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1. Introduccion

1.1. Motivacion del estudio

Hace mds de un siglo, Theodor Boveri propuso que el cancer estaba causado por
alteraciones cromosémicas que llevaban a las células a dividirse de forma
incontrolada®2. Si actualizamos esta definicidn, cabe considerar el cdncer como una
enfermedad genética en la que la poblacién de células tumorales van adquiriendo
cambios o mutaciones en su secuencia de ADN, responsables de una serie de nuevas
caracteristicas y habilidades, como son una mayor capacidad de proliferacién y
supervivencia, que suponen una ventaja frente a las células vecinas, y que permiten a
los tumores evadir los mecanismos homeostaticos tisulares?3. Por tanto, el cancer es el
resultado de la proliferacion incontrolada de un tipo celular, que ocurre junto con la
invasion de tejidos circundantes y la diseminacién de células malignas (metastasis), lo

cual lleva a comprometer la vida del paciente®.

En todo este contexto, el cancer constituye una de las principales causas de
morbimortalidad del mundo, con aproximadamente 18 millones de casos nuevos y 9,6
millones de muertes para el afio 2018°. Segun los datos mundiales disponibles mas
recientemente, el cancer de pulmén (CP) es la neoplasia mas frecuentemente
diagnosticada y la que mas muertes causa en el mundo. Se estima que 2.093.876

personas fueron diagnosticadas de CP y 1.761.007 murieron por este tumor>®. En EE.UU
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representa mas de un cuarto de las muertes por cancer (26%)’, mientras que en la Unién
Europea se predice que cerca de un 20% de las muertes son ocasionadas por este

tumor?®.

En Espafia, segln datos publicados en la Red Espafiola de Registros de Cancer, el
numero total de nuevos casos en 2015 fue de 247.771 (148.827 en varones y 98.944 en
mujeres). Segun los ultimos informes la causa de muerte mas frecuente entre varones,
por delante de las enfermedades cardiovasculares y respiratorias, son las neoplasias
malignas (65.014 fallecimientos). En mujeres, sin embargo, suponen la segunda causa
de muerte (41.020 fallecimientos). Estos datos indican que una de cada tres muertes en
varones y una de cada cinco en mujeres se debieron a tumores malignos®1°. Los tipos
de cancer mas frecuentemente diagnosticados fueron el cdncer de colon-recto, de
prostata, de pulmén (28.645 casos), de mama y de vejiga. En varones, el CP fue, en ese
afno, el segundo tipo de tumor diagnosticado con 23.398 casos y el cuarto en las mujeres

con 5.247 casosi®12,

Seguln los datos del Instituto Nacional de Estadistica, el CP fue la primera causa
de muerte por cancer en Espafia en el afio 2016, con 22.187 fallecidos'2. Esta misma
fuente lo refiere como el tumor que causd el mayor nimero de muertes, por delante
del cancer de colon y de prostata en hombres, representando el 24% del total de
muertes producidas por tumores malignos, y la tercera causa de muertes en mujeres,
por detrds del cancer de mamay colon, representando el 15%. En las mujeres espafiolas,
es la localizacion tumoral que presenté mayor velocidad de ascenso entre los afos 2003
y 2012, con un 5,1% de incremento, siendo aun mayor entre las mujeres de mediana

edad (35 a 64 afios)>1012,

El hébito tabaquico es el factor de riesgo mas importante del CPZ%,
encontrandose aproximadamente en el 90% de los varones que mueren por CP y en el
80% de las mujeres!. El tabaquismo activo aumenta la probabilidad de padecer un CP
entre 15-30 veces mads que en aquellos no fumadores y el riesgo se incrementa con la
edad de iniciacion del habito, la intensidad y la duracién®>. Asi mismo, el efecto del uso

de pipas y puros sobre el riesgo de CP es similar al cigarrillo'®.
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Se ha estimado que un 15% de hombres y un 53% de mujeres que desarrollaron
un CP alrededor del mundo no eran fumadores?’. Asi, Jenks y cols.'8, comunican un 15%
de muertes por CP en la poblacién americana no fumadora; Cufari y cols.’, en el Reino
Unido, advierten un aumento del 13% al 28% de los pacientes no fumadores con CP
sometidos a cirugia en los uUltimos 7 afios. De este modo, sin duda hay otros factores de
riesgos relacionados con el CP, alguno de los cuales son el tabaquismo pasivo, la
exposicién ocupacional y medioambiental, la susceptibilidad genética heredada, la

exposicién a gas raddn y las radiaciones ionizantes!”:29,

Pese a que se ha experimentado un aumento global de la incidencia del cancer
en general, la mortalidad por tumores se estima que se ha reducido en un 1,32%. Esta
tendencia refleja las mejoras en la supervivencia de los pacientes con tumores, debido
a las actividades preventivas, las campafas de diagndstico precoz y los avances
terapéuticos. Asi, la supervivencia de los pacientes con cancer en Espana es similar a la
del resto de paises, situandose en un 53% a los 5 afios°. Sin embargo, el CP sigue siendo
una enfermedad de muy mal prondstico con una supervivencia menor al 15% en la
Unidn Europea, variando desde 16,7% en Austria a un 6% en Bulgaria. En Espafia, la
supervivencia CP, para pacientes diagnosticados entre el afio 2000 y 2007, fue de un

11,7%%2L,

Casi la totalidad de la supervivencia de esta patologia lo es a expensas de la
cirugia. Los tumores con un didmetro maximo de 3 cm, localizados exclusivamente en el
pulmén y sin afectacion ganglionar o metastdsica a distancia, presentan una
supervivencia en torno al 80% a los 5 afios?272%. En la dltima clasificacién TNM propuesta,
82 edicion, en los tumores Tla-b-cNOMO (Estadio IA1, IA2 y IA3) se estiman una
supervivencia a 5 afios del 90, 85 y 80%, respectivamente?’. Pero no hemos de olvidar
gue un porcentaje de estos pacientes presentan recurrencias y fallecen por metastasis,
de aqui el interés en buscar factores prondsticos no contemplados en el actual sistema
TNM?Z22831 En el pasado, el CP se clasificd en CP microcitico (CPM) o de células
pequefias (CPCP) y en CP no microcitico (CPNM) o de células no pequefias (CPCNP), pero

esta distincion en dos grandes subgrupos no resulta en el momento actual suficiente,
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por lo que ha sufrido multitud de revisiones y nuevas clasificaciones desde la primera,

emitida en 1967, hasta la actualidad3%33.

En las ultimas décadas, junto al aumento de la incidencia del CP en la mujer, se
ha experimentado un cambio en el patrén histolégico del CPCNP, siendo el

adenocarcinoma (ADC) la estirpe o forma histoldgica mas frecuente®>3435,

El ADC es también el mas variable y la forma mas heterogénea de CP en muchos
aspectos3>3®, Este hecho, parece ser una de las razones determinantes de que existan
diferentes comportamientos clinicos entre pacientes con el mismo estadio tumoral, lo
gue ha determinado que sea un importante foco de investigacién de factores
prondsticos, diferentes al cldsico TNM, para intentar mejorar las terapias dirigidas y la
supervivencia del paciente con CP¥. Siguiendo esta premisa, han aparecido nuevas
lineas de investigacién basadas en el andlisis del entorno que rodea a las células
tumorales. En este sentido, el estudio de la angiogénesis tumoral representa un campo
de estudio que puede tener una importante traslacién y aplicacion a la clinica3®3°,
Investigaciones previas han demostrado que el grado de vascularizacién intratumoral es
un factor con valor prondstico significativo e independiente para la recurrencia de la

enfermedad y la supervivencia®®3,

Por tanto, el presente estudio fue disefiado para investigar y correlacionar
factores morfoldgicos del ADC de pulmdén con la expresion de marcadores de
angiogénesis tumoral como factor pronéstico, en pacientes resecados y clasificados

como T1a-b-cNOMO segun la 82 edicién de la clasificacion TNM*4,

1.2. Biologia molecular del cancer

Los avances biotecnolégicos han proporcionado informacion acerca de la

biologia molecular del CP, demostrando que es un proceso de multiples pasos, con
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numerosas alteraciones genéticas y epigenéticas acumuladas (que se cifran en el CP, en

mas de 20)*.

Por otro lado, la visidon del cancer pasa de percibirse como una simple masa
formada por células cancerigenas homogéneas, a mostrarse como un drgano con un
nivel de complejidad incluso mayor que el tejido normal, donde, en el caso de los

Ill

carcinomas, las células neoplasicas epiteliales constituyen el “parénquima” del tumor
que se distingue claramente de las células mesenquimales asociadas al tumor que

constituyen el “estroma” tumoral®346,

Hanahan y Weinberg*’, en el afio 2000 publican seis “hallmarks del cancer”,
definidos como las capacidades funcionales adquiridas que permiten a la célula tumoral
sobrevivir, proliferar y diseminarse. Estas alteraciones han sido solidificadas y
extendidas en la Ultima década, revelando que la biologia tumoral no debe ser entendida
como simples rasgos en las células del cancer, sino que ademds debe abarcar la
contribucién de un microambiente tumoral para la tumorogénesis. Posteriormente, en
2011 se ampliaron estos “hallmarks” a 10 caracteristicas que a continuacion se

describen brevemente3®#/(Fig. 1).

Mantenimiento de
senales de
proliferacion

Evasion de sefiales
antiproliferativas

Desregulacién del
metabolismo
energético

Evasion de la
destruccion
inmunoloégica

Resistencia a la Potencial

muerte celular replicativo
ilimitado
Inestabilidad genética y Promocién de la
mutabilidad ( inflamacién
Induccién de la Activacion de
angiogénesis invasiony

metastasis

Figura 1: Caracteristicas funcionales de las células tumorales,
adaptado de Hanahan y Weinberg*°.

1.2.1. Activacion sostenida de las sefiales de proliferacion

El tejido normal tiene un control cuidadoso de la produccién y liberacion de

sefiales mitogénicas que introducen a las células en el ciclo celular, manteniendo, de
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este modo, la homeostasis celular en los tejidos. Sin duda, un rasgo fundamental de las
células del cancer es la proliferacién celular crénica y mantenida, la cual se lleva a cabo
por varias vias alternativas, tales como, mutaciones somadticas que activan
adicionalmente las vias proliferativas en distintos puntos, la disrupcion de los
mecanismos de feedback negativo que atenuan las sefiales de proliferacion y la excesiva
sefial proliferativa por aumento de la produccién de ciertas proteinas. Un nimero de
factores de crecimiento y sus receptores son expresados en el CP y sus células
estromales adyacentes, lo que produce un bucle continuo de proliferaciéon y
diferenciacion epitelial®. Tal es el caso de los receptores tirosin quinasa (RTQ), incluido
el factor epidérmico de crecimiento (EGFR, por sus siglas en inglés, epidermal growth
factor receptor), con sus ligandos, que aparecen en un 27% de los ADC de pulmén32. Asi
como la mutacién en la familia de protooncogenes RAS, en especial KRAS, conduciendo
a sefiales inapropiadas para la proliferacién celular, encontrandose en el 15-20% de

todos los CP, en especial en el ADC (20-30%)*>%.

1.2.2. Evasion de las senales supresoras de crecimiento

Multiples sefales antiproliferativas funcionan en las células normales para
mantener la quiescencia celular. Las células tumorales deben ser capaces de evitar los
poderosos programas que regulan negativamente la proliferacién que, en condiciones
fisioldgicas, estan regulados por los genes supresores de tumor (GST). Por otro lado, la
inhibicidn de la proliferacion celular que se produce por contacto célula-célula en los
tejidos normales, estd suprimido en algunos tipos de cédncer3. En el CP se encuentran
frecuentemente alteraciones cromosdmicas en los GST que determinan esta evasién de
la sefial supresora de crecimiento, entre las que se encuentra el p53, altamente

relacionado con el hdbito tabaquico, la proteina del retinoblastoma y p164>:48,

1.2.3. Resistencia a la muerte celular programada y alteraciones de la

autofagia

Desde el punto de vista fisiopatoldgico, se ha entendido la muerte celular
programada (o apoptosis) y la autofagia como herramientas para mantener la

homeostasis tisular y, por tanto, como una barrera frente al desarrollo tumoral. Las
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células cancerosas desarrollan una serie de estrategias para evadir el efecto antitumoral
de ambos mecanismos, pudiendo actuar de manera independiente o combinada®. Los
elementos clave en este programa son el p53, ya comentado, que se encuentra
frecuentemente alterado en el CP, y el protooncogén BCL-2, encontrado mads

frecuentemente en CPM*8.

1.2.4. Potencial replicativo ilimitado

El comportamiento de las células normales pasa por un nimero limitado de
sucesivos ciclos de crecimiento y divisidn celular. Esta limitacion ha sido asociada a dos
tipos distintos de barreras hacia la proliferacidn, la primera es la senescencia celulary la
segunda es la fase de crisis/apoptosis, la cual conduce a la muerte celular. Por el
contrario, las células del cancer requieren un potencial replicativo ilimitado para llegar
a generar tumor macroscopico. La inmortalizacion eventual de algunas células que
proceden a formar tumores se ha atribuido a su capacidad para mantener el un ADN
telomérico lo suficientemente capaz de evitar el desencadenamiento de la senescencia
o la apoptosis, lo que se logra con mayor frecuencia al elevar la expresién de la

telomerasa, expresada en casi todos los CP3°.

1.2.5. Angiogénesis sostenida

Los tumores, al igual que los tejidos normales, necesitan para su mantenimiento
un aporte continuo de nutrientes y O;, ademas de eliminar los desechos metabdlicos y
el CO,, y para conseguirlo el crecimiento tumoral inducen la angiogénesis. Durante la
progresién tumoral, se produce un cambio en la normalmente quiescente
vascularizacion innata que comienza a formar nuevos vasos para sostener el

metabolismo tumoral®®.

1.2.6. Invasion y metastasis

La capacidad de invasion permite a las células neoplasicas escapar de la masa
tumoral primaria y colonizar otras partes del cuerpo. Cuando alguna de estas células

llega a un nuevo nicho puede formar tumores secundarios (colonizacion) o puede
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mantenerse en un estado de latencia o letargo que podria llegar a formar metastasis,

incluso afios después de la eliminacién del tumor primario®.

1.2.7. Inestabilidad del genoma y mutacion

Es la alteracion mds destacada para el desarrollo del céncer, el cual genera
mutaciones aleatorias, entre las que incluye el raro cambio genético que orquesta el
resto de los “hallmarks” mencionados anteriormente. Es frecuentemente encontrado

en el CP, incluyendo pérdidas y ganancias en el material genético3%%°,

1.2.8. Inflamacion promotora de tumor

En la ultima década se ha descrito la contribucién de la inflamacion en multiples
“hallmarks” del cancer, debido a que suple el microambiente tumoral de moléculas
bioactivas que contribuyen a la proliferacién celular, limita la muerte celular
programada, promueve la angiogénesis y facilita la invasidn y las metdstasis. Por tanto,

tiene un efecto paraddjico en la tumorogénesis y progresion del cancer?.

1.2.9. Reprogramacion del metabolismo energético

La enfermedad neoplasica no solo involucra la proliferacion celular crénica y a
menudo descontrolada, sino también los correspondientes ajustes del metabolismo
energético para impulsar el crecimiento vy la divisidon celular. A principio del siglo XX, el
fisidlogo aleman Otto Warburg® observé que los tumores, en comparacion con tejidos
normales no proliferativos, mostraban un aumento en el consumo de glucosa,
facilitando su ingreso intracelular a través de una sobreexpresién de receptores de la
glucosa en la membrana celular (la familia de los receptores GLUT). Asociado a ello, e
incluso en presencia de oxigeno, las células tumorales preferian metabolizar esta
glucosa a través de la glicdlisis, por lo que se denomind “glicdlisis aerdbica”3%49>1, Este
aumento de la glicdlisis es crucial para proveer suficientes nucledtidos, proteinas y
lipidos para que la célula doble su biomasa y pueda luego dividirse para producir dos

células hijas>?.
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1.2.10. Evasion de la destruccion inmune

La teoria propuesta, formulada ya hace mucho tiempo, indica que existe una
vigilancia del sistema inmune constante para reconocer y eliminar la gran mayoria de
células tumorales. La aparicion los tumores sélidos implica que de alguna forma han
evitado o evadido la deteccidn, por varios mecanismos, del sistema inmune o han sido

capaces de limitar la respuesta inmunoldgica frente al tumor3°.

1.3. Angiogénesis tumoral

Toda célula necesita oxigeno y nutrientes, asi como desechar metabolitos, para
su supervivencia. Estos procesos requieren que las células se localicen a una distancia
entre 100 y 200 um de los vasos sanguineos. El crecimiento mas alla de esta distancia
necesita de nuevos vasos sanguineos, los cuales se forman por vasculogénesis y
angiogénesis. La vasculogénesis es la formacidén de nuevos vasos desde precursores de
células endoteliales (CE) que ocurre en el embridn. La angiogénesis es la formacién de

nuevos vasos sanguineos desde otros ya preexistentes>?=7,

La angiogénesis es el proceso de neovascularizacidn mas estudiado y sucede
normalmente en la embriogénesis. En la vida adulta, la red vascular normal ya esta
constituida y las CEs se convierten en gran parte en células quiescentes. Solo entre un
0,01 a un 0,5% estan sometidas a division como parte de procesos fisiologicos y ocurre
en la cicatrizacién de heridas y en el ciclo reproductivo de la mujer. Este proceso se
produce por expansion capilar mediante brotes y ramificaciones o por intususcepcion,

en el cual un vaso preexistente se divide y de él surgen dos vasos hijos>3=>>>7,

La hipdtesis de que la angiogénesis ocurre en las masas tumorales se conoce
desde hace mas de 100 afios. Es Folkman®?, en 1971, quién propuso que dicho proceso
es fundamental para el crecimiento y diseminacion tumoral, por tanto el bloqueo de

este proceso podria ser una diana terapéutica contra el cancer3->256,

11
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1.3.1. Mecanismo de angiogénesis

1.3.1.1. El interruptor o “switch” de la angiogénesis

La angiogénesis es un proceso complejo que involucra distintas células,
compuestos solubles y factores de la matriz extracelular (ME), controlado por el
equilibrio entre factores proangiogénicos y antiangiogénicos que pueden coexistir en un

mismo tejido.

Ill

Actualmente, se ha aceptado que el “switch” angiogénico estd apagado “off”
cuando el efecto de las moléculas proangiogénicas estd en balance con las moléculas
antiangiogénicas, y que esta encendido “on” cuando el balance neto esta a favor de la
angiogénesis>*>2 (Fig. 2). Estos factores pueden ser solubles y circulantes o actuar como
factores auto o paracrinos®. Entre las sefiales que pueden activar el “switch”
angiogénico en los tumores se encuentra el estrés mecdnico, como seria la presion
generada por la proliferacidon celular, el estrés metabdlico como son la hipoxia, la

acidosis o la hipoglicemia y la respuesta inmune/inflamatoria, o las mutaciones

genéticas™.

<«— On
<«— Off
@ Activadores @ Inhibidores
aFGF Trombospondin-1
bFGF 16 kD prolactin
VEGF Interferon a/p
Factor plaquetario-4
Angiostatin

Figura 2: Switch angiogénico, balance entre activadores e
inhibidores, modificado de Hanahan y Folkman®é,

Ill

La activacidn del “switch” de la angiogénesis tiene lugar en estadios precoces del
desarrollo tumoral. Ello sugiere que la regulacién de la angiogénesis es una via discreta,
potencial y un paso limitado en muchos tumores sélidos>®. De acuerdo con Gullino®, las
células precancerosas en el tejido adquieren ya capacidad de angiogénesis y, segun

Folkman vy cols.?}, la actividad angiogénica aparece primero en areas de hiperplasia antes
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de la formacion del propio tumor. Por tanto, sin el proceso de neovascularizacién, el
tumor permanece en estado quiescente en su forma no angiogénica, en donde la

proliferacion celular estd en balance con la apoptosis®?.

1.3.1.2. Familia VEGF y sus receptores

Entre las proteinas angiogénicas, el complejo VEGF/VEGFR (VEGF, del inglés
vascular endotelial growth factor / VEGFR, vascular endotelial growth factor receptor)
es un regulador crucial en la vasculogénesis y la angiogénesis fisioldgica en etapas
tempranas del embriény en la vida adulta, asi como en la angiogénesis patolégica propia
de otros procesos como en el cancer®3%4, La hipoxia parece ser un factor regulador
esencial de esta angiogénesis. Por tanto, cuando la célula se encuentra deficiente de
oxigeno, ésta produce factor inducible de hipoxia (hypoxia inducible factor- HIF), el cual
estimula la liberacion de VEGF®35, El incremento de la expresion de HIF y, por tanto de

VEGF, es observada en una gran variedad de tumores incluyendo el CP®®,

El VEGF es una glicoproteina homodimérica codificada en el cromosoma 6646667,
La familia VEGF la componen cinco miembros codificados en el genoma de mamifero,
VEGF-A (o simplemente VEGF), VEGF-B, -C, -D y el factor de crecimiento de placenta
(PIGF); tres receptores (VEGFR-1, -2 y -3) y una molécula soluble (sVEGFR-1). Ademas, el
VEGF expresa varias isoformas, por ejemplo, el VEGF-A presenta, VEGF-A121, VEGF-A1ss,
VEGF-A16s, VEGF-A1s9 y VEGF-Aj0s. Mientras, que el homodimero VEGF-B solo tiene dos
transcriptos, VEGF-Bie7 y VEGF-B1g6%376>6869,

El VEGFR es un receptor con un dominio tirosin quinasa (TQ), un dominio
transmembrana y un dominio extracelular con siete proteinas similares a
inmunoglobulinas. Es expresado en las CEs, en otras células de caracter no endoteliales
como macrofagos y monocitos, y en células derivadas de diferentes tipos de cancer,
incluyendo el CP. El VEGF-A, se une al VEGFR-1y 2, con mayor afinidad al VEGFR-1 que
al 2. Sin embargo, la actividad TQ es 10 veces mayor en el VEGFR-2 que en el VEGFR-1.
Por tanto, el VEGFR-2 es el principal mediador de la actividad del VEGF, mientras que el
VEGFR-1 es un regulador de la sefializacidon del VEGFR-263646670 No obstante, se ha

demostrado que el VEGF-A activa la sefalizacién del VEGFR-1 para mediar funciones

13
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clave, incluyendo vasculogénesis, quimiotaxis y migracion, tanto en las CEs como en las
células tumorales. También contribuye a la progresidon del cdncer promoviendo la
migracion y la invasidn de células tumorales, como se ha demostrado en el cancer de
mama®*’%. El VEGF-B y el PIGF se unen al VEGFR-1%36468 E| VEGF-C y -D son ligandos
especificos para el VEGFR-3 que juega un papel critico en la linfangiogénesis®%*, Las
Neuropilin (NP) son proteinas accesorias que ayudan en la formacién de complejos
VEGF/VEGFR-2%667, Los proteoglicanos de sulfato de hepardn (HSPG) comprenden otra
clase de moléculas que interactian con ambos receptores de VEGF. Los HSPG tienen una

amplia variedad de funciones y se considera que regulan la accién del VEGF in vivo®’.

En este contexto, el VEGF es el mas potente y especifico factor de crecimiento
de las CEs. Ademas, potencia la migracién y supervivencia de éstas, recluta células
progenitoras de la médula ésea, incrementa la permeabilidad vascular permitiendo la
diseminacidn tumoral y estimula factores tisulares que degradan la ME. Todo esto hace
al complejo VEGF/VEGFR el principal regulador de la angiogénesis tumoral y un potencial

objetivo o diana para la terapia contra el cancer®3-6>8,

Muchos son los factores que regulan la expresion del VEGF en el CP, dentro de
los que se pueden mencionar el EGF (factor de crecimiento epidérmico), el TGFB (factor
de crecimiento transformante beta) y el TNFa (factor de necrosis tumoral alfa). Por otro
lado, alteraciones genéticas en oncogenes y GST también inducen expresiéon del VEGF.
Con respecto a esto, la mutacion del EGFR ha sido correlacionada con el aumento del
VEGF en el CP. Por ultimo, mas recientemente, la expresion de VEGF se ha visto regulada
por microRNA, como la disminuciéon o ausencia de miRNA-126, el cual sobreexpresa

VEGF en algunas lineas celulares®®®’,

1.3.1.3. Formacidn de vasos mediante angiogénesis

Un nuevo vaso, en condiciones fisioldgicas, surge de una serie de sefiales muy

complejas y bien programadas que se describen de forma sintética a continuacién.

El primero de los procesos caracteristicos es la angiogénesis por brote>*, el mas
conocido y estudiado en la literatura. El segundo descrito es la angiogénesis

intususceptiva, menos dependiente de la proliferacion de las CEs y que puede expandir
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toda la red vascular con menos consumo de energia®>>>7*, Por dltimo y menos conocido,
es la proliferacion microvascular glomeruloide, en el cual se desarrollan pequeiias

estructuras parecidas a los glomérulos del rifién’%73,

El proceso de angiogénesis por brote, puede dividirse en cuatro pasos para su

mejor comprension®®74;

a) Se inicia con la activacion de una CE, llamada “célula tip”, por
estimulacion de factores proangiogénicos, VEGF fundamentalmente. El VEGF activa el

VEGFR-2 para estimular la migracién de dicha célula (Fig. 3).

Separacion de

Remodelado p - i

MEC RN VA pericitos
Perdida de . b Formacién de
uniones | cell célula “tip” y

migracién
ECs BM

Pericytes

Figura 3: Seleccion de la célula tip y migracion celular,
modificado de Welti y cols™.

b) La migracidn de las “células tip” requiere primero la degradacién de la
membrana basal (MB), en parte por una metaloproteinasa de matriz (MMP), en el lado
de la vénula préxima al estimulo. Posteriormente, hay pérdida de las uniones célula—
célula causada por pérdida de VE-cadherina y otras moléculas de adhesién de célula
endotelial-plaqueta, asi como la separacién de los pericitos, regulada por Ia
angiopoyetina 2 (Ang2). EL VEGF aumenta la permeabilidad de los vasos, permitiendo la
extravasacion de proteinas que son depositadas como matriz provisional, mientras la

matriz intersticial es remodelada por proteasas (Fig. 4).
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c) Proliferacién de las CEs llamadas “células tallo”, van siguiendo a la “célula
tip” formando un lumen. Estos brotes crecen a lo largo de un gradiente de VEGF. Cuando
dos “células tips” se encuentran, éstas se anastomosan, proceso asistido por
macroéfagos, los cuales se acumulan en los sitios de anastomosis vascular para actuar
como células puentes. Las “células tallo” también depositan ME y reclutan pericitos, asi
estabilizan la formacién del vaso. Los pericitos precursores son atraidos hacia el vaso en
formacidn por la expresién de factor de crecimiento plaquetario (PDGF) en las CEs. Una
vez en el vaso, los precursores mesenquimales se diferencian a pericitos en respuesta al
TGFB y disminuye la migracién y proliferacién de las CE, asi como la permeabilidad

vascular (Fig. 4).

Liberacion de factores ) Reclutamiento de
angiogénicos por la MEC o Tip ™ pericitos

cell

Direccién células Tips y T |- T ————
adherencia rd Bey oo

A\ mieloides

Migracién colectiva CEs M

p— Elongacién del tallo
Formacién del lumen — &
§
- J) N -

Figura 4: Guia de la célula tip y elongacion del tallo, adaptado de
Weltiy cols™.

d) Por ultimo, ocurre la maduracion de los vasos. Una vez realizada la fusion,
se forma un lumen que permite el flujo a través del nuevo vaso sanguineo. Por tanto, el
tejido hipdxico es perfundido con la llegada de oxigeno y nutrientes que conducen a la
disminucion de las sefiales angiogénicas, inactivando los sensores de oxigeno en las CEs
e incrementando las moléculas proquiescentes que conducen al reposo de las mismas.
La perfusidn induce maduracion vascular por restablecimiento de las uniones célula-

célula, maduracion de pericitos y depdsito de MB>>%%74 (Fig. 5).
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Pericytes

ECs BM

Deposito MB Unién

celular
Células quiescentes

Maduracién
de pericitos

Figura 6: Maduracion de los nuevos vasos, adaptado de
Weltiy cols 7

Por otro lado, la angiogénesis intususceptiva ha sido descrita en una extensa
variedad de condiciones normales y patoldgicas, aunque ésta se conoce menos que la
angiogénesis por brote. Ocurre por el desarrollo de repliegues en la pared de los
capilares hacia el lumen, contactando la membrana de dos CEs opuestas. En dicho punto
las membranas se adelgazan y la presién inducida por el citoplasma la abre y separa el
vaso en dos. Posteriormente, ocurre la insercién de tejido conectivo llamado “pilar”
entre las células conectadas y, por ultimo, empieza el crecimiento de dicho pilar
formando dos vasos nuevos. Es un mecanismo rapido y que consume escasa energia, a

diferencia de la angiogénesis por brotes>>’%7> (Fig. 6).

Pericito

R PN Y N
- A~ -
(/,/ o ' ' (—

Figura 5: Proceso de intususcepcién, adaptado de Spiegelaere y cols”.

En la angiogénesis tumoral la expresion temporal y espacial de los reguladores
no estan bien coordinados, a diferencia de la angiogénesis fisioldgica, y su mecanismo

de accién estd pobremente clarificados®*.

1.3.1.4. Otros mecanismos de vascularizacion tumoral

Los vasos tumorales se desarrollan por angiogénesis. Sin embargo, se han

encontrado otros mecanismos aun no muy bien entendidos que podrian contribuir a la

17



INTRODUCCION

vascularizaciéon de la masa tumoral. Entre los mecanismos descritos en la literatura se

pueden mencionar.

a) Vasculogénesis tumoral, es la formacién de vasos de novo por
incorporacion in situ, diferenciacion, migracion y/o proliferacion de células precursoras
endoteliales tumorales. Las CEs tumorales pueden originarse de células madres (CM) de
la médula dsea, de las CM tumorales o de células precursoras circulantes (CPC)>>727677

(Fig. 7).

Vo CPC se diferencian
yF— a CE

Células tumorales se
diferencian a CE

Figura 7: Vasculogénesis, adaptado de
Carmeliet y cols>.

b) La mimetizacién vasculogénica, en el que se evidencia un paso especial
de sangre sin las CEs, es decir, éstas no revisten el vaso. Los canales sanguineos
funcionantes estan formados por células tumorales que mimetizan en diferentes grados
las CEs. Este mecanismo se ha observado en distintos tipos tumorales incluyendo el

pulmonar>>7277-79 (Fig. 8).

Célula tumoral en la pared vascular

Figura 8: Mimetismo vascular,
modificado de Carmeliet y cols &,
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c) La coaptacidn de vasos, proceso donde las células tumorales secuestran
los vasos del huésped, es el mecanismo mas comunmente utilizado por los tumores no
angiogénicos. En estos tumores no se evidencian crecimiento de nuevos vasos, se
observa la estructura y distribucién topogréfica de los vasos ya existentes>>’27379 En el
CPCNP se ha observado el fenotipo llamado “no angiogénico”, en el cual las células

tumorales rellenan los alvéolos y utilizan la vascularizacion de los septos?®727780 (Fig. 9).

Las células tumorales cooptan los
vasos preexistentes

Figura 9: Coaptacion vascular, adaptado de
Carmeliet y cols’®,

d) Vasos mosaico, en el cual las células tumorales se intravasan hacia el
lumen del vaso y temporalmente forman parte de la pared del capilar’®®.. Se diferencia
de la mimetizacién vasculogénica debido a que las células tumorales, en este caso, no

presentan fenotipo endotelial*?.

Estos diferentes mecanismo pueden coexistir en el mismo tumor o pueden estar
selectivamente involucrados en un tipo de tumor especifico’®. Por otro lado, |a evidencia
demuestra que estos diferentes mecanismos nos conducen a vasos tumorales

anormales en todos sus componentes’3768283 (Fig. 10).

Las CEs son frecuentemente permeables, tienen uniones amplias y contienen
multiples fenestraciones y otros canales transendoteliales, afadidos a mecanismos de
migracion transendotelial mediante micropinocitosis. Ademas, los vasos tumorales no
estan formados por una capa homogénea de CEs, pueden estar alineadas con células
tumorales y formar mosaico entre ambos tipos de células’®®384 La MB es anormal,
presenta pérdida de la asociacidon con las CEs y los pericitos, hay una amplia distancia

entre ésta y la pared del vaso y se evidencia reduplicacion en multiples capas. Los
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pericitos estan unidos de forma débil a las CEs, tienen formas anormales y pueden
presentar grandes procesos citoplasmaticos que lo distancian de la pared del vaso’¢8%:83,
Este hecho condiciona un flujo caético, hemorragias e incremento de la presion de
fluidos intersticiales, el cual limita la perfusién, produce pérdida de la capacidad del
control vasoactivo y, por ultimo, ausencia de quiescencia vascular. Por tanto, el
microambiente tumoral es hipdxico, con un bajo pH y un aumento de la presién
intersticial que puede alterar las caracteristicas de las células tumorales y facilitar el
escape de las células neopldsicas por los vasos permeables, favoreciendo las metdstasis

y beneficiando un circulo vicioso que estimula el aumento de los factores

angiogénicos>*76:83:85,

Cobertura pericitos MB homogénea

Vaso normal

elolelalalala
——

CEs falange; polarizada, quiescente,
monocapa adherida.

Pericitos, vaso inmaduro Intravasacion célula tumoral por
fenestraciones y canales

a"m - — \W CEs activadas y
° apilada,

obstruccion flujo
Vaso anormal

ﬁ &% s —

74 S >
U Fuga N
N presion intersticial '

Bajo nivel 02y pH

MB heterogénea

Figura 10: Estructura vasos sanguineos, arriba
vasos normales, abajo vasos tumorales,
modificado de Carmeliet y cols’®.

1.3.2. Evaluacion de la angiogénesis por medio de la densidad

microvascular

La angiogénesis es medida indirectamente en los tumores por el contaje tisular
de los microvasos®>88¢ Esta medicion solo se puede conseguir en tumores después de
la reseccién quirdrgica®. Esto involucra la tincién de una seccidon de tejido, usando

diferentes anticuerpos para marcar las CEs vasculares y realizar el contaje de los vasos
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en las zonas vascularizadas elegidas por el investigador®>77.8, Chalkley?’, en 1943,
disefio una reticula o cdmara para estimar el drea de vascularizacién*%77.8687 Weidner y
cols.®8 en 1991, postularon el realizar el contaje de la densidad microvascular (DMV) en
areas intensamente vascularizadas (hot spot)’”8688 QOtros autores han usado un grado
vascular parecido al grado tumoral, el cual es un método subjetivo y que requiere
entrenamiento y experiencia del observador. Y por ultimo, mencionar los sistemas
computarizados de analisis de imagen, donde se obtiene el nimero de vasos asi como

otros parametros morfométricos’”.

Diversos marcadores inmunohistoquimicos (IHQ) panendoteliales han sido
utilizados en la mayoria de los estudios, tales como el factor VIIl, CD31, CD346>6877.89,
Posteriormente, otros anticuerpos se han visto mas involucrados en el endotelio
asociado a tumor, comparados con el tejido normal, incluyendo EN7/44, CD105 y

endosialin®77,

1.3.2.1. CD34

Es una glicoproteina transmembrana presente en células precursoras
hematopoyéticas inmaduras humanas y en las CEs. Su exacta funcionalidad adn no esta
completamente establecida®®21. Algunos estudios sugieren un papel en la citoadhesién
y en la regulacion de la diferenciacidén y proliferacion celular. Aunque se encuentra
expresada en las CEs quiescentes, algunos estudios han sugerido que una subpoblacién
celular CD34* son homologas a las “células tips” en el proceso de brote de angiogénesis,
enfatizando asi su importancia en la angiogénesis activa®>°2. En la evaluacién de la DMV
como factor prondstico, el anticuerpo CD34 parece ser el mas confiable en términos de
especificidad y reproducibilidad que otros anticuerpos monoclonales generados contra
otros antigenos de CEs, por lo que es ampliamente utilizado*®*189%3, qunque tiene el

inconveniente de que marca CEs linfaticas®%%92,

1.3.2.2. CD31 o PECAM-1 (Platelet endotelial cell adhesion molecule-1)

Es una glicoproteina miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas que se
expresa en las plaquetas, los leucocitos y en las uniones laterales de las CEs. Se expresa

con gran intensidad en el borde lateral de las CEs y con baja intensidad en la superficie

21



INTRODUCCION

de células hematopoyéticas e inmunes (macrofagos, neutréfilos, monocitos, células
mastoides, células natural killer, linfocitos nativos Ty B, y plaquetas). Esta implicada en
varias funciones bioldgicas como la transmigracién leucocitaria, la migracidn y adhesion
celular, la modulacidn de apoptosis y de la respuesta inmune, y la formacion de nuevos
vasos sanguineos por angiogénesis. Ha demostrado estar involucrada en la formacién
inicial y estabilizacidon del contacto célula-célula en las uniones laterales de las CEs,
manteniendo la permeabilidad de la barrera vascular®°%%, Como marcador
panendotelial ha demostrado ser de gran utilidad en la determinacién de la DMV y como
factor prondstico en algunos tipos de cancer, incluido el CP4%8%%, Sin embargo, la
eficacia de su empleo puede verse influenciada por reaccionar de forma cruzada con

células inmunes®?.

1.3.2.3. CD105 o Endoglina

Es una glicoproteina homodimérica transmembrana, componente del complejo
receptor de TGFB, expresado principalmente en la superficie de las CEs y con bajo nivel
de expresion en monocitos/macréfagos activados, en células mesenquimales y en
células de musculo liso vascular®®=%°, Es un regulador de la proliferacién y migracién de
las CEs, crucial para la angiogénesis®®®. La endoglina forma complejos con dos
receptores tipo | diferentes, una quinasa similar al receptor de activina-1(ALK-1),
restringida al endotelio, y ALK-5 ampliamente expresada (Fig. 11). Después de activar
estos receptores, las sefiales se transducen de la membrana al ndcleo a través de la
fosforilacién de factores transcripcionales (llamados SMAD) y regulan la actividad
transcripcional de genes especificos. La activacién de ALK-1 induce la fosforilaciéon de
SMAD 1/5 y estimula la proliferacion y migracién de CEs, mientras que la activacion de
ALK-5 fosforila SMAD 2/3 que inhibe estos procesos®®°>1%, Por |o tanto, parece que la
expresion de TGFB en CEs puede modularse de manera diferente bajo ciertas
circunstancias. Por ejemplo, recientes estudios han demostrado que las condiciones de
hipoxia de un tejido incrementan la expresion de CD105 en las CEs, incrementando la
via de sefalizacion de TGFB/ALK-1/Smad 1/5, y por tanto, la estimulacién de la
angiogénesis, mientras que ALK-5/Smad 3 no la incrementa®®°. Por consiguiente,

CD105 es altamente expresada en CEs activas en los vasos sanguineos intratumorales,
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por lo que se estd estudiando su utilidad como objetivo terapéutico antiangiogénico y
ha mostrado su superioridad como factor prondstico comparado con otros marcadores

panendoteliales en varios tipos de cancer®103 incluido en CPCNP43:%8,

Endoglina

Membrana
Plasmatica

L TRR-Il

v e Nucleo
4 Transcripcion génica

CEs Quiescentes CEs Activadas

Figura 11: Esquema de las vias de sefializacion de la
endoglina en las CEs, adaptado de Fonsatti y cols'®.

1.4. Adenocarcinoma de pulmoén

Por definicion, el ADC de pulmdn es un tipo de tumor maligno epitelial con
diferenciacién glandular y con produccion de mucina o marcadores de expresion de
neumocitos3®1%, Indudablemente, el ADC ha sido el tumor mas frecuente entre la
poblacién no fumadora, pero como se ha mencionado anteriormente, se ha observado
un incremento de este tipo de CP en la poblacién en general, incluso en los pacientes
fumadores'>?%105 Sanchez de Cos Escuin y cols.'%® en 2013, informaron por primera vez
en un estudio espafiol multicéntrico, de un predominio (34%) de ADC en el conjunto de
todos los pacientes, con un 69% en mujeres no fumadoras, un 50% en fumadoras y
exfumadoras y un 51,2% en hombres no fumadores, aungue en los hombres fumadores

continua siendo el tipo mas frecuente el carcinoma epidermoide.

Los factores que han influido en el cambio de la prevalencia de los tipos
histoldgicos del CP, entre ADC y carcinoma epidermoide, no estan bien definidos'07/108,
En la literatura se ha relacionado con factores asociados a la manufactura de los
cigarrillos. Por un lado, la inclusidon de filtros y una menor cantidad de alquitran y

nicotina que conduce a inhalaciones mads profundas y una distribucién mas periférica del
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humo del tabaco en el pulmén!>1%, y por otro, el aumento de N-nitrosamina especifica
del tabaco, promueven un cambio de los tumores centrales, carcinoma epidermoide y
CPM, a tumores mas periféricos, es decir, el ADC*3%10 Asimismo, se observa que
después de dejar el habito tabaquico, el riesgo de carcinoma epidermoide y CPM

disminuyen mas rapidamente que el riesgo de ADC. 111,

Se estima que entre 10-15% de las muertes por CP ocurren por factores
diferentes del habito tabdquico activo'®!'2, Ciertamente, hay evidencia de que otros
factores no relacionados con el tabaquismo han influido en los cambios en la prevalencia
del ADC!. Las mejoras en las pruebas de imagen para la deteccién de nddulos
pulmonares periféricos, asi como los cambios en la clasificacion histoldgica y en las
técnicas histopatoldgicas podrian haber influido en la ratio entre ADC/carcinoma
epidermide!0#107.113,114 'por otro lado, entre las mujeres, la tasa de ADC siempre ha sido
mas alta que el carcinoma epidermoide, independientemente del tabaquismo y estas

diferencias se han ampliado con el tiempo®>112,

El término ADC pulmonar engloba una serie de tumores con un comportamiento
diferente, no solo desde el punto de vista morfoldgico, sino también radiolégico,
terapéutico y prondstico. Este hecho justifica que esta estirpe tumoral haya sido la que
mas cambios ha sufrido en las distintas revisiones de la clasificacion de la Organizacién

Mundial de la Salud (OMS) (Tabla 1).

Tabla 1: Subclasificacion historica del ADC de pulmédn segtn la OMS.

1967'*> ‘ 1982116 19997 20048 20153

Broncogénico Acinar Acinar Subtipos mixtos Lesiones preinvasivas
Acinar Papilar Papilar Acinar AAH
Papilar Bronquioloalveolar Bronquioloalveolar Papilar AIS
Bronquioloalveolar Sélido productor de No mucinoso Bronquioloalveolar MIA
mucina Mucinoso No mucinoso ADC invasivo
Mixto Mucinoso Lepidico
Sélido productor de mucina Mixto Acinar
Subtipos mixtos Sélido productor de Papilar
Variantes mucina Micropapilar
Fetal bien diferenciado Variantes Sélido productor de
Mucinoso (coloide) Fetal mucina
CistoADC mucinoso Mucinoso (coloide) Variantes
Células en anillo CistoADC mucinoso Mucinoso
Células en anillo CistoADC mucinoso
Coloide
Fetal
Entérico
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En 2011, la International Association for the Study of Lung Cancer (IASLC), la
American Thoracic Society (ATS) y la European Respitaroty Society (ERS) propusieron
una nueva clasificacion del ADC de pulmén'®, adoptada por la OMS en 2015 con
modificaciones menores3®. Esta nueva clasificacion ha sido muy importante al describir
una neoplasia muy heterogénea, no solo por su complejidad histopatoldgica, sino
también por los matices moleculares, clinicos, radioldgicos y quirurgicos3®194113 Una
deficiencia importante de la anterior clasificacidon de la OMS de 2004 fue que el subtipo
mixto comprendia mas del 90% de todos los ADC, con una amplia variedad de resultados
clinicos3>37104120 Esta nueva clasificacion ha impactado precisamente sobre el valor
prondstico de los subtipos de ADC en funcidon de la presencia y la proporcién de cinco
patrones histoldgicos distintos (lepidico, acinar, papilar, micropapilar y sdlido),

enfatizando sobre el patron predominante existente3%36:37,119,121,122.
1.4.1. Subtipos histologicos

1.4.1.1. Lesiones preinvasivas

En la clasificacidn actual, se describe la hiperplasia adenomatosa atipica (HAA) y

el ADC in situ (AIS) como lesiones preinvasivas3%3436,

La HAA es una proliferacion localizada, < 5mm, de neumocitos atipicos tipo Il y
células de clara. Es la contraparte de la displasia escamosa y suele ser un hallazgo

incidental en las piezas quirurgicas3®!?3 (Fig. 12).

¥ i ]
2 () kY hi 4

Figura 12: Hiperplasia adenomatosa atipica (A), ADC in situ (B), HE 40x.

El AIS es un pequefio ADC solitario, < 3cm, con patrén lepidico, carente de

invasidn estromal, vascular y pleural. Las atipias nucleares estdn ausentes o no visibles.
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No deberia haber patrén papilar o micropapilar y hay ausencia de células tumorales
intraalveolares. Son tipicamente no mucinosos, pero en raros casos pueden ser
mucinoso o mixto. El diagndstico puede hacerse sélo en tumores resecados para la
valoracion del tumor completo, pudiendo descartar componente invasivo. Esta
correlacionado con el 100% de supervivencia libre de enfermedad a los 5 afos si esta

completamente resecado3%3436.123 (Fig. 12).

1.4.1.2. Adenocarcinoma minimamente invasivo

El ADC minimamente invasivo (MIA, del inglés minimally invasive
adenocarcinoma) es un ADC pequefio y solitario,b £ a 3cm, con patron
predominantemente lepidico y una invasion < 5mm. El componente invasivo incluye
cualquier subtipo histolégico ademas del lepidico, es decir, acinar, papilar, micropapilar,
sélido y/o células tumorales que infiltran un estroma miofibroblastico. Para diagnosticar
un MIA debe excluirse la invasion angiolinfatica o pleural, que contenga necrosis
tumoral o se disemine a través del espacio aéreo. Al igual que el AIS debe diagnosticarse
con la reseccién completa y posterior analisis de todo el tumor. Multiples estudios han
demostrado que estos pacientes tiene una supervivencia libre de enfermedad a los 5

afios del 100% si el tumor ha sido completamente resecado32-3436,:121,123 (Fig 13),

Figura 13: ADC minimamente invasivo, observacion a pequefio (A) y mediano (B) aumento. HE40x y
100x.

1.4.1.3. Adenocarcinoma invasivo

El ADC invasivo representa entre el 70% y el 90% de todos los ADC resecados
quirargicamente. Tipicamente consisten en una compleja y heterogénea mezcla de

patrones histoldgicos3?34-3¢, dado que los ADC que muestran un patrén puro son

26



INTRODUCCION

relativamente raros®. La estimacidn semicuantitativa de los subtipos, en incrementos
del 5%, alienta a los observadores a identificar todos los patrones de crecimiento y debe
realizarse considerando todas las secciones histoldgicas del tumor. Es util registrar en
los informes de diagndstico cada subtipo de ADC que estd presente asi como los

porcentajes que representan dentro del conjunto tumoral3%333¢,

El ADC lepidico consiste en células tumorales neumociticas blandas (neumocitos
tipo Il o células de Clara) que crecen a lo largo de la superficie de las paredes alveolares,
similar a la morfologia definida para AIS y MIA. Estd presente un componente de ADC
invasivo > 5mm, puede encontrarse invasién angiolinfadtica o pleural, o puede
evidenciarse focos de necrosis tumoral. Algunos estudios en estadio precoz de ADC
muestran un prondstico favorable de estos pacientes, con una supervivencia libre de
enfermedad a los 5 afios entre 86% y el 90%333, y una baja tasa de recurrencia en la

medida que el porcentaje de patron lepidico aumenta?* (Fig. 14).

TR

Figura 14: Patrén lepidico, a pequefio (A) y mediano (B) aumento. HE 40x y 100x.

El ADC acinar, es el patron predominante mas comun en el ADC de pulmdn.
Muestra un componente estructural mayoritariamente glandular y esta constituido por
células tumorales redondeadas u ovaladas dispuestas alrededor de un espacio luminal
central. Las células neoplasicas y los espacios glandulares pueden contener mucina.
Cuando el crecimiento lepidico forma nidos atrapados por el colapso, la morfologia
puede ser dificil de distinguir del patrén acinar. Sin embargo, cuando la arquitectura
alveolar se pierde y/o el estroma miofibroblastico estd presente, se considera el

diagndstico de ADC acinar invasivo3*3® (Fig. 15).
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TR R o3

Figura 16: Patron acinar, pequeiio (A) y mediano (B) aumento. HE 40x y 100x.

El ADC papilar consiste en células glandulares cuboidales o columnares

Figura 15: Patron papilar, a pequefio (A) y mediano (B) aumento. HE 40x y 100x.

En el ADC micropapilar, las células tumorales crecen en “mechones” papilares
que carecen de un nucleo fibrovascular aparente, caracteristicos del ADC papilar. Estas
florecillas o ramilletes de células pueden aparecer desprendidos o conectados a las
paredes alveolares. Las células tumorales son generalmente pequeiias y cuboidales,

presentando atipias variables. La invasién vascular y estromal es comuin333® (Fig. 17).
73 .::;i:«. = g : { .’ S “ T =
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Figura 17: Patrén micropapilar, a pequefio (A) y mediano (B) aumento. HE 40x y 100x.
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Por ultimo, el ADC sélido con produccidon de mucina consiste en un componente
principal de células tumorales poligonales que forman |dminas pero sin ningun
crecimiento acinar, papilar, micropapilar o lepidico claramente establecido. Estos
tumores se deben distinguir de los carcinomas epidermoides mal diferenciados y de los

carcinomas de células grandes333® (Fig. 18).

Figura 18: Patrén sdlido, a pequefio (A) y mediano (B) aumento. HE 40x y 100x.

1.4.1.4 Variantes de adenocarcinoma

El ADC mucinoso invasivo, incluye el ADC anteriormente clasificado como
carcinoma bronquioloalveolar (BAC) mucinoso, tienen células tumorales columnares
con abundante mucina intracitoplasmica y pequefio nucleo ubicado en la base celular.
Las atipias nucleares son caracteristicamente discretas o ausentes. Los espacios
alveolares a menudo se llenan de mucina. Se puede ver cualquier patrén de crecimiento,
excepto soélido, siendo el patron lepidico el mas comun. Las mezclas de ADC mucinoso y
no mucinoso suelen rara vez ocurrir. Si hay mas del 10% de cada componente el tumor
debe clasificarse como ADC mucinoso y como no mucinoso invasivo mixto, con una
descripciéon de cada componente. Los ADC mucinosos invasivos muestran una
correlacién muy fuerte con la mutacidon KRAS y el perfil inmune de estos tumores es
diferente al de otros subtipos, ya que son tipicamente positivos para citoqueratina (CK)
7 y CK20 y generalmente negativos para el factor transcriptor tiroideo 1 (TTF-1) y

napsina A333¢ (Fig. 19).
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Figura 19: ADC mucinoso invasivo, a pequefio (A) y mediano (B) aumento. HE 40x y 100x.
En el ADC coloidal, abundantes acimulos de mucina extracelular reemplazan los
espacios aéreos y destruyen sus paredes. Las células tumorales pueden comprender solo

un pequefio porcentaje del drea total y estar muy bien diferenciado333® (Fig. 20).

i
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Figura 20: ADC coloidal, a pequefio (A) y mediano (B) aumento. HE 40x y 100x.

El ADC fetal (Fig. 21) consiste en estructuras glandulares complejas que imitan el
epitelio en desarrollo en la fase pseudoglandular del pulmdn fetal, mientras que el ADC

entérico (Fig. 22) se asemeja en su estructura a los ADCs colorrectales333,

A £R0SL AL Vi

Figura 21: ADC fetal, a pequefio (A) y mediano (B) aumento. HE 40x y 100x.
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Algunos autores demuestran que esta nueva clasificacion tiene claramente

significado prondstico. El patréon lepidico presenta buen prondstico, los patrones
invasivos acinar y papilar tienen un prondstico intermedio y los patrones micropapilar,
coloide y sélido tienen pobre prondstico33. Incluso, cuando los patrones micropapilar y
solido no son predominantes, algunos estudios afirman que estan asociados a peor

prondstico, con baja tasa de supervivencia y afectacion ganglionar oculta??>128,

1.4.2. Estadificacion del adenocarcinoma pulmonar

El sistema de estadificacion TNM describe la extensién anatémica de la
enfermedad y se basa en la evaluacién de tres componentes: T que describe la extension
anatomica del tumor primario (tamafo del tumor, ubicacién del tumor y las estructuras
involucradas), N que define la ausencia o presencia de la afectacién ganglionar linfatica
regional, y M que denota la ausencia o presencia de metdastasis a distancia'?®. Este
sistema sigue siendo el mejor método para predecir el prondstico y determinar el

tratamiento de los pacientes diagnosticados de CP.

Dentro del descriptor T, los tumores son clasificados como T1 cuando tienen un
diametro maximo de 3 cm, estdn rodeados de pulmén, no presentan afectacién de la
pleura visceral y no hay evidencia de invasién proximal a un bronquio lobar en la
broncoscopia. La ausencia de afectacion ganglionar y la no presencia de metastasis a

distancia se clasifican como NO y MO, respectivamente!30131,
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En la 72 edicidn, publicada en 2009, se establecieron nuevos puntos de corte en
el descriptor T1. Los tumores con un diametro maximo de 2 cm pasaron a denominarse
Tla y T1lb para aquellos con un didmetro comprendido entre 2,1 y 3 cm. El estadio IA

quedé configurado por los tumores clasificados como T1aNOMO y TIbNOMO0?®30,

En la dltima y vigente revisidn de la clasificacion TNM, la 82 edicidn, se introdujo
en diciembre de 2016 y se puso en marcha en enero del siguiente afio**. De nuevo se ha
revisado le descriptor T, incluyendo caracteristicas morfolégicas como el subtipo AlS,
denominandose Tis, o el MIA etiquetado como T1mi. Los tumores anteriormente
clasificados como T1 se han redefinido en tres categorias: T1a, tumor con un didmetro
maximo de 1 cm, T1lb los comprendidos entre 1,1y 2 cm, y Tlc aquellos entre 2,1y 3
cm. Aunque el punto de corte de 3cm se mantiene separando T1 de T2, se pudo

determinar que de 1 a 5cm, cada cm separa los tumores con respecto al prondstico**131~

133

El estadio IA de la pasada edicién ha pasado a reclasificarse como |A1, que
engloba los tumores agrupados como T1aNOMO, estadio IA2 para los TLbNOMO y estadio
IA3 para los T1IcNOMO, con una supervivencia a los cinco afios del 92, 83 y 77 %,

respectivamente?”123.13%134 (Fig 23),

Months

24 60 24 60

ThEd. Events/N MST Month Month Proposed Events/N MST Month Month
1A 1119/6303 NR 93% 82% 1A1 68 /781 NR 97% 92%
1B 768 /2492 NR 85% 66% 1A2 505 /3105 NR 94% 83%
1A 424 /1008 66.0 74% 52% IA3 546 /2417 NR 90% 7%
A 2139/3344 290 55% 36% A 215/585 NR 79% 60%
1B 2101/2624 141 34% 19% 1B 605 /1453 66.0 72% 53%
v 664/882 88 17% 6% A 2052/3200 29.3 55% 36%
IVA 336/ 484 11.5 23% 10%
VB 328 /398 6.0 10% 0%

Figura 23: Curvas de supervivencia, 72 edicion (A) y 82 edicién (B), modificado de Goldstraw y cols?’.
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1.4.2.1. Tamaiio tumoral y tamafio de la invasion

El tamano tumoral ha sido uno de los mas importantes predictores de
supervivencia en el CP, por lo que ha sido uno de los elementos de la clasificacion TNM.
Ha sido predictor independiente de supervivencia en muchas publicaciones34-13, Sin
embargo, el método de medicion del didametro del tumor ha cambiado dramdticamente
en esta ultima edicién. Radiolégicamente el componente de “ground glass” y el
componente lepidico en los hallazgos patolégicos ya no cuentan como didmetro
tumoralt?3133137 Este cambio se debe a la evidencia, en algunos estudios, de que el
ajuste del descriptor T, de acuerdo al componente invasivo del ADC no mucinoso, es
mejor predictor de la supervivencia que el tamafio tumoral total, basado principalmente

en datos de pequefios tumores (< 3cm)i19,123,133,137-142.

1.4.3. Otros factores morfoldgicos con valor pronodstico

Como se comentd con anterioridad, la estadificacion del TNM continua siendo el
parametro utilizado para determinar el tratamiento del paciente con CP y para predecir
el prondstico de estos pacientes. Sin embargo, se describe una incidencia entre un 10-
30% de recurrencia en estadio | de CP después de reseccién completa y es imposible,
hasta el momento, predecir qué paciente presenta un riesgo mas elevado para padecer
una recurrencia basado solo en la estadificacién patoldgica del TNM, sobre todo en
estadios tempranos. Por tanto, se continta en la busqueda de otros factores clinicos y
morfopatoldgicos que se puedan relacionar con la recidiva y la supervivencia de estos

paCiente522,30,31,143—147

1.4.3.1. Grado de diferenciacion

Segln la OMS, la clasificacidon de tumores en grados es la division de un grupo
tumoral en dos o mds categorias de prondstico relevante, basados en la apariencia

morfolégica3®.

Algunos tumores, como los neuroendocrinos, se clasifican de manera inherente,
ya que se ordenan como carcinoide tipico de bajo grado, carcinoide atipico de grado

intermedio y, por ultimo, carcinoma neuroendocrino de células grandes y carcinoma de
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células pequefias, como de alto grado. Otros tumores como el carcinoma de células
grandes y el carcinoma pleomérfico son siempre de alto grado32'#8, La clasificacion de
ADC de pulmén en bien diferenciado, moderadamente diferenciado y pobremente
diferenciados, propuesta por la OMS en el 2004, se basé en criterios histolégicos
convencionales, como la atipia citoldgica y la medida en que el patrén arquitecténico
del tumor se asemejaba al tejido pulmonar normal, es decir, el grado de variacién
histoldgica3>18, Sin embargo, en estos tumores altamente heterogéneos junto a la falta

de estandarizacion de estos criterios, hizo que esta clasificacion fuera muy subjetivat®.

Tras la introduccion de la clasificacion de la IASLC/ATS/ERS, los subtipos
histoldgicos predominantes de ADC han demostrado estar asociados con diferentes
prondsticos®®119121 Actualmente, estas asociaciones proporcionan la base para un
sistema de clasificacién arquitecténico especifico, que es el mas recomendado, y se basa
en el patrén de crecimiento predominante del carcinoma invasivo3%14810  Asj, los
tumores con patroén lepidico se consideran tumores de grado |, bien diferenciados, con
excelentes resultados y tasas de supervivencia a los 5 afios del 86-93%. Los ADC acinares
y papilares se consideran moderadamente diferenciados, correspondiente al grado |,
con tasa de supervivencia de 67-84% y 71-83% respectivamente. Los ADC sélidos y
micropapilares se consideran poco diferenciados, correspondientes al grado I, con
tasas de supervivencia 38-67% para los primeros y 39-70% para los ultimos, segun la
poblacién estudiada. Los datos de supervivencia en ADC mucinoso invasivo son algo
conflictivos, pero actualmente se considera como un subtipo con un prondstico

pobre37:119,121

Algunos autores proponen otros sistemas de clasificacion con varios parametros,
como el grado de Sica con un sistema de puntuacion similar al de Gleason en el ADC de
prostata, tomando el patron predominante y el segundo mds predominante®#®151,
También encontramos el sistema de gradacién propuesto por Kadota y cols.'®?, que
combina el patréon predominante con el contaje de mitosis'*®>2, Sin embargo, en
estudios como el de Zomboriy cols.'*°, que realiza la comparacion de estos tres sistemas
de gradacion, se comprueba que el actual sistema basado en el patrdon arquitectdnico,

es el que mejor estratifica los tres grados de diferenciacidon en grupos prondsticos. Por
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otro lado, un reciente estudio relaciona las caracteristicas patoldgicas como el indice
mitético, la invasion vascular y la necrosis tumoral, con el patrén de ADC, cuestionando
la necesidad de utilizar otro grado de diferenciacion (GD) distinto a los patrones

arquitecturales®>,

1.4.3.2. Grado nuclear

El grado nuclear (GN) ha sido asociado como factor prondstico en cancer de
mama®>*. En el ADC de pulmén su utilidad es discutida’®>'>>. Uno de los sistemas de
gradacién mas utilizados es el de Barletta y cols.!*®, que establecen un sistema de
gradacion nuclear o atipia citoldgica en funcién del pleomorfismo nuclear y la presencia
de nucléolo evidente, catalogando de este modo tres categorias que se correlacionan
con el prondstico. Otros estudios valoran esta caracteristica junto con el patrén
histolégico predominante u otras caracteristicas histopatolédgicas para establecer el
prondstico'>>1>>1%6  Sin embargo, no han podido validarse su utilidad como factor

prondstico.

1.4.3.3. Mitosis

Respecto a la influencia que el nimero de mitosis pueda tener en el prondstico
del ADC de pulmdn hay divergencia entre los distintos estudios realizados. Mientras que
algunos autores no hallan un valor pronostico significativo en el nimero de mitosis,
valorado de manera aislada?*®*2, si que se ha demostrado que es un factor prondstico
en estadio | de ADC de pulmdn, valorado en conjunto con criterios arquitecturales,
permitiendo estratificar a los pacientes en el caso de los tumores de grado arquitectural

intermedio en funcidn del riesgo de recurrencia®?.

1.4.3.4. Invasién vascular microscépica

La metdstasis microscdpica comienza con la invasién local por células tumorales
en el estroma del huésped dentro o alrededor del tumor primario. Cuando las células
tumorales penetran en un vaso sanguineo o un linfatico periférico pueden separarse,
diseminarse y detenerse en la microvasculatura. De hecho, muchos autores consideran

gue la presencia de invasion vascular por células neoplasicas indica que los canceres se
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encuentran en una fase metastasica3>!%. Se ha encontrado que la invasién vascular
microscopica (IVM) se correlaciona con enfermedad avanzada en muchos tipos de
canceres®’ 9 En el caso del cdncer de mama, Kato y cols.'®?, no solo informaron de la
importancia de la microinvasién de vasos sanguineos como factor prondstico, sino que

lo relacionan con el contaje de microvasos.

La IVM, la cual incluye invasidn de vasos sanguineos (IV) y vasos linfaticos (IL), ha
sido asociada como factor predictivo independiente de recidiva en el CPCNP. Sin
embargo, no ha sido incorporada en la clasificacion TNM46:153,161-164 E| groblema de
este factor es la falta de homogeneidad de los estudios, tanto en su valoracién
morfoldgica a la hora de realizar las tinciones, como en los estudios realizados donde
usan la ILy de IV sin distincién, o la IV Gnicamente y en menor cantidad IL sola!46:161,162,
La invasidon de vasos sanguineos puede encontrarse en un rango muy variable, entre
6,2% y 77%¢; la linfatica ha sido informada entre 15%%° y el 36%%°, y juntos se
encontrd presente en 26% en el estudio de Arame y cols.'®l. En 1993, Macchiarini y
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cols.'®’, en tumores TINOMO, fueron los primeros en demostrar que los pacientes con

CPCNP que albergan IVM tienen una tendencia significativa a la recaida a los 5 afios

después de la cirugia. Shimada y cols.6?

, en un estudio con 1.884 pacientes T1-4NO-
2MO, presentaron un 58% de IVM y esto tuvo relacién tanto con la supervivencia global
como con la recurrencia, observando el mayor impacto en aquellos pacientes con

tumores < 5cm. Mientas que Kato y cols.1%3

, encuentran significado prondstico en los
pacientes con ADC de pulmén en estadio |, pero no en pacientes con otra estirpe

histolégica.

En definitiva, se ha asociado la IVM como factor prondstico pero, para que este
pueda ser valorado e incorporada como tal, es imprescindible la unificacion y precisiéon

de métodos para valorar tanto la microinvasién de vasos sanguineos como la

linfatical4e.161,162

1.4.3.5. Necrosis tumoral

Histéricamente la necrosis ha sido vista como una forma de muerte organica,

pero el panorama actual ha cambiado. En el contexto neopldsico, la necrosis activa
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células proinflamatorias que pueden promover la progresién tumoral, ademas de crear
un microambiente hipdxico que estimula numerosos factores de crecimiento, como es
el caso de HIF-1a y VEGF, modulando respuestas celulares como proliferacion celular,

supervivencia y angiogénesis®.

La necrosis tumoral, por tanto, ha sido analizada como factor de mala evolucién
prondstica en el CP de pacientes sometidos a cirugial4”1>3164168 park y cols.'#’
presentan una serie con 201 pacientes en estadio IA confirmando la necrosis como
factor prondstico. Fan y cols.'®* informaron del mismo resultado con una serie de 265
pacientes con ADC en estadio IA. Por consiguiente, la necrosis tumoral podria ser un
factor, hasta ahora no considerado en las clasificaciones tradicionales, que ayudaria a

individualizar el tratamiento en fases iniciales del CP.
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2. Hipotesis de trabajo

Los factores prondsticos utilizados habitualmente en el CP, y en particular en el
ADC, se basan en el andlisis histopatolégico y en la clasificacién y estadificacion TNM
segln el tamafio del tumor, la afectacién ganglionar y la metastasis. A pesar de ello,
dentro de los mismos grupos no existe una respuesta homogénea al tratamiento y los

indices de recidiva y mortalidad son variables.

En un intento por disponer de otros marcadores prondstico se han realizado
estudios, no solo de las caracteristicas de las células tumorales, sino también en el
estroma tumoral, como por ejemplo el estudio de la vascularizacién tumoral. Por tanto,

en este estudio se planted la siguiente hipodtesis:

“Si la angiogénesis tumoral es un factor determinante para el crecimiento y la
diseminacion tumoral a distancia, la evaluacion de ésta mediante la DMV, utilizando
diferentes marcadores inmunohistoquimicos y obtenida mediante andlisis de imagen,
podria ser un factor prondstico por determinar en los pacientes con ADC de pulmdn en

estadio IA tratados mediante cirugia radical”.
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3. Objetivos generales y especificos

El objetivo general de la presente tesis fue evaluar y comparar una serie de
marcadores inmunohistoquimicos de angiogénesis en pacientes con ADC de pulmén
sometidos a reseccién quirudrgica radical y clasificados patolégicamente en estadio IA.

Para esto se formularon los siguientes objetivos especificos:

1.- Describir y analizar las caracteristicas clinicas, anatomo-patoldgicas y de

seguimiento de los pacientes incluidos en el estudio.

2.- Determinar la expresién del VEGF mediante una metodologia morfométricay
establecer su posible correlacidn con las caracteristicas clinicas, morfoldgicas y con la

evolucidn de los pacientes.

3.- Determinar la DMV mediante morfometria en secciones de tejido tumoral de
los casos incluidos, utilizando los marcadores inmunohistoquimicos CD34, CD31 y
CD105. Identificar la posible la relacidon existente entre la cuantificacion morfométrica
de estos marcadores con las caracteristicas clinicas, anatomo-patoldgicas y con la

evolucidn de los pacientes.

4.- Analizar la posible correlacion existente entre la expresion de VEGF como
factor estimulante de la angiogénesis y la expresion de los distintos marcadores
inmunohistoquimicos CD34, CD31, CD105 como marcadores de la vascularizacidon

existente.
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5.- Evaluar el impacto prondstico de la expresidon de VEGF y de los marcadores
de angiogénesis en la recidiva de la enfermedad y en la supervivencia en los pacientes

incluidos en el estudio.

6.- Analizar las caracteristicas clinicas, patolégicas y angiogénicas como factores
prondsticos para establecer grupos de riesgo y crear un nuevo “score” que estratifique

de una forma mejorada a los pacientes con ADC de pulmédn estadio IA.
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4. Pacientes, materiales y métodos

4.1. Diseno del estudio

Se disefié un proyecto de investigacion clinica, de naturaleza observacional y
analitico, con recogida de datos retrospectivos de los casos a partir de los archivos de
historias clinicas del Hospital Universitario y Politécnico La Fe (H.U. La Fe) y los archivos

de historias clinicas del Instituto Valenciano de Oncologia (IVO).

Dicho estudio se llevd a cabo de acuerdo con la Declaracion de Helsinki y a los
requisitos regulatorios a nivel nacional. Ademas, el protocolo de estudio se aprobd por

el comité ético de investigacion del IVO (Anexo 3).

4.2. Poblacion de estudio

Se incluyeron los pacientes con diagndstico de ADC pulmonar en estadio IA
patoldgico, segun la 82 edicion TNM, y que fueron sometidos a reseccidn quirurgica en

el H.U. La Fe, en un periodo de tiempo comprendido entre el 1 de enero del 1990 hasta
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el 31 de diciembre 2007 y en el IVO en un periodo de tiempo entre 1 de noviembre 2008

al 31 de enero de 2012.

Se excluyeron aquellos pacientes que, al revisar las muestras, la anatomia
patoldgica demostrd categorias diagndsticas distintas del ADC. Se descartaron también
los pacientes sometidos a algun tipo de terapia neoadyuvante. Por otro lado, se
excluyeron los pacientes con antecedentes de neoplasias malignas previas que pudieran

confundir en el seguimiento, las recidivas o el fallecimiento.

El periodo de seguimiento se establecié desde la realizacién del procedimiento
quirargico hasta el momento de la recidiva o el fallecimiento o, en aquellos
supervivientes, hasta la fecha de cierre del estudio, estableciéndose como censor el 1
de enero de 2018, por lo que todos los pacientes tuvieron una posibilidad de

supervivencia de al menos 5 afios.

El seguimiento se llevd a cabo en consultas externas de ambos hospitales; de
forma trimestral el primer ano de la cirugia, semestral entre el segundo y el tercer afio
y anual a partir del cuarto afo. En este seguimiento, en cada episodio asistencial, se
efectud una anamnesis clinica del paciente y una prueba de imagen, con constatacién

documental del estado del paciente.

Inicialmente se seleccionaron 104 pacientes del H.U. La Fe, de los cuales se
descartaron cinco pacientes por histologia diferente a ADC (tres tumores
neuroendocrinos y dos carcinomas adenoescamosos). lgualmente se descartaron cuatro
pacientes por ausencia de tumor en los bloques de parafina o por no encontrar muestra
representativa tumoral en los bloques histolégicos conservados, al ser el periodo de
tiempo del estudio tan dilatado. En la institucién IVO, se seleccionaron 29 pacientes de
los cuales tres fueron excluidos por falta de muestra y otros dos por antecedentes de

neoplasias malignas. La cohorte final del estudio fue de 119 pacientes.
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4.3. Estudio anatomopatoldgico

Se analizaron muestras de tejido tumoral, peritumoral y tejido pulmonar sano,
fijadas en formaldehido tamponado al 10% e incluidas en bloques de parafina, mediante
un procesador automatico de tejidos Leica® (Germany). Se realizaron secciones
histoldgicas seriadas con un espesor de 3 micras (um) en un micrétomo de rotacién
(tipo Minot) de Leica MicroSystems® (Germany). Las secciones histolégicas obtenidas se
montaron en portaobjetos, previamente tratados con poly-L-lisina, para el estudio de
Inmunohistoquimia (IHQ). Para el estudio morfoldgico se utilizaron técnicas histoldgicas
convencionales, empleando la tincién de hematoxilina (colorante nuclear) y eosina
(colorante acido citoplasmatico) (HE) (Dakopths®, Denmark). La tincién en cada muestra
fue realizada, de forma protocolizada, en un tefiidor y montador automadtico

(CoverStainer®, Dakopaths, Denmark).

4.3.1. IHQ convencional

Las técnicas de IHQ son técnicas de inmunolocalizacién de antigenos tisulares o
celulares mediante su unidon con anticuerpos especificos, que utiliza una enzima
conjugada como trazador. Por este motivo, la reaccidon antigeno-anticuerpo se visualiza
afadiendo al final de la reaccién un sustrato de la enzima mas una sustancia cromdgena,
dando lugar a un precipitado insoluble y coloreado. La enzima peroxidasa es el
“trazador” mas comunmente utilizado y empleado en técnicas de anticuerpos marcados

directa o indirectamente.

Las tinciones de IHQ se llevaron a cabo en un inmunotenidor automatico Omnis®
(Dakopaths, Denmark) siguiendo las instrucciones del fabricante para cada anticuerpo

primario utilizados (Tabla 2).

En aquellos casos en los que la valoracion morfolégica convencional de los
tumores pulmonares incluidos en el estudio resultaba equivoca y poco definitoria para
la categorizacion lesional como ADC por la ausencia de claros signos de diferenciacién

escamosa (queratinizacion, formacién de puentes intercelulares) o glandular (formacién
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de glandulas, mucosecrecién), se llevaron a cabo técnicas IHQ adicionales (tales como el
TTF1, p63, la CK 5/6, la cromogranina y la sinaptofisina) para corroborar el diagndstico

histopatoldgico emitido de ADC (Tabla 2).

La observacion morfoldgica y de IHQ se realizé utilizando un microscopio éptico
binocular Leica®. Por otro lado, todas las preparaciones histoldgicas fueron escaneadas
mediante el procesador Pannoramic SCAN 150 1.17® (3DHISTECH Ltd, Hungary) y se
llevaron a cabo microfotografias de los preparados mas representativos de cada tincién,
empleando el software Pannoramic Viewer version 1.15.3®, siendo el drea capturada en

cada imagen de 0,32 mm?.

Los preparados histolégicos e inmunohistoquimicos obtenidos fueron analizados
por un patélogo experimentado en patologia pulmonar y se estudiaron las
caracteristicas morfolégicas del tumor, asi como las relaciones con la angiogénesis

tumoral que se comentan en el siguiente apartado.
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Tabla 2: Caracteristicas de los anticuerpos empleados para estudios morfoldgicos y angiogénico con el patron de tincion.

Anticuerpo Isotipo Imunégeno Patrén de Dilucién
P P g tincion de trabajo

TTF1 DAKO MONO 8G7G3/1 Cadena Kappa TTF-1 recombinante de rata Nuclear RtU
Glostrup, DK de la lgG1

p63 Abcam® MONO BC4-A4 lgG2a Proteina recombinante aminodcidos 1-205 de la p63 Nuclear 1:50
Cambridge, UK humana

CK5/6 DAKO MONO D5/16 B4 Cadena Kappa Citoqueratina 5 aislada Citoplasmatico RtU
Glostrup, DK de lalgG1

Cromogranina DAKO POLI Cromogranina A aislada de orina de pacientes con Citoplasmatico RtU
Glostrup, DK Sdr. Carcinoide (granular)

Sinaptofisina DAKO MONO SY38 Cadena Kappa Fracciones brutas de vesiculas recubiertas de Citoplasmatico RtU
Glostrup, DK de la lgG1 cerebro bovino (granular)

D2-40 DAKO MONO D2-40 Cadena Kappa Tejido con disgerminoma Citoplasmatico y RtU
Glostrup, DK de lalgGl membranoso

VEGF DAKO MONO VG1 Cadena Kappa Proteina recombinante VEGF 1g9 Citoplasmatico 1:25
Glostrup, DK de la lgG1l y/o membranoso

CD34 DAKO MONO QBEnd 10 | Cadena Kappa Membranas de CEs obtenidas de vesiculas de Membranoso RtU
Glostrup, DK de la lgG1 placenta humana

CcD31 DAKO MONO JC70A Cadena Kappa Membrana de células esplénicas de paciente con Citoplasmatico y RtU
Glostrup, DK de la lgG1l leucemia de células pilosa membranoso

CD105 DAKO MONO SN6h Cadena Kappa Glicoproteinas de membrana de células frescas con Citoplasmatico 1:25
Glostrup, DK de la lgG1l leucemia linfoblastica aguda noB/noT

RtU: Ready to Use
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4.4. Variables estudiadas

4.4.1. Variables demograficas

° Sexo: variable dicotémica, hombre/mujer.
° Edad: variable continua, expresada en afios.
° Habito tabaquico: variable categdrica definida por los valores: fumador,

exfumador y no fumador.

4.4.2. Variables quiruargicas

° Fecha de intervencion quirurgica: este dato permite posteriormente el
calculo de la supervivencia.
° Amplitud de la exéresis: variable categorica definida por los valores:

segmentectomia, lobectomia, bilobectomia y neumonectomia.

4.4.3. Variables anatomopatoldgicas

° Clasificacion morfolégica: variable categdérica segin la Ultima

clasificacién OMS 20153236,

— Lesiones previnvasivas: AlS no mucinoso/mucinoso/mixto
— MIA no mucinoso/mucinoso/mixto
— ADCinvasivo

o ADC lepidico

o ADC acinar

o ADC papilar

o ADC micropapilar

o ADC sdlido

Estos tumores se clasificaron de acuerdo con el subtipo morfolégico

predominante existente en la lesion tumoral. Se consideré como patron predominante
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aquel con mayor porcentaje cuantificado, y se afiadieron los distintos subtipos

existentes en incrementos de 5%.

La HAA y las variantes del ADC por su escaso numero no fueron incluidas en el

estudio.

° Componente lepidico: variable categérica definida por los valores
ausente/presente.

° Componente acinar: variable categdrica definida por los valores
ausente/presente.

° Componente papilar: variable categérica definida por los valores
ausente/presente.

° Componente micropapilar: variable categérica definida por los valores
ausente/presente.

° Componente sdlido: variable categdrica definida por los valores
ausente/presente.

° Tamaiio tumoral: variable continua, definida por la longitud del diametro

mayor de la tumoracion, expresado en mm.

. Tamaiio de la invasion: tamaiio del foco invasivo sin considerar las areas
de crecimiento o patrdén lepidico, expresado en mm.

° Tumor: definido segln la dltima normativa TNM, y en el caso del ADC,

basado en el componente invasivo de la lesion4+123.137;

- Tis
— T1a: T1(mi): tumor con componente invasivo < 5mm.
T1a: tumor con didmetro maximo de 10 mm, rodeado de pulmény
no proximal a un bronquio lobar.
— T1b: tumor con didmetro comprendido entre 11 — 20 mm, rodeado de
pulmén y sin afectacién proximal a un bronquio lobar.
- T1c: tumor con diametro comprendido entre 21 — 30 mm, rodeado de

pulmodn y sin afectacion proximal a un bronquio lobar.
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Estadificacion:

— Estadio O: Tis NO MO
— Estadio IA1: T1(mi) NO MO
Tla NO MO
— Estadio IA2: T1lb NO MO
— Estadio IA3: Tlc NO MO
° Grado de diferenciacidon (GD): variable categérica que se basa en el

patrén de crecimiento predominante del carcinoma invasivo y segun los grupos de

riesgo32119:122,148,150,

— Grado | (ADC de buen prondstico): AlS, MIA o ADC invasivo lepidico no
mucinoso.

— Grado Il (ADC de prondstico intermedio): ADC invasivo papilar o acinar.

— Grado Ill (ADC de mal pronéstico): ADC invasivo mucinoso, sélido o

micropapilar

° Grado nuclear/atipia citolégica: en base al tamafio nuclear y rasgos
morfoldgicos nucleares, asi como la evidencia/ausencia de nucléolo visible, siguiendo
los criterios de Kadota y cols.'®? y Barletta y cols.?*°. Para ello, se valoraron las areas
tumorales con mayor atipicidad, estimando un minimo de un 5% de afectacion valorada

con un objetivo de 100x, estableciéndose tres grupos:

— G1 (atipia leve): nucleos de tamafio y morfologia uniforme sin evidencia
de nucléolos visible.

- G2 (atipia moderada): nucleos de tamano intermedio con discreta
irregularidad en la morfologia con nucléolos evidente.

- G3 (atipia severa): nucleos de tamafio aumentado y contornos irregulares

con nucléolos en ocasiones de tamafio doble al habitual.
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. Numero de mitosis: variable continua, definida por el nimero de mitosis
contabilizado en las areas de mayor indice divisional o densidad mitdtica. Registrando la
media de nimero de mitosis contabilizada en 10 campos de gran aumento (objetivo de
40x). Se contabilizaron en conjunto tanto mitosis tipicas como atipicas, evitando las
zonas de necrosis o de fibrosis estromal prominente, asi como de las dotadas de
inflamacion. Para el analisis de la variable, ésta se dicotomizd en la mediana.

. Invasion vascular y/o linfatica: variable categdrica definida por los
valores ausente/presente. Se considerd positivos aquellos casos en los que se evidencié
celularidad tumoral en el interior de las luces de los vasos sanguineos (IV) y/o linfaticos
(IL) respectivamente. En caso de valoracion no concluyente con HE se utilizé el
inmunomarcador CD34 para la valoracidon de endotelios vasculares, asi como el D2-40

(podoplanina) para definir endotelio de vasos linfaticos (Tabla 2).

° Necrosis tumoral: variable categérica definida por los valores
ausente/presente. Se considerd presente en funcion de la existencia de focos o areas
intratumorales de disrupcidon de la arquitectura con una combinacién variable de
fenédmenos de pérdida de adherencia intercelular, cariorrexis, picnosis, borramiento o

desaparicion nuclear asociada o no a infiltracion por leucocitos polimorfonucleares.

4.4.4. Variables de angiogénesis tumoral

° VEGF: la expresion de VEGF fue establecida mediante la utilizacion del
anticuerpo monoclonal VEGF. Se evalué mediante observacidn con microscopia de luz.
Para cada paciente se seleccionaron y fotografiaron seis zonas de cada preparado donde
se objetivd tincion tanto de las células tumorales como de las células estromales, en una
observacion con objetivo a 20x. Se empled para la cuantificacidn un sistema de analisis
de imagen (Pro-Plus 6.1 Media-Cybernetics®), mediante el cual se analizo el porcentaje
de células positivas. La positividad del anticuerpo se considerd a partir de un umbral de
10% de células tefidas.

° DMV: se analizd utilizando la expresiéon inmunohistoquimica de CD34,
CD31 y CD105. Se evalud asimismo mediante observacidon con microscopia de luz. Para
cada paciente se seleccionaron y fotografiaron seis zonas de cada preparacidn en las

zonas mas vascularizadas del tumor, con un objetivo a 20x. En cada caso se estimo la
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media del nimero de microvasos de las seis zonas por mm?. Para ello, se empled un
sistema de analisis de imagen (Imagen Pro-Plus 6.1 Media-Cybernetics®) y, como
parametro para seleccionar los vasos, se utilizd la existencia de un didmetro minimo
vascular comprendido entre 3 y 100 um para descartar asi células Unicas tefiidas, marcas
inespecificas y/o vasos diferentes a capilares. Asi mismo, se valoraron pardmetros como
el didametro de los vasos y el drea de inmunotincién acumulada por mm?2. En el caso del
CD34 se realizaron ademas seis fotos para valorar la DMV en la zona peritumoral de cada

muestra, para la comparacién de ésta con la zona tumoral.

Por otro lado, en siete casos de pacientes sin patologia tumoral, se realizaron
determinaciones de CD34, CD31 y CD105 en zonas pulmonares no patolégicas para

utilizarlo como control.

4.4.5. Variables de seguimiento

° Recidiva tumoral: variable categdrica definida por los valores

ausente/presente. Del mismo modo se registré la localizacion de la recidiva como:

— Recidiva loco-regional: la cual se entiende por la presencia de recidiva
tumoral en la localizacién primaria del tumor o, la presencia de
adenopatias mediastinicas.

- Recidiva a distancia: presencia de metdstasis sistémicas.

- Segundo primario: segun los criterios de Martini y cols.3° (Tabla 3).

Tabla 3: Criterios diagndsticos de cdncer de pulmdn multiple.

Tumor metacrénico Tumor sincrénico
I Diferente tipo histoldgico. l. Tumor separado fisicamente.
Il. El mismo tipo histoldgico si: Il. Tipo histolégico:
A. Intervalo libre entre tumores es al A. Diferente.
menos 2 afios, 0 B. lgual, pero diferente segmento,
B. Se origina desde carcinoma in situ, I6bulo o pulmdn, si:
o 1. Se origina de un carcinoma in
C. Segundo cancer en diferente Iébulo situ, o
o pulmén, pero: 2. No hayinvasidn linfatica comun,
1. No hayinvasidn linfatica comun. o]
2. Sin metastasis extrapulmonares 3. No hay metdstasis
al momento del diagndstico. extrapulmonar al momento del
diagnéstico
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Se establecid el tiempo libre de enfermedad (TLE) en afios, desde la fecha de
intervencién hasta que el paciente desarrollé la recidiva o hasta que el caso fue

censurado el 1 de enero 2018.

° Estado del paciente: variable categdrica definida por el estado en el que

se encontraba el paciente en el momento del cierre del estudio, categorizado como:

- Vivo.

- Exitus por CP.

— Exitus por causa desconocida (se asumié como muerte por CP).
— Exitus por causa distinta de CP.

- Pérdida de seguimiento.

Se definié la supervivencia global (SG) como el tiempo desde la fecha de la
intervencién hasta el fallecimiento del paciente o hasta el cierre del estudio, y la
supervivencia cancer especifica (SCE) la de aquellos pacientes fallecidos sélo por el
proceso del ADC propiamente dicho, excluyendo otras causas de muerte, incluidos los

pacientes fallecidos por un segundo primario.

4.5. Analisis estadistico

Para facilitar el andlisis de los datos y aplicar los métodos estadisticos que a
continuacion se describen, la informacién recogida se trasladd a soporte magnéticoy se
analizé mediante el paquete estadistico para Windows® SPSS versiéon 22. Con la

informacién obtenida se realizd un analisis estadistico tanto descriptivo como analitico.

Para la descripcion de las variables cuantitativas continuas, se calcularon los
estadisticos de centralizacion, media y mediana, y de dispersion, desviacion estandar
(DE) y rango. Para la descripcidn de las variables nominales, categdricas u ordinales, se

calcularon las medidas de frecuencia absoluta y porcentaje'®.
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El siguiente andlisis estadistico consistid en realizar la prueba de Kolmogorow-
Smirnov, para determinar si los datos presentaron o no una distribucién normal. Para el
analisis y comparacidon de medias en las variables cuantitativas continuas, se utilizo el
método estadistico no paramétrico U de Mann Whitney para dos muestras
independientes o la prueba de Kruskall-Wallis para comparar mas de dos variables.
Cuando se correlacionaron dos variables continuas se utilizé el test de correlacién de
Spearman. Para el analisis y comparacidon de las variables cualitativas, se utilizé el
método de Chi? o el test exacto de Fisher cuando no se cumplieron los condicionantes

de validez de Chi? 169,

Para el calculo de la SCE y el TLE, se utilizé el método de Kaplan-Meier'’°. Para
comparar las curvas de supervivencia, segun los distintos factores pronésticos, se realizo
el test de log-rank!’l. Previamente, las variables continuas fueron dicotomizadas
buscando el punto de corte 6ptimo. Este se definid como el valor umbral de Ia
distribucién de variables continuas que, utilizando criterios estadisticos, separa mejor a
los pacientes de bajo y alto riesgo con respecto a alglin evento, siendo en el presente
estudio la aparicidn de recidiva o mortalidad. Se buscé el punto de corte segun la media
y los distintos percentiles y se comprobd, por regresién logistica binaria, el punto con el

valor de p minimo al umbral establecido!’>173,

La determinacidn del valor predictivo de la expresién del VEGF y de la DMV, en
la aparicién de recidiva tumoral o de mortalidad por céncer, se llevé a cabo mediante

las curvas de funcionamiento caracteristicas de operacidn del receptor (ROC)°,

Para obtener resultados mas significativos, se realizé el cdlculo de un score
combinando los diferentes marcadores. Se realizé un analisis univariante de regresién
de Cox'’* para cada marcador de angiogénesis, aquellos con valor p < 0,05 fueron
introducidos en un analisis multivariante de Cox “paso a paso” para obtener el
coeficiente de regresién con el cual se realizd la ecuacién para crear el score, llamado
“Angioscore”. El valor predictivo del “Angioscore” se comprobd con la curva ROC para
la recidiva tumoral y para la mortalidad por ADC. También se analizaron las curvas ROC
para cada tipo de recidiva tumoral. Se buscé el punto de corte éptimo, al igual que el

resto de las variables, y se crearon dos grupos: bajo “Angioscore” y alto “Angioscore”.
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Se analizaron las curvas de supervivencia con el método de Kaplan-Meier y se

compararon con el método de log-rank.

Por ultimo, se buscaron las variables clinicas-patolégicas como factores
prondsticos independientes mediante el método multivariante de Cox “paso a paso”,
utilizando aquellas variables que en el analisis univariante el nivel de significacién fue p
<0,25. Posteriormente, aquellas variables clinico-patolégicas que entraron en el modelo
de regresion se analizaron en un nuevo modelo multivariante “paso a paso” junto con
el “Angioscore”. En todos los casos se reporta la Hazard ratio (HR) con su intervalo de

confianza al 95% (IC 95%)%6°,

Se definié la significacidn estadistica cuando el valor de p fue <0,05.
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5. Resultados

Caracteristicas clinicas, morfopatoldgicas y de seguimiento

5.1.1. Caracteristicas clinicas

fueron sometidos a lobectomia con muestreo ganglionar.

Tabla 4: Frecuencia de las caracteristicas clinicas.

N (119) %

Sexo

Mujer 27 22,7

Hombre 92 77,3
Media edad (DE) 61,6 (8,5)
Tabaquismo

No fumador 20 16,8

Fumador 66 55,5

Exfumador 33 27,7
Tipo de exéresis

Segmentectomia tipica 7 5,9

Lobectomia 111 93,3

Neumonectomia 1 0,8

Las caracteristicas clinicas de la muestra se resumen en la Tabla 4. La edad media
de la serie fue de 61,6 afios (DE 8,5) (Fig. 24). El 77,3% de los pacientes fueron hombres

y el 83,2% fueron fumadores o exfumadores. En cuanto al tipo de exéresis, el 93,3%
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Figura 24: Distribucion por edad.

5.1.2. Caracteristicas morfopatoldgicas

Los ADC puros solo se encontraron en el 29,4% de los casos. Las lesiones
preinvasivas tipo AlS fueron escasas, encontrando solo un 5,9%. Algo similar se observé
con los ADC tipo MIA donde se evidencié un 6,7% de los casos. Entre los ADC invasivos
se encontré que un 41,2% fueron clasificados como ADC subtipo acinar, siendo el
segundo subtipo mds frecuente el ADC sélido con un 24,4%. Entretanto, el ADC
micropapilar fue el menos frecuente en la serie, con solo tres casos que representd un

2,5% (Tabla 5).
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Tabla 5: Frecuencias del subtipo de ADC.

Subtipo ADC N (119)

AIS 7 5,9
No mucinoso 4 3,4
Mucinoso 2 1,7
Mixto 1 0,8

MIA 8 6,7
No mucinoso 7 5,9
Mucinoso 1 0,8

ADC invasivo 104 87,4
Lepidico 18 15,1
Acinar 49 41,2
Papilar 5 4,2
Micropapilar 3 2,5
sélido 29 24,4

En la Tabla 6 se expone la frecuencia de los distintos componentes celulares o
patrones histolégicos encontrados en los ADC analizados, en base a los cinco tipos
histolégicos descritos, objetivindose el patrén acinar como el mas frecuente,

representando el 84,9%, seguido del componente sélido con 58% (Fig. 25).

Tabla 6: Frecuencia del patron histoldgico.

Patron histolégico N %

Patron Lepidico 53 44,5
Patron Acinar 101 84,9
Patron Papilar 18 15,1
Patréon Micropapilar 12 10,1
Patron Sélido 69 58,0
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Figura 25: Imdgenes histopatoldgicas de los diferentes patrones tumorales: patron lepidico (A), patrén
lepidico mucinoso (B), patrén acinar (C), patron papilar (D), patrén micropapilar (E), patrén
solido(F). HE 40x y 100x.

El tamafio tumoral total medio fue de 21,9 mm (DE 6,4). Sin embargo, segun la
82 Edicién del TNM, es el tamafio de la invasiéon tumoral el pardmetro utilizado para
clasificar el descriptor T de dicha clasificacidén y, consecuentemente, la estadificaciéon
final. Se hallé que el tamafio de la invasidn, en nuestra serie, fue de 16,9 mm (DE 9,4) y

el estadio tumoral 1A2 fue el mas predominante con el 39,5% (Tabla 7).

Tabla 7: Frecuencia de la clasificacion TNM y estadio.

TNM (Estadio) N %
Tis (10) 7 59
Tla (IA1) 23 19,3
T1b (1A2) 47 39,5
Tic (1A3) 42 35,3
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Otras caracteristicas morfoldgicas quedan recogidas en la Tabla 8. Segun el
patrén arquitecténico pulmonar, los tumores con un GD Il fueron los mas frecuentes, 54
casos, seguido del grado lll con 37 casos y del grado | con 28 casos. Con respecto al GN,
también el GN 2 fue el mas observado con 76 casos, seguido del GN 1 con 27 vy, por
ultimo, el GN 3 con 16. La mediana del numero de mitosis contabilizada fue de 6 con
rango de 59. La IVM se hallé en un 41,2% de los casos, encontrandose asociada la IV y la
IL en 10 de los casos (8,4%). Igualmente, se objetivo necrosis tumoral en el 52,1% de los

tumores analizados.

Tabla 8: Frecuencia grado nuclear, nimero de mitosis, IVM y necrosis tumoral.

N %
GD | 28 23,5
Il 54 45,4
] 37 31,1
GN 1 27 22,7
2 76 63,9
3 16 13,4
N2 Mitosis Mediana (Rango) 6 (59)
v Presente 30 25,2
Ausente 89 74,8
IL Presente 29 24,4
Ausente 90 75,6
Necrosis tumoral Presente 62 52,1
Ausente 57 47,9

5.1.3 Evolucidn clinica y seguimiento

La mediana del tiempo de seguimiento fue de 7,2 afios, con un rango desde 0,8
a 25,5 anos. En la evolucién de estos pacientes, se encontrd que un 28,6% presentaron
recidiva tumoral. De éstas un 70,6% (24/34) fueron metdstasis a distancias,

localizandose a nivel cerebral en 11 pacientes (45,8%). El tiempo de aparicion de las
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metastasis presenté una mediana de 2 afios, con un minimo de 0,3 y un maximo de 10
afios (Tabla 9). De toda la serie, el 25,2% de los pacientes fallecieron por el ADC de
pulmén, con una mediana de 4 anos y un rango entre 1 y 13 afos. Se evidencid un
segundo tumor primario en 11 pacientes (9,2%), con una mortalidad de 9/11 y un
tiempo de 9,4 aiios de mediana con un minimo de 5,7 afios y un maximo de 23,2 afios.

Treinta y siete pacientes fallecieron por otra causa. No hubo pérdida de seguimiento.

Tabla 9: Frecuencia de las recidivas y el estado de los pacientes.

N (119) %

Recidiva 34 28,6 (100)

Loco-regionales 7 5,9 (20,6)

Distancia 24 20,2 (70,6)

Ambas 3 2,5 (8,8)
Estatus

Vivo 43 36,1

Exitus por CP 30 25,2

Exitus otra causa 37 31,1

Exitus 22 primario 9 7,6

Se realizé el andlisis de la supervivencia para el TLE, la SCE y la SG de la serie. Los

resultados se muestran en la Tabla 10 y las Fig. 26-28.

Tabla 10: Tabla supervivencia para TLE, SCE y SG.

Tiempo TLE SCE SG

1 afo 95,8% 99,1% 97,5%
2 aiios 83,6% 95,7% 90,8%
5 aiios 74,9% 82,7% 69,7%
10 aiios 65,7% 72,1% 47,2%
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Figura 26: Curva de supervivencia para el tiempo libre de enfermedad.
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Figura 27: Curva de supervivencia cdncer especifica.
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Figura 28: Curva de supervivencia general.

5.2 Expresion VEGF

El anticuerpo VEGF (anti-VEGF) se encontrd en 64 pacientes (Fig. 29). La mediana

del porcentaje de células tefiidas fue de 41,4% (rango 45,2).

46% Negativos

\

54% Positivos

Figura 29: Frecuencia relativa anti-VEGF positivo y negativo.
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En las siguientes figuras se muestra unos ejemplos iconograficos con la tincién

anti-VEGF negativa y positiva (Fig. 30).
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Figura 30: Inmunotincion de ADC pulmonar con anti-VEGF: negativo (A), patrén sdlido positivo
(B), con tincion citoplasmdtica en células tumorales. IHQ-VEGF 200x.

Se buscé la asociacidn de las caracteristicas clinicas y patoldgicas con la expresion
del anti-VEGF. Mediante el test de Chi?, la expresion de VEGF observada fue
significativamente mayor en la mujer, cuando el nimero de mitosis fue £ 6y en ausencia
de necrosis tumoral. Aunque limitando la significacion estadistica, ésta fue menor en los

tumores clasificados como T1c (Tabla 11).

Se correlaciond, por medio del test de Spearman, la expresion del porcentaje de
células positivas para el anti-VEGF con el componente histolégico semicuantitativo y se
encontrd una relacion, aunque débil, entre la positividad anti-VEGF y la presencia del

componente lepidico (r =0,212; p = 0,021).

Se analizé por el mismo método el tamano de la invasion con el porcentaje de
células positivas para el anti-VEGF y se encontrd una correlaciéon débil y negativa,
estadisticamente significativa (r =- 0,256; p = 0,005). Por el contrario, la correlacion con

el tamafio tumoral total no fue significativa.

La expresion del anti-VEGF y el nUmero de mitosis como variables cuantitativas
fueron igualmente correlacionadas y se encontré una correlacion débil y negativa

significativa estadisticamente (r =-0,222; p = 0,015).
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Tabla 11: Relacion entre caracteristicas clinicas y expresion anti-VEGF.

Anti-VEGF negativo  Anti-VEGF positivo Valor p

Sexo Hombre 49 (53,3) 43 (46,7) 0,004
Mujer 6(22,2) 21(77,8)

Edad <62 29 (46,8) 33(53,2) 0,899
> 62 26 (45,6) 31 (54,4)

Tabaquismo | No fumador 7 (35) 13 (65) 0,270
Fumador o exfumador 48 (48,5) 51 (51,5)

Subtipo ADC | AIS 3(42,9) 4(57,1) 0,548
MIA 1(12,5) 7 (87,5)
ADC lepidico 10 (55,6) 8 (44,4)
ADC acinar 23 (46,9) 26 (53,1)
ADC papilar 2 (40) 3 (60)
ADC micropapilar 2 (66,7) 1(33,3)
ADC sélido 14 (48,3) 15 (51,7)

TNM Tis 3(42,9) 4(57,1) 0,070
Tla 10 (43,5) 13 (56,5)
Tib 16 (34) 31 (66)
Tlc 26 (61,9) 16 (38,1)

GD Grado | 10 (35,7) 18 (64,3) 0,340
Grado Il 25 (46,3) 29 (53,7)
Grado Il 20 (54,1) 17 (45,9)

GN Grado 1 8(29,6) 19 (70,4) 0,130
Grado 2 38 (50) 38 (50)
Grado 3 9 (56,2) 7 (43,8)

Mitosis <6 21(33,9) 41 (66,1) 0,005
>6 34 (59,6) 23 (40,4)

v Ausente 40 (44,9) 49 (55,1) 0,631
Presente 15 (50) 15 (50)

IL Ausente 40 (44,4) 50 (55,6) 0,494
Presente 15 (51,7) 14 (48,3)

Necrosis Ausente 20 (35,1) 37(64,9) 0,020
Presente 35 (56,5) 27 (43,5)
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Se realizé el analisis de supervivencia para la TLE y SCE, comparando las curvas
entre los pacientes anti-VEGF negativo y positivo mediante el test de log-rank, sin

encontrar relacién estadisticamente significativa (Tabla 12 y Fig. 31-32).

Tabla 12: TLE y SCE segun la expresion anti-VEGF.

Anti-VEGF negativo | Anti-VEGF positivo  Anti-VEGF negativo = Anti-VEGF positivo

1 afio 96,4% 95,3% 100% 98,4%
2 aios 77,7% 88,7% 96,3% 95,1%
5 afios 69,4% 79,9% 78% 86,7%
10 aiios 66,3% 65,1% 70,4% 73,3%

p=0,507 p=0,524
. Anti-VEGF y TLE
' ~INegativo
= Positivo
i Negativo-censurado
¢ Posttivo-censurado

0,84
]
‘o 064
c
S
-E p= 0,507
]
% 0,4
a v

0,29

0,04

T T T T T T T
00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00
anos

Figura 31: Expresion Anti-VEGF y TLE.
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Figura 32: Expresion Anti-VEGF y SCE.

5.3 Marcadores endoteliales

Se realizd el estudio de cada muestra con el sistema de analisis de imagen (Pro-
Plus 6.1 Media-Cybernetics®) y se obtuvieron tres parametros, la DMV/mm?, el drea de
tincibn/mm? y el didmetro promedio de los vasos cuantificados en pm, de los

marcadores CD34, CD31y CD105.

5.3.1. CD34

El CD34 fue positivo en el 100% de las muestras, anlizandose en la zona tumoral
y peritumoral en cada caso. Asi mismo, se analizd en siete casos de pacientes sin

patologia tumoral, en tejido pulmonar sano, siendo positivo en todos los casos (Fig. 33).
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Figura 33: Expresion de anti-CD34 en tejido pulmonar: indemne de tumor (A), drea peritumoral (B),
intratumoral tipo ADC (C). IHQ-CD34 200x

Se encontrd mayor cantidad de vasos por mm? en la zona peritumoral que en la

tumoral (p<0,001), aunque con menor area (p=0,002) y menor didmetro de los vasos

(p=0,013). Mientas que, en las muestras de pulmdn sin patologia tumoral, se evidencio

aun mayor cantidad de DMV, menor area ocupada y menor promedio en el didmetro de

los vasos; p<0,001, p<0,001 y p=0,002, respectivamente (Tabla 13, Fig. 34-36).

Tabla 13: DMV, drea acumulada y diégmetro promedio de los vasos con anti-CD34.

DMV (n2/mm?)  Area(pm/mm?) Diametro(um)

CD34 tumoral

Media (DE) 273,7 (142,3) 312,3(103,5) 5,6 (0,7)
Mediana (rango) 224,8 (687,7) 312,2 (475,5) 5,6 (3,4)
CD34 peritumoral

Media (DE) 710,7 (213,3) 273,4 (110,8) 5,4 (0,8)
Mediana (rango) 706,1 (1124,5) 256,1(522,9) 5,4 (3,5)
CD34 benigno

Media (DE) 781,7 (521,2) 161,5 (82,8) 4,7 (0,7)
Mediana (rango) 841,4 (1597,8) 156,2 (229,2) 4,8 (1,9)
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Figura 34: DMV con CD34 en tejido pulmonar indemne, tejido peritumoral y tumoral.
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Figura 35: Area acumulada de los vasos con tincién CD34 en tejido pulmonar sano, tejido
peritumoral y tumoral.
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Figura 36: Diadmetro promedio de los vasos con tincion CD34 en tejido no tumoral, tejido
peritumoral y tumoral.

Se relaciond la DMV con CD34, como variable cuantitativa, con las caracteristicas
clinicas y patoldgicas de la serie. Se observé menor DMV en los pacientes con subtipos
micropapilar y sélidos, tumores Tlc, GDIIl, GN3, tumores con mas de 6 mitosis y en
presencia de necrosis. Por otro lado, se encontré menor DMV en los pacientes
fumadores o exfumadores, en presencia de IL y con el VEGF negativo con una relacién

cercana a la significancia (Tabla 14).

Se correlacioné la DMV con los patrones morfoldgicos de los ADC, encontrando
significancia con el patrén lepidico (r = 0,342; p = 0,000) y con el patrén sdlido (r =
- 0,408; p = 0,000). No se objetivd una correlacién entre el tamafo tumoral total y la
DMV, pero si se evidencid una correlacion negativa y moderada con el tamafio de la

invasién (r = - 0,334; p = 0,000).

Se categorizd la DMV en el punto de corte dptimo, 192 vasos/mm?, y se relaciond
con las variables clinicas y patoldgicas. Al igual que con la variable cuantitativa, se
evidencio relacion significativa con el subtipo de ADC, el TNM, el GD, el GN, la mitosis y

la necrosis, pero ademas en presencia de IL (Tabla 15).
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Tabla 14: Relacion DMV con CD34 y las caracteristicas clinicas.

N=119 DMVCD34 Mediana (rango) Valor p

Sexo Hombre 224,8(687,7) 0,621
Mujer 220,4 (460,8)

Edad <62 209,7 (634,3) 0,856
> 62 252,2 (687,7)

Tabaquismo No fumador 284,8 (408,5) 0,053
Fumador o exfumador 209,7 (687,7)

Subtipo ADC AlS 290,6 (332) 0,005
MIA 287,1(320,3)
ADC lepidico 325 (402,5)
ADC acinar 252,2 (645,7)
ADC papilar 266,2 (367)
ADC micropapilar 204,4 (189,6)
ADC sélido 178,5 (347,7)

TNM Tis 290,6(332) 0,003
Tla 295,2 (412,9)
Tib 261,8 (686,1)
Tlc 189,8 (370,6)

GD Grado | 325(412,9) 0,000
Grado Il 257 (645,7)
Grado IlI 189,9 (400,9)

GN Grado 1 338,9 (379,3) 0,001
Grado 2 205,2 (687,7)
Grado 3 194,2 (684,3)

Mitosis <6 282 (686,1) 0,006
>6 201,8 (686)

v Ausente 243,6 (687,7) 0,363
Presente 204 (350,3)

IL Ausente 255,5 (686) 0,055
Presente 198,48 (638,8)

Necrosis Ausente 285,1 (684,3) 0,001
Presente 197 (687,7)

VEFG Negativo 204,4 (665,6) 0,105
Positivo 257 (687,7)
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Tabla 15: Relacion baja y alta DMV con CD34 con las caracteristicas clinicas y patoldgicas.

N=119 Baja DMVCD34 Alta DMVCD34 Valor p

Sexo Hombre 32 (34,8) 60 (65,2) 0,389
Mujer 7 (25,9) 20(74,1)

Edad <62 21(33,9) 41 (66,1) 0,790
>62 18 (31,6) 39 (68,4)

Tabaquismo No fumador 3 (15) 17 (85) 0,063
Fumador o exfumador 36 (36,4) 63 (63,6)

Subtipo ADC AlS 0(0) 7 (100) 0,008
MIA 0(0) 8 (100)
ADC lepidico 4(22,2) 14 (77,8)
ADC acinar 16 (32,7) 33(67,3)
ADC papilar 1(20) 4 (80)
ADC micropapilar 1(33,3) 2 (66,7)
ADC sélido 17 (58,6) 12 (41,4)

TNM Tis 0(0) 7 (100) 0,002
Tla 3(13) 20 (87)
Tib 14 (29,8) 33(70,2)
Tlc 22 (52,4) 20 47,6)

GD Grado | 2(7,1) 26 (92,9) 0,000
Grado Il 17 (31,5) 37 (68,5)
Grado llI 20 (54,1) 17 (45,9)

GN Grado 1 1(3,7) 26 (96,3) 0,001
Grado 2 30 (39,5) 46 (60,5)
Grado 3 8 (50) 8 (50)

Mitosis <6 14 (22,6) 48 (77,4) 0,013
>6 25 (43,9) 32 (56,1)

v Ausente 25 (28,1) 64 (71,9) 0,061
Presente 14 (46,7) 16 (53,3)

IL Ausente 25 (27,8) 65 (72,2) 0,041
Presente 14 (48,3) 15 (51,7)

Necrosis Ausente 9(15,8) 48 (84,2) 0,000
Presente 30 (48,4) 32 (51,6)

VEGF Negativo 22 (40) 33 (60) 0,119
Positivo 17 (26,6) 47 (73,4)
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En la Fig. 37 se muestra ejemplos la tincidn con anti-CD34 de los distintos

patrones de ADC.

Figura 37: Expresion inmunohistoquimica de anti-CD34 segun el subtipo morfoldgico de ADC: patron

lepidico (A), patron acinar (B), patrén papilar (C), patrén micropapilar (D), patrén sdlido (E). IHQ-
CD34 200x.

Se realiz6 el andlisis de supervivencia y la comparacion de las curvas entre la
“baja DMV con CD34” y la “alta DMV con CD34” con el método de log-rank, siendo mejor
el prondstico en los tumores con “alta DMV con CD34” (Tabla 16, Fig. 38-39).

Tabla 16: Relacion DMV con CD34 con el TLE y la SCE.

baja DMVCD34 alta DMVCD34 baja DMVCD34 alta DMVCD34

1 afio 92,3% 96,2% 100% 100%

2 afios 76,7% 87% 94,8% 96,1%

5 afios 67,3% 78,6% 73,7% 86,8%

10 afios 48,6% 74,3% 58,2% 78,7%
p=0,031 P=0,047
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Figura 39: Relacion DMV con CD34 con el TLE.
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Figura 38: Relacion DMV con CD34 con la SCE.
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5.3.2. CD31 (PECAM-1)

Este marcador estuvo expresado en el 100% de la muestra, se evidenciaron
diferencias significativas entre la DMV, el drea y el diametro de los vasos, con el mismo
comportamiento que el CD34, es decir, mayor DMV empleando CD31 en pulmdn sano
con respecto al tumoral, pero menor area acumulada y didmetro (p = 0,004, p = 0,011y

p = 0,033, respectivamente) (Tabla 17).

Tabla 17: DMV, drea acumulada y diédmetro promedio de los casos con anti-CD31.

DMV (n2/mm?) Area(pm/mm?) Didmetro(um)
CD31
Media (DE) 339,1(181,3) 236,5 (96,3) 5,1(0,7)
Mediana (rango) 302,7 (975,8) 215,4 (554,9) 5(3,9)

CD31 benigno
Media (DE) 378,3 (333,2) 154,5 (140,9) 4,7 (1)
Mediana (rango) 636,8 (995,4) 104,4 (399,5) 4,3(3,1)

Se buscé la asociacién de la DMV empleando CD31 con el resto de las variables
clinicas y patoldgicas. Se mostré relacién entre el GD con la DMV con CD31; ésta fue
menor en el grado Il con respecto al grado Il y el |, siendo esta asociacién

estadisticamente significativa (Tabla 18).

Por otro lado, se correlacioné la DMV con CD31 con el contaje semicuantitativo
de cada componente celular y se encontrd solo correlacién débil y negativa con el

componente sélido (r=- 0,182, p = 0,048).

Al igual que con la DMV con CD34 se buscé el punto de corte optimo, el mismo
coincidié con la media (339 vasos/mm?) y se relaciond con las diferentes variables
clinicas y patoldgicas de la serie. Con las variables cualitativas se confirma la relacidon con

el GD, sin encontrar alguna otra relacion estadisticamente significativa (Tabla 19).
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Tabla 18: Relacion DMV con CD31 con las variables clinicas y patoldgicas.

N=119 DMV CD31 Mediana (rango) Valor p

Sexo Hombre 321 (975,8) 0,385
Mujer 260,2 (857,7)

Edad <62 288,5 (795,1) 0,815
>62 310,2 (975,8)

Tabaquismo No fumador 305,8 (592) 0,782
Fumador o exfumador 303,9 (975,8)

TNM Tis 310,6 (552,5) 0,921
Tla 310,2 (875,4)
Tib 287,1(875,4)
Tlc 298,1 (668,1)

Subtipo ADC AlS 310,6 (552,5) 0,423
MIA 333,9(829,2)
ADC lepidico 300,1 (860)
ADC acinar 374,2 (875,4)
ADC papilar 319,3 (153,4)
ADC micropapilar 215,8 (351,7)
ADC sélido 252 (538,6)

GD Grado | 338,8 (911,6) 0,016
Grado Il 332,4 (875,4)
Grado lll 250,4 (582,9)

GN Grado 1 319,3 (911,6) 0,449
Grado 2 296,9 (921,9)
Grado 3 275,5 (526,5)

Mitosis <6 310,4 (975,8) 0,325
>6 273,2 (877,6)

IL Ausente 310,4 (975,8) 0,410
Presente 277,8 (795,1)

v Ausente 292,2 (975,8) 0,932
Presente 314,4 (875,4)

Necrosis Ausente 319,3 (911,6) 0,173
Presente 271,5(921,9)

VEGF Ausente 305,9 (860) 0,804
Presente 302,7 (931,5)
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Tabla 19: Relacion entre DMV con CD31 y las variables clinicas y patoldgicas.

Baja DMVCD31 | Alta DMVCD31

Hombre

Mujer 19 (70,4) 8(29,6)

Edad <62 38(61,3) 24 (38,7) 0,569
>62 32 (56,1) 25 (43,9)

Tabaquismo No fumador 13 (65) 7 (35) 0,538
Fumador o exfumador 57 (57,6) 42 (42,4)

Subtipo ADC AlS 4(57,1) 3(42,9) 0,341
MIA 4 (50) 4 (509
ADC lepidico 10 (55,6) 8 (44,4)
ADC acinar 24 (49) 25 (51)
ADC papilar 4 (80) 1(20)
ADC micropapilar 2 (66,7) 1(33,3)
ADC s¢lido 22 (75,9) 7 (24,1)

TNM Tis 4(57,1) 3(42,9) 0,897
Tla 12 (52,2) 11 (47,8)
Tib 29 (61,7) 18 (38,3)
Tlc 25 (59,5) 17 (40,5)

GD Grado | 14 (50) 14 (50) 0,042
Grado Il 28 (51,9) 26 (48,1)
Grado llI 28 (75,7) 9 (24,3)

GN Grado 1 15 (55,6) 12 (44,4) 0,671
Grado 2 44 (57,9) 32 (42,1)
Grado 3 11 (68,8) 5(31,2)

Mitosis <6 35 (56,5) 27 (43,5) 0,583
>6 35(61,4) 22 (38,6)

v Ausente 54 (60,7) 35(39,9) 0,480
Presente 16 (53,3) 14 (46,7)

IL Ausente 52 (57,8) 38 (42,2) 0,683
Presente 18 (62,1) 11 (37,9)

Necrosis Ausente 31 (54,4) 26 (45,6) 0,346
Presente 39 (62,9) 23 (37,1)

VEGF Ausente 31 (56,4) 24 (43,6) 0,613
Presente 39 (60,9) 25 (39,1)
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En la Fig. 40 se muestra ejemplos de la expresion de anti-CD31 en tejido

pulmonar sano y tejido tumoral.
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Figura 40: Expresion del marcador anti-CD31: tejido pulmonar indemne de tumor (A), ADC de

pulmén (B). IHQ-CD31 200x

Se realizd el analisis de Kaplan-Meier con la expresién de “alta DMV con CD31” y

“baja DMV con CD31”, comparando ambas curvas con el método de log-rank. Los

tumores con una “baja DMV con CD31” condicionaron un prondstico significativamente

mejor (Tabla 20, Fig. 41-42).

Tabla 20: Relacion DMV con CD31 con el TLE y la SCE.

TLE

baja DMVCD31 alta DMVCD31 baja DMVCD31 alta DMVCD31

1afo 97,1% 93,8% 100% 97,9%
2 afios 90% 73,9% 95,7% 95,6%
5 afios 82% 64% 84,8% 79,7%
10 afos 73,1% 54,9% 79,9% 61,1%

p=0,028 P=0,050
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Figura 42: Relacion DMV con CD31 con la SCE.
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5.3.3. CD105 (Endoglina)

Con el marcador CD105 o endoglina se analizaron 115 muestras del ADC de
pulmodn, de las cuales el 87,8% de los casos (101) fueron positivos (Fig. 43). En la tabla
21 se expresa la DMV/mm?, el drea acumulada tefiida y el didametro promedio de los
vasos. Del mismo modo que con los marcadores anteriores, se analizd este marcador en
muestras de pulmodn sin patologia tumoral, siendo su expresidén negativa en todos los

Casos.

Figura 43: Expresion inmunohistoquimica de anti-CD105 en ADC de
pulmén. IHQ-CD105 200x.

Tabla 21: DMV, drea acumulada y didmetro promedio de los vasos con anti-CD105.

DMV (n2/mm?) Area(pm/mm?) Didmetro(um)
Media (DE) 243,1(215,1) 147 (109,3) 4,7 (2)
Mediana (rango) 187,7 (1035,9) 119,7 (463,5) 4,9 (10)

Se buscd asociacién estadistica de las caracteristicas clinicas y patoldgicas con la

DMV con CD105, sin encontrar ninguna relacion (Tabla 22).

Igualmente, se buscé el punto de corte éptimo, el cual coincidié con la media y
se relaciond con las variables clinicas y patoldgicas de la serie. A diferencia del analisis
cuantitativo, se encontrd asociacion estadistica cercana a la significancia con el nimero

de mitosis, la ILy el VEGF (Tabla 23).
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Tabla 22: Relacion DMV con CD105 con las caracteristicas clinicas y patoldgicas.

N=115 DMV CD105 Mediana (rango) Valor p

Sexo Hombre 191,6 (1035,9) 0,163
Mujer 169,3 (955,2)

Edad <62 184,5 (955,17) 0,425
>62 191,2 (1035,9)

Tabaquismo No fumador 186,4 (1035,9) 0,745
Fumador o exfumador 187,7 (894,6)

Subtipo ADC AlS 145 (532,5) 0,855
MIA 198,7 (762,8)
ADC lepidico 167,1 (890,7)
ADC acinar 188,4 (718,3)
ADC papilar 224,8 (1035,9)
ADC micropapilar 181,1 (289,3)
ADC sdlido 198,4 (955,2)

TNM Tis 145 (532,5) 0,611
Tla 175,9 (532,5)
Tlb 184,5 (1035,9)
Tic 193,7 (894,6)

GD Grado | 165,7 (762,8) 0,425
Gradol Il 190 (1035,9)
Grado Il 193,9 (955,2)

GN Grado 1 167,9 (1035,9) 0,845
Grado 2 185,5 (955,2)
Grado 3 201,4 (431,8)

Mitosis <6 188,5 (1035,9) 0,394
>6 186,6 (642)

v Ausente 186,6 (1035,9) 0,914
Presente 190 (600,5)

IL Ausente 187,7 (1035,9) 0,824
Presente 186,4 (955,2)

Necrosis Ausente 170,8 (1035,9) 0,361
Presente 198,4 (955,2)

VEGF Ausente 184,4 (890,7) 0,111
Presente 197,2 (1035)
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Tabla 23: Relacion DMV con CD105 con las caracteristicas clinicas y patoldgicas

Alta DMVCD105

Baja DMVCD105

Sexo Hombre 62 (69,7) 27 (30,3) 0,472
Mujer 20 (76,9) 6(23,1)

Edad <62 43 (72,9) 16 (27,1) 0,701
>62 39 (69,6) 17 (30,4)

Tabaquismo No fumador 14 (70) 6 (30) 0,887
Fumador o exfumador 68 (74,6) 27 (25,4)

Subtipo ADC AlS 4 (66,7) 2(33,3) 0,647
MIA 4(57,1) 3(42,9)
ADC lepidico 15 (83,3) 3(16,7)
ADC acinar 36 (76,6) 11 (23,4)
ADC papilar 3 (60) 2 (40)
ADC micropapilar 2 (66,7) 1(33,3)
ADC sodlido 18 (62,1) 11 (37,9)

TNM Tis 4 (66,7) 2(33,3) 0,986
Tla 16 (72,2) 6(27,3)
Tib 34 (72,3) 13(27,2)
Tlc 28 (70) 12 (28,7)

GD Grado | 19 (73,1) 7 (26,9) 0,566
Grado Il 39 (75) 13 (25)
Grado Il 24 (64,9) 13(35,1)

GN Grado 1 17 (68) 8(32) 0,623
Grado 2 52 (70,3) 22 (29,7)
Grado 3 13 (81,2) 3(18,8)

Mitosis <6 38 (63,3) 22 (36,7) 0,063
>6 44 (80) 11 (20)

v Ausente 62 (71,3) 25 (28,7) 0,987
Presente 20 (71,4) 8(28,6)

IL Ausente 58 (66,7) 29 (33,3) 0,058
Presente 24 (85,7) 4 (14,3)

Necrosis Ausente 39 (72,2) 15 (27,8) 0,838
Presente 43 (70,5) 18 (29,5)

VEGF Negativo 44 (80) 11 (20) 0,063
Positivo 38 (63,3) 22 (36,7)
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Se realizé el analisis de supervivencia tanto para el TLE como para la SCE. Se
objetivé un prondstico significativamente mejor en los tumores con una “baja DMV con

CD105” (Tabla 24 y Fig. 44-45).

Tabla 24: Relacion DMV con CD105 con el TLE y la SC.

TLE SCE

alta DMVCD105 alta DMVCD105

baja DMVCD105

baja DMVCD105

1 afio 97,5% 87,9% 98,8% 97%
2 aiios 89,9% 69,7% 97,5% 87,8%
5 aiios 81,5% 59,9% 88,1% 64%
10 afios 72,2% 50,7% 78,1% 54,8%
p=0,005 p=0,019
DMVCD105/mm2
1,0 TLE !
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Figura 44: Relacion DMV con CD105 con el TLE.
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Figura 45: Relacion DMV con CD105 con la SCE.

5.3.4. Valor predictivo de los marcadores de angiogénesis

Para valorar la capacidad predictiva de cada marcador de angiogénesis en el
prondstico, tanto en la recidiva tumoral como en la mortalidad por cancer, se estimd el

area bajo la curva (ABC) por medio de un analisis ROC (Fig. 46-53).

En nuestro andlisis, dicha capacidad predictiva solo fue significativa en el caso de
la DMV con CD105, pero con una baja exactitud (62,5% y 62,1% respectivamente) (Tabla
25).
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Figura 47: Curva ROC: anti-VEGF y recidivas tumorales.
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Figura 49: Curva ROC: DMV con anti-CD34 y recidivas tumorales.
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Figura 48: Curvas ROC: DMV con anti-CD34 y mortalidad cdncer especifica.
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Figura 51: Curva ROC: DMV con anti-CD31 y recidivas tumorales.
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Figura 53: Curva ROC: DMV con CD105 y recidivas tumorales.
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Figura 52: Curva ROC: DMV con CD105 y mortalidad cdncer especifica.

99



RESULTADOS

Tabla 25: Valor predictivo de los marcadores de angiogénesis.

Marcador Evento ABC IC 95% Valor p
Anti-VEGF Recidiva 0,434 0,323-0,545 0,261
Mortalidad 0,426 0,314-0,539 0,228
CD34 Recidiva 0,438 0,322-0,554 0,554
Mortalidad 0,452 0,329-0,575 0,433
CD31 Recidiva 0,584 0,467-0,700 0,155
Mortalidad 0,587 0,463-0,711 0,156
CD105 Recidiva 0,625 0,508-0,742 0,036
Mortalidad 0,621 0,501-0,740 0,050

Se decidié a partir de estos resultados establecer un “score”, que se denominé
“Angioscore” que pudiera arrojar mejor informacién sobre el prondstico de los
pacientes. Para ello, se realizd, en primer lugar, un analisis univariante con cada
marcador y, posteriormente, aquellos estadisticamente significativos fueron incluidos
en el andlisis multivariante usando el método de riesgo proporcional multivariante de

Cox (Tabla 26 y 27).

Tabla 26: Andlisis univariante de los marcadores de angiogénesis.

Marcador HR IC 95% Valor p
VEGF 0,548 0,267-1,124 0,101
CD34 0,485 0,247-0,951 0,035
CD31 2,103 1,068-4,141 0,032
CD105 2,562 1,289-5,090 0,007
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Tabla 27: Andlisis multivariante de los marcadores CD34, CD31 y CD105.

B HR 1C 95% Valor p
CD34 -1,256 0,285 0,131-0,620 0,002
CD31 1,705 5,502 2,392-12,657 0,000
CD105 1,300 3,671 1,753-7,687 0,001

La ecuacién del modelo de regresidon quedo establecida como sigue:

ANGIOSCORE = (CD34 » —1,256) + (CD31  1,705) + (CD105 = 1,300)

Calculado el valor del “Angioscore” para cada paciente, la mediana del riesgo
quedo establecida en 0,45 (rango 4,26), con un valor minimo de -1,26 y un maximo de

3,01.

Su valor predictivo fue analizado con la curva ROC, obteniendo los resultados
gue se evidencian en la Tabla 28 y en las Fig. 54-55, donde se observa un valor predictivo

mayor que el obtenido con cada marcador por separado y estadisticamente significativo.

Tabla 28: Valor predictivo del “Angioscore”.

ABC 1IC 95% Valor p
Recidiva 0,748 0,638-0,857 0,000
Mortalidad 0,737 0,627-0,848 0,000
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Figura 54: Curva ROC. “Angioscore” y recidiva tumoral.
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Se realizo, igualmente, el andlisis de la curva ROC del “Angioscore” como
predictor de recidivas cerebrales, pulmonares, loco-regionales y otras metastasis menos
frecuentes agrupadas. Salvo en éstas ultimas, los resultados fueron significativos como

se exponen en la Tabla 29.

Tabla 29: Andlisis ROC del “Angioscore” y el tipo de recidiva tumoral.

Recaidas ABC 1C 95% Valor p
Pulmonar 0,845 0,702-0,987 0,020
Cerebral 0,825 0,673-0,977 0,000
Loco-Regional 0,782 0,591-0,973 0,020
Otros 0,468 0,309-0,633 0,721

En las Figuras 56 y 57 se muestran las curvas ROC con respecto a las recidivas

pulmonares y cerebrales.
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Figura 56: Curvas ROC “Angioscore” y recidiva pulmonar.
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Figura 57: Curvas ROC “Angioscore” y recidiva cerebral.

El valor del riesgo obtenido mediante el “Angioscore” se dicotomizé, tomando
como punto de corte la mediana, obteniendo 2 grupos, “bajo Angioscore” y “alto
Angioscore”. En ambos grupos se aplicd el método de Kaplan-Meier para el andlisis del
TLE y la SCE y se compararon las curvas con el test de log-rank. Se objetivé una diferencia

significativa en el prondstico de ambos grupos (Tabla 30, Fig. 58-59).

Tabla 30: Relacion “Angioscore” con el TLE y la SCE.

Tiempo TLE SCE

bajo Angioscore  alto Angioscore  bajo Angioscore alto Angioscore

1 afio 97,7% 85,7% 98,8% 96,4%

2 afios 92,9% 56,9% 97,6% 85,6%

5 afios 85% 44,6% 90,1% 52,9%

10 afios 78,2% 29,7% 83,8% 32,6%
p=0,000 p=0,000
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Figura 59: Curva de supervivencia, relacion “Angioscore” con el TLE.
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Figura 58: Curva de supervivencia, relacion “Angioscore” con el SCE.
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5.4. Analisis univariante y multivariante

Se analizaron las variables clinicas y patoldgicas como factores prondsticos en un

modelo univariante de regresién de Cox, para el TLE y la SCE.

El TNM se dicotomizé en 2 variables agrupando los Tis y T1a comparados con los
T1b y los Tlc. Se valoré la presencia y ausencia de cada componente histolégico. Los
subtipos de ADC no se incluyeron de forma individual al estar agrupados en los GD segln
su arquitectura. Estos a su vez se agruparon los grados | y Il con respecto a los tipos mas
agresivos, solido y micropapilar, asociados en el grado lll. Por ultimo, en el GN se
unificaron los grados 2 y 3 para compararlo con respecto al grado menos agresivo. El GN
y la necrosis tumoral condicionaron significativamente el TLE, limitando la significacidn
el componente micropapilar, el cual si que condiciond significativamente la SCE junto

con la necrosis, limitando la significacion el GN (Tabla 31).

Tabla 31: Andlisis univariantes de las caracteristicas clinicas y patoldgicas con el TLE y la SCE.

Variable TLE SCE
1C95% Valor p HR 1C95% Valor p
Sexo 0,770 0,335-1,769 0,537 | 0,720 | 0,294-1,764 0,473
Edad (<62 vs >62) 1,111 0,567-2,178 0,759 | 1,048 | 0,511-2,147 0,898
Tabaquismo 1,069 0,441-2,592 0,882 | 1,177 | 0,449-3,086 0,740
TNM (Tis/mi/1a vs T1b/c) 1,794 0,742-4,334 0,194 1,521 | 0,621-3,723 0,358

Componente histoldgico

Lepidico (Ausente/Presente) 0,671 0,336-1,341 0,258 | 0,756 | 0,364-1,570 0.453

Acinar 3,356 | 0,804-14,00 | 0,097 | 2,631 | 0,627-11,05 | 0,186
Papilar 0,568 | 0,173-1,864 | 0,351 | 0,712 | 0,215-2,353 | 0,577
Micropapilar 2,352 | 0,968-5,715 | 0,059 | 2,488 | 1,013-6,108 | 0,047
Sélido 1,260 | 0,640-2,482 | 0,505 | 1,399 | 0,682-2,870 | 0,360
GD (grado 1y 2/grado 3) 1,015 | 0,495-2,082 | 0,968 | 1,094 | 0,512-2,339 | 0,816
GN (grado 1 /grado 2 y 3) 3,634 | 1,111-11,89 | 0,033 | 3,017 | 0,915-9,948 | 0,070
Mitosis (<6 vs >6) 0,841 | 0,427-1,656 | 0,617 | 0,658 | 0,317-1,368 | 0,263
v 1,666 | 0,813-3,349 | 0,166 | 1,393 | 0,651-2,981 | 0,384
IL 1,297 | 0,620-2,714 | 0,490 | 1,286 | 0,588-2,812 | 0,529
Necrosis 2,645 | 1,263-5540 | 0,010 | 2,520 | 1,153-5,506 | 0,020
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Para valorar las variables que puedan ser factores prondsticos independientes se

realizo el andlisis multivariante de Cox con aquellas variables con p < 0,25. Las variables

TNM, el componente acinar y el micropapilar, GD, GN, IL y necrosis se introdujeron en

el modelo multivariable de Cox relacionado con TLE. Para la relacion con la SCE las

variables que se utilizaron en el modelo fueron el componente acinar y micropapilar, el

GD, el GN y la necrosis. Los resultados se muestran en la Tabla 32, siendo las variables

gue entran en regresion como factores prondsticos independientes, el patrén

micropapilar y la necrosis.

Tabla 32: Andlisis multivariable de las caracteristicas clinicas y patoldgicas con el TLE y la SCE.

ELE]] [ SCE
HR 1C95% Valor p HR 1C95% Valor p
Patron micropapilar 3,890 1,495-10,12 0,005 3,370 1,339-8,484 0,010
Necrosis 3,433 1,557-7,568 | 0,002 2,995 1,340-6,694 | 0,008

En Fig. 60-63 se representa la curva de supervivencia de las variables que entraron

en regresion.
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Figura 60: Curva de TLE relacionado con el componente micropapilar.
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Figura 61: Curva de SCE relacionado con el componente micropapilar.
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Figura 62: Curva de TLE relacionado con la necrosis tumoral.
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Figura 63: Curva de TLE relacionado con la necrosis tumoral.

Se decidié estudiar el patron micropapilar y la necrosis junto con el “Angioscore”
y se valorod, de esta forma, si son factores prondsticos independientes. El resultado en
el andlisis multivariante de Cox se muestra en la Tabla 33, siendo el “Angioscore” el
Unico factor que entra en regresidn como factor prondstico independiente, tanto en el

TLE como en la SCE.

Tabla 33: Andlisis multivariable entre las caracteristicas patoldgicas y el “Angioscore”.

Variable TLE SCE

1C95% Valor p HR 1C95% Valor p

“Angioscore” 5,748 | 2,878-11,481 0,000 5,169 | 2,507-10,657 0,000
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6. Discusion

El CP es un serio problema de salud con un gran impacto tanto desde el punto
de vista sanitario como socioeconémico. La gran complejidad y cantidad de factores
implicados en su patogénesis, desarrollo y prondstico hacen que continte siendo un reto
dado que es una enfermedad de mal prondstico y con unas expectativas de
supervivencia muy bajas. La cirugia es el tratamiento de eleccién en los estadios
precoces de la enfermedad y es, en buena medida, la responsable de casi la totalidad de

los pacientes que sobreviven a los cinco afios.

En la actualidad, junto al aumento de la incidencia en la mujer y la aparicidon de
este tumor en la poblacidn no fumadora, se ha objetivado un cambio en el patrén
histoldgico, ya que en las ultimas décadas el ADC ha desplazado al carcinoma

epidermoide como estirpe histoldgica mas frecuente.

Creemos de interés sefialar que también se ha objetivado un cambio en la
presentacion del CP. Asi, Leiro y cols.!”>, en su estudio comparativo del CP en dos
décadas, ha comprobado un mayor porcentaje de pacientes con diagndstico en estadios
localizados, esto lo atribuyen a un mayor acceso de la poblacién a las especialidades
médicas, a la implementacion de circuitos rapidos de diagndstico y a las nuevas técnicas
de imagen, evidenciando un aumento significativo del CP como hallazgo incidental. Por
otro lado, otro factor a tener en cuenta es la introduccidon de los programas de
diagndstico precoz. En un reciente estudio llevado a cabo por nuestro grupo se

diagnosticaron 104 CP, siendo el diagndstico histolégico mas frecuente el ADC, con un
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79,5% del total de casos. El 79,8% de los pacientes fueron sometidos a reseccién
quirurgica, siendo el 63,8% de los tumores clasificados en estadio IA'’®. Datos similares

han sido observados en otros estudios de cribado®’7-17°.

Aproximadamente, entre el 20 y el 75% de los pacientes sometidos a cirugia con
intencién curativa presentan recidiva durante su seguimiento con el consecuente
impacto en la supervivencia®8!, Este hecho estd intimamente relacionado con el
estadio tumoral, siendo las tasas de fracaso mayor en los estadios avanzados de la
enfermedad. Sin embargo, un ndmero no despreciable de pacientes con tumores en
estadios precoces fallecen por esta enfermedad. La tasa de recidiva en CPCNP en estadio
| oscila entre el 10% y el 30% segun los autores consultados?2?%2%:31 En este sentido, hay
qgue recordar que las tasas de supervivencia a los cinco afios comunicadas por la
IASLC/ATS/ERS en los tumores T1a-b-cNOMO (Estadio IA1, IA2 y IA3) es del 90, 85 y 80%,

respectivamente?’.

El ADC pulmonar se reconoce como una neoplasia muy variable y heterogénea
en su patogénesis, su histologia y su prondstico32343>, de aqui el interés acerca del
impacto que los distintos subtipos histologicos del ADC pulmonar tienen en la

supervivencia, incluso en tumores clasificados en el mismo estadio segun la clasificaciéon
TN M36'44’119'182.

En la actualidad, un gran desafio en el manejo de los pacientes con reseccién
pulmonar por CPCNP es desarrollar nuevos marcadores que puedan ayudar a identificar
sujetos con mayor riesgo de recidiva y mortalidad. En los ultimos anos, han aparecido
lineas de investigacion, no solo basadas en la propia lesidn carcinomatosa tumoral, sino
también en el estudio del estroma acompanante. En este sentido, se ha comprobado
que el estudio de la angiogénesis juega un papel relevante, ya que esta directamente

implicada en el crecimiento y diseminacion tumoral®%°4°8183,

Este ultimo punto ha sido el motivo de esta investigaciéon en el que se han
incluido una serie de 119 pacientes diagnosticados de ADC pulmonar localizados
exclusivamente en el pulmén, sin afectacion ganglionar o metastasica y clasificados en

el estadio IA. Se analizé el impacto de la angiogénesis tumoral en el TLE y en la
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supervivencia, junto a otros factores morfolégicos tales como los distintos subtipos de

ADC, el tamafio tumoral o de invasidn, el GD, el GN, la IVM y la necrosis.

La evaluacién de la angiogénesis tumoral en esta serie se investigd mediante la
expresion del VEGF y la cuantificacion, mediante morfometria, de la DMV por medio de
los marcadores CD34, CD31 y CD105. Asi mismo, se analizaron estas variables como
factores prondsticos, se buscé el valor predictivo de cada uno de estos marcadores
mediante la curva ROC y se realizé un sistema de puntuacidn (score) en busca de una

mayor exactitud en la valoracién de la angiogénesis como factor prondstico.

En esta serie, limitada al estadio IA, y con un amplio periodo de tiempo de
seguimiento, el 28,6% de los pacientes presentaron recidiva, de las cuales el 70,6%
fueron metastasis a distancia, en su mayoria cerebrales, cifras similares a las informadas
en otras publicaciones!® '8! |a mediana de tiempo en la que aparecieron las recidivas
en estos pacientes fue de 2 afios, dato que coincide con Villar y cols.*®!, quienes
describen tres picos de incidencia (a los 9 meses, 2 afios y 4 afios). La mediana de tiempo
en la que ocurrieron los fallecimientos de los pacientes incluidos en este estudio fue de
4 afios, resultados similares a los descritos en otras series espafiolas'®*. El 25,2% de los
pacientes fallecieron por esta enfermedad, describiéndose la SCE en el 99,1% al afio,
82,7% a los 5 afios y 72,1% a los 10 afios, acorde con otras publicaciones?”31184  Sin
embargo, la SG de la serie se establecid en el 97,5% al afio y cae al 69,7% y al 47,2% a
los 5y 10 anos, respectivamente. Esto podria explicarse por la mayor probabilidad de
fallecer por otras causa distinta al tumor primario a partir de los 6 afios, los denominados

eventos competitivos, como exponen Jordd y cols.'8.

La bibliografia disponible en cuanto a papel de la angiogénesis tumoral en el CP
es abundante. Igualmente, son innumerables los trabajos dedicados a la validacién de la
ultima edicion de la estadificacion tumoral, asi como a la nueva clasificacion del ADC
pulmonar y su impacto en la supervivencia. Sin embargo, una de las limitaciones que
presentan los estudios llevados a cabo hasta ahora al contrastar los resultados, es la
inexistencia de investigaciones que evallen el papel de la angiogénesis en el ADC
pulmonar en estadio IA patoldgico. Se han consultado los trabajos de Yuang y cols.!?5,

132

Wang y cols.'32 y Tsutani y cols.'3%140 dedicados a la validacién del descriptor T1 en ADC
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en estadio |A, pero presentan la limitacion de que los tumores fueron clasificados segln
el TNM clinico, y no patoldgico, incluyendo en estos estudios tumores con invasién de
la pleura visceral, tumores clasificados como T2 vy, por tanto, clasificados en el estadio
IB patoldgico. Igualmente, Sakao y cols.'8¢ analizaron el impacto de los factores
predictivos en la supervivencia en ADC en este estadio, pero igualmente desde una
clasificacién clinica, por lo que son incluidos pacientes en los que posteriormente se
comprobé afectacion ganglionar. Ademas, ninguno de estos estudios incluyé factores

de angiogénesis en su analisis.

El andlisis descriptivo de esta investigacion refleja un poco la actualidad en el
ADC de pulmodn. La edad media, 61,6 afios, se encontrd en rango con lo descrito
anteriormente en la literatura espafiolal®®'7>184 En este estudio, y coincidiendo con

otros autores'®’~18 |3 edad del paciente no condiciond la supervivencia.

La relacion hombre/mujer, que en la década de los afios noventa del pasado siglo
estaba establecida en una proporcién de 10/1, ha ido decreciendo progresivamente. En
esta serie, la relacion observada fue de 3,4/1, comparable con otras publicaciones?’>*4,
Este dato es el resultado del incremento del tabaquismo en la mujery, por consiguiente,
el aumento de su diagndstico en un 5,1%.12175, Como factor prondstico, el sexo tampoco

ha tenido impacto alguno en la evolucion de los pacientes como han apuntado otros

tra baj0526'186'19°

En el presente analisis solo el 16,8% de los pacientes no tenian antecedentes de
tabaquismo. Estudios recientes publicados en nuestro pais arrojan tasas de incidencia
similares!’>1°1, Coincidiendo con Subramanian y cols.” y con Meguid y cols.*??, en
trabajos desarrollados en la valoracién del impacto del tabaquismo en la supervivencia

del CP, tampoco se objetivo influencia prondstica en estas series.

En lo que respecta a la reseccion quirlrgica, aportaciones recientes comienzan a
proponer resecciones segmentarias anatdmicas para los ADC menores de 2 cm
periféricos®3%4 sin embargo, la lobectomia sigue siendo el tratamiento estandar en
este tipo de tumor®31%, Esta es la reseccion mas frecuente en los pacientes incluidos

en esta serie, representando el 93,3% de las exéresis practicadas.
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En la actualidad, la estadificacion basada en el TNM es la forma de estratificar a
los pacientes para el manejo terapéutico y para la prediccidn del prondstico. La ultima
ediciéon del TNM presenta grandes cambios, en especial para el ADC en estadios
precoces, donde incluye el estadio 0 para los tumores Tis. El estadio IA, configurado por
tumores con un didmetro mdaximo de 3 cm, se subdivide en tres subgrupos separados
de centimetro en centimetro, estadio 1A1, IA2 y IA3. El didmetro tumoral viene
determinado por el tamano de la invasion en lugar del tamafio total del
tumor!?3132133137 En e| presente trabajo se obtuvo un tamafio tumoral total medio de
21,9 mm, mientras que el tamaifo de la invasién fue de 16,9 mm, resultados

equiparables a los comunicados por Tsutaniy cols'3?,

Coincidiendo con los resultados recogidos en la nueva clasificacion TNM?7, en
esta poblacién de estudio el estadio 1A2 fue el mas frecuente, 39,5%, seguido por el
estadio IA3, 35,3%. Sin embargo, y a diferencia de lo comprobado por otros
autorest?3131134184 'ng se objetivd que los subtipos de estadio IA propuestos en la 82

clasificacion del TNM?7 hayan influido en el TLE, asi como en la SCE.

Al igual que lo referido en otras publicaciones?#1%, el componente acinar fue el
mas frecuente de los patrones morfolégicos observados, 84,9%, siendo el subtipo mas
frecuente como patrdn predominante (41,1%). Por el contrario, el subtipo micropapilar
fue el menos comin como patron predominante (2,5%). La presencia de este ultimo
patrén se ha descrito entre el 9,5 y el 60,4% de los casos'?>'%. En esta investigacién se
encontro este patron en el 10,1% de los ADC. Se consiguidé comprobar que la presencia
de componente micropapilar favorecioé la aparicion de metastasis, estando en el limite
de la significacion estadistica (p = 0,059). Igualmente, este patréon micropapilar
condicioné de forma significativa la SCE (p = 0,047). Cuando se realizd el andlisis
multivariante de Cox fue la primera variable que entré en regresién, con una HR de 3,9

para el TLE y de 3,4 para la SCE.

Este patrdn histolégico micropapilar fue descrito por primera vez en el ADC de

198 en el afio 2002, informando de un peor prondstico de los

pulmén por Amin y cols.
ADC con dicho patrén. Mas tarde, Miyosi y cols.’®” y Maeda y cols.'®, ratificaron estos

hallazgos, encontrando asociacion entre este componente y la invasion angiolinfatica, la
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carcinomatosis pleural, las metastasis a distancia y, consecuentemente, una peor
supervivencia. En la actual clasificacion, este patrén histolégico se ha introducido y ha
sido catalogado por varios autores como componente de mal prondstico3#436:119,124,
Estudios mas recientes confirman el mal prondstico de este componente histolégico,
incluso por la presencia de minimas proporciones y no por el hecho de ser el
componente predominante!?>128200201 " como se establecid en el presente estudio

reafirmando este hallazgo.

Otras caracteristicas histopatolégicas estdn menos estandarizadas en las
diferentes publicaciones consultadas. El GD aun no se encuentra bien establecido en el
ADC3?, aunque en los ultimos estudios se ha relacionado con el patrén arquitectural
predominante, como fue descrito anteriormente. El grupo moderadamente
diferenciado, GDII, configurado por los tumores acinar y papilar, fue el mas frecuente en
esta serie, coincidiendo con otros autores3*'1°, Contrariamente a lo comunicado por
Yoshizawa y cols.''%122 no se encontrd relacion entre el GD y la evolucién de los

pacientes.

En cuanto al GN no existen criterios lo suficientemente objetivos para llegar a
establecer un sistema de gradacién normalizado>?1>>. El esquema que ha mostrado

149 " utilizado

relacion como factor prondstico es el método descrito por Barletta y cols.
en este estudio. Al igual que el GD, el GN mas comun fue el grado 2. En este trabajo los
tumores clasificados como G1 frente a los G2/3 mostraron una probabilidad
significativamente menor de desarrollar metastasis (p = 0,033), limitando la significaciéon

estadistica (p = 0,070) con respecto a la SCE.

En cuanto al nUmero de mitosis, con una mediana de 6 en esta serie, no se
objetivé impacto alguno en la evolucién de los pacientes, coincidiendo con lo sefialado

por Barletta y cols.'*° y Kadota y cols.'>2,

La IVM es muy variable en cuanto a su valoracién. Algunos estudios la analizan
en conjunto, tanto la IV como la IL, mientras que otros la analizan por separado. En este
trabajo se decidié valorar por separado la IV y la IL, encontrando presencia de IV en el

25,2% de los casos, y la presencia de IL el 24,4% de los casos. En un amplio metaanalisis
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llevado a cabo por Wang y cols.*#¢, en el CP la presencia de IV oscilé entre el 6 y el 77%,
comportandose como un factor prondstico independiente. En cuanto a la IL, la
incidencia oscila entre el 15 y el 36%1%>1%, Wang y cols.?%2, también han llevado a cabo
un metaandlisis en el que la presencia de IL se objetivé entre un 3 y 71% de los tumores
analizados, siendo también un factor prondstico determinante. En el actual estudio, sin

embargo, ninguno de los dos factores condiciond la supervivencia.

Por ultimo, la presencia de necrosis tumoral en el presente trabajo fue de 52,1%,
porcentaje elevado en comparacién con otras investigaciones realizadas en el mismo
estadio, en las que oscila entre el 12 y el 27%47164, Es de destacar que la presencia de
necrosis representd peor prondstico con una HR de 3,4 para el TLE y de 3 para la SCE.
Esta observacién coincide con lo comunicado por Park y cols.'*’, Fan y cols.2®* y Swinson

y cols.'%8 en estadios precoces de CPCNP.

6.1. VEGF en el ADC de pulmoén

En cuanto a la angiogénesis tumoral, objetivo principal del presente estudio, la
familia del VEGF, en especial el VEGFA, esta descrita como el factor proangiogénico mas
importante®466.203.204 sy papel como factor prondstico ha sido estudiado desde hace
muchos afios, siendo éste controvertido. Algunos estudios informan de una relacién
entre sobreexpresién del VEGF y peores resultados en la enfermedad tumoral,
especialmente en el ADC?%*2%8_ por el contrario, hay otros estudios que no encuentran

esta relacion1:209-212,

La expresion del VEGF en el CPCNP se describe con una incidencia comprendida
entre el 15 y el 96% por [HQ?#1,203-205,207-211,213214 ' £y o ADC de pulmdn, ésta se ha

descrito en un porcentajes comprendido entre un 54 y el 89%41,:203,205,206,208,213,214

En el presente estudio se encontrd una expresién del VEGF en el 53,8% de los

tumores. Se relaciond con las distintas variables clinicas y patoldgicas y se encontré una
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mayor proporcién de VEGF en la mujer. Se comprobd que el 77,8% de estas pacientes
presentaron VEGF positivo, mientras que solo se confirmé en el 46,7% de los hombres.

Esta relacién no ha sido comunicada anteriormente en otras publicaciones*,20>214.215,

Igualmente, se objetivd una correlacion débil y negativa con el tamafio de la
invasién, en contraste con el tamafio tumoral total donde no hubo ninguna correlacién.
Del mismo modo, se relaciond con el TNM y se encontrd una asociacidn cercana a la
significacidn estadistica, con menor expresion positiva del anticuerpo en pacientes T1c.
Algunos estudios afirman la relacion del tamafio tumoral con la expresiéon del VEGF, pero

éstos no lo describen dentro de los subgrupos del estadio IA.

Donnem y cols.?'®, analizaron el tamafio tumoral con la expresion del VEGF y su
relacion con la supervivencia en el CPCNP, encontrando que el VEGF es un factor
prondstico en los tumores T2, es decir, aquellos con un tamafio mayor de 3 cm, para
luego ser un factor incluso protector en los tumores mayores de 7 cm (T3 en la 72
edicién), mientras que, en los tumores menores de 3 cm no encontraron relacion

217 al igual que Ohta y cols.?%, encontraron

estadisticamente significativa. Seto y cols.
una mayor expresién de VEGF en los pacientes con tumores T2, mientras que en el
analisis de supervivencia del VEGF, donde se incluyeron todos los pacientes en el estadio

207

| (T1-T2), encontraron peor prondstico. Mineo y cols.?%’, estudiaron la expresién del

VEGF en estadio IB (T2NOMO) y lIA (TLN1MO) y encontraron relacidn entre alta expresion
del VEGF y menor supervivencia con una OR=3,6. Por otra parte, Holash y cols.?8,
comunican que una marcada expresiéon de VEGF ocurre en los estadios mas tardios de

la progresidn tumoral. Estos hallazgos concuerdan con los de Donnem y cols.?16

y Setoy
cols.?Y’, quienes encuentran una mayor expresiéon de VEGF en los tumores mayores de
3 cm. En la presente investigacién, no se objetivd impacto alguno de la expresion de
VEGF vy la supervivencia. Este hecho podria estar justificado porque nuestro estudio se
centra en ADC en estadio IA, por lo que solo se incluyen aquellos tumores con un
didmetro maximo de 3 cm y sin afectacion ganglionar ni diseminacién a distancia,

siendo, por tanto, una poblacion bastante homogénea y clasificada en el estadio mas

precoz del ADC pulmonar.

120



DISCUSION

También se considerd la relacion de la expresiéon del VEGF con los patrones
histoldgicos de los ADC, asi como con los subtipos de ADC. Se encontré relacién débil y
positiva entre la expresién del VEGF y el componente lepidico, aunque la expresion del
VEGF no se relaciond con el subtipo de ADC en este estadio tumoral. No hay estudios
recientes que describan estas relaciones, debido a la falta de trabajos con la ultima
clasificacién de los ADC. Igualmente, la mayoria de los estudios anteriormente citados

incluyen pacientes con carcinoma de células escamosas y ADC en

genera |41,65,68,204,205,207,208,216,217

En el ADC, Shibusa y cols.?*4, encuentran por primera vez la relacion entre peor
prondstico en el ADC de pulmdn clasificado en el estadio | (T1-2NOMO) y la expresién
VEGF positivo con técnicas de IHQ, siendo 2,8 veces mas frecuentes las recaidas en estos
pacientes. Nakashima y cols.?%>, encontraron peor supervivencia en pacientes con
tumores VEGF positivos, en especial en aquellos con ADC de pulmén (HR=3,8),
analizando pacientes con diferentes tamanos tumorales. En un metaanalisis realizado

por Zhany cols.?%*

se observo una relacidon mas potente entre los estudios en los que se
analizaron solo el estadio | de CPCNP que en aquellos que analizaron desde el estadio |
al IV y cuando limitaron el estudio a los ADC, encontraron peor supervivencia en este

grupo de pacientes.

Igualmente, se encontré una correlacion débil y negativa con el niumero de
mitosis, percibiendo que con menor nimero de mitosis hay mayor expresion de VEGF.
Finalmente, la ausencia de necrosis se relaciond con una mayor expresion del VEGF.

Estos hallazgos tampoco se han comunicado en otras publicaciones con anterioridad.

En cuanto a la relacién con la supervivencia, en este analisis no se encontrd
diferencias estadisticamente significativas entre aquellos pacientes VEGF positivos y

41,209212 1) 3 diferencia entre estos

VEGF negativos, en concordancia con otros estudios
resultados y otros estudios, anteriormente citados, en los que la expresién de VEGF
determind un peor prondstico, pueden deberse a la variabilidad entre las técnicas de
cuantificacion de la expresion, al tipo de los anticuerpos utilizados para la IHQ
(monoclonales o policlonales) o a la seleccion entre los puntos de corte o score utilizados

en la literatura?°321%, Otro punto critico es lo poco comparable que son los estudios,
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dado lo heterogéneo de las series en cuanto al estadio tumoral analizado y el tipo de
CPCNP. Hay que tener en cuenta que el proceso de crecimiento tumoral y de la
angiogénesis es dinamico y muy complejo siendo, por lo tanto, el comportamiento de
este marcador en los distintos tipos de CPCNP y en los diferentes estadios tumorales

diferentes y deberia por tanto valorarse por separado.

Donnem vy cols.”?, en una reciente revisidon, sugieren la posibilidad de un
crecimiento tumoral no angiogénico en algunos tumores y, por tanto, la utilizacién de
otros mecanismos de vascularizacidon, como es el caso de la coaptacion de vasos
sanguineos del huésped. En estadios tempranos del CP se ha demostrado que es comun
encontrar en la periferia crecimiento tumoral no angiogénico, mientras que en la parte
mas profunda de la lesidon se desencadena el remodelado vascular y la angiogénesis

cuando el tumor es mas grande’2218-220,

Frezzetti y cols.”?, en un estudio con lineas celulares tumorales de CPCNP,
demostraron que, aunque éstas expresan VEGFA, este factor no es capaz de sostener el
crecimiento y la migracion de estas lineas celulares en estadios precoces y, por tanto, su
blogueo no tuvo efecto en estos fendmenos, sugiriendo que el sistema ligando receptor
VEGFR/VEGFA podria tener diferentes roles en los distintos tumores y probablemente
seria dependiente de condicionantes genéticos. Koukourakis y cols.??2222 encuentran
qgue la expresion de VEGF estd asociada con aumento de angiogénesis en el CP. Sin
embargo, la mitad de los pacientes que expresaron este marcador tenian una densidad
vascular pobre, lo que demuestra que la angiogénesis inducida por VEGF puede ser
dependiente de otros reguladores. Estos autores sugieren que la produccion de VEGF
por las células tumorales no siempre provoca actividad angiogénica VEGF/VEGFR??L. Por
el contrario, hay otros autores que sugieren que el VEGFA induce otros factores de
crecimiento capaces de sostener y potenciar la angiogénesis, pero en fases mas tardias
del tumor®70223  Asi pues, la redundancia de factores angiogénicos y las diferentes
isoformas del VEGF, asi como, la capacidad de las células del CP en activar otras vias
alternativas proangiogénicas podrian ser las responsables de la falta de beneficios

clinicos de la terapia anti-VEGF observadas en los pacientes con CPCNP70:220.224225 Todo
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lo anterior podria justificar los resultados discordantes entre la expresién del VEGF y su

potencialidad como factor prondstico.

6.2. Marcadores endoteliales en el ADC de pulmon

La angiogénesis como factor prondstico ha sido estudiada desde hace décadas y
es de una gran utilidad en diferentes tipos tumorales. La medicién indirecta de la misma,
a través de la DMV, ha sido valorada por diferentes métodos de contaje y diferentes

marcadores endoteliales con el interés de encontrar el mas acertado.

El CD34 es una glicoproteina transmembrana altamente glucosilada que
pertenece a la familia de las sialomucinas de las moléculas de superficie. Se expresa
selectivamente en las CM precursoras, en las CEs de vasos pequefios y en algunas células
estromales. Promueve la adhesidon celular, coordina el reclutamiento de células
inflamatorias y dirige la angiogénesis*°%9%226 Es un marcador panendotelial
ampliamente estudiado como factor prondstico en muchos tipos de tumores®®89, Sin
embargo, el papel de este marcador como factor prondstico en el CP es controvertido.
Algunos autores lo han identificado como factor de mal prondstico, encontrando una
relacion entre el aumento de la DMV y un peor prondstico*%8%207,214,227-223 ' 5¢i como su
relacion con la aparicion de metdstasis a distancia*®23°. Por otro lado, otros autores no

encuentran relacién entre la DMV usando CD34 y la supervivencia o el TLE4%43,

El CD31 o PECAMI1, es una molécula de superficie celular principalmente
expresada en plaquetas, en las CEs, en polimorfonucleares y en poblacidn circulante de
linfocitos*>°4231, Ha sido propuesta como marcador de IHQ estandar para la valoracion
de la angiogénesis, en un consenso internacional sobre criterios metodoldgicos para
evaluar la DMV*2, Igualmente, resultados contradictorios se han encontrado, con el uso

de este marcador, como se comenta mas adelante8°,
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El CD105, una glucoproteina de membrana expresada en CEs activadas, se une al
TGFB 1 y 3%3°698 Ha sido estudiada, igualmente, en muchos tipos de tumores como

marcador de angiogénesis y como factor pronostico*398101-103,211,232,233

En el presente estudio se realizdé la valoracion de estos tres marcadores
endoteliales mediante el contaje de la DMV, el drea acumulada tefiida y el didmetro
medio de los capilares tanto en pulmén sano no tumoral, como en zona peritumoral

(s6lo en el caso de CD34), y en los 119 casos de ADC.

Coincidiendo con Pusztaszeri y cols.®® y Muller y cols.?3*, en este trabajo se
observéd una intensa expresién tanto del CD34 como del CD31 en los capilares
pulmonares normales. Sin embargo, pocos son los estudios que han realizado la
comparacion entre estos pardmetros morfolédgicos. La DMV para los marcadores CD34
y CD31 en pulmdn sano fue muy alta y se observé una disminucion progresiva desde el
pulmén sano hacia la zona peritumoral, hasta alcanzar el ADC de pulmén. Por el
contrario, tanto el drea de la inmunotincién como el didmetro medio de los capilares,
fue mayor en el ADC y menor en zona peritumoral y en el pulmén sano. Estos hallazgos
pudieran ser el reflejo de las alteraciones existentes en los vasos tumorales, los cuales

se encuentran dilatados y muy permeables’682:83,

Guedj y cols.?>, en un estudio donde se compard la expresién de CD34 entre
pulmdén normal y BAC, expresado en porcentaje de superficie tefiida, encontraron una
expresion similar entre ambos, 8 y 7% respectivamente. Koukourakis y cols.???,
estudiaron la expresion del CD31 en el CPCNP, encontrando una alta DMV con este
marcador en el pulmdn sano, mientras que en zona tumoral ésta fue menor. Incluso

entre la zona central y periférica del tumor hallaron una disminucién significativa de la

DMV en la zona central con respecto a la periférica.

Discordante al CD34 y al CD31, en el presente trabajo, la expresién del CD105 fue
nula en pulman sano no tumoral. Contrariamente, en el ADC pulmonar se encontré una
clara expresién de éste, con un 87,8% de positividad. Estos hallazgos son andlogos con

el estudio de Minhajat y cols.?3®,
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Posteriormente, se relacionaron los resultados obtenidos en la DMV de cada uno
de los marcadores con las caracteristicas clinicas y patoldgicas de la serie, asi como con

el TLE y la SCE.

Al relacionar la DMV usando CD34 con estas caracteristicas clinicas y patoldgicas
se encontré una menor DMV en pacientes fumadores y exfumadores en comparacion

con pacientes no fumadores, con una relacién en el limite de la significacion estadistica.

El tamafio tumoral total no tuvo ningln tipo de relacidon con la DMV. Sin
embargo, a mayor tamafio de la invasién se observé menor expresion de la DMV usando
CD34, aunque esta relacién fue débil. En este sentido, la cuantificacidn y expresion de la
DMV con CD34 fue menor en tumores clasificados como T1lb y Tlc, que en los pacientes

TlayTis.

En este analisis también se encontrd relacién del marcador con el subtipo de
ADC, siendo la DMV con CD34 mayor en los ADC lepidicos, asi como en los MIA y AIS,
mientras que en los subtipos soélido y micropapilar la expresién disminuyé
significativamente. Al relacionar la DMV con CD34 de forma cuantitativa con el
componente celular del tumor se encontrd correlacion positiva entre este marcador y
el componente lepidico, mientras que se encontrd una correlacién negativa con el
componente sélido. Obviamente, esta diferencia se confirmé en el GD, donde el grado
Il en el cual se engloba los ADC sdlidos y micropapilares, la DMV con CD34 fue menor
con respecto a los otros dos GDs. Aunque es escasa la literatura en este sentido, estos
datos tienen concordancia con los publicados por Mlika y cols.?3?, donde se evalud la
expresion de CD34 en los actuales subtipos de ADC de pulmdn en estadio | y Il. Estos
autores encontraron que el ADC sdlido estd menos vascularizado que los subtipos,

papilar y acinar.

Con el GN igualmente, se objetivaron diferencias significativas, con una
disminucion de la DMV con CD34 en los pacientes con GN3 con respecto al GN2 y el
GN1. Asimismo, se encontré relacion de la DMV de este marcador con el nimero de

mitosis, siendo el contaje menor en pacientes con mas de seis mitosis. Por ultimo, se
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encontré menor DMV con CD34 entre los pacientes en presencia de necrosis que en

ausencia de necrosis.

Por otro lado, en este analisis, se vio una asociacidn entre baja expresion de DMV
con CD34 y peores resultados en estos pacientes. Este hecho podria estar justificado
porque hemos comprobado que esta baja expresidn se relaciond significativamente con

factores de mal prondstico como el ADC micropapilar y la necrosis tumoral.

Pocos son los estudios que coinciden con estos datos. Pomme y cols.?38,
valoraron la expresion de varios marcadores relacionados con la angiogénesis tumoral
en CPCNP, encontrando que la DMV con CD34 < 65/mm? en el centro del tumor estd
relacionada con peor prondstico. Xing y cols.?®°, en un reciente estudio, donde se
relaciona la DMVCD34 vy el flujo sanguineo con ultrasonografia en injertos de tumor
pulmonar en conejos, encontraron una relacién entre mayor DMV con CD34 con mejor
supervivencia. Estas contradicciones también se han observado en el carcinoma renal
de células claras, donde Yildiz y cols.?*° ha encontrado que la alta DMV con CD34 estd

relacionado con “estatus no metastasico, falta de IVM, tamafio tumoral pequefio y bajo

|” 207

estadio tumoral”. Mientras que Mineo y cols.?’ y otros autores®¥22822° comprobaron

gue una alta expresién de este marcador se relaciond con un peor pronéstico.

La razon de que la baja expresién de DMV con CD34 esté relacionada con un peor
prondstico no estd bien aclarada. Ya en 1955 Thomlinson y Gray?*! describieron que la
arquitectura vascular pulmonar es Unica, ellos demostraron que el carcinoma bronquial

utiliza los vasos sanguineos preexistente. Pezzella y cols.?!®

, en 1997, sugirieron un
patréon de crecimiento “no angiogénico”, sin destruccidn del parénquima pulmonar vy
con evidencia de coaptaciéon de vasos sanguineos septales en una muestra de 500

pacientes con CPCNP. Passalidou y cols.?*? han confirmado este patrén no angiogénico

243 244

en el CP y otros autores en higado%*3, ganglios linfaticos y en metastasis
pulmonares?*., El prerrequisito principal de este patrén parece ser la capacidad del
tumor de preservar la arquitectura del estroma del tejido y coaptar los vasos del
huésped, creciendo en nidos entre los espacios alveolares?!®?%¢, Por otro lado, al ser la
DMV en el pulmdén normalmente alta, las regiones hipdxicas del tumor son raras, por

tanto, la concentracion de oxigeno para inducir factores proangiogénicos no parecen
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suficientes para estimular la formacion de nuevos vasos, al menos en etapas iniciales del

tumor®, Holash y cols.?!®

, en un estudio experimental con varios tipos de tumores,
informan de la capacidad del tumor de coaptar rapidamente los vasos del tejido huésped
para formar un tumor inicialmente bien vascularizado y plantean la hipdtesis de que tal
vez, como parte de defensa del organismo, hay una regresién generalizada de los vasos
coaptados, lo que conduce a un tumor avascular y posible disminucién de la DMV hacia
el centro del tumor, con pérdida masiva de células tumorales. Sin embargo, el tumor
restante que sobrevive mas tarde es rescatado por una firme angiogénesis en la periferia
del tumor. Donnem y cols.”? confirman la existencia de otros tipos de vascularizacién en
el CP, como la ya mencionada coaptacién de vasos huésped. El hecho de que el CD34
sea un marcador panendotelial, significa que puede reaccionar con CEs activas y CEs de

vasos atrapados dentro del tejido pulmonar?3, lo que podria explicar los hallazgos del

presente estudio.

A diferencia del CD34, en este analisis la DMV con CD31 se relacioné
significativamente solo con el GD tumoral, siendo menor la DMV en los ADC con GD lII.
Con respecto al resto de variables, como el TNM, el subtipo de ADC, el GN, el nimero
de mitosis y la necrosis tumoral, no se evidencid relaciéon alguna. Otros estudios
tampoco encuentran relacién significativa entre variables patolégicas y la DMV

determinada con CD31209:210,

En cuanto a la relacién entre este marcador y su valor prondstico, como se
comentd anteriormente, se observan resultados contradictorios. Pastorino y cols.?*’, en
un estudio extenso de 515 pacientes con CPCNP, no encuentran relacién entre la DMV
con CD31 y el prondstico de estos pacientes y apuntan que el patrén angiogénico o no
angiogénico es mas significativo que el estudio de la DMV. Duarte y cols.?*® tampoco
encuentran que el aumento de la DMV con CD31 se asocie con un peor prondstico. Sin
embargo, Giatromanolaki y cols.?*?, en su estudio con 107 pacientes con clasificacion T1-
2N0-1MO, si relacionaron la DMV elevada con peor prondstico. Kuang y cols.?3?
coinciden con este hallazgo, siendo mas evidente la significacion prondstica entre

aquellos pacientes con ADC en estadios avanzados. Igualmente, Bacic y cols.?®®
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confirman una peor supervivencia en pacientes con estadio IlIA de CPCNP y con DMV

con CD31 elevada.

En el presente estudio se evidencid una relacién apreciable entre peor

prondstico de esta patologia y el aumento en la DMV con CD31.

Koukourakis y cols.??! evaluaron la DMV con CD31 en tejido tumoral y
evidenciaron que la DMV alta se relaciond con peor supervivencia. También
comprobaron que la DMV era mas intensa en la periferia que en la zona central de la
tumoracion y que la DMV de pulmdn sano era mayor que en el tejido tumoral, hallazgos

gue concuerdan con nuestro estudio.

Sin embargo, un aumento de la DMV en el pulmdn no indica que la actividad
angiogénica sea mas alta??'. Por ello, en este estudio se valord la expresion del CD105,
el cual es un marcador de CEs activadas. Como se comentd anteriormente, no se
encontré expresion de éste en el pulmdén normal. Estos resultados son analogos con el

estudio de Minhajat y cols.?3¢

, quienes demuestran la expresién del CD105 en endotelio
de nuevos vasos en zonas cancerosas, mientras que en areas adyacentes al tumor, pero
no cancerosas, no encuentra ninguna expresion. Este hallazgo no es exclusivo del CP ya

gue los describen en el cancer de cerebro, mama, estdmago y colon.

Al igual que en otros estudios**207:211.250 en e| presente estudio no se encontré
relacion de la DMV con CD105 con las caracteristicas clinicas y patoldgicas de la serie.
Sin embargo, se encontrd relacion significativa entre alta expresién de la DMV con
CD105 y un peor pronéstico, encontrando mayor recidiva de la enfermedad y mayor

mortalidad por cancer entre este grupo de pacientes.

En este sentido, Mineo y cols.?%” también encontraron peor supervivencia entre
pacientes con alta DMV con CD105. Sin embargo, en el andlisis multivariante no entré
en regresion, comportandose como variable independiente la DMV con CD34. Pomme
y cols.?38 encuentran asociacién entre la expresion del CD105 y el ADC de pulmdn, pero
en el anadlisis como factor de peor prondstico no hallaron significacion estadistica. Por el

contrario, la DMV con CD105 ha sido relacionada como factor de mal pronéstico en el
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cancer de mama?3%2°021 en los canceres del sistema digestivo (eséfago, colon,

géstrico)101-103.250252 "an |as neoplasias de cabeza y cuello?°9253254 y en e| CP43:211,233,255,

Por ultimo y contrario a otros estudios**?!!, en este trabajo no se encontré
asociacion estadisticamente significativa entre la expresion del VEGF y la DMV con el

CD34, CD31y CD105.

En general, las distintas investigaciones intentan valorar cual de los marcadores,
de manera independiente, expresan mejor el estado vascular del tumor y su relacién
con los resultados de los pacientes. En el presente trabajo, mediante la curva ROC, se
valoré, en cada marcador de angiogénesis, la capacidad de discriminar a los pacientes
segun sus resultados y se encontré que estos marcadores tienen muy poca exactitud en
discernir el prondstico de los pacientes con ADC pulmonar en estadio IA, tanto para la
recidiva local o a distancia como para la mortalidad cdncer especifica. El ABC para el
VEGF fue de 43,4% para las recidivas y 42,6% para la mortalidad; para la DMV con CD34
fue de 43,8% para la primera y 45,2% para la segunda; y para la DMV con CD31 fue el
58,4% vy el 58,7% respectivamente, ninguna estadisticamente significativas. Para la DMV
con CD105, el ABC se encontrd en 62,5% para las recidivas tumorales y 62,1% para la
mortalidad cancer especifica, valores con nivel de significancia, pero considerada con

muy baja exactitud.

La debilidad de estos marcadores estd fundamentada en el hecho de que la
vascularizacién tumoral es mucho mds compleja y dinamica, en la cual hay participacién
de varios factores proangiogénicos y, esencialmente, donde la neoangiogénesis por
brotes no es el Unico tipo de vascularizacién utilizada por el tumor’%788182 por otro lado,
la interaccion entre las CEs pulmonares y las células tumorales es un hecho contrastado
en algunas investigaciones3?2°¢, En este sentido, Kaessmeyer y cols.?>® encontraron que
las células tumorales mimetizan la vasculatura pulmonar y forman vasos mosaicos,
donde ademas, las células tumorales CD31 negativas son capaces de convertirse en
CD31 positivas al estar en contacto con las CEs. Este hecho también es observado en
células de melanoma uveal, donde las células tumorales forman canales vasculares sin
CEs pero expresan marcadores panendoteliales tipo CD31 y CD34782%7, Otros tipos de

vascularizacion ampliamente estudiados son la coaptaciéon de vasos huésped
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acompafnado de remodelacion vascular de los mismos por apoptosis, ya comentado
anteriormente’?2'8, Asi como la vasculogénesis tumoral, demostrados en los estudios
de Maeda y cols.??’ y Bussolati y cols.®?, quienes encuentran la participacion de CPC
endoteliales en la vascularizacién en el CP y su relacién con un mal pronéstico de estos

pacientes.

En base a la poca exactitud de los marcadores endoteliales analizados por
separado para discriminar el prondstico de los pacientes, y en busca de una mejor
valoracion del estado vascular del tumor y su relacion con la evolucién de los mismos se
decidid establecer un sistema de puntuacién, al que se denominé “Angioscore”, donde
se combinaron los tres marcadores endoteliales y asi poder estratificar los pacientes en

alto y bajo riesgo de recidiva tumoral y de mortalidad por cancer.

Estudios previos han utilizado la combinacién de ciertos marcadores pro-
angiogénicos como factor prondstico. Sanmartin y cols.?>® encontraron asociacién entre
una elevada expresion de mRNA VEGFA, baja expresion de mRNA VEGFB y baja
expresion de mRNA VEGFD, con una peor evolucion de los pacientes. Zhang y cols.?>®
identificaron que la combinacion de la expresion del mRNA VEGFA/FLT1/KDR es
altamente consistente como factor prondstico en el CPCNP. Esta misma “firma génica”
la establece el mismo autor en céncer de colon y de cerebro?6%261, Sin embargo, las
poblaciones de estudio de estas investigaciones son altamente heterogénea en cuanto
a caracteristicas clinicas, patolégicas, tratamiento y resultados y el andlisis se realiz

mediante la expresiéon de mRNA, técnica no disponible en todos los centros.

En nuestro estudio el VEGF no fue un marcador a tener en cuenta en la
elaboracion del score debido a su baja expresion y a que no se encontré relacién
significativa con el TLE y la SCE. Ademas, mostré un poder predictivo muy bajo y no

significativo en cuanto a prondstico.

El “Angioscore” se calcul6 mediante una ecuacidon que relaciond los tres
marcadores endoteliales segun el analisis de regresién de Cox, entrando en regresion
tanto la estimaciéon de la DMV por CD34, CD31 y CD105. Se realizé el célculo del riesgo

para cada paciente y se valord con la curva ROC su poder para discriminar entre
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pacientes con o sin recidiva tumoral y pacientes fallecidos o no por el ADC de pulmén.
Se encontré que la capacidad del “Angioscore” en discriminar entre un paciente con
recidiva tumoral o los que fallecieron por ADC y los que no, fue del 74,8%, y 73,7%
respectivamente, valores con una mayor precision que cuando el andlisis se realizé con
cada uno de los marcadores por separado. lgualmente, se estimd la capacidad
discriminatoria segun el tipo de recidiva, siendo del 84,5% para las recidivas pulmonares

y del 82,5% para las recidivas cerebrales.

En cuanto a la evolucion de los pacientes, se dicotomizd el valor del riesgo
obtenido por la mediana, obteniendo dos grupos de pacientes, siendo estadisticamente
significativa la diferencia, tanto en el TLE como en la SCE, entre el grupo de bajo y alto

riesgo.

Con posterioridad, se realizé un nuevo andlisis multivariante de Cox evaluando
el “Angioscore” conjuntamente con las variables morfoldégicas que entraron en
regresion, ADC con patrén micropapilar y necrosis tumoral. En este nuevo analisis el
“Angioscore” fue la Unica variable independiente en la evolucidn de los pacientes, con
una HR =5,748 para el TLE y una HR = 5,169 para la SCE. Es decir, aquellos pacientes con
“Angioscore” elevado, tienen casi 6 veces mas riesgo de presentar recidiva tumoral y 5
veces mas de fallecer por este tipo de tumor que aquello pacientes con un “Angioscore”
bajo. Cabe destacar que el hecho de que el resto de las variables no entren en el modelo
podria explicarse por las asociaciones encontradas entre la DMV con CD34, variable

valorada en el “Angioscore”, y resto de variables patoldgicas.

Por tanto, los datos de este estudio sugieren que el “Angioscore” disefiado
podria convertirse en una herramienta util como factor prondstico en el ADC de pulmén
en estadio IA, a expensas de su validacion clinica, con un valor predictivo aceptable para
la recidivas en general (75%,) y un valor predictivo para las recidivas pulmonares y
cerebrales de 84,5% y 82,5%, lo bastante potente como para valorar la realizacién de los
seguimientos en estos pacientes, no solo con tomografia computarizada, sino con
resonancia magnética cerebral, asi como, en un futuro, valorar la conveniencia de

tratamientos adyuvantes.
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7. Conclusiones

El estudio llevado a cabo nos llevé a obtener las siguientes conclusiones:

1.- La expresidon aumentada del anti-VEGF en el estadio IA del ADC se relacioné
con las pacientes mujeres, el menor nimero de mitosis y la ausencia de necrosis, no

siendo un marcador prondstico.

2.- La determinacion de DMV con CD34 y CD31 fue mas elevada en el pulmén
normal que en el neoplasico, mientras que la expresion de CD105 en el pulmén sano no

fue demostrada.

3.- La baja expresion de la DMV con CD34 se relaciond con caracteristicas
patoldgicas de mal prondstico (tumores T1c, subtipos micropapilar y sélidos, GD Ill, GN
3, mayor numero de mitosis y presencia de necrosis). Se asocio a peor TLE y SCE, aunque

sin valor predictivo con relacion a la recidiva o la mortalidad.

4.- La baja expresién de la DMV con CD31 se relacioné con GD lll. Mientras que
la alta expresion de la DMV con CD31 se relaciond con el TLE y la SCE de forma

significativa. El marcador no fue predictivo en la progresion tumoral.

5.- La alta expresion de la DMV con CD105 se asociod a peores resultados clinicos,

siendo significativo su valor predictivo; aunque con baja exactitud como marcador.

6.- No se encontrd correlacion entre la DMV con CD34, CD31 y CD105 con la

expresion del VEGF en este estadio tumoral.
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7.- La agrupacién de los marcadores de superficie de CEs mediante un
“Angioscore” es una herramienta para valorar el estado vascular de los pacientes con
ADC pulmonar en estadio IA. Este presentd un valor predictivo mas exacto para las

recidivas y la mortalidad, permitiendo clasificar grupos de alto y bajo riesgo.

8.- La presencia de un patrén micropapilar y de necrosis tumoral supone un

aumento en el riesgo de recidiva y una peor supervivencia.

9.- En un andlisis multivariante el “Angioscore” fue el Unico factor prondstico

independiente en los pacientes con ADC de pulmdn en estadio IA de esta serie.
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ANEXO 2

XXIVCONGRESO

Sociedad Valenciana
de Neumologia

Sociedad Valenciana XXIVCONGRESOSOCIEDADVALENCIANADENEUMOLOGIA
I de Neumologia ~ 31MARZO01ABRIL2017HOTELPRIMUSVALENCIA

SOCIEDAD VALENCIANA DE NEUMOLOGIA /\
—~

El Dr. Francisco Sanz Herrero como Secretario de la Sociedad Valenciana de Neumologia
y del Comité Organizador del Congreso

CERTIFICA

Que los autores

KAROL DE AGUIAR, MIGUEL ARRARAS MARTINEZ,
ENCARNACION MARTINEZ, JULIA CRUZ, JOSE CERON,
CARLOS JORDA, NURIA MANCHENO, AMPARO RUIZ,

FRANCISCO VERA, JUAN CARLOS PENALVER

han presentado en el XXIV Congreso de la Sociedad Valenciana de Neumologia,
celebrado en Valencia, los dias 31 de marzo y 1 de abril de 2017,
con el Péster titulado:
DENSIDAD MICROVASCULAR EN ADENOCARCINOMA
DE PULMON ESTADIO IA

Lo que firmo a los efectos oportunos
Valencia, a 1 de abril de 2017

Francisco Sanz Herrero
Secretario SVN/FNCV
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ANEXO 3

A ———
A ° Profesor Belran Baguena 8
e | VO 16008 YRENA
Sy Tiho. 96 111 40 00

FUNDACION Fax 96 1114342
INSTITUTO VALENCIANO DE ONCOLOGIA

DICTAMEN DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

Titulo: EVALUACION DE MARCADORES INMUNOHISTOQUIMICOS DE
ANGIOGENESIS TUMORAL COMO FACTOR PRONOSTICO EN EL
ADENOCARCINOMA PULMONAR EN ESTADIO IA PATOLOGICO (T1a-bNOMO)
Investigador Principal: Karol de Aguiar Quevedo

El Comité Etico de Investigacion Clinica de la Fundacion Instituto Valenciano de
Oncologia en su reunion del 02/06/2014 tras la evaluacion de la propuesta
del promotor relativa al estudio especificado, y teniendo en consideracion las
siguientes cuestiones:

e Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del producto en
relacion con los objetivos del estudio.

e La capacidad del investigador y los medios disponibles son apropiados
para llevar a cabo el estudio.

« Que se han evaluado las compensaciones economicas previstas (cuando
las haya) y su posible interferencia con el respeto a los postulados
éticos.

e Que se cumplen los preceptos éticos formulados en la Orden SAS
3470/2009 y la Declaracién de Helsinki de la Asociacion Médica mundial
sobre principios éticos para las investigaciones médicas en seres
humanos y en sus posteriores revisiones, asi como aquellos exigidos por
la normativa aplicable en funcion de las caracteristicas del estudio.

Emite un DICTAMEN FAVORABLE para la realizacion de dicho estudio en la
Fundacion Instituto Valenciano de Oncologia.

Lo que firmo a 3 de junio de 2014.

Dr. Carlos J. Andrés Blasco
Secretario CEIC
Fundacién Instituto Valenciano de Oncologia
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