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RESUMEN TESIS DOCTORAL 

 

 

Palabras clave: micrometástasis moleculares; control inmunológico; 

transición epitelio mesenquimal; cáncer pulmonar 

 

 

 

En los últimos años se ha incrementado el uso de técnicas de 

biología molecular para mejorar el diagnóstico y conocer mejor la 

etiología del CP (cáncer pulmonar), debido a que la posibilidad de 

padecerlo ha sido definida como la interrelación entre la exposición a 

carcinógenos ambientales y la susceptibilidad individual determinada 

genéticamente (D’Amico et al., 1999). Dicha susceptibilidad genética 

es la que resulta determinante para entender por qué, siendo el tabaco 

responsable de más del 90% de los CP en el hombre y del 80% en la 

mujer, sólo un 11-12% de los fumadores desarrollan un cáncer (Kratz 

et al., 2012). Sin embargo, comprender qué factores genéticos 

determinan una mayor propensión a desarrollar un CP es una tarea 

compleja. Estudios previos han mostrado que el riesgo genético está 

determinado por numerosos polimorfismos, cada uno de ellos de baja 

penetrancia (estimada en un 1% de la población general). Cuando 

varios de estos polimorfismos coinciden en un individuo concreto 

definen el riesgo cuantitativo, aunque siempre en relación con la dosis 

de exposición a los carcinógenos (Wheatley-Price et al., 2008). 

INTRODUCCIÓN 
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Además, por el momento tampoco se conoce bien el agrupamiento 

genético que pueda definir el riesgo de cada tipo de CP (Mok et al., 

2009). 

 

Existen diversos factores pronósticos, sobre todo de tipo 

morfológico y molecular, que pueden condicionar la supervivencia de 

las distintas formas de cáncer y que no se tienen en cuenta en la 

clasificación TNM. En el CP la utilidad del sistema TNM también ha 

sido cuestionada, ya que no logra configurar grupos de pacientes con 

un pronóstico homogéneo, sobre todo en estadios precoces. 

 

La afectación metastásica a nivel ganglionar es el principal 

factor pronóstico en el carcinoma pulmonar localizado, habiéndose 

relacionado recientemente la activación aberrante de la transición 

epitelio - mesenquimal (EMT) con la conversión de un carcinoma no 

invasivo en un tumor de características metastásicas y de mal 

pronóstico. 

De hecho la EMT ha sido establecido como uno de los 

principales factores en la progresión del cáncer, la diseminación 

linfática y la aparición de metástais. Durante este proceso, las células 

pierden la expresión de marcadores epiteliales (como E-Cadherina) e 

incrementa la expresión de marcadores mesenquimales (como 

Vimentina o N-Cadherina). 
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Dado que la micrometástasis por sí solas no se relacionan con 

el pronóstico pero si que muestran un 20% de recidivas, el análisis de 

las vias de EMT y sobretodo del papel del sistema inmune nos podría 

ayudar a diferenciar esas micrometástasis que van a progresar de las 

que no lo van a hacer. 

Una evaluación de la expresión de los marcadores de EMT en 

las micrometástasis moleculares localizadas en el ganglio centinela de 

pacientes con carcinoma pulmonar permitiría avanzar en el 

conocimiento de los procesos moleculares implicados en la metástasis 

durante la enfermedad.  Por otro lado, un estudio paralelo de los 

niveles de expresión de los marcadores de las diferentes vías de 

control inmunológico y de las células inmunitarias infiltradas en el 

tejido tumoral pulmonar y en ganglio centinela de estos pacientes 

contribuiría a obtener información sobre nuevas dianas moleculares 

susceptibles de ser bloqueadas mediante inmunoterapia.  

 

  

En el estudio se incluyeron pacientes con cáncer de pulmón de células 

no pequeñas (CPCNP) para los cuales se programó cirugía para su 

tratamiento. Como paso preoperatorio, se realizó una estadificación 

rutinaria. Durante la cirugía se realizó un muestreo sistemático de los 

ganglios linfáticos en todos los pacientes. Tras la resección pulmonar, 

las muestras quirúrgicas (tumor primario y ganglios linfáticos) fueron 

evaluadas inmediatamente por un patólogo y se llevó a cabo la 

clasificación histopatológica de rutina y la estadificación patológica 

MATERIAL Y MÉTODOS  
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del tumor de acuerdo con las Revisiones en el Sistema Internacional 

para la Estadificación del Cáncer de Pulmón (Hsu et al., 2009).  

 

Se diseñó un estudio observacional longitudinal prospectivo no 

probabilístico de tipo consecutivo de entre aquellos sujetos que 

cumplían los criterios de inclusión.  

 

 Para analizar las variables como categóricas, los valores de 

expresión génica en tumor se clasificaron, en comparación con los 

tejidos normales adyacentes, como altos (>1) o bajos (<1). Para 

determinar la relación epitelio/mesénquima de las muestras, se 

calcularon las relaciones CDH1/CDH2 y CDH1/VIM. 

 

 El coeficiente de correlación de Spearman (r) se utilizó para 

medir las correlaciones entre los niveles de expresión génica en los 

tejidos tumorales y el ganglio centinela. Para analizar la supervivencia 

libre de enfermedad (SLE) y la supervivencia general (SG) se usó la 

prueba de Kaplan-Meier.  

 

 

Atendiendo a los criterios de inclusión y exclusión el estudio 

se llevó a cabo en un total de 101 pacientes. 

El 56,44% de los pacientes eran mayores de 65 años y el grupo 

más frecuente fue el de los hombres (80,20%). Además, la mayoría de 

los casos presentaron un adenocarcinoma (61,39%) en estadio I 

(70,30%), con grado de diferenciación I (39,60%). 

RESULTADOS 
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Para estudiar la presencia de micrometástasis moleculares en el 

GC (ganglio centinela) analizamos la expresión de tres marcadores: 

CK7, CEACAM5 y BPIFA1. En nuestra serie de pacientes, solo 

pudimos realizar la determinación molecular en 96 (95,05%) de ellos. 

De todos ellos, 60 (62,50%) presentaron presencia de micrometástasis 

molecular en GC.  

 

Por otra parte, calculamos las ratios CDH1/CDH2 y 

CDH1/VIM, con el objetivo de determinar si el fenotipo era más 

epitelial o mesenquimal.  

 

En nuestra serie de pacientes, observamos una menor SG de 

aquellos que presentaron un resultado positivo de micrometástasis 

determinada por IHQ (p=0,023). Cuando analizamos la SLE, no 

observamos diferencias significativas en función de la 

micrometástasis (p>0,05).  

 

 Por otra parte, también determinamos la presencia de 

micrometástasis en GC mediante IHQ, detectando la expresión de 

CK7 a nivel proteico en secciones de muestras incluidas en parafina. 

 

Es importante destacar que el 54% de las muestras con 

resultado negativo mediante IHQ resultaron ser positivas mediante 

qPCR, lo que podría explicarse por la mayor sensibilidad de la PCR 

respecto a la IHQ. Por el contrario, el 40% de muestras positivas por 

IHQ obtuvo un resultado negativo mediante qPCR, probablemente 
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atribuible a la falta de células que expresan dicho marcador en la 

muestra de GC a analizar. 

 

 Tampoco podemos obviar que, a pesar de las diferencias entre 

las dos técnicas, observamos que la presencia micrometástasis 

detectada por qPCR no influye en la supervivencia de los pacientes.  

 

En nuestro trabajo no encontramos diferencias en la expresión 

de marcadores de EMT entre los tumores de los pacientes con 

micrometástasis en GC detectada mediante qPCR y los que no la 

presentaban. Del mismo modo, no encontramos diferencias en la 

expresión de CDH1 y CDH2 en tumores primarios con 

micrometástasis detectada por IHQ, aunque sí observamos una mayor 

expresión de SNAI1, VIM, ZEB1 y ZEB2.  

 

Por otra parte, en el análisis del estado molecular de la EMT 

del GC, observamos que la micrometástasis por qPCR e IHQ se 

relacionó con una alta expresión de CDH2 y un mayor número de 

pacientes con alta expresión de VIM.  

 

En cuanto al valor pronóstico, el análisis de supervivencia 

mostró un peor pronóstico en los pacientes con una baja ratio 

CDH1/CDH2 en GC (tanto SLE como SG).  
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Con todo, nuestros datos sugieren que la expresión de 

marcadores de EMT en GC se podría utilizar para mejorar la 

clasificación de los pacientes y predecir un pronóstico para los 

pacientes en estadio temprano de CP. Este análisis complementaría la 

evaluación histopatológica para estudiar la micrometástasis mediante 

métodos moleculares con mayor profundidad y así detectar aquellos 

pacientes de CP en estadio temprano que recaen pero que no son 

detectados mediante los análisis histopatológicos rutinarios. 

 

Por esto, pensamos que el estudio de la expresión de los 

marcadores de las diferentes vías de control inmunológico en el tumor 

y GC de los pacientes podría contribuir a identificar nuevas dianas 

susceptibles de ser bloqueadas mediante inmunoterapia. Además, la 

relación de la expresión de estos marcadores con las características 

clínico-patológicas de los pacientes podría ofrecer una mejor 

clasificación de la enfermedad y una mejora en la elección del 

tratamiento. 

 

En un primer análisis de los marcadores del sistema 

inmunitario en tejido tumoral, encontramos que alrededor del 60% de 

los pacientes mostraron una alta expresión de CD137 y GITR, 

mientras que menos del 20% mostraron una alta expresión de PD-1 y 

PD-L1. De todos los marcadores estudiados, únicamente CD27 y 

DISCUSIÓN 
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CD137 aparecieron en mayor frecuencia en los pacientes con 

micrometástasis positiva por qPCR. 

 

Por otra parte, el estudio mostró valores más altos de expresión 

de los marcadores CD27, CD28 y CD40 en los tumores de pacientes 

con un resultado positivo de micrometástasis por qPCR.  

 

La señalización mediante CD27 tiene un papel inmunitario 

importante y se podría usar como terapia antitumoral ya que se ha 

visto que linfocitos infiltrados en el tumor sólido expresan CD27 

(Starzer y Berghoff, 2020).  

 

 El análisis de supervivencia mostró una menor SG de los 

pacientes con baja expresión de CD27 en tejido tumoral. Además, 

aquellos con una alta expresión de KIR, PD-1 y PD-L1 también 

mostraron menor supervivencia, en este caso SLE. 

 

 En cuanto al GC, observamos que un mayor número de 

pacientes con micrometástasis positiva por qPCR presentaba una alta 

expresión de los marcadores CD137 y LAG-3 y en el análisis de 

expresión de los marcadores del sistema inmunitario observamos que 

los pacientes con un resultado positivo de micrometástasis por qPCR 

mostraron mayores niveles de expresión de CD40, KIR, OX-40 y PD-

L2.  
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Como conclusión diremos que el estudio del perfil de 

expresión de los marcadores del sistema inmunitario nos permite 

establecer un mejor pronóstico y clasificación del paciente con el 

objetivo de mejorar el tratamiento con imnunoterapia. 

 

 

 

 

 

 



 

   

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

ÍNDICE GENERAL



 

   



 

xxi 
 

Abreviaturas ................................................................................ xxv 

Listado de tablas y figuras ...................................................... xxix 

Listado de tablas ............................................................................ xxxi 

Listado de figuras ........................................................................ .xxxiv

Introducción ................................................................................. 1 

1. Epidemiología ...............................................................................3 

2. Etiología del CP ........................................................................... 12 

3. Histología del CP ......................................................................... 14 

4. Diagnóstico del CP ...................................................................... 19 

   4.1 Procedimientos diagnósticos de estadificación no invasivos   19 

   4.2 Procedimientos diagnósticos de estadificación invasivos ...... 22 

   4.3 Evaluación funcional .............................................................. 24 

5. Factores pronóstico del CP ......................................................... 27 

6. Estadificación del CP ...................................................................31 

7. Biología molecular del CP ........................................................... 35 

   7.1 Principales vías de señalización implicadas en el CP: EGFR,  

         ALK, BRAK/kRAS, ROS ......................................................... 35 

      7.1.1 EGFR ................................................................................ 35 

      7.1.2 ALK ................................................................................... 38 

      7.1.3 KRAS ................................................................................ 41 

      7.1.4 ROS-1 ............................................................................... 42 

   7.2 Micrometástasis moleculares en el CP ..................................  43 

   7.3 Transición epitelio-mesénquima ............................................. 46 

      7.3.1 EMT y sistema linfático ..................................................... 50 

8. Papel del sistema inmunitario en el cáncer ................................. 52 

Hipótesis y Objetivos.................................................................. 57 

 



 

xxii 
 

Material y métodos ..................................................................... 61 

1. Ámbito y población ...................................................................... 63 

2. Pacientes ..................................................................................... 63 

   2.1 Criterios de inclusión .............................................................. 64 

   2.2 Criterios de exclusión ............................................................. 64 

3. Muestras ...................................................................................... 65 

4. Diseño del estudio ....................................................................... 66 

   4.1 Variables del estudio .............................................................. 66 

5. Protocolo de actuación y procesamiento de muestras ...............  68 

   5.1 Marcaje del ganglio centinela ................................................. 68 

   5.2 Recogida de muestras ............................................................ 68 

   5.3 Estudio inmunohistoquímico ................................................... 69 

   5.4 Análisis molecular ................................................................... 70 

      5.4.1 Extracción de RNA total ...................................................  71 

      5.4.2 Transcripción reversa ....................................................... 71 

      5.4.3 Análisis de expresión por PCR cuantitativa a tiempo real  

               (qPCR) .............................................................................. 72 

6. Metodología estadística ............................................................... 74 

7. Autorización del estudio ..............................................................  75 

Resultados .................................................................................... 77 

1. Características de la serie de pacientes ...................................... 79 

   1.1 Características clínicas ........................................................... 79 

   1.2 Factores clínicos con valor pronóstico ...................................  80 

      1.2.1 Factores clínico-patológicos y SG ..................................... 80

      1.2.2 Factores clínico-patológicos y SLE ................................... 83 

2. Presencia de micrometástasis en ganglio centinela ..................   86 

3. Estudio de la expresión de marcadores de transición de epitelio- 

    mesénquima (EMT) ...................................................................... 88 



 

xxiii 
 

   3.1 Expresión de marcadores EMT en tumor primario comparado  

         con tejido normal .................................................................... 88 

   3.2 Expresión de marcadores de EMT en ganglio centinela ........ 91 

   3.3 Correlación entre marcadores de EMT en tumor primario y GC  

         ................................................................................................. 93 

   3.4 Correlación entre marcadores de EMT en tumor primario y GC  

         y micrometástasis ..................................................................  96 

4. Expresión de marcadores de sistema inmunitario ....................... 98 

   4.1 Expresión de marcadores de sistema inmunitario en tumor  

         primario ................................................................................... 98 

   4.2 Expresión de marcadores de sistema inmunitario en GC ..... 102 

   4.3 Correlación entre marcadores de sistema inmunitario en tumor  

         primario y GC ........................................................................ 106 

   4.4 Correlación entre marcadores de sistema inmunitario en tumor  

         primario y GC y micrometástasis .......................................... 108 

5. Expresión de los marcadores moleculares según las  

    características clínico-patológicas ............................................. 110 

6. Valor pronóstico de los marcadores moleculares ...................... 116 

Discusión .................................................................................... 125 

1. Análisis descriptivo de la serie de pacientes ............................. 127 

2. Detección de la micrometástasis en GC ................................... 129 

3. Estudio de la expresión de marcadores de EMT en tumor primario  

    y GC .......................................................................................... 131 

4. Estudio de la expresión de marcadores del sistema inmunitario en  

    tumor primario y GC .................................................................. 135 

Conclusiones ............................................................................. 145 

Bibliografía ................................................................................. 149 



 

 
 

 

     



 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ABREVIATURAS



 

  



 

xxvii 
 

cDNA   DNA copia 

CP   Cáncer de pulmón 

CPCP   Carcinoma pulmonar célula pequeña 

CPCNP  Cáncer de pulmón de célula no pequeña 

EMT   Transición epitelio - mesénquima 

GC   Ganglio centinela 

IHQ   Inmunohistoquímica 

iTQs   Inhibidor de la tirosín quinasa 

PCR   Reacción en cadena de la polimerasa 

qPCR   PCR cuantitativa a tiempo real 

QT   Quimioterapia 

RT   Radioterapia 

SG   Supervivencia global 

SLE   Supervivencia libre de enfermedad 

TBS   Tampón Tris salino 

TQ   Tirosín quinasa 

  



 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

LISTADO DE TABLAS Y 

FIGURAS 

  



 

  



Tablas y figuras 

xxxi 
 

Listado de tablas 

Tabla 1. Número de defunciones en 2018 por tumores malignos en 

hombres. 

Tabla 2. Número de defunciones en 2018 por tumores malignos en 

mujeres. 

Tabla 3. Sistema de clasificación del CP propuesto en 2011 por la 

IASLC, la ATS y la ERS. 

Tabla 4. Estado de actividad, performance status (PS) o Eastern 

Cooperative Group (ECOG) que sirve como escala de funcionalidad 

del paciente oncológico y es factor pronóstico. 

Tabla 5. Definición de los descriptores TNM. 

Tabla 6. Estadificación del CP basada en los parámetros TNM de la 

8ª edición de la AJCC. 

Tabla 7. Sondas Taqman utilizadas para la determinación de la 

expresión génica mediante qPCR. 

Tabla 8. Características clínicas de los pacientes incluidos en el 

estudio. 

Tabla 9. Correlación entre todos los marcadores de EMT estudiados 

entre tumor y GC. En azul se indican las correlaciones positivas y en 

rojo las negativas. Los valores indicados corresponden al coeficiente 

de correlación y son significativos (p<0,05). Aquellas correlaciones 

con un valor superior a 0,75 están resaltadas en negrita. T, tumor; 

GC, ganglio centinela. 

Tabla 10. Correlación entre todos los marcadores de EMT 

estudiados entre tumor y GC en pacientes con un resultado positivo 



Tablas y figuras 

xxxii 
 

para micrometástasis. En azul se indican las correlaciones positivas 

y en rojo las negativas. Los valores indicados corresponden al 

coeficiente de correlación y son significativos (p<0,05). Aquellas 

correlaciones con un valor igual o superior a 0,75 están resaltadas 

en negrita. T, tumor; GC, ganglio centinela. 

Tabla 11. Distribución de los pacientes con alta y baja expresión de 

los marcadores inmunológicos en tejido tumoral. 

Tabla 12. Distribución de los pacientes con alta y baja expresión de 

los marcadores inmunológicos en GC. 

Tabla 13. Correlación entre todos los marcadores del sistema 

inmunitario estudiados entre tumor y GC. En azul se indican las 

correlaciones positivas y en rojo las negativas. Los valores indicados 

corresponden al coeficiente de correlación y son significativos 

(p<0,05). Aquellas correlaciones con un valor superior a 0,75 están 

resaltadas en negrita. T, tumor; GC, ganglio centinela. 

Tabla 14. Correlación entre todos los marcadores del sistema 

inmunitario estudiados entre tumor y GC en pacientes con un 

resultado positivo para micrometástasis. En azul se indican las 

correlaciones positivas y en rojo las negativas. Los valores indicados 

corresponden al coeficiente de correlación y son significativos 

(p<0,05). Aquellas correlaciones con un valor igual o superior a 0,75 

están resaltadas en negrita. T, tumor; GC, ganglio centinela. 

Tabla 15. Expresión de los marcadores de EMT en tejido tumoral en 

función de las características clínico-patológicas de los pacientes. Se 

representa la mediana y el rango intercuartílico. Las diferencias 

estadísticamente significativas entre grupos están marcadas en 

negrita y se llevaron a cabo mediante un test Kruskal-Wallis. *p<0,05. 



Tablas y figuras 

xxxiii 
 

Tabla 16. Expresión de los marcadores de EMT en GC en función de 

las características clínico-patológicas de los pacientes. Se 

representa la mediana y el rango intercuartílico. Las diferencias 

estadísticamente significativas entre grupos están marcadas en 

negrita y se llevaron a cabo mediante un test Kruskal-Wallis. *p<0,05. 

Tabla 17. Expresión de los marcadores del sistema inmunitario en 

tumor en función de las características clínico-patológicas de los 

pacientes. Se representa la mediana y el rango intercuartílico. Las 

diferencias estadísticamente significativas entre grupos están 

marcadas en negrita y se llevaron a cabo mediante un test Kruskal-

Wallis. *p<0,05. 

Tabla 18. Expresión de los marcadores del sistema inmunitario en 

GC en función de las características clínico-patológicas de los 

pacientes. Se representa la mediana y el rango intercuartílico. Las 

diferencias estadísticamente significativas entre grupos están 

marcadas en negrita y se llevaron a cabo mediante un test Kruskal-

Wallis. *p<0,05. 

Tabla 19. Análisis multivariante mediante regresión de Cox de las 

variables clínicas y los marcadores de EMT y del sistema inmunitario 

en tumor. HR, Hazard rate IC, Intervalo de confianza. 

Tabla 20. Análisis multivariante mediante regresión de Cox de las 

variables clínicas y los marcadores de EMT y del sistema inmunitario 

en GC. HR, Hazard rate IC, Intervalo de confianza. 
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1. Epidemiología 

El cáncer de pulmón (CP) continúa siendo la primera causa de 

muerte relacionada con el cáncer en el mundo (Parkin et al., 2005; 

Alberg et al., 2007; Siegel et al., 2019) y, junto con la enfermedad 

pulmonar obstructiva crónica (EPOC), es una de las enfermedades, de 

origen respiratorio, que ocasionan mayor mortalidad (Loganathan et al., 

2006; Young et al., 2009). En los últimos años se vienen registrando 

algunos cambios en ciertos aspectos epidemiológicos básicos, como la 

distribución por edad y sexo o las estirpes histológicas.  

En EEUU, el CP es el segundo tumor más frecuente (solo por 

detrás del cáncer de mama), estimándose para el año 2019 228.150 

nuevos casos, y siendo la principal causa de muerte por patología 

maligna con una previsión de 142.670 muertes (Siegel et al., 2019). 

A pesar de que su incidencia continúa de forma ascendente en los 

países subdesarrollados, es a partir de 1990, cuando comienza a 

observarse en los países desarrollados una disminución de la misma 

en los varones. En cuanto a la mujer, se aprecia un incremento 

progresivo en todas las poblaciones geográficas estudiadas (Levi et 

al., 2007). Consecuencia de lo anteriormente apuntado, la relación 
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hombre/mujer cada vez se acerca más a la unidad (Siegel et al., 

2019) (Figura 1).  

 

Figura 1. Tasa de incidencia de algunos tipos de cáncer, ajustada por sexo, 

en EEUU desde 1975 a 2015. Tomado de Siegel et al., 2019.  

 

En España se desconoce la incidencia real de esta patología, 

por lo que la mortalidad es el único indicador de frecuencia de 

enfermedad disponible. Para algunos tumores malignos, como en el 

caso del CP, debido a su elevada letalidad, la tasa de mortalidad es 

un buen indicador de su incidencia (Cabanes et al., 2009).  La edad 

del diagnóstico ha aumentado en los últimos años de modo que la 

mayoría de los pacientes diagnosticados con CP (51%) son mayores 
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de 70 años (Sánchez de Cos et al., 2006). Este incremento se debe 

a un aumento en la esperanza de vida, lo que conlleva una mayor 

comorbilidad asociada cuando el CP es diagnosticado. 

 

 En términos de mortalidad absoluta, los tumores más 

importantes en los hombres fueron el CP, el cáncer colorrectal y el 

de próstata, con 17.181, 6.690 y 5.841 muertes, respectivamente en 

el año 2018; y en las mujeres el cáncer de mama, el CP y el 

colorrectal, con 6.534, 4.952 y 4.575 muertes, respectivamente 

(Tablas 1 y 2) (SEOM 2020).  
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Tabla 1. Número de defunciones en 2018 por tumores malignos en 

hombres. Tomado de Las cifras del cáncer en España (SEOM 2020). 
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Tabla 2. Número de defunciones en 2018 por tumores malignos en mujeres. 

Tomado de Las cifras del cáncer en España (SEOM 2020). 
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La tendencia en cuanto a la mortalidad por CP es distinta 

según el género, en clara relación con cambios en el hábito 

tabáquico. En los hombres, la tasa de mortalidad por CP detectó tres 

periodos estadísticamente significativos: de 1975 a 1988 la 

mortalidad aumentó un 3,5% anualmente, de 1988 a 1994 siguió 

creciendo moderadamente un 1,7% al año y de 1994 a 2006 empezó 

su descenso, un 0,7% por año. Es importante señalar que en la 

última década la mortalidad global por cáncer en los hombres 

españoles sufrió un descenso medio anual de un 1,3%, mostrando 

signos de estabilización (Cabanes et al., 2009). En las mujeres, 

durante el período comprendido entre los años 1997 y 2006, la 

mortalidad por cáncer disminuyó significativamente un promedio de 

1% al año.  Sin embargo, la mortalidad por CP y por otros tipos de 

cáncer vinculados al consumo de tabaco aumentó significativamente. 

En el caso de CP el aumento anual fue de 3,12% (Cabanes et al., 

2009). Los indicadores relativos a la mortalidad por CP en la mujer 

registraron incrementos importantes en el periodo 2000-2008, que se 

reflejan sobre todo en la mortalidad prematura, que ha aumentado un 

45,8%, y menos en la tasa global de mortalidad que ha aumentado 

un 18,6%. Ello traduce que el exceso de mortalidad por este cáncer 
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sólo afecta a las mujeres jóvenes y no a las mayores, que 

prácticamente no han fumado. Las estadísticas de las mujeres 

jóvenes señalan el comienzo de la epidemia de CP entre las mujeres 

de España (Cabanes et al., 2009). También, y a diferencia de lo 

observado en EEUU, la pendiente continúa en ascenso, no habiendo 

alcanzado la meseta de mortalidad (Donington et al., 2006; Cabanes 

et al., 2009). En este sentido, es importante señalar que, junto con 

Francia, las perspectivas son pesimistas ya que se estima que en las 

próximas dos o tres décadas la incidencia de CP aumente en la 

mujer, pasando de 5/100.000 a 20/100.000 habitantes, en clara 

consonancia con el incremento del hábito tabáquico en la mujer 

(Patel JD, 2005; Donington et al., 2006) (Figura 2). 
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Figura 2. Prevalencia de tabaquismo en mujeres jóvenes en Europa. 

Tomado de Levi et al. 2007. 

 

En nuestro país, la relación hombre/mujer ha descendido 

significativamente. Así, en el periodo 1988-1992, la proporción de 

hombres que desarrollaron CP fue 15 veces superior. Diez años más 

tarde, la razón era de 10/1. Lo mismo ocurre con la mortalidad, la 

razón hombre/mujer fue de 12 en el año 1996 y de 7,5 en el 2006. 

Este dato refleja el paulatino abandono de este hábito en los 

hombres y la incorporación de las mujeres al mismo. Entre 1987 y 

2003, el número de mujeres fumadoras aumento en un 7,9%. Esta 

tendencia se observa asimismo en otros cánceres relacionados con 
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el tabaco, como es el caso del cáncer laríngeo (Cabanes et al., 

2009).  

 

En la Comunidad Valenciana la principal causa de muerte 

oncológica es el CP con 1.966 casos recogidos en 2015, siendo la 

tercera causa de muerte en la mujer con 464 casos, tras el 

carcinoma de mama y colorrectal (Estrategia contra el cáncer CV). 

En cuanto en la tendencia temporal, se observa que mientras en el 

hombre existe una cierta estabilización en el número de defunciones 

a partir del 2004, en la mujer sigue incrementándose, habiéndose 

casi duplicado en la última década (Plan Oncológico de la 

Comunidad Valenciana) (Figura 3). 
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Figura 3. Evolución de la tasa mortalidad del CP en hombres y mujeres en 

la Comunidad Valenciana desde 2005 a 2015 (Tomada del informe Plan 

Oncológico de la Comunidad Valenciana). 

 

2. Etiología del CP 

 El CP es una enfermedad multifactorial, siendo tabaquismo es 

el principal factor etiológico responsable de su desarrollo. De hecho, 

en países como Estados Unidos el descenso del hábito tabáquico 

entre su población se ha acompañado de una disminución en su 

incidencia y mortalidad (Siegel et al., 2018) . En la mayoría de las 

series de CP, entre el 10% y el 15% de los pacientes no tienen 

antecedentes de tabaquismo (Sun et al., 2007). Este hecho ha 

propiciado que en los últimos años haya un creciente interés por 

                                                                                                     

27 

 

Cáncer de Pulmón. Evolución de la mortalidad 2005-2015. 
Tasa de mortalidad ajustada 

 
Tasa ajustada por edad, método directo (población estándar europea 2013) por 105 habitantes. 
Fuente : Registro de Mortalitad de la Comunitat Valenciana. 
Elabora: Servicio de Estudios Epidemiológicos y Estadísticas Sanitarias. DGSP 

 

Es uno de los tumores con una supervivencia más baja. A los 5 años la supervivencia en 

hombre es del 11,5% y en mujeres del 17,5%. Existen diferencias significativas entre hombres y 

mujeres, no evidenciándose ésta entre las personas diagnosticadas en los diferentes periodos 

estudiados: 2004-2008 y 2009-2013. La diferencia encontrada podría ser explicada por una 

relación exposición/consumo de tabaco y otros factores de riesgo distintos entre ambos sexos.  

 
 
 
 

Supervivencia del cáncer de pulmón a los 5 años 
Periodo 2004-2013 

 

Fuente: Sistema de Información sobre Cáncer.  
Elabora: Servicio de Estudios Epidemiológicos Estadísticas Sanitarias. DGSP 
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estudiar otros factores de riesgo de CP tales como el tabaquismo 

pasivo, la exposición a sustancias empleadas en la industria, minería 

y construcción (radón residencial, asbesto, níquel, arsénico o 

cadmio, entre otras), así como las comorbilidades pulmonares 

previas y los factores genéticos o dietéticos (Duma et al., 2019). De 

hecho, se ha descrito que la exposición a radón residencial es la 

segunda causa de CP en fumadores y la primera en nunca 

fumadores (Vogeltanz-Holm y Schwartz, 2018). Sin embargo, pocas 

investigaciones han analizado exclusivamente el cáncer de pulmón 

en nunca fumadores y ninguna ha sido dirigida específicamente a 

conocer cuál es el efecto de la exposición al radón residencial en 

estos pacientes. 

En los últimos años se ha incrementado el uso de técnicas de 

biología molecular para mejorar el diagnóstico y conocer mejor la 

etiología del CP, debido a que la posibilidad de padecer CP ha sido 

definida como la interrelación entre la exposición a carcinógenos 

ambientales y la susceptibilidad individual determinada 

genéticamente (D’Amico et al., 1999). Dicha susceptibilidad genética 

es la que resulta determinante para entender por qué, siendo el 

tabaco responsable de más del 90% de los CP en el hombre y del 
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80% en la mujer, sólo un 11-12% de los fumadores desarrollan un 

cáncer (Kratz et al., 2012). Sin embargo, comprender qué factores 

genéticos determinan una mayor propensión a desarrollar un CP es 

una tarea compleja. Estudios previos han mostrado que el riesgo 

genético está determinado por numerosos polimorfismos, cada uno 

de ellos de baja penetrancia (estimada en un 1% de la población 

general). Cuando varios de estos polimorfismos coinciden en un 

individuo concreto definen el riesgo cuantitativo, aunque siempre en 

relación con la dosis de exposición a los carcinógenos (Wheatley-

Price et al., 2008). Además, por el momento tampoco se conoce bien 

el agrupamiento genético que pueda definir el riesgo de cada tipo de 

CP (Mok et al., 2009). 

 

3. Histología del CP 

Se han descrito numerosas formas o tipos histológicos de CP. 

La clasificación histopatológica más aceptada es la de la OMS, cuya 

última actualización se llevó a cabo en 2004 (Travis et al., 2015). 

Desde el punto de vista clínico se distinguen principalmente dos tipos 
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histológicos: el cáncer de pulmón de célula no pequeña (CPCNP) y 

el cáncer de pulmón de célula pequeña (CPCP). 

 El CPCP es un subtipo que se compone de células pequeñas 

o en avena y representa el 15-20% de todos los cánceres de pulmón. 

No hay un tratamiento específico y tiene peor pronóstico que el resto 

de tipos histológicos de CP. Suelen ser tumores centrales y con 

exposición muy marcada al tabaco como factor etiológico. Por otra 

parte, el CPCNP es un agregado heterogéneo de diversos tipos 

histológicos. Entre los más comunes se encuentran el carcinoma de 

células escamosas, el adenocarcinoma y el carcinoma indiferenciado 

de células grandes. Estos tres grupos, que representan el 80-85% de 

los tumores de pulmón, han sido agrupados en esta misma entidad 

porque sus métodos de diagnóstico, estadificación, pronóstico y 

tratamiento han sido similares hasta hace poco tiempo (Figura 4). 
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Figura 4. Clasificación histopatológica del cáncer de pulmón. Se distinguen 

fundamentalmente el cáncer del pulmón de células no pequeñas y el cáncer 

de pulmón de células pequeñas. 

 

Esta clasificación histológica de los tumores de pulmón se 

basa en la clasificación de la Organización Mundial de la Salud de 

los Tumores de Pulmón OMS-IASLC 2004, corregida posteriormente 

en 2015 (Travis et al., 2015). Sin embargo, en 2011, un panel 

multidisciplinar de expertos en representación de la International 

Association for the Study of Lung Cancer (IASLC), la American 

Thoracic Society (ATS), y la European Respiratory Society (ERS), 

propuso una revisión a fondo del sistema de clasificación (William et 

al., 2001). Estos cambios afectan principalmente a la clasificación de 
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adenocarcinoma y su distinción de carcinoma de células escamosas 

(Tabla 3).  

 

Tabla 3. Sistema de clasificación del CP propuesto en 2011 por la IASLC, la 

ATS y la ERS. 

 

IASLC/ ATS/ ERS Clasificación histológica de cáncer de pulmón 

Carcinoma de células escamosas 

Papilar 

Célula clara 

Célula pequeña 
Basaloide 

Carcinoma de células pequeñas 

Carcinoma de células pequeñas combinado 

 

Adenocarcinoma 

Lesiones preinvasivas 

Hiperplasia adenomatosa atípica 
Adenocarcinoma in situ (<3 cm anteriormente carcinoma 

bronquioloalveolar) 

No mucinoso 

Mucinoso  

Mixto mucinoso /no mucinoso 

Adenocarcinoma mínimamente invasivo (<3cm predominantemente 

lepídico tumor con <5 mm de invasión) 
No mucinoso 

Mucinoso  
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Mixto mucinoso /no mucinoso 

Adenocarcinoma invasivo 

Predominantemente lepídico (anteriormente BAC con patrón no 

mucinoso, 

con >5 mm de invasión) 

Predomiantemente acinar 

Predominantemente papilar  

Predominantemenete micropapilar 
Predominante sólido con producción de mucina  

Variantes de adenocarcinoma invasivo 

Adenocarcinoma mucinoso invasivo (anteriormente BAC mucinoso) 

Coloide 

Fetal (bajo y alto grado) 

Entérico 

Carcinoma de células grandes 

Carcinoma neuroendocrino de células grandes (CCNEG) 
CCNEG combinado 

Carcinoma basaloide 

Carcinoma de tipo linfoepitelioma 

Carcinoma de células claras 

Carcinoma de células grandes con fenotipo rabdoideo 

Carcinoma adenoescamoso 

Carcinoma con elementos pleomórficos, sarcomatoideos o 

sarcomatosos 

Carcinoma de células fusiformes o gigantes 
Carcinoma fusiforme 

Carcinoma de células gigantes 

Carcinosarcoma 

Blastoma pulmonar 

Tumor carcinoide 

Carcinoide típico 
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Carcinoide atípico 

Carcinoma del tipo de glándulas salivales 

Carcinoide atípico 

Carcinoma quístico adenoideo 

Carcinoma quístico adenoideo 

Carcinoma no clasificado 

 

 

4. Diagnóstico del CP 

Para un correcto diagnóstico del CP es fundamental una 

historia clínica detallada que incluya los datos sobre tabaquismo, 

exposición ocupacional e historia familiar, así como un examen físico 

completo.  

 

4.1. Procedimientos diagnósticos de estadificación no 

invasivos  

Podemos describir los siguientes procedimientos:  

 - Radiografía (Rx) de tórax: es, habitualmente, la primera 

prueba que permite sospechar con alta probabilidad la existencia de 

un CP.  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 - Tomografía axial computerizada (TAC) de tórax: en relación 

a la detección del tumor primario, es el mejor método para el estudio 

anatómico global del tórax. Todo paciente con sospecha de CP debe 

tener realizado una prueba de imagen torácica con TAC con 

contraste que incluya hasta hígado y glándulas suprarrenales para 

clasificar el tumor con la clasificación TNM. Por el contrario, los 

signos radiológicos sugerentes de invasión de estructuras 

mediastínicas que implicarían irresecabilidad son poco fiables. Para 

la valoración ganglionar mediastínica en general, se acepta el 

tamaño de 1 cm en el diámetro más corto como el límite superior de 

la normalidad, aunque este criterio no es útil para discernir entre 

ganglios malignos y benignos (Silvestri et al., 2007).  

 - Tomografía por emisión de positrones (PET): esta 

modalidad diagnóstica se basa en la mayor actividad metabólica de 

las células neoplásicas. Aporta información de interés sobre la 

biología tumoral, pero su capacidad de resolución espacial es menor 

que la de la TAC. En cuanto al umbral de normalidad para el 

denominado valor de captación estándar (SUV), cada centro deberá 

establecer su propio punto de corte. El desarrollo de la PET/TAC, 

que integra en una única exploración las imágenes de ambos 
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procedimientos, mejora la eficacia diagnóstica (De Wever et al., 

2007; Tournoy et al., 2007). Para la evaluación del mediastino, dicha 

eficacia es superior a la de la TAC, aunque varía según la estirpe: 

así, para el adenocarcinoma, el valor predictivo positivo de la 

PET/TAC es del 50%, y el valor predictivo negativo del 77,8%, 

mientras que para el carcinoma escamoso dichas cifras son del 

23,1% y del 96,3%, respectivamente (Hwangbo et al., 2009). Dada 

su elevada sensibilidad para detectar metástasis a distancia, los 

resultados de la PET o de la PET/TAC pueden ser relevantes para 

modificar el plan terapéutico.  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 - Búsqueda de metástasis extra torácicas: una evaluación 

clínica cuidadosa continúa siendo el mejor método para la predicción 

de metástasis. Las pruebas de imagen para el diagnóstico estarán 

dirigidas por la localización de los síntomas o signos presentes. Así, 

el dolor óseo justifica la realización de una gammagrafía, que tiene 

una sensibilidad del 87% y una especificidad del 67% para detectar 

metástasis óseas (Silvestri et al., 2007), mientras que la PET puede 

ser de utilidad, ya que tiene una elevada exactitud, con sensibilidad, 

especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo 

superiores al 90%. En cuanto al diagnóstico de metástasis 

cerebrales, se debe realizar una TAC o resonancia magnética (RM) 

craneal ante cualquier síntoma o signo neurológico sospechoso.   

 - RM torácica: se recomienda su uso solo en algunas 

circunstancias especiales, como es los tumores del sulcus superior 

(Sánchez de Cos et al., 2011).   

 

4.2.  Procedimientos de estadificación invasivos   

 - Técnicas endoscópicas: el broncoscopio flexible con 

aspirado del lavado bronquial y biopsia transbronquial juegan un 

papel importante en el diagnóstico y estadificación del CP con una 
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sensibilidad del 50% para masas periféricas y del 37% para nódulos 

pulmonares (Mehta et al., 1995). La punción transbronquial puede 

realizarse de dos formas: a ciegas con aguja de aspiración 

transbronquial (TBNA) o bien ecodirigida en tiempo real con la 

ecografía endobronquial (EBUS). Si se hace por endoscopia recibe 

el nombre de ecografía endoscópica (EUS).   

 - Punción aspiración transtorácica guiada por TAC: también 

denominada fluoroscopia, es una técnica útil en lesiones periféricas 

donde la biopsia transbronquial no ha conseguido el diagnóstico. 

Tiene una sensibilidad del 90% y una especificidad del 97%. La 

complicación más frecuente de este procedimiento es el neumotórax 

(25-30%) (Collins et al., 2007).   

 - Mediastinoscopia: se considerada el método estándar para 

la estatificación ganglionar mediastínica, pero es un procedimiento 

quirúrgico y por tanto presenta mayor riesgo que las técnicas no 

invasivas (Noguchi et al., 1995; Yasufuku et al., 2007).  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 - Toracoscopia video-asistida: está indicada en caso de 

lesiones periféricas menores de 2 cm de diámetro, en tumores 

pleurales o derrame pleural. Esta técnica, así como la 

toracotomía, están indicadas en pacientes operables con tumores 

iniciales en las técnicas de imagen y aparentemente resecables.   

 

4.3. Evaluación funcional   

El estado de actividad o performance status (PS) es una 

medida general del estado funcional del paciente que mide el 

impacto de los síntomas del tumor junto con la co-morbilidad, en la 

vida diaria de un paciente y su capacidad de autocuidado. Además, 

constituye un factor pronóstico independiente en CPCNP.  
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 Existen varias escalas disponibles para la evaluación 

funcional de los pacientes, siendo las más utilizadas el índice de 

Karnofsky (IK) (Karnofsky et al., 1949) y la del Eastern Cooperative 

Group (ECOG) o PS (Oken et al., 1982) (Tabla 4). Esta última puntúa 

del 0 al 5 la calidad de vida del paciente en función del nivel de los 

síntomas, la interferencia con la actividad normal y la proporción de 

las horas de vigilia pasadas en la cama. De acuerdo con estos 

valores, los pacientes con PS 0-1 son aquellos que mantienen una 

actividad plena y se encuentran asintomáticos o los síntomas no 

limitan su actividad diaria. Estos pacientes son candidatos a 

tratamiento, según el estadio clínico, con cirugía o a con 

quimioterapia basada en sales de platino, asociada o no a 

radioterapia externa concomitante. En cambio, aquellos pacientes 

con PS-2 encuentran limitaciones en la actividad física y precisan 

reposo en cama aunque menos del 50% del día. Para este grupo de 

pacientes la valoración del tratamiento se debe realizar de forma 

individualizada (Gridelli et al., 2004).  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Tabla 4. Estado de actividad, performance status (PS) o Eastern 

Cooperative Group (ECOG) que sirve como escala de funcionalidad del 

paciente oncológico y es factor pronóstico (Oken et al., 1982).  

 

 

Por otra parte, la evaluación de la función pulmonar se lleva a 

cabo mediante pruebas de función respiratoria. Estas son 

imprescindibles para la valoración quirúrgica e incluyen la 

espirometría y la medición de la difusión del anhídrido carbónico 

(DLCO). Los pacientes con un volumen espiratorio forzado en el 

primer segundo (FEV1) o DLCO menor de un 80% requieren 

pruebas adicionales para valorar la reserva post-resección pulmonar 

(gammagrafía de ventilación/perfusión, test de esfuerzo 

cardiopulmonar y gasometría). Cabe destacar que aquellos 

pacientes con una FEV1 o DLCO prevista post-operatoria menor del 
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40% o una saturación menor del 90% presentan mayor riego de 

complicaciones post-operatorias o muerte (Spira A, 2004).  

 

5. Factores pronóstico del CP 

Los datos crecientes de incidencia y prevalencia del CP lo 

convierten en la primera causa de muerte por cáncer, quedando 

ampliamente demostrada su relación etiológica con el hábito 

tabáquico.  

El CP tiene un mal pronóstico y unos pobres resultados 

terapéuticos, con unas bajas tasas de supervivencia a 5 años, que 

en los datos más favorables recogidos en EEUU no supera el 15%. 

Todos estos datos convierten al CP en un grave problema de salud 

pública, objeto de la máxima atención sanitaria en el ámbito 

internacional (Parkin et al., 2005; Alberg et al., 2007; Siegel et al., 

2019).  

Estos hechos han supuesto, durante muchos años, un gran 

esfuerzo por parte de las distintas sociedades científicas en la 

elaboración de formas de clasificación o de agrupación de los 

pacientes, con el fin de homogeneizar aquellos grupos en los que un 



Introducción 

 

28 
 

determinado número de características comunes ofrecieran la 

posibilidad de poder aplicar un tratamiento reglado, estimar el 

pronóstico, asistir a la evaluación de los resultados, facilitar el 

intercambio de información y contribuir a la investigación.  

En este sentido, uno de los principales avances fue el 

establecimiento del sistema de estadificación TNM, propuesto por 

Pierre Denoix en 1946. Este sistema describe la extensión de un 

cáncer en un paciente en base a la extensión del tumor primario (T), 

a la afectación de los grupos regionales ganglionares (N) y a la 

presencia de metástasis a distancia (M) (Denoix PF, 1946). Años 

más tarde, en 1974, la Task Force on Lung Cancer of the American 

Joint Committee on Cancer Staging and End Results Reporting 

(AJCC) publicó una revisión del TNM en el CP con un gran impacto 

en las distintas especialidades que manejan esta patología 

(Mountain et al., 1974), siendo recogida por la Union Internationale 

Contre le Cancer (UICC) en su 2ª edición (UICC, 1975).  

 

Existen diversos factores pronósticos, sobre todo de tipo 

morfológico y molecular, que pueden condicionar la supervivencia de 

las distintas formas de cáncer y que no se tienen en cuenta en la 
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clasificación TNM, por lo que algunos autores han cuestionado la 

utilidad de este sistema, sobre todo en el carcinoma de mama (Barr y 

Baum, 1992; Burke y Hendson, 1993; Mittra I, 2003). En el CP la 

utilidad del sistema TNM también ha sido cuestionada, ya que no 

logra configurar grupos de pacientes con un pronóstico homogéneo, 

sobre todo en estadios precoces (Padilla et al., 1997; Asamura et al., 

2006; Jones et al., 2006; Hsu et al., 2009). Ciertamente, factores de 

índole morfológica (Maeda et al., 2010, 2011) como el tamaño, la 

estirpe histológica, el grado de diferenciación tumoral, la invasión 

vascular tumoral o la presencia de necrosis, entre otros, o de 

carácter molecular (D’Amico et al., 1999; Travis et al., 2011), son 

motivo de interés a la hora de establecer el pronóstico de los 

pacientes y los posibles tratamientos con intencionalidad adyuvante, 

por lo que determinados autores han propuesto estimar el riesgo 

desde una perspectiva multivariante (Kratz et al., 2012).  

Por otra parte, cada vez es más evidente que hay un cambio 

en el patrón histológico del CPCNP. El adenocarcinoma ha pasado a 

ocupar el primer lugar en cuanto a frecuencia, desplazando 

claramente al carcinoma epidermoide (Devesa et al., 2005; Alberg et 

al., 2007), lo cual ha desembocado en un renovado interés por el 
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estudio de los distintos tipos de adenocarcinomas y de su implicación 

pronóstica (Russell et al., 2011; Yoshizawa et al., 2011).  

La resección quirúrgica sigue siendo la mejor opción 

terapéutica del CP en los estadios precoces, estando condicionada 

la supervivencia al tamaño del tumor y a la presencia o ausencia de 

invasión linfática regional (Treasure et al., 2006; Wright et al., 2006). 

La supervivencia a los cinco años en los tumores con un tamaño 

menor de 3 cm y en ausencia de afectación ganglionar está en torno 

al 80% (López-Encuentra et al., 2002), cifra claramente superior a las 

obtenidas con otras alternativas terapéuticas en pacientes 

inoperables por mala reserva cardiorrespiratoria (Asamura H, 2006).  

Aunque está ampliamente establecida la utilización de 

quimioterapia adyuvante (Arriagada et al., 2004) en pacientes 

resecados por CPCNP en estadio II-IIIA, queda por definir su utilidad 

en estadios más precoces. Quizás la búsqueda de factores que 

impliquen un peor pronóstico en los estadios iniciales, pueda 

justificar el beneficio de estos tratamientos (Felip et al., 2010).  

Es importante reseñar que la utilización de nuevos fármacos 

como el erlotinib, inhibidor de la tirosin-kinasa del receptor del 

crecimiento epidérmico (EGFR), ha supuesto un avance en el 
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tratamiento del adenocarcinoma (Wheatley-Price et al., 2008) que 

sobre expresa este marcador, sobre todo en mujeres no fumadoras 

(Mok et al., 2009).  

Además, cabe destacar que la afectación metastásica a nivel 

ganglionar es el principal factor pronóstico en el carcinoma pulmonar 

localizado, habiéndose relacionado recientemente la activación 

aberrante de la transición epitelio-mesenquimal (EMT) con la 

conversión de un carcinoma no invasivo en un tumor de 

características metastásicas y de mal pronóstico (Steinestel et al., 

2014). 

 

6. Estadificación del CP 

 La estadificación del CP se realiza siguiendo las 

recomendaciones de la American Joint Comitee on Cancer (AJCC) 

(Brierley, Gospodarowicz y Wittekind, 8ª edición). Está basada en el 

sistema de clasificación TNM, que hace uso de diversos parámetros 

descriptivos tales como la extensión del tumor primario (T), la 

afectación de los grupos regionales ganglionares (N) y la presencia 

de metástasis a distancia (M). Cada componente se divide en varias 
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categorías que quedan definidas por otras características (Tabla 5) 

(Detterbeck FC, 2017, 2018).  

 

Tabla 5. Definición de los descriptores TNM. Tomada de Detterbeck FC, 

2018. 

 
 

- Extensión del tumor primario (T): este parámetro descriptivo se 

basa principalmente en el tamaño del tumor, puesto que es el factor 

pronóstico más importante, pero también considera la invasión y 

localización tumoral. La nueva edición ofrece una clasificación más 

precisa, ya que considera intervalos de 1 cm, desde menos de 1 cm 

a 5 cm (Tabla 5). Para la medida del tamaño del tumor la tomografía 
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computerizada sigue siendo la mejor técnica (Rami-Porta et al, 

2018). 

- Nódulos linfáticos regionales (N): La clasificación N se basa en la 

localización de los nódulos implicados, en vez de en el número de 

nódulos con metástasis (valor usado en otros estadiajes). Se 

establecen 4 categorías en función de la localización de la 

metástasis (Tabla 6) (Feng y Yang, 2019). 

- Metástasis a distancia (M): este parámetro queda definido por la 

presencia de metástasis (intratorácicas o extratorácicas) fuera de los 

nódulos linfáticos (Lim et al., 2018). En la nueva edición, las 

metástasis extratorácicas quedan divididas en dos categorías (Tabla 

6) (Feng y Yang, 2019). 

 

 La última edición de la AJCC también incluye modificaciones 

en los diferentes estadios del CP, debido a las modificaciones en los 

parámetros T y M (Goldstraw et al., 2016). Se distinguen 5 estadios: 

0 (adenocarcinoma in situ), I (localizado en le pulmón, sin invasión), 

II (sin invavión a excepción del estadio IIB), III (afectación de nódulos 

linfáticos) y IV (presencia de metástasis a distancia) (Tabla 6). 
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Tabla 6. Estadificación del CP basada en los parámetros TNM de la 8ª 

edición de la AJCC. (Tomada de Rami-Porta et al., 2018). 
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7. Biología molecular del CP 

7.1. Principales vías de señalización implicadas en el CP: 

EGFR, ALK, BRAK/kRAS, ROS 

7.1.1. EGFR  

 El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR, 

también denominado HER1 o erbB-1) es un receptor de la superficie 

celular que forma parte la las vías de señalización que regulan la 

proliferación celular. El EGFR existe como monómero en la 

superficie celular. Tras la unión de ligando (EGF, TNF), dimeriza 

para activar la actividad tirosín quinasa (TQ) de su dominio 

intracelular (Figura 5) (Liu et al., 2017). 

El crecimiento tumoral y la progresión dependen de la 

actividad de receptores de membrana, como EGFR, que controlan la 

señalización intracelular que regula los procesos de proliferación, 

apoptosis, angiogénesis, adhesión y motilidad. Mientras que la 

actividad TQ de EGFR está altamente controlada en células 

normales, la amplificación o mutación de los genes que codifican 

estos receptores dan lugar a la activación constitutiva de los mismos 

en las células malignas. De hecho, se han observado mutaciones en 
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EGFR en un 16,6 % de los CPCNP no epidermoides en la población 

occidental, siendo más frecuentes en mujeres nunca fumadoras 

(Rosell et al., 2009). En la población asiática estas mutaciones 

pueden observarse hasta en un 62% de los CPCNP (Shi et al., 

2014).  

Las alteraciones más frecuentes de EGFR son la delección 

del exón 19 (62.2%), seguida de la mutación puntual L858R en el 

exón 21 (37.8%). La afectación del exón 20 confiere resistencia al 

tratamiento de inhibidores de tirosina quinasa (iTQ) (Rosell et al., 

2009).  

En el CPCNP avanzado, la presencia de mutaciones en 

EGFR confiere un pronóstico más favorable y predice fuertemente a 

la sensibilidad de iTQs de EGFR tales como erlotinib, gefitinib y 

afatinib. 
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Figura 5. Estructura y función de EGFR. Extraído de Siegelin y Borczuk, 

2014. 
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7.1.2. ALK 

 El gen de la quinasa del linfoma anaplásico (ALK) codifica 

para un receptor de membrana de la familia de los receptores de 

insulina que posee un dominio extracelular de unión a ligando, un 

dominio transmembrana y un dominio intracelular con actividad 

quinasa (Souttou et al., 2001). De la misma manera que en el caso 

de EGFR, en presencia de ligando ALK dimeriza y activa su función 

quinasa, fosforilando otros dominios intracelulares y llevando a cabo 

su función. La expresión de ALK es importante en el sistema 

nervioso durante el desarrollo embrionario. En la edad adulta sus 

niveles de expresión son bajos y aparecen alterados en diversos 

procesos tumorales (Souttou et al., 2001; Hallberg y Palmer, 2013). 

En el CPCNP la principal alteración de ALK se da en forma 

de proteína de fusión. La más común consiste en una inversión en el 

cromosoma 2 que juxtapone el extremo 5` del gen de la proteína 4 

asociada a microtúbulos del equinodermo (EML 4) con el extremo 3` 

del gen de la ALK, resultando en un nuevo reordenamiento que da 

lugar a la proteína de fusión de EML4 y ALK (EML4-ALK) (Figura 6) 

(Shaw y Solomon, 2011).  



Introducción 

39 
 

Aunque es poco frecuente (2-7%), el reordenamiento de este 

oncogén de fusión define una variante de cáncer de pulmón con 

características clínicas y patológicas diferenciales como son la 

escasa historia de hábito tabáquico, la edad juvenil de presentación y 

la asociación con histología de adenocarcinoma en anillo de sello o 

acinar (Kwak et al., 2010). Cabe destacar que los reordenamientos 

de ALK suelen ser mutuamente excluyentes con mutaciones en los 

genes EGFR y KRAS. Además, los casos ALK positivos son 

altamente sensibles a inhibidores de ALK, siendo el crizotinib el 

primero en aprobarse y utlizarse (Hallberg y Palmer, 2013). Hoy en 

día existen inhibidores de segunda generación, como el ceritinib y el 

brigatinib, debido a que algunos pacientes presentaban resistencia al 

crizotinib (Friboulet et al., 2014; Zhang et al., 2016). 
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Figura 6. Estructura del reordenamiento de EML4-ALK. Extraído de Soda et 

al., 2007. 
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7.1.3. KRAS  

La proteína KRAS, codificada por el gen del sarcoma de rata 

Kirsten, es una guanosina GTPasa intracelular unida a membrana 

que activa numerosas rutas de transducción de señales. Es 

especialmente importante la vía de las quinasas de proteínas 

mitógeno activadas (MAPK), las cuales también a través de la 

transducción de señales activan a otras proteínas quinasa y a 

factores de transcripción que controlan en última instancia la 

proliferación y diferenciación celular (Malumbres y Barbacid, 2003).  

Las mutaciones en el gen KRAS se encuentran en 

aproximadamente el 25% de los adenocarcinomas de pulmón en los 

países occidentales y ha sido fuertemente asociado con el consumo 

de cigarrillos. La mayoría de las mutaciones corresponden a 

mutaciones con cambio de sentido en los codones 12,13 o 61 

(COSMIC 2016), lo que causa una actividad constitutiva de KRAS 

independiente de señales activadoras de su función.  

Las mutaciones de KRAS predicen un mal pronóstico para la 

enfermedad resecada, así como la resistencia al tratamiento con con 

los inhibidores de EGFR gefitinib o erlotinib (Riely et al., 2008).  
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Hasta la fecha, todos los esfuerzos para desarrollar un 

inhibidor de KRAS no han funcionado, debido a la dificultad de 

acceder farmacológicamente a los sitios de unión (Tomasini et al., 

2016; Ferrer et al., 2018).  

 

7.1.4. ROS-1  

ROS1 es un receptor TQ que en humanos está codificado por 

el gen ROS1. Este receptor, que es estructuralmente similar ALK, 

pertenece a la familia de los receptores de insulina con actividad TQ 

en su dominio intracelular (Bergethon et al., 2016).  

Se han observado reordenamientos de ROS1 en el 1-2% de 

los pacientes con CPCNP. En este tipo de cáncer ROS1 forma 

proteínas de fusión con FIG, CD74, SLC34A2 y SDC4, siendo la 

proteína de fusión CD74-ROS1 la que se detecta con mayor 

frecuencia (Bubendorf et al., 2016). Los pacientes que presentan 

esta alteración suelen ser jóvenes y no fumadores, tener 

adenocarcinomas y no presentar mutaciones en EGFR, KRAS, 

BRAF, HER2 o reordenamientos de ALK (Bergethon et al., 2016).  

En un estudio fase I con crizotinib en pacientes con CPCNP 

con reordenamientos de ROS1 se demostró una tasa de respuesta 
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del 72% y una mediana de control de la enfermedad de 17,6 meses, 

lo que ha llevado a la FDA a su aprobación (Shaw et al., 2014; 

Kazandjian et al., 2016; Viola et al., 2016). 

 

7.2. Micrometástasis moleculares en el CP 

La linfadenectomía mediastínica en el CP es un 

procedimiento usual. Dentro del TNM, el especial tropismo de las 

células neoplásicas pulmonares por los territorios linfáticos hace que 

un adecuado y exhaustivo estudio de las adenopatías mediastínicas 

sea básico para establecer una correcta estadificación. Así pues, la 

afectación linfática ganglionar por metástasis es un factor pronóstico 

de especial relevancia en el CP (Sugi et al., 2008).   

Al igual que sucede con el tamaño tumoral, un mayor número 

de ganglios afectados se relaciona con una mayor extensión 

anatómica y con un peor pronóstico (Edge et al., 2010). En el CP, la 

clasificación ganglionar se rige exclusivamente por la ausencia (N0) 

o presencia (N1-3) y localización de ganglios afectados. Los 

descriptores N1-3 indican la localización ganglionar: a mayor N, 

mayor distancia del tumor primario y peor pronóstico.  
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Toda esta abundante información sobre el impacto pronóstico 

del número de ganglios y estaciones ganglionares comprometidas 

por el tumor ha sido posible porque se han extirpado y analizado los 

ganglios.  

Incluso para los tumores en estadio I patológico, un mayor 

número de ganglios extirpados se relaciona con un mejor pronóstico. 

Aunque no hay unanimidad sobre el número ideal de ganglios que 

extirpar, en los estudios retrospectivos publicados este número oscila 

entre 6 y 15 (Ou y Zell, 2008; Varlotto et al., 2009), recomendando 

10 ganglios (Whitson et al., 2007).  

La forma generalmente recomendada de linfadenectomía 

mediastıínica es la disección ganglionar sistemática (Giroux et al., 

2009). Es la técnica que ofrece mejores garantías para una correcta 

estadificación, tanto para certificar y matizar el compromiso 

ganglionar, como para certificar su ausencia.  

Los esfuerzos puestos en estudiar mediante técnicas 

novedosas los ganglios obtenidos en la cirugía van dirigidos a 

optimizar el rendimiento de las piezas y a aumentar las posibilidades 

de curación, al establecer un tratamiento acorde a la estadificación 

de la enfermedad.  
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El estudio de micrometástasis ganglionares ha sido publicado 

como un factor de peor pronóstico (Gu et al., 2002). Un estudio 

previo de nuestro grupo mostró que la existencia de micrometástasis 

ganglionares halladas por métodos moleculares era un factor de más 

pronta recidiva tumoral. Sin embargo, el gran número de ganglios 

estudiados por paciente fue un parámetro que hizo inviable su 

aplicación sistemática (Benlloch et al., 2009).  

La introducción del concepto de ganglio centinela (GC), bien 

conocido en tumores de mama y melanoma, animó a la detección de 

dicho GC en el carcinoma pulmonar. El concepto de GC supone que 

el flujo linfático del tumor primario migra en primer lugar a ganglios 

en contigüidad anatómica antes que a otros más distantes (Minamiya 

et al., 2007). 

  En el caso del CP la finalidad de su detección es distinta a la 

de los casos comentados: aunque está descrito un aumento de 

posibles complicaciones tras la linfadenectomía mediastínica (Darling 

et al., 2011) el motivo del estudio molecular es evitar una 

subestadificación (estadificar como estadio I pacientes que 

realmente tienen afectación molecular) (Galbis et al., 2014).  
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Publicaciones anteriores mostraron que los ganglios linfáticos 

subpleurales conectan directamente con las adenopatías a nivel de 

mediastino en el 20-25% de los pacientes (Riquet et al., 2007) y que, 

además, el GC en la cavidad torácica es lóbulo específico (Nomori et 

al., 2011; Galbis et al., 2017). Por esto, se cree que las estaciones 

por donde circula la linfa son desde la lesión hacia ganglios cercanos 

(subpleurales / intraparenquimatosos: considerados N1) y, en 

algunos casos, directamente a los considerados N2 como los de la 

ventana aorto pulmonar (Misthos et al., 2008).  

 

7.3. Transición epitelio-mesénquima 

La transición epitelio-mesénquima (EMT) es el proceso por el 

cual las células epiteliales pierden sus características y capacidad de 

adhesión y adquieren características de células mesenquimales (Hay 

ED, 1995). Durante la EMT se dan cambios en la polaridad celular, 

se reorganiza el citoesqueleto y se altera la expresión de genes que 

codifican para proteínas involucradas en la unión intercelular, 

migración celular y resistencia a la apoptosis (Figura 7) (Troncoso et 

al., 2017). Este proceso es importante durante la embriogénesis, la 
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reparación de tejidos y los procesos neoplásicos (Kalluri y Weinberg, 

2009; Troncoso et al., 2017; Dongre y Weinberg, 2019). 

En la metástasis, las células cancerosas migran desde el 

tumor primario hasta alcanzar un vaso sanguíneo, gracias al cual 

pueden invadir otros órganos en los que desarrollan nuevos tumores 

(Figura 8).  

  

 
 
Figura 7. Proceso de transición epitelio - mesénquima. En la figura se 

muestran las principales proteínas que participan en este proceso (Tomada 

de Dongre y Weinberg, 2019). 
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Figura 8. Pasos del proceso metastásico: (a) tumor primario; (b) 

angiogénesis en el tumor primario; (c) intravasación; (d) migración y 

extravasación; (e) colonización en nuevo órgano; (f) angiogénesis y 

crecimiento de la metástasis. Imagen tomada de Mathot y Stenninger, 2012. 
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Este tipo de EMT, que ocurre en células neoplásicas, está 

mediada por la activación de oncogenes o represión de genes de 

supresión tumoral (Kalluri y Weinberg, 2009). Si bien en principio las 

células tumorales de origen epitelial se caracterizan por su alta 

proliferación, la capacidad invasiva y metastásica está relacionada 

con la aparición de mecanismos de EMT por medio de la expresión 

de marcadores mesenquimales como α-SMA, FSP1, vimentina y 

desmina (Kalluri y Weinberg, 2009). Por otra parte, señales 

inductoras de EMT que provienen del estroma que rodea al tumor 

primario, como el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), el 

factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de crecimiento 

derivado de plaquetas (PDGF) y TGF-β, se relacionan con la 

activación de factores de transcripción como Snail, Slug, ZEB1, Twist 

y FOXC2, que son esenciales en el desarrollo del proceso 

neoplásico y que actúan como represores de la E-cadherina (Kalluri 

y Weinberg, 2009; Dianbo et al., 2011; Mathot y Stenninger, 2012; 

Yulong et al., 2013; Nieto et al., 2016; Sato et al., 2016). La 

regulación de este gen ha sido ampliamente estudiada, ya que en 

carcinomas humanos la pérdida de expresión de E-cadherina está 

relacionada con un fenotipo invasivo (Frixen et al., 1991; Lamouille et 
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al., 2014). Además, la expresión de los factores de transcripción 

anteriormente mencionados está asociada a peor pronóstico y 

recurrencia (Fuxe y Karlsson, 2012). 

 Estudios previos han mostrado el papel de la EMT en la 

resistencia a fármacos (Xiao y He, 2010). Por ejemplo, se ha 

observado la expresión de marcadores de EMT en líneas resistentes 

a adriamicina (Sommers et al., 1992), oxaplatina y paclitaxel 

(Kajiyama et al., 2007). Estudios modelos animales también han 

puesto de manifiesto la importancia de la EMT en la resistencia a 

fármacos (Fischer et al., 2015). Del mismo modo, se ha observado 

está relación en algunos tipos de cáncer como el de mama o 

páncreas (Fischer et al., 2015; Zheng et al., 2015).  

 

7.3.1 EMT y sistema linfático 

El sistema linfático es un sistema de transporte de fluidos, 

pero también es una parte importante del sistema inmunitario, 

participando en la respuesta inmune innata y adaptativa (Shields JD, 

2011; Kataru et al., 2014). 

Se desconoce el mecanismo por el cual las células tumorales 

viajan a través del sistema linfático y si la EMT contribuye a este 
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proceso, aunque estudios recientes han mostrado que las células 

que llevan a cabo una EMT inducida por TGF- son capaces de 

migrar a través de este sistema (Figura 9) (Risolino et al., 2014; 

Pang et al., 2016; Karlsson et al., 2017). En cuanto al CP, la 

presencia de marcadores de EMT en los nódulos linfáticos de estos 

pacientes ha sido poco estudiada hasta la fecha. 

 

 

Figura 9. Diagrama que muestra la migración de células tumorales a través 

del sistema linfático. Las células tumorales, inducidas por TGF-, llevan a 

cabo un proceso de EMT que les permite migrar a los nódulos linfáticos. 

Imagen tomada de Pang et al., 2016. 
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 8. Papel del sistema inmunitario en el cáncer 

El sistema inmunitario, además de proteger frente a 

patógenos externos, es capaz de reaccionar ante agresiones 

internas como el cáncer.  

La respuesta inmunitaria ante el crecimiento tumoral ocurre a 

través del reconocimiento de antígenos tumorales. El sistema 

inmunitario puede identificar proteínas con mutaciones provenientes 

de oncogenes, proteínas virales en tumores que tienen su origen en 

una infección viral (como el cáncer de cérvix) o proteínas propias del 

cuerpo con una expresión anómala (D’Amico et al., 1999; Parkin et 

al., 2005).  

Las células tumorales son reconocidas por células NK 

(natural killer), a través de ligandos específicos de estas células 

(Chow et al., 2012), lo que lleva al reconocimiento y a la destrucción 

de las células transformadas. Los fragmentos de las células son 

consumidos y procesados por macrófagos y células dendríticas, que 

a su vez son activadas para secretar citoquinas inflamatorias y 

presentar las moléculas derivadas de las células tumorales a los 

linfocitos T y B. La activación de estos linfocitos lleva a la producción 
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de citoquinas adicionales, que profundizan la activación del sistema 

inmunitario innato y promueven la producción de anticuerpos y 

células T específicas para el tumor en cuestión. La activación 

completa del sistema inmunitario adaptativo lleva a la eliminación de 

las células tumorales remanentes y a la generación de una memoria 

inmunitaria específica contra los componentes del tumor para 

prevenir recurrencias (Finn OJ, 2012). 

No obstante, la progresión maligna de los tumores tiene la 

capacidad de suprimir la respuesta inmunitaria; eluden una 

respuesta inflamatoria aguda que tiene la finalidad de eliminar las 

células tumorales. Por el contrario, causan un estado inflamatorio 

crónico que promueve el crecimiento tumoral y previene su 

eliminación (Grivennikov et al., 2010; Teixidó et al., 2015). Hallazgos 

recientes evidencian que esta inmunosupresión se debe a la 

capacidad que tienen las neoplasias de alterar la respuesta 

inmunitaria del cuerpo. El microambiente tumoral puede evitar la 

expansión de linfocitos T colaboradores y citotóxicos, que son 

específicos para los antígenos tumorales, al promover la producción 

de citoquinas y otros factores proinflamatorios. De este modo, ocurre 

una acumulación de células supresoras, como los linfocitos T 



Introducción 

 

54 
 

reguladores, que inhiben una respuesta del sistema inmune (Finn 

OJ, 2012; Yanan y Gang, 2012; Woo et al., 2015).  

Los avances conceptuales y técnicos en el área de la 

Inmuno-oncología han permitido desarrollar abordajes 

inmunoterapéuticos innovadores contra el cáncer. Actualmente 

existen métodos para estimular la respuesta inmunitaria contra el 

crecimiento tumoral a través de la estimulación o el bloqueo de vías 

o células inhibitorias en el microambiente tumoral.  

Entre las diversas moléculas co-estimuladoras que modulan 

la respuesta inmunitaria se encuentran CD27, CD28, CD40, CD137, 

GITR (receptor del factor de necrosis tumoral inducido por 

glucocorticoides) y OX-40 (Sundar et al., 2014). Esta última regula la 

expansión de células T específicas de antígeno, la supervivencia y la 

producción de citoquinas. CD27, CD137 y GITR estimulan a las 

células CD4+ y CD8+ permitiendo la proliferación de las células T, 

mientras que CD28 amplifica la señalización mediada por los 

receptores de linfocitos T. Por otra parte, CD40 está involucrado en 

la diferenciación y supervivencia celular y en apoptosis, y 

desencadena una respuesta inmunitaria específica (Sundar et al., 

2014). 
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En cuanto a las vías inhibitorias, las más estudiadas en CP 

son CTLA-4 (antígeno 4 asociado a linfocitos T citotóxicos) y PD-1 

(muerte programada-1) (Massarelli et al., 2014) y su bloqueo se 

suele dar mediante el uso de anticuerpos o con quimioterapia a dosis 

bajas (Berraondo et al., 2016). CTLA-4 es un punto de control 

negativo que controla la activación y proliferación de células T (Reck 

y Paz-Ares, 2015). La unión de esta proteína receptora a su ligando, 

expresado en células presentadoras de antígeno, tiene un efecto 

inhibitorio sobre las células T.  

La vía PD-1/PD-L1 es uno de los principales puntos de 

control más estudiados en la actualidad. En esta vía se produce la 

unión del receptor PD-1, presente en las principales células 

responsables de la defensa de los tumores (las células T activadas), 

con sus ligandos (PD-L1 y PD-L2), lo que produce un fuerte efecto 

inmunosupresivo al inhibir la activación de células T (Brahmer JR, 

2012; Domagala-Kulawik J, 2015). De estos dos ligandos es 

destacable PD-L1, que se expresa en muchas células de forma 

normal y tiene, entre otras, la finalidad de evitar que determinadas 

reacciones inmunes se conviertan en excesivas y dañen tejidos 

propios. Sin embargo, se han observado mayores niveles de 
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expresión de PD-L1 en las células del CP, entre otros tipos de 

cáncer. Así pues, ya se han desarrollado varios fármacos que sirven 

para bloquear esta vía; son capaces de evitar que la proteína PD-L1 

presente en las células tumorales se una a la proteína PD-1 de las 

células de nuestro sistema inmunitario (Campesato et al., 2015). Al 

bloquear esa unión, se consigue evitar que el tumor inactive la 

respuesta inmunitaria, de modo ésta puede destruir las células 

tumorales.  

Otros puntos de control negativo de la respuesta inmunitaria 

son la vía de TIM-3, LAG-3 y KIR. Mediante la unión a su ligando, 

TIM-3 inhibe a las células T helper induciendo la tolerancia periférica 

(Sundar et al., 2014). LAG-3 es una proteína relacionada con CD4 

que se une al complejo mayor de histocompatibilidad de clase II y 

reduce la proliferación de células T (Huang et al., 2004; Gandhi et al., 

2006. Mientras que la inhibición de KIR, familia de reguladores de las 

células NK, resulta en una activación de la actividad antitumoral de 

éstas(Freireetal.,2013). 
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La afectación metastásica a nivel ganglionar es el principal 
factor pronóstico en el carcinoma pulmonar localizado, habiéndose 
relacionado recientemente la activación aberrante de la transición 
epitelio - mesenquimal (EMT) con la conversión de un carcinoma no 
invasivo en un tumor de características metastásicas y de mal 
pronóstico. 

De hecho, la EMT ha sido establecida como uno de los 
principales factores en la progresión del cáncer, la diseminación 
linfática y la aparición de metástais. Durante este proceso, las 
células pierden la expresión de marcadores epiteliales (como la E-
Cadherina) e incrementa la expresión de marcadores 
mesenquimales (como la Vimentina o la N-Cadherina). 

Dado que la micrometástasis por sí solas no se relacionan 
con el pronóstico, pero sí que muestran un 20% de recidivas, el 
análisis de las vías de EMT y sobretodo del papel del sistema 
inmunitario nos podría ayudar a diferenciar las micrometástasis que 
van a progresar de las que no lo van a hacer. 

Una evaluación de la expresión de los marcadores de EMT en 
las micrometástasis localizadas en el ganglio centinela de pacientes 
con carcinoma pulmonar permitiría avanzar en el conocimiento de los 
procesos moleculares implicados en la metástasis durante la 
enfermedad. Por otro lado, un estudio paralelo de los niveles de 
expresión de los marcadores de las diferentes vías de control 
inmunológico y de las células inmunitarias infiltradas en el tejido 
tumoral pulmonar y en ganglio centinela de estos pacientes 
contribuiría a obtener información sobre nuevas dianas moleculares 
susceptibles de ser bloqueadas mediante inmunoterapia.  
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En base a lo expuesto nos planteamos los siguientes 
OBJETIVOS:  

 

1. Analizar la presencia de micrometástasis en ganglio centinela 
mediante qPCR, estudiando la presencia de mRNA de los genes 
CK7, CEACAM5 y BPIFA1 en pacientes con CPNM, y mediante 
inmunohistoquímica analizando la expresión de CK7.  

2. Estudiar los niveles de expresión de los genes marcadores de 
EMT mediante qPCR en muestras de ganglio centinela, de tejido 
tumoral y de tejido adyacente sano de pacientes diagnosticados con 
CPNM.  

3. Estudiar los niveles de expresión de los genes de las vías del 
sistema inmunitario mediante qPCR en muestras de ganglio 
centinela, de tejido tumoral y de tejido adyacente sano de pacientes 
diagnosticados con CPNM. 

4. Análisis de correlación entre las características clínico-patológicas 
de los pacientes y los patrones moleculares identificados en los 
objetivos anteriores. 
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1. Ámbito y Población 

 La población asignada a la Comunidad Valenciana 

susceptible de recibir asistencia sanitaria es de 5.021.579 personas.  

 La población del marco de este estudio es la población 

asignada al Departamento de Salud de La Ribera con 259.528 

personas, al Departamento de Salud de Xátiva-Ontinyent con 

198.278 personas y al Departamento de Salud de Alcoi con 137.404 

personas, según el Sistema de Información poblacional de diciembre 

de 2015. 

   

La población diana de nuestro estudio fueron todos aquellos 

pacientes con sospecha clínica de CPCNP de estadio I provenientes 

de los departamentos de salud anteriormente citados, a los que se 

les realizó resección pulmonar oncológica con fines terapéuticos. 

 

2. Pacientes  

 Para un total de 595.210 personas a las que el servicio da 

cobertura, se estiman un total de 437 pacientes incidentes en el año 

2015, diagnosticados en los departamentos del radio de acción que 

generan consultas, tratamiento y en algunos casos intervención, 

siendo este reducido número la población inicialmente elegible antes 

de aplicar criterios de selección. 

  

El diseño muestral fue aleatorio simple entre los pacientes 

que se atendían en el servicio. El estudio se llevó a cabo en un total 

de 101 pacientes válidos no excluidos. 
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 2.1 Criterios de inclusión 

 Los criterios de inclusión de los pacientes en el estudio fueron 

los siguientes: 

 

 1.- Sospecha clínica de CBPNM EI con criterios de resecabilidad y 

operabilidad. 

 2.- Realización en dichos pacientes de cirugía oncológica con fines 

curativos. 

 3.- Detección del ganglio denominado centinela tras marcaje intra 

campo con nanocoloide de albúmina-Tc99 y sonda de 

gammagráfica. 

 4.- Exéresis de ganglios mediastínicos e hiliares, clasificación de los 

niveles ganglionares según la ATS (Am Rev Respir Dis. 

1983;127(5):659-664). 

5.- Tras la cirugía, confirmación de la presencia de CBPNM EI. 

6.- Firma de la participación voluntaria en el estudio tras la 

correspondiente información por miembros del equipo investigador.   

 

2.2 Criterios de exclusión 

 Los criterios de exclusión de los pacientes en el estudio fueron 

los siguientes: 

 

1. Falta de cumplimiento de alguno de los criterios de inclusión. 

2. Imposibilidad de resección oncológica completa (R0). 

3. Obtención de un resultado positivo para micrometástasis 

mediante técnicas convencionales de anatomía patológica e 

inmunohistoquímica. 
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3. Muestras 

 En el estudio se incluyeron pacientes con cáncer de pulmón de 

células no pequeñas (CPCNP) en estadio clínico I, II, III y IV para los 

cuales se programó cirugía para su tratamiento. Como paso 

preoperatorio, se realizó una estadificación rutinaria, incluyendo una 

tomografía computarizada torácica, una tomografía por emisión de 

positrones (PET) y una mediastinoscopia en caso de ser necesario. 

Durante la cirugía se realizó un muestreo sistemático de los ganglios 

linfáticos en todos los pacientes. Tras la resección pulmonar, las 

muestras quirúrgicas (tumor primario y ganglios linfáticos) fueron 

evaluadas inmediatamente por un patólogo y se llevó a cabo la 

clasificación histopatológica de rutina y la estadificación patológica 

del tumor de acuerdo con las Revisiones en el Sistema Internacional 

para la Estadificación del Cáncer de Pulmón (Hsu et al., 2009).  

  

 Este estudio incluye pacientes con tratamiento adyuvante 

después de la cirugía o sin tratamiento coadyuvante, así como 

fumadores, exfumadores y pacientes nunca fumadores. Los tipos de 

tumores histológicos se dividieron de acuerdo con la Asociación 

Internacional para el Estudio del Cáncer de Pulmón (Maeda et al., 

2011). Nuestro estudio incluye adenocarcinomas, carcinomas 

epidermioides, carcinomas neuroendocrinos y tumores 

adenoescamosos. Los pacientes menores de 65 años se clasificaron 

como jóvenes y los mayores de 65 años de edad como mayores. Se 

incluyeron en el estudio ganglios centinela con un resultado negativo 

o positivo para metástasis determinado por técnicas histopatológicas 

convencionales. Los pacientes con terapia adyuvante previa o con 

neoplasias previas o sincrónicas fueron excluidos del estudio.  
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 El protocolo de estudio fue aprobado por el Comité de Ética del 

Hospital Universitario de la Ribera y se realizó de conformidad con la 

Declaración de Helsinki. 

 

4.  Diseño del estudio 

Se diseñó un estudio observacional longitudinal prospectivo no 

probabilístico de tipo consecutivo de entre aquellos sujetos que 

cumplían los criterios de inclusión.  

 

4.1. Variables de estudio 

Las variables definidas en la base de datos han sido: 

- SLE: intervalo libre de enfermedad (desde la cirugía hasta la 

recaída / exitus / cierre del estudio).  

- Meses SG: meses hasta la recaída en caso de haberse 

producido.  

- Estado SG: indicaría la supervivencia global. 

- MM IHQ: micrometástasis detectadas por inmuno-histoquímica, 

correspondientes a las proteínas del pulmón detectadas en 

ganglio linfático. 

- MM qPCR: micrometástasis detectadas mediante qPCR.  

- Edad: divididos en pacientes > 65 años ó ≤ 65 años;  

- Sexo 

- Histología: adenocarcinoma, epidermoide, neuroendocrino de 

células grandes, adenoescamoso. 

- Tabaquismo: fumador, no fumador y ex fumador (>1 año). 

- Estadio tumoral tras estudio de muestra quirúrgica: 1, 2, 3 y 4; 

- Grado de diferenciación celular: del tumor tras la exéresis 
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quirúrgica. 

- Marcadores del sistema inmune: en tumor (T) y en ganglio 

(GC). Se han estudiado 13 marcadores de inmunoterapia en 

ambas muestras tisulares:  

CD27 

CD28 

CD40 

CD137 

CTLA-4 

GITR 

KIR 

LAG3 

OX-40 

PD-1 

PD-L1 

PD-L2 

TIM-3 

- Marcadores del sistema EMT: también en tumor y ganglio, 

estudiando 8 marcadores en cada una de las muestras 

detalladas:  

CDH1 

CDH2 

TWIST 

SNAI1 

SNAI2 

VIM 

ZEB1 

ZEB2 
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5. Protocolo de actuación y procesamiento de 

muestras 

5.1 Marcaje del ganglio centinela 

 Ante un paciente con criterios de inclusión, y tras la 

localización de la tumoración durante la cirugía, se procedió al 

marcaje del ganglio centinela mediante la inyección peritumoral de 

0,25 mCi de nanocoloide de albúmina (Nanocol®) marcado con 

99mTc en un volumen de 0,3 ml. Pasados un mínimo de 15 minutos, 

y guiados mediante la sonda gammagráfica Navigator®, se procedió 

a la localización del ganglio centinela y exéresis del mismo. 

 

5.2 Recogida de muestras 

 Se tomaron muestras de tejido sano pulmonar, tumoral y 

ganglio seleccionado como centinela. La recogida de muestras se 

realizó inmediatamente después de la resección quirúrgica del tumor, 

transcurriendo el menor tiempo posible (<30 min.) para preservar lo 

más intacto el mRNA. Las piezas se llevaron del quirófano al 

laboratorio en fresco y de forma inmediata para proceder a su 

procesamiento.  

 Parte del tejido (sano pulmonar, tumoral y ganglio centinela) se 

congeló inmediatamente y se almacenó a -80ºC para futuras 

determinaciones. El resto del tejido se procesó rutinariamente. En 

primer lugar, el tejido se fijó en formol tamponado. A continuación, se 

deshidrató pasando por baños crecientes de etanol y xileno y se 

incluyó en parafina. Por último, se realizaron cortes seriados para su 

posterior tinción con hematoxilina-eosina o su estudio 

inmunohistoquímico (CK7).  
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 Por otra parte, se disecó el ganglio remitido como centinela 

para su estudio inmunohistoquímico y molecular. Dos terceras partes 

del ganglio linfático fueron procesadas para estudio anatomo 

patológico convencional y una tercera parte se preservó en 1 ml de 

RNA later™ (QIAGEN), que permite el almacenamiento a 4ºC y 

permite enviar las muestras de tejido a temperatura ambiente. 

 

5.3 Estudio inmunohistoquímico  

 Una vez descartada la presencia de metástasis por métodos 

convencionales se procedió a la realización del estudio 

inmunohistoquímico para CK7 en los ganglios linfáticos (realizado de 

forma centralizada por el Servicio de Anatomía Patológica).  

 

 La técnica se realizó sobre tres niveles de corte no 

consecutivos y fue valorada al menos por dos observadores en 

microscopio de multicabezal. Se define como micrometástasis 

(AJCC) la presencia de grupos celulares tumorales entre 0,2 y 2 mm 

de diámetro mayor. En caso de presentar grupos de mayor tamaño 

se consideró metástasis convencional diagnosticada en el estudio 

previo, siendo el caso reestadificado y excluido del estudio.  

 

 Las secciones se desparafinaron en un baño de xileno durante 

30 min. A continuación, se hidrataron las muestras en baños de 

concentraciones decrecientes de etanol (5 min alcohol 100%; 5 min 

alcohol 96%; 5 min alcohol 70%) para finalizar en agua destilada. En 

este punto, las secciones se pretrataron con TRS6 (DAKO) o 

Enhancer (Linares) en el microondas a 97°C durante 15 min, se 

dejaron atemperar 20 min a temperatura ambiente, y se lavaron con 
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TBS. Seguidamente, se incubaron con una solución 10% de H2O2 

durante 10 min, para bloquear la actividad peroxidasa endógena. Las 

secciones se lavaron con tampón TBS y se incubaron con el 

anticuerpo (Ac) primario anti-CK7. Tras un breve lavado con Tris con 

0.05% Brij 35-Solution (Merck), las secciones se incubaron con el 

complejo avidina-biotina-peroxidasa y se revelaron en un 

inmunoteñidor automático (TechMate 500; Biotech Solutions, Dako; 

Denmark), sumergiéndolas en DAB (DAKO) durante 15 min. Por 

último, se tiñeron levemente con hematoxilina y se montaron con 

Glycergel (Merck). 

 

 Los ganglios centinela con al menos una célula marcada en el 

citoplasma por este marcador fueron considerado positivos para 

metástasis. 

 

5.4 Análisis molecular 

 Para la detección de metástasis ocultas por medio de qPCR se 

escogieron los marcadores de expresión génica CK7, CEACAM5 y 

PLUNC; empleándose como control de expresión génica GADPH, 

que nos permite evaluar la calidad de la muestra y normalizar el 

resultado del estudio de expresión.  

 

 La elección de estos tres marcadores se basa en el trabajo de 

Benlloch et al., 2009 donde se realizó una extensa búsqueda en el 

catálogo SAGE (http://cgap.nci.nih.gov/Catalog) con el objetivo de 

seleccionar genes con alta expresión en tejido pulmonar y baja o 

nula expresión en ganglios linfáticos benignos.  
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 Se seleccionaron los genes CK7, CEACAM5 y PLUNC como 

los más específicos para la detección de metástasis pulmonar, por lo 

que se considera a aquellos ganglios linfáticos con expresión de al 

menos dos de los genes marcadores de presencia de células de 

origen pulmonar como positivos moleculares. 

 

5.4.1 Extracción de RNA total 

 La fracción de tejido tumoral, pulmonar normal y de ganglio 

centinela se manejó en frío y con material estéril y se almacenó en 1 

ml de RNA later™ (QIAGEN). El tejido se homogenizó en un equipo 

TissueLyser® (QIAGEN) según el protocolo recomendado por el 

fabricante. A partir del homogeneizado se procedió a la extracción 

del RNA utilizando el kit QIAGEN RNA Mini Kit™ (QIAGEN) en un 

extractor automático de ácidos nucleicos (Qiacube™, QIAGEN). 

Brevemente, una vez disgregado, al tejido se añade etanol para 

incrementar su unión a la membrana de la columna (proporcionada 

por el kit). La muestra se pasa por dicha columna, donde queda 

pegado el RNA. Este se lava y se eluye en agua libre de nucleasas. 

El RNA obtenido se cuantificó utilizando el espectrofotómetro 

NanoDrop 2000® (NanoDrop Technologies), midiendo la absorbancia 

a 260 nm.  

 

5.4.2 Trancripción reversa 

 Para la síntesis de cDNA se llevó a cabo una la trancripción 

inversa de 1 μg de RNA empleando el kit GeneAmp RT-PCR™ 

(Applied Biosystems) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. 

Al RNA total se añadió un mix de reacción que contenía tampón 10x, 

Mg2Cl (25 mM), una mezcla de nucleótidos (10 mM) hexámeros al 
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azar (random hexamers) como cebadores, 20 unidades de inhibidor 

de RNasa y 50 unidades de transcriptasa reversa (MuLV RT). La 

reacción se incubó a 25ºC durante 10 min para la correcta unión de 

los cebadores, a 37ºC durante 30 min para la síntesis del cDNA y a 

95ºC durante 5 min para la inactivación del enzima. El cDNA se 

almacenó a -80° C hasta su utilización. 

 

5.4.3 Análisis de expresión por PCR cuantitativa a tiempo 

real (qPCR) 
 El estudio de expresión génica se realizó en un equipo 

ABI7500® (Applied Biosystems) utilizando los ensayos de expresión 

génica Gene Expression Assay (Applied Biosystems), que constan 

de una sonda Taqman. La mezcla de reacción contenía 2,5 μl de 

cDNA, el Assay correspondiente y el Mix Taqman Universal MX™ 

(Applied Biosystems). Cada muestra se analizó por triplicado y en 

todos los ensayos se incluyeron controles negativos y positivos. 

 

 Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: incubación 

inicial a 50ºC durante 2 min para activar la AmpErase UNG™, 

seguida de una incubación a 95ºC durante 10 min para activar la 

AmpliTaq Gold polymerase™. A continuación, se amplificó durante 

50 ciclos de desnaturalización a 95ºC durante 15s e hibridación y 

extensión a 60ºC durante 1 min. Los amplicones incluían uniones 

exónicas para conseguir especificidad del cDNA y evitar 

amplificación de posible ADN genómico contaminante. El tejido 

pulmonar tumoral y sano de cada paciente se empleó como control 

positivo de expresión de los genes analizados. Se empleó expresión 
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del gen GADPH como control endógeno de calidad de la muestra 

(sano, tumoral y ganglio) y de la cantidad de mRNA analizado. 

 

 Los niveles de expresión se determinaron en función del valor 

del ciclo umbral (Ct, Cycle threshold) a partir del cual se detecta el 

producto de PCR mediante fluorescencia. Los valores de expresión 

para cada gen se calcularon con el método ΔΔCt, normalizando el Ct 

de cada gen frente al del gen endógeno (GAPDH) y frente al tejido 

sano. En las muestras de ganglio centinela, la expresión se calculó 

únicamente normalizando los valores frente al gen GAPDH. 
 

Tabla 7. Sondas Taqman utilizadas para la determinación de la expresión 
génica mediante qPCR. 

Gen Assay  Gen Assay 
BPIFA1 Hs00213177_m1   LAG-3 Hs00958444_g1 
CD27 Hs00386811_m1  PD-1 Hs01550088_m1 
CD28 Hs01007422_m1  PD-L1 Hs00204257_m1 
CD40 Hs01002915_g1  PD-L2 Hs00228839_m1 
CD137 Hs00155512_m1  PLUNC Hs00213177_m1  
CDH1 Hs01023894_m1   SNAI1 Hs00195591_m1  
CDH2 Hs00983056_m1   SNAI2 Hs00161904_m1  
CEACAM5 Hs00237075_m1  OX-40 Hs00937195_g1 
CK7 Hs00559840_m1  TIM-3 Hs00958618_m1 
CTLA-4 Hs00175480_m1  TWIST1 Hs01675818_s1  
GAPDH Hs02758991_g1a  VIM Hs00958111_m1  
GITR Hs00188346_m1  ZEB1 Hs00232783_m1  
KIR Hs00427106_m1  ZEB2 Hs00207691_m1  
 

 

 

 



Material y métodos 
   

74 
 

6. Metodología estadística 

 El análisis de los marcadores como variables cuantitativas se 

realizó empleando la mediana, la desviación típica y el intervalo. 

Para determinar qué marcadores eran estadísticamente significativos 

se utilizó el test Kruskal-Wallis. 

 Para analizar las variables como categóricas, los valores de 

expresión génica en tumor se clasificaron, en comparación con los 

tejidos normales adyacentes, como altos (>1) o bajos (<1). En el 

caso del ganglio centinela, el valor medio en el grupo se tomó como 

valor umbral para clasificar el nivel de expresión génica para cada 

ganglio centinela, considerándose valores menores al umbral como 

expresión alta y valores mayores al umbral como expresión baja. 

Para determinar la relación epitelio/mesénquima de las muestras, se 

calcularon las relaciones CDH1/CDH2 y CDH1/VIM. 

 Para analizar las diferencias de distribución de las variables 

categóricas empleamos el test Chi-cuadrado. 

 El coeficiente de correlación de Spearman (r) se utilizó para 

medir las correlaciones entre los niveles de expresión génica en los 

tejidos tumorales y el ganglio centinela.  

 Para analizar la supervivencia libre de enfermedad (SLE) y la 

supervivencia general (SG) se usó la prueba de Kaplan-Meier. La 

SLE y la SG se refieren al tiempo pasado desde la resección 

quirúrgica completa hasta la recurrencia o la muerte, 

respectivamente. La recurrencia incluyó metástasis locorregionales, 

locales y distantes. Para los pacientes que todavía estaban libres de 

enfermedad, los datos fueron censurados en el momento de la última 

visita de seguimiento.  
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 Los factores con influencia estadísticamente significativa en el 

análisis univariante se analizaron adicionalmente mediante análisis 

multivariante de log-rank y regresión de Cox. 

 

 En todos los casos el nivel mínimo de significancia se 

estableció en p<0.05. Los análisis estadísticos se realizaron con el 

paquete R (v 4.0.0). Las gráficas se realizaron con este mismo 

software y con Microsoft Excel. 

 

7. Autorización del estudio 

 El proyecto desarrollado cuenta con la autorización del 

Comité de Ética de la Investigación del Hospital Universitario de la 

Ribera según se adjunta. 
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1. Características de la serie de pacientes 

1.1 Características clínicas 

Atendiendo a los criterios de inclusión y exclusión (detallados 

en el punto 2 de materiales y métodos), el estudio se llevó a cabo en 

un total de 101 pacientes. 

El 56,44% de los pacientes eran mayores de 65 años y el 

grupo más frecuente fue el de los hombres (80,20%) (Tabla 8). 

Además, la mayoría de los casos presentaron un adenocarcinoma 

(61,39%) en estadio I (70,30%), con grado de diferenciación I 

(39,60%) (Tabla 8). 

 
Tabla 8. Características clínicas de los pacientes incluidos en el estudio. 

 

Variable n % 

Edad   
    > 65 57 56,44 
    ≤ 65 44 43,56 
Sexo   
    Hombre 81 80,20 
    Mujer 20 19,80 
Tabaquismo   
    Fumador 42 41,58 
    No fumador 18 17,82 
    Ex fumador 32 31,68 
    Sin datos 9 8,91 
Histología   
    Adenocarcinoma 62 61,39 
    Epidermoide 23 22,77 
    Adenoescamoso 4 3,96 
    Neuroendocrino 12 11,88 
Estadio   
    I 71 70,30 
    II 21 20,79 
    III 6 5,94 
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    IV 1 0,99 
    Sin datos 2 1,98 
Grado de diferenciación  
    I 40 39,60 
    II 32 31,68 
    III 24 23,76 
    IV 2 1,98 
    Sin datos 3 2,97 

 

1.2 Factores clínicos con valor pronóstico 

En primer lugar, llevamos a cabo el estudio tanto de la 

supervivencia global (SG) como de la supervivencia libre de 

enfermedad (SLE) para cada una de las características clínicas que 

se muestran en la tabla 8. 

 

1.2.1 Factores clínico-patológicos y SG 

En nuestro estudio no encontramos diferencias en la SG en 

función de edad (p=0,6, Figura 10A) y el sexo (p=0,71, Figura 10B). 

Los pacientes menores de 65 años presentaron una mediana de SG 

de 53 meses, mientras que en los mayores de 65 no se llegó al 50% 

de defunciones. 

En base al hábito tabáquico, tampoco encontramos 

diferencias entre los 3 grupos: fumadores, exfumadores y no 

fumadores (p=0,12). Cuando los agrupamos en no fumadores vs 

fumadores o ex fumadores, seguimos sin observar diferencias 

estadísticamente significativas (p=0,064, Figura 10C), aunque 

observamos una clara tendencia a favor de los no fumadores. 

Probablemente si contáramos con una serie más amplia esta 

diferencia sería significativa. En cualquier caso, nuestros datos 
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confirman la importancia del hábito tabáquico en la progresión del 

cáncer de pulmón (REF 18). 

Atendiendo al tipo de tumor, el análisis de supervivencia no 

mostró diferencias significativas (p=0,28, Figura 10D), aunque sí las 

observamos en función del estadio (p=0,00024, Figura 10E) y el 

grado de diferenciación (p=0,043, Figura 10F), cuando comparamos 

los pacientes con tumores de grado I vs pacientes con tumores con 

grados II, III y IV. 
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Figura 10. Curvas de supervivencia global (SG) de la serie de pacientes en 
función de las características clínicas. En las curvas según el estadio no se 

pudieron establecer los intervalos de confianza debido a que sólo hay un 

paciente de estadio IV. 
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1.2.2 Factores clínico-patológicos y SLE 

 No encontramos diferencias estadísticamente significativas en 

la SLE tanto para la edad (p=0,91; Figura 11A) como para el sexo 

(p=0,52; Figura 11B). La mediana de meses libres de enfermedad 

para los mayores de 65 años fue de 48 meses mientras que la de los 

menores de 65 años fue de 42 meses. Por su parte, la de los 

hombres fue de 42 meses, mientras que la de las mujeres no se 

pudo calcular porque no se llegó al 50% de defunciones. 

En cuanto al tabaquismo, no observamos diferencias 

estadísticamente significativas (p=0,19) entre fumadores, 

exfumadores y no fumadores, siendo la mediana de 42 y 33 meses 

para los dos primeros, respectivamente. En no fumadores no se 

alcanzó el 50% de eventos. Al igual que sucedía con la SG, al 

agrupar los pacientes en fumadores o exfumadores vs no fumadores 

tampoco observamos diferencias estadísticamente significativas 

(p=0,06; Figura 11C) a pesar de la tendencia a favor de los no 

fumadores.  

 Tampoco observamos diferencias estadísticamente 

significativas entre los distintos tipos de tumores en función de la 

histología (p=0,25; Figura 11D). Únicamente pudimos establecer la 

mediana para el adenocarcinoma (33 meses) y el epidermoide (48 

meses) debido al reducido número de pacientes que presentaron el 

resto de tumores. 

Por el contrario, sí que existe una diferencia estadísticamente 

significativa en la SLE en función del estadio (p=0,0027; Figura 11E). 

Además, si comparamos la SLE de los pacientes con estadio I (el 

grupo mayoritario) con el resto (II, III y IV) también observamos una 

diferencia estadísticamente significativa (p=0,006). La mediana de 
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supervivencia para los distintos estadios fue de 48 meses para 

estadio I, 12 meses para estadio II, 17 meses para estadio III y 8 

meses para estadio IV.  

Por último, no observamos diferencias estadísticamente significativas 

en la SLE en función del grado de diferenciación (p=0,14). Sin 

embargo, al analizar la diferencia entre el grado I y el resto sí que 

observamos diferencias (p=0,049; Figura 11F). En este caso la 

mediana de meses libres de enfermedad fue de 33 meses para los 

grados II, III y IV, mientras que los pacientes con grado I no llegaron 

al 50% de eventos (Figura 11F). 
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Figura 11. Curvas de supervivencia libre de enfermedad (SLE) de la serie 

de pacientes en función de las características clínicas. En las curvas según 

el estadio no se pudieron establecer los intervalos de confianza debido a 

que sólo hay un paciente de estadio IV. 
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2. Presencia de micrometástasis en ganglio 

centinela 

Para estudiar la presencia de micrometástasis moleculares en 

el GC analizamos la expresión de tres marcadores: CK7, CEACAM5 

y BPIFA1. Estos genes, que muestran una expresión constitutiva en 

tejido de pulmón, no se expresan en GC o bien su expresión es muy 

baja por lo que su presencia en GC se considera indicativa de 

micrometástais molecular (Benlloch et al., 2009; Lafuente et al., 

2018). 

En nuestra serie de pacientes, solo pudimos realizar la 

determinación molecular en 96 (95,05%) de ellos. De todos ellos, 60 

(62,50%) presentaron presencia de micrometástasis molecular en 

GC. De los positivos, en 52 (55,32%) detectamos expresión de CK7, 

en 36 (38,30%) de CEACAM5 y en 30 (31,91%) la presencia de 

BPIFA1 (Figura 11). En 20 muestras de GC detectamos expresión de 

los tres marcadores de micrometástasis. 

En nuestro análisis encontramos que la expresión en GC de 

estos marcadores puede ocurrir en solitario o junto con los otros 

marcadores. Así pues, observamos expresión de CK7 como único 

gen marcadores o asociado a los otros dos, igual que sucedió con 

CEACAM5. Por el contrario, la expresión de BPIFA1 siempre fue 

concomitante con al menos otro de los marcadores (Figura 12). 

Como era esperable, tanto en tejido normal como pulmonar pudimos 

detectar expresión de estos marcadores. 
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Figura 12. Diagrama de circos que muestra la presencia de genes 

marcadores de micrometástasis en GC en nuestra serie de pacientes 

(n=96). BPIFA1 siempre se expresa junto con otro marcador. 

 

 

Por otra parte, también estudiamos la presencia de 

micromestástasis en GC mediante IHQ. Para ello evaluamos la 

presencia del marcador histológico de tejido pulmonar CK7. La 

presencia de células positivas para este marcador en GC era 

indicativa de micrometástasis. 

En este caso observamos que 15 (14,85%) muestras de GC 

fueron positivas para micrometástasis. De todas ellas, en 9 muestras 

también se detectó la presencia de marcadores moleculares de 

micrometástasis (Figura 13).  
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Figura 13. Distribución de las micrometástasis detectadas en GC mediante 

inmunohistoquímica (IHQ) y qPCR.  

 

3. Estudio de la expresión de marcadores de 

transición de epitelio-mesénquima (EMT) 

La EMT es uno de los principales factores de progresión del 

cáncer (Xiao y He, 2010; Steinestel et al., 2014). Durante este 

proceso en las células epiteliales disminuye la expresión de genes 

característicos del epitelio, como la E-Cadherina (CDH1), y aumenta 

la de genes mesenquimales, como la N-Cadherina (CDH2) y la 

Vimentina (VIM), además de otros factores de transcripción como 

SNAI, ZEB y TWIST (Hay ED, 1995; Kalluri y Weinberg, 2009; 

Dianbo et al., 2011; Mathot L, 2012; Yulong et al., 2013; Nieto et al., 

2016; Sato et al., 2016). 

 

3.1 Expresión de marcadores EMT en tumor primario 

comparado con tejido normal 

Comparado con el tejido normal, 46 tumores primarios 

(48,42%) mostraron una reducción en la expresión del gen CDH1, 

mientras que 52 muestras (54,74%) mostraron un aumento en la 
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expresión de CDH2. Además, 32 pacientes (33,68%) mostraron una 

sobre-expresión de TWIST1, 16 (16,84%) de VIM, 33 (35,11%) de 

SNAI1, 39 (41,05%) de SNAI2, 24 (25,53%) de ZEB1 y 21 (22,58%) 

de ZEB2 (Figura 14). Asimismo, el análisis de distribución de los 

marcadores de EMT en tejido pulmonar no mostró diferencias 

estadísticamente significativas en función del resultado de la 

micrometástasis determinada mediante qPCR (p > 0,05) (Figura 

14B). 

 

 
Figura 14. Expresión de los marcadores de EMT en tejido tumoral de 

pulmón. A. Distribución de la expresión de los marcadores de EMT en tumor 

de cada paciente. B. Representación de los marcadores de EMT CDH1, 

CDH2 y VIM en función de la micrometástasis determinada por qPCR. 

 



Resultados 

90 
 

Sin embargo, sí observamos diferencias en la expresión de 

algunos de los marcadores de EMT en función de micrometástasis 

determinada por IHQ. Tanto VIM (p=0,018), como SNAI1 (p=0,046), 

ZEB1 (p=0,027) y ZEB2 (p=0,025) mostraron una mayor expresión 

en tumores con un resultado positivo en el análisis de 

micrometástasis mediante IHQ (Figura 15). 

 

 

 
Figura 15. Expresión de marcadores de EMT en tumor en función de la 

micrometástasis detectada por IHQ. Todos los genes con diferencias de 



   Resultados 

91 
 

expresión significativas (A, VIM; B, SNAI1; C, ZEB1; D, ZEB2) mostraron 

una mayor expresión en los pacientes con un resultado negativo de para la 

micrometástasis detectada por IHQ. MM IHQ: micrometástasis detectada 

mediante IHQ. 

 

3.2. Expresión de marcadores de EMT en ganglio centinela 

Del mismo modo que en el punto anterior, analizamos la 

expresión de los marcadores de EMT en GC. En este caso cabe 

destacar que no se comparó la expresión de los genes relacionados 

con EMT en GC con un tejido sano de referencia.  

En primer lugar, dicotomizamos la expresión de estos genes 

en función del gen control GAPDH en la misma muestra de GC. De 

este modo, un valor de Ct del gen de interés menor que el valor Ct 

de GAPDH indica una alta expresión y, por el contrario, si el Ct es 

mayor que el del control indica una baja expresión del marcador.  

Así pues, el análisis reveló una baja expresión de CDH1 en 

33 (34,74%) muestras de GC y una alta expresión de CDH2 en 58 

(61,05%) de ellas. Además, 49 pacientes (51,58%) mostraron una 

elevada expresión de TWIST1, 59 (62,10%) de VIM, 52 (55,32%) de 

SNAI1, 57 (60,00%) de SNAI2, 59 (62,77%) de ZEB1 y 54 (58,06%) 

de ZEB2 (Figura 16A). 

 En GC también evaluamos la relación entre la presencia de 

micrometástasis y los marcadores de EMT. El análisis estadístico 

reveló que VIM mostró diferencias en la distribución en función de la 

micrometástasis por qPCR (p=0,000024, Figura 16B).  
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Figura 16. Expresión de los marcadores de EMT en GC. A. Distribución de 

la expresión de los marcadores de EMT en GC de cada paciente. B. 

Representación de los marcadores CDH1, CDH2 y VIM en función de la 
micrometástasis determinada por qPCR. 

 

Además, cuando se analizaron los valores de expresión de 

los marcadores como una variable continua (Ct respecto de 

GAPDH), únicamente CDH2 mostró una expresión significativamente 

mayor en GC en función de la micrometástasis detectada por qPCR 

(p=0,029, Figura 17A), lo que indica un fenotipo más mesenquimal. 

Por otra parte, y atendiendo también a los valores de expresión, 

TWIST mostró una menor expresión en pacientes con 

micrometástasis positiva por IHQ (p=0,047, Figura 17B). Es 



   Resultados 

93 
 

importante recordar que un menor valor de Ct en realidad indica 

una mayor expresión respecto al gen control. 

 

 
Figura 17. Expresión de marcadores de EMT en GC en función de la 

micrometástasis. A. Expresión del gen CDH2 en GC según la presencia de 

micrometástasis detectada por qPCR. B. Expresión del gen TWIST en GC 

según la presencia de micrometástasis detectada por IHQ. MM qPCR: 
micrometástasis determinada por qPCR, MM IHQ: micrometástasis 

detectada mediante IHQ. 

 

 

3.3. Correlación entre marcadores de EMT en tumor 

primario y GC 

 Como parte del estudio, llevamos a cabo un análisis de 

correlación entre los distintos marcadores de EMT, tanto dentro del 

mismo tejido como comparando ambos (tumor y GC). Solamente 

consideramos aquellas correlaciones con un valor de coeficiente de 

Pearson (r) mayor que 0,75. 
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El análisis de correlación mostró una fuerte asociación 

(r>0,75, p<0,05) entre los marcadores SNAI1, ZEB1, ZEB2 y VIM 

tanto en tumor como en GC, dentro del mismo tejido (Tabla 9, 

valores en negrita). En el caso del GC, además de los marcadores 

anteriores, observamos una correlación con SNAI2 (Tabla 9, valores 

en negrita). Es necesario comentar que no apreciamos correlaciones 

destacables entre el tumor y el GC. 

Por otra parte, calculamos las ratios CDH1/CDH2 y 

CDH1/VIM, con el objetivo de determinar si el fenotipo era más 

epitelial o mesenquimal. En primer lugar, únicamente observamos 

diferencias significativas en la ratio CDH1/CDH2 en GC, con un 

mayor número de pacientes con una baja ratio (p=0.03). Además, y a 

pesar de haber correlaciones significativas, tampoco encontramos 

una fuerte correlación con otros marcadores; ni dentro del mismo 

tejido, ni comparando tumor y GC (Tabla 9). 

 
Tabla 9. Correlación entre todos los marcadores de EMT estudiados entre 

tumor y GC. En azul se indican las correlaciones positivas y en rojo las 

negativas. Los valores indicados corresponden al coeficiente de correlación 

y son significativos (p<0,05). Aquellas correlaciones con un valor superior a 

0,75 están resaltadas en negrita. T, tumor; GC, ganglio centinela. 
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3.4. Correlación entre marcadores de EMT en tumor 

primario y GC y micrometástasis 

 De igual modo que en el punto anterior, estudiamos la 

correlación de los marcadores de EMT en aquellos pacientes que 

presentaron micrometástasis positiva determinada por qPCR (Tabla 

10). 

 En este contexto, observamos, además de las correlaciones 

anteriores, una correlación significativa entre SNAI1 en tumor y 

SNAI2, VIM, ZEB1 y ZEB2 en GC, aunque con un valor menor que 

0,75 (Tabla 10). 

 
Tabla 10. Correlación entre todos los marcadores de EMT estudiados entre 

tumor y GC en pacientes con un resultado positivo para micrometástasis. 

En azul se indican las correlaciones positivas y en rojo las negativas. Los 
valores indicados corresponden al coeficiente de correlación y son 

significativos (p<0,05). Aquellas correlaciones con un valor igual o superior 

a 0,75 están resaltadas en negrita. T, tumor; GC, ganglio centinela. 
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4. Expresión de marcadores de sistema 

inmunitario  

Durante el desarrollo de un tumor, las células tumorales 

expresan antígenos que resultan extraños al sistema inmunitario, el 

cual las reconoce como malignas y activa una respuesta para 

eliminarlas. 

Es por esto que el estudio de la activación del sistema inmunitario a 

través de la expresión de marcadores de diferentes vías y de células 

infiltradas nos podría ayudar a diferenciar las metástasis que van a 

progresar de las que no. 

 

4.1 Expresión de marcadores de sistema inmunitario en 

tumor primario 

En los tumores primarios encontramos, comparando con 

tejido normal, que los marcadores con alta expresión que 

aparecieron con mayor frecuencia fueron GITR (64,04%) y CD137 

(63,64%), mientras que PD-1 y PD-L1 fueron los que mostraron una 

menor frecuencia (16,92% y 17,71%, respectivamente) (Tabla 11, 

Figura 18A). 

El análisis de distribución, según la presencia o no de 

micrometástasis, mostró diferencias significativas para los 

marcadores CD27 (p=0,038) y CD137 (p=0,042) en los pacientes 

con MM positiva determinada mediante qPCR (Figura 18B). 
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Tabla 11. Distribución de los pacientes con alta y baja expresión de los 

marcadores inmunológicos en tejido tumoral. 

 

Marcador Alta expresión (%) Baja expresión (%) 

CD27 44 (51,76) 41 (48,24) 
CD28 51 (56,67) 39 (43,33) 
CD40 27 (30,34) 62 (69,66) 
CD137 56 (63,64) 32 (36,36) 
CTLA-4 26 (45,61) 31 (54,39) 
GITR 57 (64,04) 32 (35,96) 
KIR 25 (28,09) 64 (71,91) 
LAG-3 39 (43,82) 50 (56,18) 
OX-40 35 (39,33) 54 (60,67) 
PD-1 11 (16,92) 54 (83,08) 
PD-L1 11 (17,74) 51 (82,26) 
PD-L2 20 (22,47) 69 (77,53) 
TIM-3 35 (38,89) 55 (61,11) 
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Figura 18. Expresión de los marcadores inmunológicos en tumor. A. 

Distribución de la expresión de los marcadores de inmunológicos en tumor 

de cada paciente. B. Representación de los mismos marcadores en función 
de la micrometástasis determinada por qPCR. 

 

Por otra parte, cuando analizamos la expresión de forma 

cuantitativa en función de la micrometástasis, encontramos una 

mayor expresión de CD27 (p=0,005, Figura 19A), CD28 (p=0,029, 

Figura 19C) y CD40 (p=0,025, Figura 19D) en los tumores de los 

pacientes con micrometástasis positiva por qPCR. Sin embargo, la 

expresión de CD27 fue menor en pacientes con micrometástasis 

positiva detectada mediante IHQ (p=0,014, Figura 19B).  

B
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Figura 19. Expresión de marcadores inmunológicos en tumor en función de 

la micrometástasis. Todos los marcadores con diferencias de expresión 

significativas en micrometástasis positivas por qPCR (A, CD27; C, CD28; D, 

CD40) mostraron una mayor expresión. A su vez CD27 mostró una mayor 

expresión en los pacientes con un resultado negativo de para la 

micrometástasis detectada por IHQ (B). MM qPCR: micrometástasis 

determinada por qPCR, MM IHQ: micrometástasis detectada mediante IHQ. 
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4.2 Expresión de marcadores de sistema inmunitario en 

GC 

 Para estudiar la expresión de los marcadores del sistema 

inmunitario en GC dicotomizamos los datos de la misma manera que 

hicimos con los marcadores de EMT (punto 3.2 de los resultados). 

 En GC encontramos que los marcadores con alta expresión 

que aparecieron con mayor frecuencia fueron GITR (59,68%), igual 

que en tumor, y KIR (59,42%) (Tabla 12, Figura 20A). 

El análisis de distribución en función del resultado de 

micrometástasis obtenido mediante qPCR mostró que los pacientes 

con un resultado positivo presentaron una mayor expresión de los 

marcadores LAG-3 (p=0,038) y CD137 (p=0,022) (Figura 20B). 

 
Tabla 12. Distribución de los pacientes con alta y baja expresión de los 

marcadores inmunológicos en GC. 

Marcador Alta expresión (%) Baja expresión (%) 

CD27 35 (53,03) 31 (46,97) 
CD28 33 (54,10) 28 (45,90) 
CD40 42 (56,76) 32 (43,24) 
CD137 34 (48,57) 36 (51,43) 
CTLA-4 30 (44,12) 38 (55,88) 
GITR 37 (59,68) 25 (40,32) 
KIR 41 (59,42) 28 (40,58) 
LAG-3 35 (52,24) 32 (47,76) 
OX-40 41 (56,16) 32 (43,84) 
PD-1 35 (51,47) 33 (48,53) 
PD-L1 33 (48,53) 35 (51,47) 
PD-L2 39 (56,52) 30 (43,48) 
TIM-3 36 (53,73) 31 (46,27) 
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Figura 20. Expresión de los marcadores inmunológicos en GC. A. 

Representación de la expresión de los marcadores de inmunológicos en 

tumor de cada paciente. B. Distribución de los mismos marcadores en 

función de la micrometástasis determinada por qPCR. 

 

El análisis de la expresión en función de la micrometástasis, 

reveló una mayor expresión de los marcadores CD40 (p=0,034, 

Figura 21A), KIR (p=0,017, Figura 21B), PD-L2 (p=0,012, Figura 

21C) y OX-40 (p=0,026, Figura 21D) en los pacientes con 
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micrometástasis positiva determinada mediante qPCR. Como ya 

indicamos en el punto 3.2 de este mismo apartado, un menor valor 

de Ct indica una mayor expresión respecto al gen control. 

 

 

 
Figura 21. Expresión de marcadores del sistema inmunitario en GC en 

función de la micrometástasis detectada por qPCR. Todos los marcadores 

con diferencias de expresión significativas (A, CD40; B, KIR; C, PDC; D, T4) 

mostraron una mayor expresión en los pacientes con micrometástasis 

positivas por qPCR. MM qPCR: micrometástasis determinada por qPCR. 
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4.3 Correlación entre marcadores de sistema inmunitario 

en tumor primario y GC 

Del mismo modo que hicimos con los marcadores de EMT, 

estudiamos la relación de los marcadores del sistema inmunitario 

tanto dentro del mismo tejido, como comparando tumor y GC, y 

únicamente consideramos relevantes las correlaciones con un valor 

de coeficiente mayor que 0,75. 

El análisis de correlación no reveló una fuerte asociación 

entre marcadores en tumor. Sin embargo, en GC todos los 

marcadores presentaron una correlación significativa entre sí 

excepto CD137, cuya correlación más importante fue con CD137 en 

tumor (r=-1, p<0,05). Es necesario comentar que debido al uso de 

distintos métodos de análisis de expresión en tumor y en GC, un 

valor negativo del coeficiente entre el tumor y el GC en realidad 

indica una relación directa. Además, dentro del GC es destacable la 

correlación entre CD27 y CD28 con CD40 y GITR (todos r >0,75, 

p<0,05), PD-1, PDL-1 y CTLA-4 entre sí. CD40 en GC fue el 

marcador para el que observamos un mayor número de 

correlaciones con otros marcadores en GC con un r>0,75 (TIM-3, 

PD-L2, LAG-3, CD27, CD28, GITR y OX-40) (Tabla 13). 

 
Tabla 13. Correlación entre todos los marcadores del sistema inmunitario 

estudiados entre tumor y GC. En azul se indican las correlaciones positivas 

y en rojo las negativas. Los valores indicados corresponden al coeficiente 

de correlación y son significativos (p<0,05). Aquellas correlaciones con un 

valor superior a 0,75 están resaltadas en negrita. T, tumor; GC, ganglio 

centinela. 
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4.4 Correlación entre marcadores de sistema inmunitario 

en tumor primario y GC y micrometástasis 

De igual manera, estudiamos la correlación de estos mismos 

marcadores en aquellos pacientes que presentaron micrometástasis 

positiva determinada por qPCR (Tabla 14). 

 En general observamos las mismas correlaciones, aunque 

con un mayor valor del coeficiente de correlación (ej: CD27 y CD28 

con T4 en GC). Es especialmente destacable que encontramos un 

mayor grado de correlación entre los marcadores CD27 y T9 en 

tumor (r=1, p<0,05) (Tabla 14). 

 
Tabla 14. Correlación entre todos los marcadores del sistema inmunitario 

estudiados entre tumor y GC en pacientes con un resultado positivo para 

micrometástasis. En azul se indican las correlaciones positivas y en rojo las 
negativas. Los valores indicados corresponden al coeficiente de correlación 

y son significativos (p<0,05). Aquellas correlaciones con un valor igual o 

superior a 0,75 están resaltadas en negrita. T, tumor; GC, ganglio centinela. 
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5. Expresión de los marcadores moleculares 

según las características clínico-patológicas  

En nuestro estudio analizamos la expresión de los distintos 

marcadores, tanto de EMT como del sistema inmunitario, en función 

de las características clínico-patológicas. 

En tumor, observamos diferencias significativas en la 

expresión SNAI2 entre hombres y mujeres (siendo más alta en 

hombres), y de CDH2 y VIM en función del tipo de tumor (Tabla 15). 

En cuanto al GC, observamos una mayor expresión de SNAI1 en 

mujeres, así como diferencias en la expresión de CDH1 y de TWIST 

en función de la histología y del estadio del tumor, respectivamente 

(Tabla 16). 

 
Tabla 15. Expresión de los marcadores de EMT en tejido tumoral en función 

de las características clínico-patológicas de los pacientes. Se representa la 

mediana y el rango intercuartílico. Las diferencias estadísticamente 

significativas entre grupos están marcadas en negrita y se llevaron a cabo 
mediante un test Kruskal-Wallis. *p<0,05. 

 
Tabla 16. Expresión de los marcadores de EMT en GC en función de las 

características clínico-patológicas de los pacientes. Se representa la 

mediana y el rango intercuartílico. Las diferencias estadísticamente 

significativas entre grupos están marcadas en negrita y se llevaron a cabo 

mediante un test Kruskal-Wallis. *p<0,05. 
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En el análisis de marcadores del sistema inmunitario en tejido 

tumoral observamos diferencias significativas en la expresión de 

TIM-3, GITR, OX-40, CD28, PD-L1 y CTLA-4 en función de la 

histología, y en PD-L2 y CD40 en función del estadio (Tabla 17). En 

GC, únicamente observamos diferencias en la expresión de PD-L2 

según la histología del tumor (Tabla 18). 

 
Tabla 17. Expresión de los marcadores del sistema inmunitario en tumor en 

función de las características clínico-patológicas de los pacientes. Se 

representa la mediana y el rango intercuartílico. Las diferencias 
estadísticamente significativas entre grupos están marcadas en negrita y se 

llevaron a cabo mediante un test Kruskal-Wallis. *p<0,05. 

 
Tabla 18. Expresión de los marcadores del sistema inmunitario en GC en 

función de las características clínico-patológicas de los pacientes. Se 

representa la mediana y el rango intercuartílico. Las diferencias 

estadísticamente significativas entre grupos están marcadas en negrita y se 

llevaron a cabo mediante un test Kruskal-Wallis. *p<0,05. 
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6. Valor pronóstico de los marcadores 

moleculares 

En nuestra serie de pacientes, observamos una menor SG de 

aquellos que presentaron un resultado positivo de micrometástasis 

determinada por IHQ (p=0,023, Figura 22A). La mediana de 

supervivencia de dichos pacientes fue de 33 meses, mientras que los 

presentaron un resultado negativo no alcanzaron el 50% de 

fallecimientos. Sorprendentemente, no observamos diferencias 

significativas en la supervivencia de los pacientes en función del 

resultado de micrometástasis determinada por qPCR, y en ningún 

caso se alcanzó el 50% de fallecimientos (p=0,54, Figura 22B).  

 

Cuando analizamos la SLE, no observamos diferencias 

significativas en función de la micrometástasis (p>0,05, Figura 22C, 

D). Sin embargo, se observa una clara tendencia cuando el resultado 

de micrometástasis fue positivo por IHQ, con una mediana de 22 

meses, mucho más baja que la de los pacientes que presentaron un 

resultado negativo (48 meses).  
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Figura 22. Curvas de SG y SLE de la serie de pacientes en función de la 

micrometástasis determinada por IHQ (A, C) o qPCR (B, D). 

 

Además, llevamos a cabo el estudio de la SG y SLE de los 

distintos marcadores moleculares estudiados, tanto en tejido 

pulmonar como en GC, y de las características clínico-patológicas. 

 

El análisis de los marcadores de EMT como posible factor 

pronóstico mostró que los pacientes con una baja ratio CDH1/CDH2 

en GC presentaron peor SG (p=0,014, Figura 23A) y SLE (p=0,0067, 

Figura 23B). Igualmente, una alta expresión de los marcadores VIM 
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(p=0,016, Figura 23C) y ZEB1 (p=0,029, Figura 23D) en GC resultó 

en una menor SG. 

 

 
Figura 23. Curva de SG (A) y SLE (B) de la serie de pacientes en función 

de la ratio CDH1/CDH2 y de la SG en función expresión de VIM (C) y ZEB1 

(D) en el GC.  

 

En cuanto a los marcadores del sistema inmunitario, los 

pacientes con una baja expresión de CD27 (p=0,026, Figura 24A) y 

aquellos con una alta expresión de KIR (p=0,048, Figura 24B) en 

tumor mostraron una menor SG. Además, una alta expresión en 

tumor tanto de PD-1 (p=0,035, Figura 24C) como de su ligando PD-

L1 (p=0,023, Figura 24D) mostraron un peor pronóstico. 
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Figura 24. Curvas de SG y SLE de la serie de pacientes en función de los 

marcadores del sistema inmunitario en tumor. A. SG según la expresión de 

CD27. B. SG según la expresión de KIR. C. SLE según la expresión de PD-

1. D. SLE según la expresión de PD-L1.  

 

 En el estudio de marcadores en GC encontramos que los 

pacientes con una alta expresión de TIM-3 mostraron tanto una 

menor SG (p=0,045, Figura 25A) como SLE (p=0,014, Figura 25B). 

Del mismo modo, aquellos pacientes con una alta expresión de los 

marcadores CD40 (p=0,018, Figura 25C), CTLA-4 (p=0,028, Figura 

25D), LAG-3 (p=0,011, Figura 25E) y PD-L2 (p=0,0093, Figura 25F) 

en GC presentaron una menor SLE. 
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Figura 25. Curvas de SG y SLE de la serie de pacientes en función de los 

marcadores del sistema inmunitario en GC. SG (A) y SLE (B) según la 
expresión de TIM-3. SLE según la expresión de CD40 (C), CTLA-4 (D), 

LAG-3 (E) y PD-L2 (F) en GC.  

 

Por último, con el objetivo de integrar todos los datos 

obtenidos, llevamos a cabo un análisis multivariante del conjunto de 
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variables. Para un mejor análisis de los resultados, el estudio se llevó 

a cabo por separado en tumor y en GC. 

 

Como ya hemos comentado con anterioridad, el análisis 

individual de las variables mostró un efecto sobre la supervivencia 

del estadio, el grado de diferenciación, la presencia de 

micrometástasis detectadas por IHQ y los marcadores CD27, KIR, 

PD-1 y PD-L1 en tumor. Sin embargo, en el análisis multivariante 

sólo resultó significativo el estadio de diferenciación (p=0,0051) y una 

alta expresión de PD-1 (p=0,0126) en tumor (Tabla 19). Los 

pacientes con un tumor en estadio II, III o IV mostraron una tasa de 

riesgo de recaída y/o muerte 5,68 veces mayor que aquellos en 

estadio I (Tabla 19). Por otra parte, aquellos con una alta expresión 

de PD-L1 en tumor mostraron una tasa de riesgo 5,2 veces mayor 

(Tabla 19). 

 

Es importante comentar que los pacientes con una alta 

expresión de KIR en tumor presentaron una mayor tasa de riesgo de 

muerte (HR=5,13). Por el contrario, los pacientes con una alta 

expresión de CD27 presentaron una menor tasa de riesgo (85% 

menos) (Tabla 19). A pesar de estas claras diferencias, el resultado 

no es estadísticamente significativo. 
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Tabla 19. Análisis multivariante mediante regresión de Cox de las variables 

clínicas y los marcadores de EMT y del sistema inmunitario en tumor. HR, 

Hazard rate; IC, Intervalo de confianza. 

 

 
 

 

En cuanto al GC, el análisis individual de las variables mostró 

un efecto sobre la supervivencia de los marcadores de EMT VIM y 

ZEB1 y la ratio CDH1/CDH2, y de los marcadores del sistema 

inmunitario CD40, CTLA-4, LAG-3, PD-L2 y TIM-3. Por su parte, el 

análisis multivariante confirmó la importancia de la expresión de 

ZEB1 y la ratio CDH1/CDH2 en GC en la supervivencia de los 

pacientes de CP (Tabla 20). La baja expresión de ZEB1 en GC está 

asociada a una tasa de riesgo de muerte un 90% menor (p=0,0274) y 

una alta ratio CDH1/CDH2 con una tasa de riesgo un 83% menor 

(p=0,0183). Es también destacable, aunque los datos no son 

estadísticamente significativos, que los pacientes con una alta 

Variables
HR (95% IC) p-valor HR (95% IC) p-valor

Histología

          Epidermioide 0,87 (0,27-2,83) 0,8229 0,49 (0,02-10,75) 0,6479

          Adenoescamoso 2,35e9 (0-Inf) 0,9986 5,59e10 (0-Inf) 0,9994
          Neuroendocrino 0 (0-Inf) 0,9989 0 (0-Inf) 0,9996
Tabaquismo
           No fumador 0 (0-Inf) 0,9981 0 (0-Inf) 0,9991
Estadio

          II, III, IV 5,68 (1,68-19,13) 0,0051* 6,37 (0,51-79,97) 0,1515

Grado de diferenciación
          III, IV 2,27 (0,78-6,61) 0,132 0,49 (0,03-8,91) 0,6314
PD-1 T
          Alta 5,2 (1,42-18,99) 0,0126* - -
KIR T
          Alta - - 5,13 (0,47-56,2) 0,1803
CD27 T
          Alta - - 0,15 (0,01-1,67) 0,123

SLE SG
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expresión de CD40 en GC presentaron una tasa de riesgo casi 3 

veces mayor (Tabla 20). 

 
Tabla 20. Análisis multivariante mediante regresión de Cox de las variables 
clínicas y los marcadores de EMT y del sistema inmunitario en GC. HR, 

Hazard rate; IC, Intervalo de confianza. 

 

 
 

Variables
HR (95% IC) p-valor HR (95% IC) p-valor

Histología
          Epidermioide 0.91 (0.18-4.53) 0,9092 0.57 (0.1-3.25) 0,5269
          Adenoescamoso 2.59 (0.2-33.27) 0,4649 20.54 (0.72-582.57) 0,0766
          Neuroendocrino 0 (0-Inf) 0,998 0 (0-Inf) 0,9989
Tabaquismo
           No fumador 0.17 (0.01-2.6) 0,2027 0 (0-Inf) 0,9988
Estadio
          II, III, IV 1.77 (0.52-6) 0,358 4.07 (1.15-14.4) 0,0293*

Grado de diferenciación
          III, IV 1.92 (0.57-6.54) 0,2948 1.76 (0.51-6.08) 0,3705
ZEB1 GC
          Baja - - 0.09 (0.01-0.76) 0,0274*

CDH1/CDH2 GC
          Alta 0.26 (0.05-1.27) 0,0953 0.17 (0.04-0.74) 0,0183*

CD40 GC
          Alta 2.96 (0.63-13.85) 0,1689 - -

SLE SG
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1. Análisis descriptivo de la serie de pacientes 

 

El cáncer de pulmón (CP) es uno de los cánceres con mayor 

incidencia y el más importante en cuanto a mortalidad, con una 

supervivencia global a 5 años inferior al 15%, representando el 

cáncer de pulmón de célula no pequeña (CPCNP) el 80-85% de 

todos los cánceres de pulmón (Inamura K, 2017). Es altamente 

resistente a la terapia convencional y metastásico, debido en parte al 

efecto clínico limitado de los tratamientos en la mayoría de los 

pacientes (Herbst et al., 2018). 

 El CP es una enfermedad multifactorial, siendo el tabaquismo 

la principal causa de su desarrollo, como queda patente en el 

aumento de la mortalidad en mujeres vinculado al incremento en el 

consumo de tabaco (Cabanes et al., 2009). 

 En los últimos años se ha incrementado el uso de 

herramientas moleculares para mejorar la detección y el diagnóstico 

del CP, pero sigue siendo necesario encontrar nuevos marcadores 

moleculares que ayuden a identificar y clasificar de manera más 

precisa el CP. 

 

Con este claro objetivo, llevamos a cabo nuestro estudio en 

un total de 101 pacientes que agrupamos, según la edad, en 

mayores y menores de 65 años. Atendiendo a este criterio, no 

encontramos diferencias en la supervivencia, tanto SG como SLE. 

Del mismo modo, observamos que el sexo no es un factor que 

influya significativamente en la supervivencia, aunque sí observamos 

una mayor SG y SLE en las mujeres, lo que coincide con estudios de 
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otros grupos (Sagerup et al., 2011; Office for National Statistics, UK) 

y con los datos recogidos a nivel nacional (SEOM 2020).  

En nuestra serie de pacientes el 80% de ellos fueron 

hombres, lo que supone una proporción 4/1 con respecto a las 

mujeres. Está relación ha ido disminuyendo en los últimos años, 

siendo de 10/1 en los años 80 y 90 (Cabanes et al., 2009). Este claro 

descenso en la relación hombres/mujeres con CP se debe al 

aumento del tabaquismo en la mujer (SEOM 2020; Jemal et al., 

2018; Fidler-Benaoudia et al., 2020). 

A pesar de la importancia del tabaquismo en la incidencia del 

CP, y aunque sí observamos una tendencia a favor de los no 

fumadores, nuestros datos no muestran un efecto del tabaquismo 

sobre la supervivencia de los pacientes, como ya ha sido observado 

con anterioridad (Meguid et al., 2010). Además, hemos de tener en 

cuenta que hay otros factores influyen en la aparición del CP, sin 

poder descartar tampoco el tabaquismo ambiental como posible 

causa (Planchard y Besse, 2015; Bhopal et al., 2019). 

 

El tipo de tumor más representativo de nuestra serie de datos 

es el adenocarcinoma de estadio I. Este tipo de tumor es el más 

común en CP y está asociado con el tabaquismo. Además, es el más 

diagnosticado en pacientes nunca fumadores (Sun et al., 2007). 

Tanto el estadio como el grado de diferenciación, son importantes 

para la supervivencia. En ambos casos, el grado I determina una 

mejor SG y SLE. 

 

En general, atendiendo a los resultados observados en el 

análisis de supervivencia, podemos afirmar que nuestra serie de 
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datos es representativa de la población y coincide con los estudios 

publicados hasta la fecha. 

 

2. Detección de la micrometástasis en GC 

 

La presencia de metástasis en el GC es el principal factor 

pronóstico en el CP localizado por lo que es importante su correcta 

detección. 

 

Para ello, estudiamos la expresión de los genes CK7, 

CEACAM5 y BPIFA. Estos tres genes se expresan exclusivamente 

en pulmón por lo que su presencia en GC se considera indicativa de 

células derivadas del pulmón y, por tanto, de micrometástasis 

(Benlloch et al., 2009; Galbis-Caravajal et al., 2014). 

 

 En nuestra serie de datos observamos que BPIFA1 siempre 

mostró expresión concomitante con alguno de los otros genes. En 

base a estos resultados podríamos decir que no sería necesario 

incluirlo en futuras determinación molecular de la micrometástasis en 

GC. Sin embargo, sí es necesario determinar la expresión de CK7 y 

CEACAM5, dado que estos dos marcadores pueden aparecer estar 

presentes de forma individual o concomitantemente. 

 

 Por otra parte, también determinamos la presencia de 

micrometástasis en GC mediante IHQ, detectando la expresión de 

CK7 a nivel proteico en secciones de muestras incluidas en parafina. 
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Es importante destacar que el 54% de las muestras con 

resultado negativo mediante IHQ resultaron ser positivas mediante 

qPCR, lo que podría explicarse por la mayor sensibilidad de la PCR 

respecto a la IHQ. Por el contrario, el 40% de muestras positivas por 

IHQ obtuvo un resultado negativo mediante qPCR, probablemente 

atribuible a la falta de células que expresan dicho marcador en la 

muestra de GC a analizar. 

 

 Tampoco podemos obviar que, a pesar de las diferencias 

entre las dos técnicas, observamos que la presencia micrometástasis 

detectada por qPCR no influye en la supervivencia de los pacientes. 

Este resultado contradice estudios anteriores del grupo (Benlloch et 

al., 2009), aunque estas diferencias podrían explicarse por el menor 

número de pacientes incluidos en nuestro estudio y por el estudio de 

un distinto tipo de ganglio (mediastino). Sin embargo, cuando 

clasificamos los pacientes en función del resultado mediante IHQ, sí 

que observamos que aquellos con resultado positivo mostraron una 

peor SLE. 

 

 El uso de una técnica sensible como la qPCR nos permite 

detectar un bajo número de células metastásicas que no aparecen 

marcadas en la IHQ. Sin embargo, en base a los resultados 

obtenidos podríamos decir que la IHQ es más útil clínicamente, 

puesto que los resultados obtenidos con la misma mostraron tener 

un mayor valor pronóstico que utilizando la qPCR. Sería 

conveniente, por tanto, encontrar otros marcadores moleculares de 

micrometástasis en GC que nos permitan detectarla en aquellos 

pacientes que acaban sufriendo recaídas. 
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3. Estudio de la expresión de marcadores de EMT 

en tumor primario y GC 

 

El proceso de EMT se asocia con riesgo de metástasis y un 

peor pronóstico en pacientes de CP y otros tumores malignos (Xiao y 

He, 2010, Karlsson et al., 2017; Chae et al., 2018), siendo la pérdida 

de E-cadherina (CDH1) distintiva de la diseminación del tumor en un 

proceso canceroso (Markiewicz et al., 2014). Además, estudios 

anteriores han señalado que alteraciones en otros marcadores de 

EMT como TWIST, N-cadherina (CDH2) o SNAI se han relacionado 

con un potencial metastásico (Blanco et al., 2002; Xiao y He, 2010; 

Toll et al., 2013; Yusup et al., 2017). Sin embargo, la mayoría de los 

trabajos publicados hasta hoy han estudiado los marcadores de EMT 

en tejido tumoral y pocos se han centrado en el GC. 

  

En nuestro trabajo no encontramos diferencias en la 

expresión de marcadores de EMT entre los tumores de los pacientes 

con micrometástasis en GC detectada mediante qPCR y los que no 

la presentaban. Del mismo modo, no encontramos diferencias en la 

expresión de CDH1 y CDH2 en tumores primarios con 

micrometástasis detectada por IHQ, aunque sí observamos una 

mayor expresión de SNAI1, VIM, ZEB1 y ZEB2. Nuestros datos de 

expresión contrastan con estudios anteriores de otros grupos que 

observaron una menor expresión de E-cadherina y una mayor 

expresión de marcadores mesenquimales en distintos tejidos 

tumorales con mayor potencial metastásico (Wang et al., 2011; 

Markiewicz et al., 2012; Maeng et al., 2014; Nakamura et al., 2014; 
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Wen et al., 2016). Estas discrepancias podrían deberse a que los 

tumores se detectaron en una fase temprana, con baja capacidad 

para desarrollar tumores secundarios, y por ello todavía no habían 

empezado a progresar. 

 

Por otra parte, en el análisis del estado molecular de la EMT 

del GC, observamos que la micrometástasis por qPCR e IHQ se 

relacionó con una alta expresión de CDH2 y un mayor número de 

pacientes con alta expresión de VIM. Estas diferencias en la 

expresión de dichos genes no las observamos en los pacientes con 

micrometástasis positiva por IHQ (aunque sí observamos una menor 

expresión de TWIST), lo que sugiere que el proceso de EMT sucede 

en el GC sin micrometástasis por IHQ. Por esto, y en línea con lo 

expuesto anteriormente (punto 2 de la discusión), pensamos que el 

análisis mediante qPCR sería más preciso para detectar las 

micrometástasis en GC.  

 

A pesar de que nuestros datos muestran una alta expresión 

de marcadores mesenquimales en GC con micrometástasis positiva 

por qPCR, el análisis de la ratio CDH1/CDH2 de estos mismos GC 

indicaba un fenotipo más epitelial. Estudios previos han detectado 

una re-expresión de E-cadherina en células tumorales de GC 

metastásicos comparados con el tumor primario (Markiewicz et al., 

2012; Nakamura et al., 2014; Wen et al., 2016). Esto sugiere que la 

reversión de la EMT, proceso que se conoce como transición 

mesénquima-epitelio (MET), es importante para la formación de las 

lesiones. Se ha propuesto que ambos procesos, EMT y MET, 

ocurren en los mismos órganos a distintos tiempos para colonizar y, 
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más tarde, establecer tumores secundarios (Aramaki et al., 2016). 

Así, nuestros resultados sugieren que el cambio en E-cadherina es 

un factor clave implicado en el cambio EMT-MET en momentos 

tempranos del proceso, similar a los resultados que otros grupos han 

obtenido mediante IHQ en muestras de pacientes con tumores 

cutáneos y gástricos (Toll et al., 2013; Okubo et al., 2017). 

 

En cuanto al valor pronóstico, el análisis de supervivencia 

mostró un peor pronóstico en los pacientes con una baja ratio 

CDH1/CDH2 en GC (tanto SLE como SG). Sin embargo, 

exceptuando la alta expresión de VIM y ZEB1 en GC, podemos decir 

que la expresión de los marcadores de EMT no tiene valor pronóstico 

por sí misma, tanto en tumor como en GC. La asociación entre la 

supervivencia de los pacientes y el fenotipo de EMT en GC 

metastásicos, pero no en tumor primario, se ha observado en 

diferentes órganos, para los que se ha propuesto el GC como una 

herramienta con valor pronóstico en CP y otros procesos tumorales 

(Markiewicz et al., 2012; Okubo et al., 2017; Chae et al., 2018). En 

consonancia con estos estudios, en nuestra serie observamos que la 

tanto la alta expresión de ZEB1 como la baja ratio CDH1/CDH2 

tienen valor pronóstico independiente, asociándose a una peor 

supervivencia. La expresión de VIM en GC se ha relacionado 

anteriormente con un peor pronóstico en pacientes con CP (Al-Saad 

et al., 2008). Sin embargo, un meta-análisis reciente no mostró 

ningún valor pronóstico independiente para la expresión de este gen, 

pero su sobre-expresión se relacionó con otros factores como 

estados TNM avanzados, metástasis en GC o carcinoma escamoso 

celular (Ye et al., 2018). 
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 El estudio de la expresión de los marcadores de EMT ha sido 

ampliamente utilizado para determinar el estado EMT en varios tipos 

de cáncer, con el objetivo de poder establecer una asociación clínica 

relevante (Santamaria et al., 2017). En el carcinoma hepatocelular, 

un perfil de expresión de genes relacionados con el proceso de EMT 

se ha asociado con un peor pronóstico del paciente (Kim et al., 

2010). Además, un análisis reciente de marcadores de EMT llevado 

a cabo por la TCGA en 10244 muestras de mRNA de 32 tipos 

diferentes de tumores, estableció un perfil de 16 genes de EMT en el 

que los genes más mesenquimales (CDH2, SNAI1, SNAI2, TWIST, 

VIM y ZEB2 entre otros) se asociaron significativamente con un peor 

pronóstico en todos los tipos tumorales, mientras que los genes 

epiteliales (CDH1) tendían a asociarse con un mejor pronóstico 

(Gibbons y Creighton, 2018). Estos trabajos ponen de manifiesto que 

la expresión de marcadores de EMT se podría usar como una 

herramienta de cribado rutinaria para la clasificación de los 

pacientes. 

 

Con todo, nuestros datos sugieren que la expresión de 

marcadores de EMT en GC se podría utilizar para mejorar la 

clasificación de los pacientes y predecir un pronóstico para los 

pacientes en estadio temprano de CP. Este análisis complementaría 

la evaluación histopatológica para estudiar la micrometástasis 

mediante métodos moleculares con mayor profundidad y así detectar 

aquellos pacientes de CP en estadio temprano que recaen pero que 

no son detectados mediante los análisis histopatológicos rutinarios. 
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4. Estudio de la expresión de marcadores del 

sistema inmunitario en tumor primario y GC 

 

Hasta la fecha, los tratamientos de elección más comunes 

para tratar el CP han sido dirigidos contra el tumor, aunque 

recientemente se han desarrollado nuevos tratamientos con 

fármacos específicos dirigidos contra vías de señalización (Chen et 

al., 2014). Sin embargo, se ha observado la aparición de resistencias 

a dichos tratamientos.  

 

Como alternativa, se ha propuesto estimular el sistema 

inmunitario del propio paciente con el objetivo de restaurar una 

respuesta antitumoral efectiva (Pardoll D, 2012 y 2015), dados los 

buenos resultados obtenido en otros tipos de tumor como melanoma 

y cáncer de riñón (Villaruz et al., 2014; Garon EB, 2015). 

 

Por esto, pensamos que el estudio de la expresión de los 

marcadores de las diferentes vías de control inmunológico en el 

tumor y GC de los pacientes podría contribuir a identificar nuevas 

dianas susceptibles de ser bloqueadas mediante inmunoterapia. 

Además, la relación de la expresión de estos marcadores con las 

características clínico-patológicas de los pacientes podría ofrecer 

una mejor clasificación de la enfermedad y una mejora en la elección 

del tratamiento. 

 

En un primer análisis de los marcadores del sistema 

inmunitario en tejido tumoral, encontramos que alrededor del 60% de 
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los pacientes mostraron una alta expresión de CD137 y GITR, 

mientras que menos del 20% mostraron una alta expresión de PD-1 

y PD-L1. De todos los marcadores estudiados, únicamente CD27 y 

CD137 aparecieron en mayor frecuencia en los pacientes con 

micrometástasis positiva por qPCR. 

 

Por otra parte, el estudio mostró valores más altos de 

expresión de los marcadores CD27, CD28 y CD40 en los tumores de 

pacientes con un resultado positivo de micrometástasis por qPCR. 

Sorprendentemente, la expresión de CD27 fue menor en los 

pacientes con micrometástasis positiva detectada median IHQ. 

Como ya hemos discutido en el punto 2, la técnica de qPCR nos 

permite detectar positivos que no podemos determinar mediante 

IHQ. Es probable que muchos de los pacientes con alta expresión de 

CD27 con resultado negativo mediante IHQ tenga un resultado 

positivo mediante qPCR. 

 

Los receptores celulares CD27, CD28 y CD40 son moléculas 

co-estimuladoras que modulan la respuesta inmunitaria mediada por 

células T. Mientras que CD27 y CD28 estimulan la respuesta de las 

células T, CD40 es esencial para desencadenar una respuesta 

inmunitaria específica y está involucrada en la diferenciación y 

supervivencia celular y apoptosis (Sundar et al., 2014). 

 

La señalización mediante CD27 tiene un papel inmunitario 

importante y se podría usar como terapia antitumoral ya que se ha 

visto que linfocitos infiltrados en el tumor sólido expresan CD27 

(Starzer y Berghoff, 2020). CD28 amplifica la señalización mediada 
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por los receptores de linfocitos T y pertenece a la misma familia que 

los receptores CTLA-4 y PD-1, los cuales antagonizan con el primero 

y tienen un papel importante en CP (discutido en detalle más 

adelante) (Callahan et al., 2016; Esensten et al., 2016). En cuanto a 

CD40, estudios anteriores han observado su expresión en diversos 

tipos de tumores (van der Oord et al., 1996; Cooke et al., 1999; Wu 

et al., 2008; Slobodova et al., 2011) tales como el CP (Ishikawa et 

al., 2008), con resultados similares a los nuestros, en los que 

aproximadamente el 50% de los pacientes mostraron expresión de 

CD40 en tejido tumoral. Sin embargo, la presencia de este marcador 

en CP resultaba en un peor pronóstico (Sabel et al., 2000; Ishikawa 

et al., 2008). 

 

 El análisis de supervivencia mostró una menor SG de los 

pacientes con baja expresión de CD27 en tejido tumoral. Además, 

aquellos con una alta expresión de KIR, PD-1 y PD-L1 también 

mostraron menor supervivencia, en este caso SLE. 

 

Como ya hemos comentado, CD27 podría usarse como 

terapia antitumoral, concretamente mediante el uso de anticuerpos 

agonistas (Starzer y Berghoff, 2020). En este contexto, se ha 

desarrollado un anticuerpo monoclonal humano denominado 

varlilumab que ya se encuentra en fase clínica (Burris et al., 2017; 

Ansell et al., 2020). Además, se está estudiando la posibilidad de 

usar anticuerpos agonistas de CD27 en combinación con el bloqueo 

de CTLA-4 y PD-1. De hecho, se han llevado a cabo estudios en 

fase preclínica con resultados prometedores (Ahrends et al., 2016; 

Buchan et al., 2018). 
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La vía de PD-1 juega un papel importante en la inhibición del 

efecto inmune citotóxico (Brahmer JR, 2012; Callahan et al., 2016; 

Esensten et al., 2016). El receptor PD-1, presente en diversas 

células T, en linfocitos B y las células NK, interacciona con sus 

ligandos (PD-L1 y PD-L2), e inhibe la activación de las células T 

(Domagala-Kulawik J, 2015). Por el momento se han aprobado 

tratamientos con anticuerpos monoclonales, tanto contra PD-1 

(pembrolizumab y nivolumab), como contra PD-L1 (atezolizumab), 

cuyo uso terapéutico ha mostrado una mejora en la supervivencia de 

los pacientes con CP (Reck et al., 2016; Chen et al., 2018). Es 

conveniente destacar que la eficacia de pembrolizumab depende de 

la expresión de PD-L1 como biomarcador. Solo aquellos pacientes 

con más del 50% de células con expresión de este marcador 

(determinado mediante IHQ) responden al tratamiento, lo que pone 

de manifiesto la importancia de su correcta determinación. En este 

sentido, es importante el uso de la qPCR, ya que nos va a permitir 

identificar con mayor sensibilidad y precisión la expresión tanto de 

este como de otros biomarcadores. De hecho, la importancia de la 

determinación de este marcador queda clara cuando observamos 

que su alta expresión en tejido tumoral en nuestra serie de pacientes 

podría usarse como marcador con valor pronóstico independiente. 

 

 KIR es un receptor de membrana que participa en la 

activación de las células NK (Lanier LL, 2005). Trabajos anteriores 

en diversos tipos de cáncer han puesto de manifiesto el posible 

papel como biomarcador de este gen (Jobim et al., 2013; De Re et 

al., 2014), incluyendo el CP (He et al., 2016; Li et al., 2019). Nuestro 

análisis de supervivencia basada en la expresión de los marcadores 
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sugiere que una alta expresión de KIR se puede usar como 

biomarcador que indica un peor pronóstico, aunque no podemos 

decir que tiene valor pronóstico independiente. 

 

 En cuanto al GC, observamos que un mayor número de 

pacientes con micrometástasis positiva por qPCR presentaba una 

alta expresión de los marcadores CD137 y LAG-3. Es destacable 

que CD137 también mostró una alta expresión con mayor frecuencia 

en las muestras de tejido tumoral de estos pacientes. De hecho, este 

marcador mostró una alta correlación entre ambos tejidos. CD137, 

también denominado receptor del factor de necrosis tumoral 

TNFRSF9, posee, al igual que CD27, CD28 y CD40, actividad 

estimuladora sobre las células T, aunque también es importante en 

otras células del sistema inmunitario como las células NK, células 

dendríticas y linfocitos B, entre otras (Vinay y Kwon, 2011). Desde 

hace años se conoce el potencial terapéutico de los anticuerpos 

monoclonales anti-CD137 (Melero et al., 1997), sin embargo, los 

datos que existen hasta el momento muestran distintos efectos en 

función del tipo de tumor (Chu et al., 2019; Ye et al., 2020) por lo que 

sería conveniente investigar terapias combinatorias con otros 

anticuerpos. Nosotros no podemos más que especular al respecto, 

pero dada la correlación que encontramos entre los marcadores 

CD27 y CD137 y su similar vía de actuación, quizá se podría 

explorar el uso de una terapia combinatoria con anticuerpos para 

ambas vías. 

 

 El gen LAG-3 codifica para una proteína que se une al 

complejo mayor de histocompatibilidad II e inhibe la proliferación y 
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activación de linfocitos T (Huang et al., 2004). Además, posee un 

efecto sinérgico con la vía de PD-1/PD-L1 (Okazaki et al., 2011; 

Takaya et al., 2015). Estudios han encontrado una correlación entre 

LAG-3 y PD-1/PD-L1 en tejido tumoral y linfocitos infiltrados, que se 

ha relacionado con un peor pronóstico en pacientes de CP (He et al., 

2017). En nuestro caso no encontramos esta correlación en nuestra 

serie de pacientes, pero podría deberse a la falta de datos para 

alguno de los pacientes o al bajo número de ellos, lo que supone una 

clara limitación a la hora de llevar a cabo un estudio completo de 

este tipo. 

 

 En el análisis de expresión de los marcadores del sistema 

inmunitario observamos que los pacientes con un resultado positivo 

de micrometástasis por qPCR mostraron mayores niveles de 

expresión de CD40, KIR, OX-40 y PD-L2. Es destacable que los 

pacientes con micrometástasis detectada por qPCR mostraron 

mayores niveles de expresión de CD40 tanto en tejido tumoral como 

en GC, y que una mayor expresión en GC está relacionada con una 

menor SLE y un mayor riesgo de recaída. A pesar de la clara 

relación de este marcador con una menor supervivencia, la 

expresión de este gene no presenta valor pronóstico independiente, 

probablemente debido al bajo número de pacientes del estudio con 

datos completos. 

 

 El ligando PD-L2 actúa a través de su receptor PD-1 para 

inhibir la proliferación de células T (Latchman et al., 2001). PD-L2 no 

se ha estudiado tanto como PD-L1, pero un meta-análisis reciente 

que incluye muestras de diferentes tumores sólidos de más de 3500 
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pacientes mostró que los pacientes con una alta expresión de PD-L2 

presentaron un peor pronóstico (Yang et al., 2019). Nuestros datos 

coinciden con lo expuesto en este estudio; los pacientes con valores 

altos de expresión de PD-L2 mostraron una menor SLE, aunque en 

nuestro caso esta elevada expresión se da en el GC. 

 

 El receptor del factor de necrosis tumoral TNFRSF4 es 

comúnmente conocido como OX-40 y se expresa en células T 

activadas tras su estimulación a través del receptor. Además, su 

capacidad para regular células T lo convierte en candidato para 

terapia antitumoral (Croft et al., 2009). De hecho, tratamiento con 

anticuerpos monoclonales agonistas que incluyen terapia 

combinatoria con PD-1, CD27 y CD137 se han testado en fase 

clínica (Deng et al., 2019). Nuestros datos mostraron una mayor 

expresión de OX-40 en el GC de los pacientes con micrometástasis 

positiva. Nuestros datos de expresión no se relacionan 

significativamente con la supervivencia de los pacientes por lo que 

no podemos asignarle un valor pronóstico. Sin embargo, trabajos 

recientes al respecto son contradictorios. Mientras que un estudio 

muestra que la alta expresión de este marcador (determinada por 

IHQ) en infiltrado inmunitario en tumores de CP se asocia con un 

pronóstico favorable (Massarelli et al., 2019), otro concluye que 

niveles altos de OX-40 en sueros de pacientes con adenocarcinoma 

avanzado están relacionados con un peor pronóstico (Kashima et al., 

2020). 

 

En el análisis de supervivencia, además de los marcadores 

identificados en GC ya comentados (LAG-3 y PD-L2) encontramos 
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que la alta expresión de TIM-3 se relacionó con una menor SG y SLE 

y que la alta expresión de CD40, CTLA-4, LAG y PDC se relacionó 

con una menor SLE. 

 

El gen CTLA-4 codifica para un recetor presente en los 

linfocitos T y su estimulación resulta en la inhibición de los propios 

linfocitos (Pardoll D, 2012). El bloqueo de esta vía mediante el uso 

de anticuerpos se ha utilizado como terapia antitumoral en CP, 

aunque con una baja tasa de respuesta (Buchbinder y Desay, 2016). 

Dada la relación que existe entre CTLA-4 y la vía PD-1/PD-L1, se 

han propuesto tratamientos basados en terapia combinatoria contra 

PD-1 y CTLA-4. En este caso se ha observado un aumento de la 

eficacia del tratamiento en CP, lo que resulta en una mayor 

supervivencia de los pacientes (Hellman et al., 2019). Un estudio que 

evaluó la expresión de CTLA-4 en tejido tumoral de pacientes con 

CP, observó que una mayor expresión de este gen correlacionaba 

con una mayor supervivencia (Salvi et al., 2012). Nuestros datos 

apuntan en la dirección opuesta, ya que una mayor expresión de 

CTLA-4 se correlaciona con una menor SLE, si bien es cierto que 

estos datos proceden de GC y no del tumor. En este sentido, un 

estudio anterior encontró que una alta expresión de CTLA-4 en 

nódulos linfáticos con metástasis de pacientes con CP se asociaba 

con una menor supervivencia (Paulsen et al., 2017), lo que pone de 

manifiesto la importancia de la detección de este marcador. 

 

TIM-3, es también un receptor que se encuentra en los 

linfocitos T y otras células del sistema inmunitario y cuya función 

principal es inhibir la actividad de las células T (Monney et al., 2002). 
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En estudios anteriores se ha observado que una alta expresión de 

este gen en tejido de diversos tumores sólidos (Das et al., 2017), 

incluyendo el CP (Gao et al., 2012; Zhuang et al., 2012), se asocia 

con un peor pronóstico. Nuestros datos coinciden con estos estudios, 

ya que en nuestra serie una alta expresión de TIM-3 en GC se 

asocia con una menor SG y SLE. 

 

El bloqueo de TIM-3 se ha propuesto como inmunoterapia 

para el tratamiento del cáncer. En este sentido, se ha probado en 

distintos estudios clínicos la eficacia de los inhibidores de TIM-3. 

Además, estudios preclínicos han observado que la inhibición 

combinada de TIM-3 y otros factores, como PD-1 o CD137, es más 

efectiva que por separado (Das et al., 2017; He et al., 2018). 
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1. En nuestra serie de pacientes, la edad, el sexo, el tabaquismo y la 

histología del tumor no son factores pronósticos. Sin embargo, el 

estadio y el grado de diferenciación sí mostraron valor pronóstico. 

2. Pese a que la detección de micrometástasis en GC mediante 

qPCR es más sensible, no encontramos correlación con la 

supervivencia de los pacientes. 

3. Los pacientes con una alta expresión de VIM y ZEB1 tienen menor 

riesgo de supervivencia. Los pacientes con una ratio baja 

CDH1/CDH2 en GC con tienen mayor riesgo de recaída y de 

supervivencia.  

4. El estudio de la expresión de genes de EMT ZEB1 y la ratio 

CDH1/CDH2 del GC se puede usar como factor pronóstico 

independiente de pacientes con CP en estadio temprano y constituye 

una nueva herramienta para una mejor clasificación de los pacientes 

y predicción del pronóstico. 

5. La baja expresión de CD27 y la alta expresión de KIR, PD-1 y PD-

L1 en tumor se asocian con una menor supervivencia de los 

pacientes. De hecho, la alta expresión de PD-1 en tumor tiene valor 

pronóstico independiente. 

6. La elevada expresión de CD40, CTLA-4, LAG-3, PD-L2 y TIM-3 en 

GC de pacientes con CP se asocian con una menor supervivencia. 

7. El estudio del perfil de expresión de los marcadores del sistema 

inmunitario nos permite establecer un mejor pronóstico y clasificación 
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del paciente con el objetivo de mejorar el tratamiento con 

imnunoterapia. 
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