado
principalmente por el tamafio tumoral mas pequefio y por la ausencia de afectacion
ganglionar metastésica (ver tablas 4 y 5), fue el estadio en el que la expresion de HIF-1a
registrada fue la mas baja con una mediana de 0.88. De este modo, puede deducirse que
el incremento de HIF-1a se observd en tumores mas grandes y por tanto con mayores
areas sometidas a hipoxia celular. De la misma forma, el descriptor T1 anatomopatolégico
gue es el tumor con menor tamafo (3 6 menos centimetros de didmetro) mostré una
menor expresion de HIF-1a con significacion estadistica (p=0.03). El tamafio tumoral mas
pequefio presenta, posiblemente, menos areas sometidas a un ambiente hipéxico y, por
tanto, menor expresion de HIF-1a. Estos hallazgos orientan a que cuando el tumor tiene
un mayor tamafio, hay mas estrés hipéxico celular por la deprivacién relativa de la
vascularizacion y asi se incrementa la sintesis de HIF-1a. Con VEGF-A hubo una
tendencia similar, es decir, una menor expresion en tumores mas pequefos y un
incremento sobre los tumores mayores, aungue las diferencias no tuvieron significacion
estadistica (tabla 27).

Hubo una expresion aumentada de HIF1-a en los pacientes con estadio IlI-A y una
mayor disminucion sobre los pacientes en estadio I-A con un valor cercano a la
significacion estadistica (p=0.07). Con VEGF-A se observ6 una tendencia similar
(incremento en estadio mayor y disminucion en el estadio menor) pero sin significacion
estadistica. Ishii et al. demostraron en un estudio experimental cémo la diseminacion
metastasica pleural y ganglionar viene favorecida por la secrecion de VEGF de las células
tumorales (Ishii 2004) lo que apoya la mencionada tendencia en este estudio de VEGF-A
respecto al estadio.

En cuanto al descriptor N, VEGF-A y HIF-1a presentaron mayor expresion en el

subgrupo de pacientes con afectacidn ganglionar mediastinica (N2), pero sin significacion
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estadistica. El subgrupo sin metastasis ganglionar (NO) tuvo una mediana mayor que el
subgrupo N1 pero no que los pacientes con N2; esto puede indicar que desde un estadio
mas inicial sin afectaciéon ganglionar metastasica ya se produce una activacion de la
mecanica angiogénica tumoral. El trabajo de Kawai et al. sostiene que desde una fase
precoz, ocurre un incremento de la actividad de VEGF-A en el ganglio centinela de
pacientes con cancer de pulmén, adn incluso sin que haya afectacion metastasica
ganglionar (Kawai 2008). Al evaluar globalmente a los pacientes sin afectacion ganglionar
y a los que si tuvieron metastasis ganglionar (tanto N1 como N2), se observé un
incremento de HIF-1a y VEGF-A en este dltimo grupo, aunque sin alcanzar significacion
estadistica (ver tabla 27). Los mecanismos de la angiogénesis para los vasos sanguineos
también son aplicables a los vasos linfaticos (linfangiogénesis) y a su papel en la
afectacion ganglionar metastéasica locorregional. Donnem et al. estudiaron la relacion
entre VEGF-A en el cancer de pulmén y la afectacion ganglionar y observaron una
relacion con significacién estadistica entre VEGF-A y la metastasis ganglionar linfatica
(Donnem 2009). Otros autores, por el contrario, no encontraron este enlace entre VEGF y

las metastasis ganglionares (Renyi-Vamos 2005).

Los pacientes que sufrieron recidiva tumoral presentaron una mediana de HIF-1a
inferior que los pacientes sin recidiva, siendo esta diferencia con un valor muy cercano a
la significacion estadistica (p=0.055). Este resultado muestra que la mayor expresion de
HIF-1a pueda ejercer un efecto protector sobre la recidiva tumoral, o bien, que una
reducida expresion de HIF-1a puede favorecer determinados mecanismos celulares para
estimular la metastasis tumoral tras el tratamiento quirdrgico. Al estudiar la variable
recidiva respecto a la expresiéon de VEGF-A no se hallaron diferencias significativas
(p=0.5), con medianas muy similares (0.88 y 0.81). Otros autores, al estudiar VEGF-A y
HIF-1a sobre la recidiva, no hallaron asociacion con significacion estadistica entre
ninguna de estas moléculas y la recurrencia tumoral (p=0.15 y p=0.19 respectivamente);
sin embargo, la mayoria de los casos que tuvieron recidiva presentaron sobreexpresion
de VEGF-A y también de HIF-1a (a diferencia de este estudio donde hubo disminucién de
HIF-1a), aunque dichos autores incluyeron en su trabajo s6lamente a pacientes varones
con estadio I-11 (Kim 2005).

Al analizar el lugar de recidiva tumoral, se observd que la variable VEGF-A pudo

reflejar un patrén de recidiva con un valor de p=0.05. Asi, los pacientes que tuvieron una
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recidiva solamente intratoracica mostraron una mayor mediana de VEGF-A (1.36)
respecto a aquellos pacientes con recidiva fuera del térax (mediana VEGF-A = 0.62) y a
los que presentaron recidiva a la vez intratoracica y extratoracica (mediana = 0.54). No se
observé con claridad ninguna tendencia del patron de recidiva tumoral respecto a la
variable HIF-1a (p=0.41).

Cuando se agruparon a los pacientes con recidiva en dos grupos, segun si la
recidiva tumoral fue sélo intratoracica (mediana VEGF-A = 1.36) o extratoracica (tanto
s6lamente extratoracica como aquellos que tuvieron recidiva intra- y extratoracica:
mediana = 0.59) las diferencias tuvieron significacion estadistica (p=0.02). De este modo,
el patron de recidiva presentd un valor de VEGF-A diferente. Los pacientes con mayor
VEGF-A tuvieron mas recidiva limitada al térax y aquellos con menor VEGF-A presentaron
una recidiva principalmente extratoracica. La interpretacion de este mecanismo no esta
muy aclarada, porque podria ser que los pacientes con mayor expresion de VEGF-A
tendiesen a presentar mayor metastasis a distancia, pero, por el contrario, este grupo de
pacientes tuvo una mayor recidiva limitada al térax, quizas reflejando un mayor efecto
locorregional de la neoangiogénesis promovida por VEGF-A (Ishii 2004). No encontré
ningun trabajo que reflejase la relacién entre los marcadores vasculares de pacientes con
cancer de pulmén y el lugar de la recidiva tumoral. Sin embargo, si se estudié en
pacientes con cancer de mama y se observd un diferente destino de la metastasis
atendiendo al grado de expresion de VEGF-A (Linderholm 2000).

Hubo una tendencia hacia una mayor recidiva tumoral en aquellos pacientes con T
avanzado (T3-T4 vs T2-T1), con afectacion ganglionar metastasica (N1-N2 vs NO), en los
casos con microinvasiéon tumoral vasculonerviosa, en tumores poco diferenciados y en los
carcinomas epidermoides. Sin embargo, en ninguna de estas situaciones tampoco se
obtuvo significaciéon estadistica (p>0.05).

Al analizar la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo
negativo de VEGF-A, de HIF-1a y de la combinacién de VEGF-A elevado mas HIF-1a
bajo, se observé que el dato mas destacado fue la mayor especificidad (82.6%)
observada cuando ocurrié la combinacién de VEGF-A elevado mas HIF-1a bajo. Ninguna
de estas variables aplicadas como tests diagnosticos tuvieron una adecuada sensibilidad

(entre 20.6% y 55.9%) para determinar la probabilidad de enfermedad (recidiva tumoral) y
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si para detectar teéricamente a los pacientes sanos cuando el test fuese negativo, es

decir, cuando no se dio la asociacién de VEGF-A elevado mas HIF-1a bajo (ver tabla 35).

Los pacientes con mayor expresion de HIF-1a tuvieron una tendencia hacia una
supervivencia mayor que aquellos con una menor expresion, aunque no hubo
significacion estadistica. Esto concuerda con lo que otros autores reflejaron en su trabajo
(Volm 2000). También se ha observado una elevada expresion de HIF-1a como factor
pronostico favorable en cancer distinto al de pulmén (Lidgren 2005).

HIF-1a regula los genes implicados en el metabolismo celular, en la angiogénesis,
en la proliferacién celular y también en la apoptosis. La apoptosis es un mecanismo
homeostatico que participa en el equilibrio biolégico existente entre la proliferacion y la
muerte celular. Los resultados del presente estudio sefialan un efecto protector de HIF-1a
con tendencia hacia una supervivencia mayor de los pacientes con elevada expresion de
HIF-1a. Una posible explicacion biolégica seria que, una produccion incrementada de HIF-
la, se corresponderia con una mayor expresién de elementos destinados a evitar la
proliferacion celular. Esta situacién viene también apoyada por el hecho de que los
pacientes con HIF-1a elevado sufrieron menor recidiva tumoral (diferencia proxima a la
significacion estadistica, p=0.055). El trabajo de Volm et al. mostré una correlacién con
significacion estadistica entre HIF-1a y la apoptosis y factores proapoptosicos pero no

entre HIF-1a y la proliferacion celular (Volm 2000).

Al comparar los pacientes de este estudio con los del analisis de Volm et al., el
namero de pacientes fue similar (106 vs 96), ningun paciente recibié tratamiento
neoadyuvante, la histologia fue similar (escamoso 46.2% vs 50%; adenocarcinoma 35.8%
vs 31.3%), pero el estadio no (inicial I-1I: 70.8% vs 26%, avanzado: 29.2% vs 74%). Esto
muestra que HIF-1a puede indicar una tendencia hacia un mejor prondéstico, tanto cuando
la mayoria de los pacientes se encuentran en un estadio inicial (71.8% de este estudio),

como en un estadio avanzado (74%, Volm 2000).

Sin embargo, en la literatura cientifica, hay que remarcar que la mayoria de los
estudios mostraron un peor prondstico sobre los pacientes con HIF-1a elevado (Hung
2009, Kim 2005, Semenza 2003, Giatromanolaki 2001, Zhong 1999). Hay que resefiar

gue dichos estudios presentaron una metodologia realizada con analisis
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inmunohistoquimico, en lugar de RT-PCR (como este estudio). Parece ser que una
induccién muy elevada o reducida de HIF-1a pueda favorecer la apoptosis inducida por la
hipoxia y un termino medio en la expresion de HIF-1a pueda corresponder mas hacia una
proliferacion celular (Swinson 2006). También depende del punto de corte elegido para
determinar una expresion anormal o incrementada; con inmunohistoquimia suele ser
cuando la inmunorreactividad se expresa en mas de un 50% de las células observadas al

microscopio. En este estudio se baso6 en la mediana por su distribucién no normal.

Respecto a VEGF-A, los resultados se asemejan a los encontrados habitualmente
en la mayor parte de la literatura, donde la expresion incrementada de VEGF-A refleja un
peor pronéstico como asi lo sostentan dos metaanalisis en el cancer de pulmén (Zhan
2009, Delmotte 2002). Los pacientes con elevado VEGF-A presentaron una tendencia
hacia una peor supervivencia y un menor periodo libre de enfermedad, aunque las
diferencias no alcanzaron significaciéon estadistica, quiza por el tiempo relativamente corto

de seguimiento, o por el punto de corte elegido (mediana o percentil 50).

Al evaluar la supervivencia clasificando a los pacientes en tres grupos de riesgo
segun la expresion de HIF-1a y VEGF-A, (riesgo bajo si expresaron la combinacion de
HIF-1a elevado y VEGF-A bajo; riesgo medio si expresaron la combinacion de HIF-1a
elevado y VEGF-A elevado, o bien, HIF-1a bajo y VEGF-A bajo; riesgo alto si expresaron
la combinacién de HIF-1a bajo y VEGF-A elevado) se observé cédmo la supervivencia
empeord progresivamente cuando el grupo cambié desde un riesgo bajo hacia uno alto,

aunque las diferencias no alcanzaron significacion estadistica (ver figura 31).

Al comparar estos subgrupos dos a dos, hubo diferencias estadisticamente
significativas entre aquellos considerados como subgrupo de riesgo bajo y los del
subgrupo de riesgo alto (p=0.047).

Los descriptores del sistema TNM presentaron una supervivencia con peor
pronostico para los tumores mayores y mas invasivos (T1-2 vs T3-4) encontrando
diferencias con significacion estadistica (p=0.01); también hubo menor supervivencia con
afectacién ganglionar metastatica, si bien, las diferencias estuvieron préximas a la
significacion estadistica (p=0.06 ver figura 19). Lo mismo se observo para el estadio, peor

supervivencia con un estadio mas avanzado, mostrando las diferencias observadas
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practicamente significacion estadistica (p=0.05). Al analizar el periodo libre de enfermedad
maligna, la tendencia fue similar a la de la supervivencia, si bien, no se alcanzé

significacion estadistica.

Las variables moleculares HIF-1a y VEGF-A registraron una tendencia pronostica,
aunque sin conseguir significacion estadistica. Es manifiesta la progresién hacia un peor
prondstico, conforme se van sumando las situaciones que suponen un empeoramiento de
la supervivencia segun expresen, en mayor o en menor medida, las moléculas
estudiadas. Cada vez son mas los estudios que analizan los factores biomoleculares en el
cancer de pulmén y es posible que, en un futuro, tengan mas peso y representacion en la
labor clinica diaria para proporcionar todavia mas agudeza en el prondstico y en la
aplicacién de un tratamiento complementario a la cirugia. Una posible limitacion de este
estudio puede ser el periodo de seguimiento relativamente corto con una mediana de 16.8
meses y un rango entre 6 y 50.9 meses. Hay que cotejar esta tendencia con estudios
multicéntricos e intentar incorporar un analisis biomolecular al estudio rutinario de todo

paciente con cancer de pulmoén.
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6.- CONCLUSIONES
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Las conclusiones que se pueden desprender de este estudio son las siguientes:

1.- El analisis mediante RT-PCR para cuantificar la expresion relativa de HIF-1a y de
VEGF-A fue factible en muestras de tejido tumoral de cancer de pulmén obtenidas
directamente en quir6fano tras realizar la extirpacion quirlrgica y su conservacion

inmediata en RNAlater®.

2.- Se observé una tendencia hacia una mayor expresiéon de HIF-1a cuando el descriptor

Tp fue mayor y también cuando el estadio fue mas avanzado.

3.- Los pacientes con metastasis ganglionares tuvieron una tendencia hacia una mayor
expresion de HIF-1a y de VEGF-A.

4.- En pacientes con recidiva tumoral hubo una tendencia hacia una menor expresion de
HIF-1a.

5.- Entre los pacientes con recidiva tumoral, hubo mayor expresion de VEGF-A cuando la

recidiva ocurrié en el torax.
6.- Se observd una tendencia hacia una menor supervivencia en los pacientes que
presentaron menor expresion de HIF-1a y también en aquellos pacientes con una mayor

expresion de VEGF-A

7.- El subgrupo de pacientes que present6 una menor expresién de HIF-1a y a la vez

también una mayor expresion de VEGF-A mostré una peor supervivencia.
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