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aCGH: matrices de hibridacion genémica comparativa
ACTB: actina-p
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ADN: &cido desoxirribonucleico

ADNct: ADN tumoral circulante

AJCC: American Joint Commission on Cancer

AKT: AKT serina/treonina quinasa

AKTL1: AKT serina/treonina quinasa 1
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ECO-TT: ecografia transtoracica
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G4: grado 4
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GZMB: granzima B
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HERZ2: neu, erbB2
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HLA-A: complejo mayor de histocompatibilidad, clase I, A

HLA-B: complejo mayor de histocompatibilidad, clase I, B

HLA-DRB1: complejo mayor de histocompatibilidad, clase Il, DR beta 1
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IDO1: indolamina 2,3-dioxigenasa 1
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IGF1: receptor del factor de crecimiento similar a la insulina 1

IgG1: inmunoglobulina G1.

IHQ: inmunohistoquimica

IMRT: radioterapia de intensidad modulada

IRF8: factor regulador de interfer6n 8
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ISEL.: iressa survival evaluation in lung cancer
ITGAL.: subunidad de integrina alfa L

ITK: quinasa de células T inducible por IL2

J
e/

JAK: Janus quinasa

K
O
KDR: receptor de dominio de insercion de quinasa

KEAP1: kelch tipo proteina asociada a ECH 1

KIT: protooncogén KIT, receptor tirosina quinasa

KLRKZ1: receptor tipo lectina K1 de células asesinas

KMT?2: metiltransferasa especifica de lisina K 2

KRAS: protooncogén KRAS, GTPasa
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LAG3: activacion de linfocitos 3

LCK: protooncogén LCK, tirosina quinasa de la familia Src

LCR: liquido cefalorraquideo

LSI: sonda FISH para ganancias o pérdidas de la region estudiada

LYZ: lisozima



M1: metéstasis a distancia

mADb: anticuerpos monoclonales neutralizantes
MAPK: proteina quinasa activada por mitdgenos
MAPKZ1: proteina quinasa activada por mitdgenos 1
MCM2: proteina de mantenimiento de microsoma 2

MDM2: doble minuto 2, homo6logo humano de ratdn; proteina de union a p53
(protooncogén MDM2).

MEK: proteina quinasa activada por mitdgenos

MET: protooncogén MET, receptor tirosina quinasa

MiARN: microARN

MIB1: MIB E3 ubiquitina proteina ligasa 1

MIB E3 ubiquitina proteina ligasa 1

MKP: fosfatasa de doble especificidad

ML.: metéstasis leptomeningea

MLL2 (KMT2D): lisina metiltransferasa 2D

MLPA: amplificacion dependiente del ligando multiplex
MMP1: metaloproteasa de la matriz 1

MMP11: metaloproteasa de la matriz 11

MMP3: metaloproteasa de la matriz 3

MMP7: metaloproteasa de la matriz 7

MMP9: metaloproteasa de la matriz 9

MS4AL: membrana que abarca 4 dominios Al

MTOR: objetivo mecanicista de la rapamicina quinasa
MTORCL1: objetivo de mamifero del complejo de rapamicina 1
MTORC?2: objetivo de mamifero del complejo de rapamicina 2

MY C: protooncogén MY C, factor de transcripcion bHLH



N
O ————————
NF1: neurofibromatosis tipo 1

NFE2L1: factor nuclear eritroide 2 tipo 1

NFE2L2: factor nuclear eritroide 2 tipo 2

NGS: secuenciacion de nueva generacion

NKG5: granulisina

NKG?7: proteina granular de células asesinas naturales 7
NOTCH1: receptor homologo 1 de NOTCH (drosophila)
NOTCHZ2: receptor homologo 1 de NOTCH (drosophila)
NRF2: factor 2 relacionado con el factor nuclear eritroide 2
NT5E: 5'-nucleotidasa ecto

NTRK: receptor neurotrofico tirosina quinasa

O
L]
OAS3: 2'-5"-oligoadenilato sintetasa 3

OMS: organizacion mundial de la salud

P
R R A A A R R R R RS,
P: grupo fosfato

P14: oncogén pl4

p14ARF: inhibidor de la quinasa dependiente de ciclina 2A

P16: proteina supresora de tumores codificada por CDKN2A

pl6INK4a: inhibidor de la quinasa dependiente de ciclina 2A



P40: proteina tumoral 40

P63: proteina tumoral 63

PAAF: puncion aspiracién con aguja fina

PCI: inhibidores de puntos de control inmunitarios

PCNA: antigeno nuclear de células en proliferacion

PD1: muerte celular programada 1 ligando 1

PDCD1: muerte celular programada 1

PDGFRA: receptor alfa del factor de crecimiento derivado de plaguetas
PD-L1: ligando 1 de muerte celular programada

PDYN: prodinorfina

PET: tomografia por emision de positrones

PET-TC: tomografia computada- por emision de positrones
P13K: fosfatidilinositol 3 quinasa

PIK3CA: subunidad catalitica alfa de fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3-quinasa
PIP2: fosfatidilinositol 4,5-trifosfato

PIP3: fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato

PL: pleura

PLCy: isoforma de fosfoinositida fosfolipasa C

PNOC: prepronociceptina

PRKML1: proteina quinasa 1 activada por mitdgenos
PTEN: homdlogo de fosfatasa y tensina

PTGERZ1: receptor 1 de prostaglandina E

RAF: protooncogén RAF, serina/treonina quinasa
RARB: receptor del &cido retinoico

RAS: protooncogén RAS.



RB1: retinoblastoma 1

Real Time-PCR: reaccion en cadena de la polimerasa a tiempo real
RET: protooncogén RET, receptor tyrosine kinase

RMN: resonancia magnética nuclear

RNAseq: ARN secuenciado

ROC: caracteristica operativa del receptor.

ROS: especies reactivas a oxigeno

ROSL1: protooncogén ROS 1, receptor tirosina quinasa

RPAS: reseccion pulmonar anatémica sublobar

RTK: receptor de tirosina quinasa

RT-PCR: reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa

RX: rayos X

SABR: radioterapia ablativa estereotéctica

SBRT: radioterapia corporal estereotactica

SEAP: Sociedad Esparfiola de Anatomia Patoldgica
SEOM: Sociedad Espafiola de Oncologia Médica

SG: supervivencia global

SLP: supervivencia libre de progresion

SNC: sistema nervioso central

SOX2: factor de transcripcion de caja-SRY 2

SP142: anticuerpo para la determinacion inmunohistoquimica de PD-L1
SP263: pseudogen ribosomal 263

SRS: radiocirugia estereotactica

STAT: transductor de sefial y activador de la transcripcion

STK11: serina/treonina quinasa 11



SUVMAX: valor méximo de captacion estandarizado

T

T790M: (Thr 790 Met). Mutacion de resistencia a terapia anti-Tirosina Quinasa de
EGFR.

TAC: tomografia axial computarizada
TACAR: tomografia axil computarizada de alta resolucién
TBX21: factor de transcripcion de caja T 21
TCGA: atlas del genoma del cancer

TCR: receptor de antigeno de células T

TEP: plagquetas sanguineas educadas en tumores
TERT: telomerasa transcriptasa inversa

TLR7: receptor tipo toll 7

TLRS8: receptor tipo toll 8

TMA: tissue microarray (matriz tisular)

TMB: tumor mutational burden

TME: microambiente tumoral

TNM: tumor, nodulos linfaticos, metéstasis
TP53: proteina tumoral p53

TP62: proteina de fusion TgTCEB1

TP63: proteina tumoral p63

TP73: proteina tumoral p73

TTF-1: factor de transcripcion tiroidea 1

TUBB: tubulina 3 clase 1



U

UICC: Union for International Cancer Control (Unidn Internacional para el control del
Cancer)

V
O
VATS: cirugia toracoscopica asistida por video

VEGF: factor de crecimiento del endotelio vascular

VEGF-A: factor de crecimiento endotelial vascular- A

VEGF-B: factor de crecimiento endotelial vascular- B

VEGF-C: factor de crecimiento endotelial vascular- C

VEGF-D: factor de crecimiento endotelial vascular- D
VEGF-E(105): factor de crecimiento endotelial vascular- E
VEGFR: receptor del factor de crecimiento endotelial vascular
VEGFR2: receptor 2 del factor de crecimiento endotelial vascular

VPH: virus del papiloma humano

W

WHSCI1L1: Proteina 3 del dominio SET de unién al receptor nuclear (Sindrome de
Wolf-Hirschhorn candidato 1-tipo 1)
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1. INTRODUCCION

1.1 Carcinoma pulmonar de células escamosas: aspectos clinicos y bioldgicos de la
enfermedad.

El cancer de pulmén es una enfermedad frecuente y constituye la principal causa de
muerte relacionada con cancer de manera global, con tasas de morbimortalidad que
alcanzan el 18%, lo que representa 1,8 millones de muertes al afio. EI 85% de las
neoplasias de pulmdn lo constituye el grupo de carcinoma pulmonar de célula no pequefia
(CPCNP). Los dos grandes tipos histoldgicos que se incluyen dentro de los CPCNP son
el adenocarcinoma (ADC) y el carcinoma pulmonar de células escamosas (CPCE) o
carcinoma epidermoide. El subtipo de CPCE representa entre un 20% a 30% de los
CPCNP (1,2).

A nivel global, mas de la mitad de los nuevos casos y de las muertes por cancer de
pulmén ocurren en Asia, debido, en parte, a que la regién representa alrededor del 60%
de la poblacion mundial (58,5%), seguido de Europa (22,4%), América del Norte
(12,1%), América Latina y Caribe (4,3%), Africa (1,9 %) y Oceania (0,81%) (3).

El carcinoma pulmonar de células escamosas a menudo se origina y desarrolla en la
region central del pulmon, préximo al hilio pulmonar o en la via aérea principal, como
los bronquios principales izquierdo o derecho y sus ramas. El principal factor ambiental
causal que se ha relacionado directamente con la transformacion celular es el humo del
tabaco. En cuanto a la distribucién poblacional por sexos, aproximadamente el 80% de
las neoplasias de pulmon que se producen en varones y el 90% en mujeres estan asociados
con el tabaquismo. ElI CPCE esta mas fuertemente asociado con el habito de fumar que
cualquier otro tipo de CPCNP. Otros factores de riesgo incluyen la edad, los antecedentes
familiares (carga genética/factores heredofamiliares), la exposicion pasiva al humo del

tabaco, las particulas minerales y metalicas o el asbesto. En su desarrollo, este tipo
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tumoral pasa por una transformacion celular que incluye metaplasia escamosa, displasia,

carcinoma in situ y finalmente, carcinoma invasivo (4).

En las dltimas décadas se ha avanzado mucho en el conocimiento del abordaje
diagndstico y terapéutico del cancer en general y del cancer de pulmén en particular.
Muchos de estos avances han sido en materia de diagnéstico y deteccion por imagen de
la neoplasia. En este sentido, algunas pruebas como la tomografia axial computarizada
convencional (TAC) y de alta resolucion (TACAR), asi como la tomografia por emision
de positrones PET/TC, han venido a revolucionar la medicina, complementando algunas
técnicas radiolégicas menos precisas como la radiografia de térax convencional (RX-

torax) o la Ecografia transtoracica (ECO-TT).

Las pruebas de diagndstico son cada vez menos invasivas y consiguen obtener
pequefias muestras tumorales de tejido o células individuales via broncoscépica para su
correspondiente andlisis microscopico, tales como el cepillado bronquial, aspirado
bronquial (BAS), lavado broncoalveolar (BAL), la puncién aspiracién con aguja fina
transbronquial guiada por ecografia endobronquial (EBUS-TBNA: EndoBronchial
UltraSound-guided Transbronchial Needle Aspiration), que han permitido dar un gran
salto cualitativo en el diagndstico de la enfermedad. Ademas, con estas nuevas técnicas
no solo es posible obtener material citologico o tisular para poder caracterizar el tipo de
célula tumoral, estirpe histologica y caracteristicas de expresion proteica, sino que
también permiten analizar el material obtenido a nivel molecular, mediante técnicas de
hibridacion in situ fluorescente (FISH) y de secuenciacion, bien por los métodos
convencionales como la reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcién inversa
(RT-PCR), la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (Real Time PCR), o
bien, mediante técnicas de secuenciacion masiva de nueva generacion (NGS). Ademas,
los nuevos avances en el conocimiento de la biologia molecular del cancer de pulmon han
permitido dar un gran salto a la medicina de precision, permitiendo reducir las recaidas

precoces y mejorar la supervivencia global (SG) de los pacientes.
1.2 Etiologia y patogénesis del CPCE.

Se estima que el 90% de los pacientes diagnosticados de CPCE son fumadores
activos o refieren antecedente de tabaquismo activo o pasivo. EI CPCE muestra una

predileccion por el género masculino (5). Algunos de los factores de riesgo que
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predisponen al desarrollo de cancer de pulmdn (factores cancerigenos), incluyen la
exposicion al gas radon, metales (arsénico, cadmio, cromo), radiacion, contaminacion del
aire e infecciones (6). Otros factores de riesgo para CPCE incluyen la edad, los
antecedentes familiares y la exposicion pasiva al humo del tabaco.

Los componentes del cigarrillo tienen una firma mutagénica relativamente
predecible (firma 4), que actla preferentemente sobre los pares de bases de guanina y
crea sustituciones C>A (7). En raras ocasiones, algunos CPCE se desarrollan en
fumadores ocasionales o que nunca han fumado; en estos tumores son mas frecuentes las
mutaciones activadoras que se encuentran mas comunmente en el adenocarcinoma, como
las mutaciones EGFR y ALK (8, 9, 10, 11). Hoy en dia, continGa siendo controvertida la
posible patogénesis del virus del papiloma humano (VPH) en CPCE. En este sentido,
varios estudios con protocolos de deteccion de VPH rigurosamente controlados y que
excluyen aquellos CPCE de origen metastasico de canceres de cuello uterino u
orofaringeo, han cuestionado la asociacion, al menos en poblaciones de ascendencia
europea (12, 13, 14, 15).

La carcinogénesis del carcinoma de células escamosas esta estrechamente
relacionada con alteraciones gendmicas, mutaciones genéticas y/o expresion alterada de
moléculas que son clave en la transformacion neoplésica del linaje de las células
escamosas y/o diferenciacion terminal (16, 17). La caracterizacion genémica integral de
CPCE ha mostrado alteraciones genémicas complejas, con una media de 360 mutaciones
exonicas, 165 reordenamientos gendmicos y 323 segmentos de alteracion del nimero de
copias por tumor (18). Se han descrito al menos dos vias que podrian estar involucradas
en la patogénesis de CPCE. La primera esté relacionada con la via del estrés oxidativo e
incluye mutaciones en los genes NFE2L2, KEAP1 o CUL3. La segunda esta implicada en
la diferenciacion escamosa e incluye la sobreexpresion y amplificacién de SOX2 y TP63;
mutaciones de pérdida de funcién en NOTCH1, NOTCH2 y ASCL4; y deleciones
intersticiales en FOXPL1.

Desde el punto de vista citogenético, las alteraciones mas frecuentemente
encontradas en el CPCE incluyen ganancia/amplificacion de los cromosomas 3q (SOX2,
TP63) (19, 20), 7p (EGFR) y 8p (FGFR1), asi como delecion del cromosoma 9p
(CDKN2A) (21, 22). A nivel molecular, las mutaciones se encuentran con mayor
frecuencia en los genes TP53, CDKN2A, PTEN, PIK3CA, KEAP1, KMT2, HLA-A,
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NFE2L2, NOTCH1y RBL1 (23, 24). Desde el punto de vista gendémico, en el CPCE se han
identificado cuatro subtipos como veremos mas adelante (primitivo, clasico, secretor y
basal) (25, 26).

1.3 Presentacién clinica del CPCE.

En el momento del diagnostico de CPCE, la gran mayoria de los pacientes (80%-
90% de los casos) muestran algin signo o sintoma relacionado con la enfermedad. Estos
se clasifican de la siguiente manera:

(1) los relacionados con la lesién primaria y con la diseminacién intratoracica,

(2) los relacionados con la metastasis a distancia,

(3) los relacionados con sindromes paraneoplasicos.
No obstante, en dependencia de si el tumor se localiza en la zona central (proxima al hilio

bronco-vascular) o en la region periférica del pulmén, los sintomas pueden variar.

1.3.1 Signos y sintomas relacionados con la lesion primaria y la diseminacion
intratoracica.

Los pacientes con CPCE pueden presentar signos y sintomas que generalmente
estan relacionados con la localizacién del tumor y las estructuras anatomicas que puedan
estar comprometidas. Algunos de los sintomas mas comunes incluyen dificultad
progresiva para respirar, tos, dolor/presién en el pecho, ronquera o pérdida de la voz y
hemoptisis. EI CPCE tiende a ser localmente agresivo, con compromiso progresivo de las
estructuras peribronquiales por invasion directa. Los sintomas estan relacionados con la
obstruccion endobronquial, lo que lleva a hemoptisis, tos y neumonitis recurrente. La
proximidad a la carina traqueal en aquellos tumores de localizacion central, es un factor
crucial y determinante en la planificacion del abordaje quirtrgico (27). Los CPCE de
localizacion periférica pueden desarrollar cavitacion central por necrosis tumoral o
queratinizacion, con la consecuente sobreinfeccion fungica o bacteriana (28). Una forma
de presentacion poco comun, pero a la vez muy caracteristica del CPCNP es el conocido
como Tumor Pancoast, un tumor pulmonar de localizacién apical que por su tamafio y

agresividad local invade la pared torécica apical y los tejidos adyacentes.
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1.3.2 Signos y sintomas relacionados con las metéstasis.

Las metastasis a distancia ocurren de manera similar a otros CPCNP. Los sintomas
relacionados con la enfermedad diseminada incluyen pérdida de peso; dolor abdominal
debido a la afectacion secundaria del higado, las glandulas suprarrenales y otros érganos;
y dolor debido a metastasis 0seas. Las metastasis cerebroespinales o diseminacion
leptomeningea pueden causar sintomas neuroldgicos. Se conoce que en el curso de la
enfermedad neoplasica pulmonar, > 20 % de los pacientes desarrollardn metéstasis en el

sistema nervioso central (SNC) (29).

1.3.3 Signos y sintomas relacionados con sindrome paraneoplasico.

Los sindromes paraneoplasicos, que ocurren en hasta el 10% de los pacientes con
cancer de pulmon, son un grupo de trastornos clinicos asociados con enfermedades
malignas que no estan directamente relacionados con los efectos fisicos del tumor
primario o metastasico. Estos sindromes pueden deberse a la produccién de sustancias
bioldégicamente activas 0 a otros mecanismos. Los sintomas paraneoplasicos no estan
relacionados con el tamafio del tumor primario, en algunos casos pueden preceder al
diagndstico de enfermedad maligna, y en otras ocasiones pueden ocurrir tarde en la
enfermedad o predecir el primer signo de recurrencia (30). La hipercalcemia es uno de

los principales signos paraneoplésicos del CPCE.
1.4 Pruebas diagndsticas.

La evaluacion inicial de un paciente con un posible diagnostico de cancer de
pulmon implica rutinariamente procedimientos quirdrgicos y de imagen para definir la
extension de la enfermedad; estos pueden incluir TAC, PET-TAC, RMN, broncoscopia,
biopsia con aguja transtoracica, PAAF transhbronquial de estaciones ganglionares o de la
masa pulmonar guiada por ecografia endobronquial, mediastinoscopia. Estos
procedimientos deben adaptarse para permitir una estadificacion precisa (es decir,
detectar sitios de metéastasis ganglionares y enfermedad a distancia) y obtener material
suficiente para obtener toda la informacion necesaria para el tratamiento (incluido el

analisis histoldgico y molecular).
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1.4.1 Pruebas de imagen.

Las exploraciones por imagenes son muy importantes en el cuidado de las
personas con cancer en general y cancer de pulmoén en particular. Sin embargo, ninguna
prueba es perfecta y ninguna exploracion puede diagnosticar CPCNP por si sola. En estos
momentos, la biopsia sigue siendo el “gold estAndar” para el diagnéstico del cancer de
pulmon. Los resultados de la radiografia y la exploracion del térax deben combinarse con
el historial médico, un examen fisico, andlisis de sangre e informacion de la biopsia para
formar una historia completa sobre el origen del cancer y si determinar si se trata de una
enfermedad localizada en el pulmén o ya se ha propagado a otros 6rganos y tejidos a

distancia.
1.4.2 Tomografia axial computarizada (TAC).

Esta técnica radiologica permite determinar el tamafio del tumor y su localizacion,
asi como la presencia de metéstasis. Una tomografia computarizada toma iméagenes del
interior del cuerpo usando rayos X tomados desde diferentes &ngulos. Una computadora
combina estas imagenes en una imagen tridimensional detallada que muestra cualquier
anomalia o tumor. En ocasiones se administra al paciente un contraste especial (medio de
contraste), antes del escaneo, para brindar mejores detalles en la imagen. Este tinte puede
inyectarse en la vena de un paciente o administrarse en forma de pildora o liquido por via

oral.
1.4.3 Tomografia por emision de positrones (PET).

Generalmente es utilizada en combinacion con una tomografia computarizada
Ilamada tomografia PET-TAC. Una tomografia por emision de positrones es una forma
de crear imagenes de 6rganos y tejidos dentro del cuerpo. Se inyecta una pequefia cantidad
de una sustancia de glucosa radiactiva en el cuerpo del paciente. Esta sustancia glucosada
es absorbida por las células que utilizan la mayor parte de la energia. Debido a que el
cancer tiende a usar energia activamente, absorbe mas sustancia radiactiva. Luego, un
escaner detecta esta sustancia para producir imagenes del interior del cuerpo. La
intensidad de sefial que emiten esas imagenes se relaciona con la captacion mayor o
menor que las células tumorales hacen de esa sustancia glucosada (metabolismo

glicidico) y se puede cuantificar. Existe un consenso internacional que emplea el
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algoritmo que relaciona la captacion con el volumen del voxel de maxima captacion
(SUVmax; Standarized Uptake Value maximo) (31, 32), siendo el punto de corte
establecido para separar los nddulos pulmonares benignos de los probablemente malignos
de 2,5 (SUVmax >2,5) (33, 34).

1.4.4 Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

Esta técnica de imagen también permite localizar el tumor y caracterizar con
mayor precision los tumores y su relacion con estructuras vulnerables que podrian estar
comprometidas por el tumor, como los vasos sanguineos, nervios, tejido adiposo,
musculo, hueso, etc. Utiliza campos magnéticos, no rayos X, para producir imagenes
detalladas del cuerpo. Se administra un medio de contraste antes de la exploracién para
crear una imagen mas clara y definida. La limitacién de la RMN en el diagndstico del
cancer de pulmdn radica en que no es muy sensible para obtener imagenes de partes del
cuerpo que se mueven constantemente, como los pulmones, que se mueven con cada
respiracion. Por esa razon, la resonancia magnética rara vez se usa para observar los
pulmones, pero es muy Util en la basqueda y caracterizacion de metastasis se haya

propagado fuera de los pulmones, por ejemplo, al cerebro o a los huesos.
1.45 Gammagrafia Gsea.

Una gammagrafia dsea utiliza un marcador radiactivo para observar el interior de
los huesos. La cantidad de radiacion en el marcador es demasiado baja para ser perjudicial
para la salud del paciente. El trazador se inyecta en la vena del paciente. Se acumula en
areas del hueso y es detectado por una camara especial. EI hueso sano aparece mas claro
para la cdmara y las areas lesionadas, como las causadas por el cancer, se destacan en la
imagen. En las ultimas décadas, la tomografia por emisidn de positrones (ver arriba) ha
reemplazado paulatinamente a la gammagrafia 6seas para encontrar CPCNP que se ha

propagado a los huesos.
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1.5 Pruebas para la obtencion de tejido tumoral para el diagndstico histopatologico
del tumor y toma de decisiones terapéuticas.

1.5.1 Biopsia.

Una biopsia es la extraccion de una pequefia cantidad de tejido con el objeto de
ser examinado con el microscopio. Cuando el tejido extraido es pequefio, nos referimos
a él como biopsia endoscopica de forma general, ya que la gran mayoria de las biopsias
de pequefio tamafio que se realizan para el diagnostico de cancer del pulmon, se obtienen
por via endoscopica y, en un menor numero de casos, por via percutanea o transtoracica.
La cantidad y calidad del material obtenido seran determinantes para conseguir tipificar
el subtipo de CPCNP vy poder realizar pruebas moleculares adicionales como
inmunohistoquimica (IHQ) y estudios moleculares. La biopsia es clave para el
diagndstico correcto del cancer de pulmén y para su caracterizacién molecular (patologia
de precision). En ocasiones en que el material obtenido no es suficiente, se requiere una
segunda biopsia (rebiopsia). La biopsia debe ser evaluada por el especialista en Anatomia
Patoldgica, que es el médico cualificado para el estudio de las células, tejidos y 6rganos
y para el diagndstico de las enfermedades.

En ocasiones, el diagndstico se realiza con una biopsia de mayor envergadura con,
la que se persigue la extirpacién completa del nédulo tumoral, a la que denominamos
biopsia quirdrgica: segmentectomia (extirpacion de un segmento de tejido pulmonar en
el que esta incluido el tumor), lobectomia (extirpacién de un I6bulo pulmonar en el que
se encuentra el tumor) y, excepcionalmente, neumonectomia (extirpacién quirdrgica total

de un pulmaon).
1.5.2 Broncoscopia.

Es un procedimiento diagnostico llevado a cabo por el médico broncoscopista,
generalmente un neumologo, que consiste en introducir por la boca o la nariz, un tubo
delgado y flexible con una luz en el extremo, a través de la traquea y hacia las vias
respiratorias principales de los pulmones. El tubo le permite al médico ver en directo el
interior de los pulmones, a traves de la imagen captada por una videocdmara. Pequefias
herramientas dentro del tubo pueden tomar muestras de liquido o tejido para que el

patélogo pueda examinarlas. A menudo, se examinaran los ganglios linfaticos y se
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tomardn biopsias usando un ultrasonido para guiar la broncoscopia. Esto se llama
ecografia endobronquial (EBUS). Un procedimiento ampliamente extendido para
estadificacion de la extension tumoral a los ganglios linfaticos. Es un procedimiento que
requiere sedacion o anestesia para evitar dolor o molestias mayores a los pacientes.
También es posible obtener muestras directamente del tumor mediante una Puncion
Aspiracion transbronquial guiada por ecografia (EBUS-PAAF). Las muestras liquidas
obtenidas durante la broncoscopia seran analizadas por el patdlogo. Las tres muestras
liqguidas mas comunmente analizadas son: Lavado broncoalveolar (BAL), Aspirado
bronquial (BAS) y cepillado bronquial. Estas muestras contienen células que analizadas
citolégicamente y en ocasiones en forma de bloques celulares, constituyendo una fuente
de material celular de gran utilidad para el diagnostico anatomopatoldgico y estudios

moleculares.
1.5.3 Biopsia por aspiracion con aguja (transtoracica).

Tras realizar anestesia local en la piel, el radidlogo intervencionista, extrae una
muestra del tumor localizado en la periferia de pulmon para ser analizada por el patélogo.
Esto se puede hacer con una aguja méas pequefia o una aguja mas grande, dependiendo del
tamafio de la muestra. A menudo, el radidlogo intervencionista se apoya en una
tomografia computarizada toracica o una maquina especial de rayos X llamada

fluoroscopio para guiar la aguja.
1.5.4 Toracocentesis.

Tras anestesiar la zona del térax donde ser hara la puncion, se inserta una aguja a
través de la pared torécica hasta llegar al espacio pleural, un espacio virtual que separa la
pared toréaxica de la superficie pleural del pulmén, donde se puede acumular liquido. Este

liquido se extrae y es analizado por el patdlogo en busca de células tumorales.
1.5.5 Toracoscopia.

Este procedimiento se realiza en el quirdéfano y el paciente recibe anestesia
general. A través de una pequefia incision en la piel de la pared torécica, un cirujano puede
insertar un instrumento especial y una pequefia cAmara de video para asistir en el examen

del interior del torax. Este procedimiento puede denominarse cirugia toracoscopica
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asistida por video (VATS). Se puede realizar otro tipo de cirugia minimamente invasiva
Ilamada "cirugia asistida por robot™ en lugar de una toracoscopia.

1.5.6 Mediastinoscopia.

Este es un procedimiento quirargico que se realiza en el quiréfano bajo anestesia
general. Un cirujano cardiotoracico examina y toma una 0 mas muestras de los ganglios
linfaticos del mediastino o de tumores alojados en esta localizacion por debajo del

esternon, haciendo una pequefa incision en la parte superior del esternon.
1.5.7 Toracotomia.

Este procedimiento se realiza en un quir6fano bajo anestesia general. Luego, un
cirujano realiza una incision en el torax, examina el pulmén directamente y toma muestras
de tejido para analizarlas. Rara vez se usa una toracotomia para el diagnostico del cancer
de pulmon, pero es una de las técnicas mas empleadas para el tratamiento quirargico del

cancer de pulmon, ya que permite su extirpacion completa.

1.6 Diagnostico anatomopatoldgico.

1.6.1 Caracteristicas macroscopicas.

El CPCE presenta un tamafio muy variable y es dependiente del estadio tumoral,
desde unos pocos centimetros en estadios precoces hasta pudiendo alcanzar >10cm en
estadios avanzados. Muestra una superficie de corte firme de color blanco, marrén claro
o gris. En ocasiones presenta depdsitos de pigmento carbonico en el centro y retracciones
estrelladas en la periferia. La hemorragia focal no es infrecuente. En tumores mas
grandes, puede ocurrir cavitacién central debido a la necrosis tumoral. Los tumores
centrales pueden mostrar un crecimiento papilar exofitico endobronquial. La obstruccién
de los bronquios es comin, a menudo con atelectasias adyacentes y neumonia
postobstructiva, siendo frecuentes las sobreinfecciones del parénquima pulmonar

adyacente al tumor (35).
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1.6.2 Caracteristicas histopatolégicas del CPCE.

En la actual clasificacion de la Organizacion mundial de la Salud (OMS)

correspondiente a la 5% ed, del afio 2021 (36), se reconocen tres subtipos

histomorfoldgicos:

CPCE queratinizante: su principal caracteristica es la queratinizacion

(presencia de queratina en forma de perlas corneas y/o acimulos de ld&minas
de queratina). La extension de la queratinizacion varia con el grado de
diferenciacion: es prominente en los tumores mejor diferenciados donde
tipicamente hay una queratinizacion generalizada, aunque puede estar
presente solo focalmente o ser menos evidente en aquellos que estan menos
diferenciados.

CPCE no queratinizante: es un tipo de CPCE s6lido que muestra un menor

tamarfio de las células y total ausencia de queratinizacion. Este tipo histologico
requiere de confirmacion inmunohistoquimica, ya que en ocasiones pueden
ser muy semejantes a otros tumores por ejemplo el carcinoma urotelial de
celulas transicionales, o incluso, al adenocarcinoma sélido de pulmon, siendo
en necesario en ocasiones recurrir a técnicas inmunohistoquimicas para su

correcta tipificacion.

CPCE basaloide: se caracteriza por un tamafio pequefio-intermedio de las
células neoplésicas, que se disponen formando nidos o lobulillos con
organizacién en empalizada de las células ubicadas méas hacia la periferia de
dichos nidos y que carecen de morfologia escamosa, pero muestra un perfil
escamoso en el estudio inmunohistoquimico. EI estroma puede ser hialino o
mixoide. Los CPCE (ya sean queratinizantes 0 no queratinizantes), con un
componente basaloide de > 50 %, deben ser clasificados como CPCE

basaloide.

Otros patrones morfoldgicos/arquitecturales de CPCE inusuales o que se

presentan con menor frecuencia:

CPCE papilar: es un tipo de carcinoma de células escamosas bien

diferenciado, caracterizado por un patrén de crecimiento papilar exofitico con

hiperqueratosis.
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- CPCE de células claras: se trata de un rasgo o cambio que adquieren las células
escamosas neoplasicas en algunas formas raras e infrecuentes de CPCE. La
apariencia microscopica se vuelve dificilmente distinguible de las células del
carcinoma sebaceo o incluso del carcinoma de células claras renales. En 1999,
la OMS definié el carcinoma de células claras como un carcinoma de células
grandes con caracteristicas de células claras. Cuando se encontraba
diferenciacion escamosa o glandular en el componente de células claras, éste
debia ser clasificado como un CPCE o ADC variante de células claras,
respectivamente (36).

- CPCE fusocelular (también conocido como carcinoma sarcomatoide):

compuesto por células neoplasicas ahusadas o fusiformes con co-expresion de
marcadores inmunohistoquimicos epiteliales y mesenquimales (37).

- CPCE pseudovascular: es una variante epitelial de CPCE con la propiedad

morfolégica de simular el patron de crecimiento de neoplasias vasculares
como el Angiosarcoma ya que histoldgicamente presenta espacios
pseudoluminales interanastomosados, tapizados por células epitelioides
atipicas, con inmunofenotipo epitelial, siendo negativos para marcadores
vasculares y endoteliales como CD31, CD34, ERG o0 D2-40. Se ha descrito en

mama, piel y méas recientemente en pulmon (38).

1.6.3 Grado histoldgico del CPCE.

Hasta el momento la OMS no ha establecido un sistema de gradacion para el
CPCE. Tradicionalmente, en algunos 6rganos como laringe, lengua, eséfago o piel entre
otros, el sistema para gradar el carcinoma de célula escamosas se ha basado en el grado
de diferenciacion o de queratinizacion que presenta el tumor; de este modo, se emplea el
sistema de cuatro grados para estos tumores del siguiente modo (39):

G1: Carcinoma de células escamosas bien diferenciado. En este grado, el epitelio
escamoso es facilmente reconocible, con abundante queratinizacion, puentes
intercelulares aparentes, pleomorfismo minimo y figuras de mitosis presentes solo en

el estrato basal.
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G2: Carcinoma de células escamosas moderadamente diferenciado. En este grado, los
nidos de células tumorales muestran solo focal queratinizacién (caracteristicas
intermedias entre el grado bien diferenciado y el pobremente diferenciado).

G3: Carcinoma de células escamosas pobremente diferenciado. En este grado, no se
observa queratinizacion o existe solo de manera muy focal, la atipia nuclear es
marcada y puede ser dificil establecer la existencia de diferenciacion escamosa.

G4: Carcinoma de células escamosas indiferenciado. En este grado no se observa
queratinizacion. Por lo general se requiere de técnicas inmunohistoquimicas para
confirmar el diagnostico y poder excluir otras neoplasias como melanomas o

sarcomas.

1.6.4 Caracteristicas inmunohistoquimicas del CPCE.

La tincion positiva difusa con un marcador de células escamosas: p40 y la ausencia
de tincion (negatividad) para TTF-1, confirman el diagndstico de CPCE. En las biopsias
incisionales o diagndsticas, la tasa de tincion positiva para p40 en las células tumorales
debe ser > 50% (40). p40 se considera el marcador mas especifico para CPCE, mientras
que las citoqueratinas de alto peso molecular como CK5/6, 34BE12 y otros anticuerpos
como desmocolina, desmogleina y p63, son marcadores menos especificos de
diferenciacion de células escamosas (41, 42, 43, 44). En ocasiones, los marcadores
neuroendocrinos pueden ser positivos (especialmente CD56), pero si p40 es difusamente

positivo, el tumor se clasifica como CPCE.

1.6.5 Estadio patoldgico TNM.

La clasificacion por etapas es un pilar esencial y fundamental para brindar
atencion a los pacientes con céancer. Proporciona una nomenclatura para describir la
extension anatomica del tumor. Estas caracteristicas tumorales tienen un gran impacto en
el prondstico, asi como sobre las opciones terapéuticas. Es fundamental que podamos
comunicarnos claramente entre los médicos y demas personal sanitario quienes somos
responsables del seguimiento cuidado y tratamiento de los pacientes con cancer.

La estructura fundamental de la clasificacion por etapas es la Sistema TNM: T

para caracteristicas del tumor primario, N para afectacion ganglionar y M para metastasis
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(a distancia). Las instituciones que deciden formalmente sobre las definiciones de las
categorias T, N y M y los grupos escénicos son la “American Joint Commission on
Cancer” (AJCC) en los Estados Unidos y la “Union for International Cancer Control”
(UICC) a nivel internacional. Estas dos entidades emprenden revisiones periddicas. EI 1
de enero de 2017 se presento la octava edicion de la clasificacion TNM que sigue vigente
a fecha en que se leeré este documento de tesis doctoral, y que se expone a continuacion:

TNM Clasificacion clinica.

T — Tumor primario
TX  Eltumor primario no se puede determinar, o el tumor se detecta por la presencia de células
malignas en el esputo o en los lavados bronquiales; pero no se visualiza mediante imégenes o
broncoscopia.
TO  No hay evidencia de tumor primario.
Tis  Carcinoma in situ
T1  Tumor de 3 cm 0 menos de dimensién mayor, rodeado por parénquima pulmonar o pleura
visceral, sin evidencia broncoscopia de invasion o invasion mas proximal que el bronquio lobar
(que no afecta al bronquio principal).
T1mi Adenocarcinoma minimamente invasivo.
Tla  Tumor de 1 cm o menos de dimensién mayor.
T1lb  Tumor de méas de 1 cm, pero no mas de 2 cm de dimensién mayor.
Tlc  Tumor de més de 2 cm, pero no mas de 3 cm de dimensién mayor.
T2 Tumor de mas de 3 cm, pero no mas de 5cm; o tumor con cualquiera de las siguientes
caracteristicas:

Afecta al bronquio principal independientemente de la distancia a la carina, pero sin afectacion
de la carina.

Afecta a la pleura visceral
Asociada con atelectasia 0 neumonitis obstructiva que se extiende a la regién hiliar y afecta

parte o todo el pulmon.
T2a  Tumor de mas de 3 cm, pero no mayor a 4 cm de dimension mayor.
T2b  Tumor de mas de 4 cm, pero no mayor a 5 cm de dimensién mayor.
T3 Tumor de méas de 5 cm pero no mayor a 7 cm de dimension mayor o que infiltre
directamente una de las siguientes estructuras: pleura parietal, pared torécica, (incluyendo
tumores del sulcus superior), nervio frénico, pericardio parietal; o0 nédulos tumorales separados
en el mismo Iébulo que el primario.
T4 Tumor de més de 7 cm o de cualquier tamafio que infiltre cualquiera de las siguientes
estructuras: diafragma, mediastino, corazon, grandes vasos, traquea, nervio recurrente laringeo,
esofago, cuerpo vertebral, carina; nddulos tumorales separados en un lébulo ipsilateral diferente
al del primario.

N — Ganglios Linfaticos Regionales

NX  No se puede determinar la afectacion de ganglios linfaticos regionales.

NO  No hay evidencia de metéastasis a ganglios linfaticos.

N1  Metastasis en ganglios linfaticos ipsilaterales peribronquiales y/o ipsilaterales hiliares e
intrapulmonares, incluyendo la afectacion por extension directa.

N2  Metéstasis en ganglios linfaticos ipsilaterales mediastinicos y/o subcarinales.

N3  Metéstasis en ganglios linfaticos contralaterales mediastinicos, contralaterales hiliares,
ipsilaterales o contralaterales escalenos o supraclaviculares.
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M — Metastasis a Distancia

MO  No metastasis a distancia.

M1  Metéstasis a distancia.

Mla Nodulos tumorales separados en un lébulo contralateral; tumor con nddulos pleurales o
pericardicos o derrame pleural o pericardico maligno.

M1b Metéstasis Unica en un drgano extratoracico.

M1lc Metéstasis maltiple en uno o maltiples drganos extratoracicos.

La informacion arriba descrita ha sido extraida de la clasificacion TNM de
tumores malignos de 2017, octava edicion (45).

La clasificacion del estadio en céncer de pulmén es desarrollada por la
“International Association for the Study of Lung Cancer” por sus siglas en inglés: IASLC,
basandose en un sofisticado anélisis estadistico de una base de datos internacional de méas
de 100.000 pacientes.

La clasificacion por etapas contempla aspectos fundamentales para el manejo de
los pacientes con cancer de pulmon. A continuacion, la 82 edicion de la clasificacion TNM

de cancer de pulmén (46) (Figura 1).
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Figura 1. Agrupacion por estadio en cancer de pulmén (AJCC 82 edicion).

La agrupacion de diferentes casillas por colores se ha empleado para facilitar la
identificacion de los diferentes estadios con nimeros romanos seguidos por una letra
mayuscula del alfabeto, como se indica a continuacion: 1A (en verde palido), IB (en verde
intenso), I1A (en color salmén), 11B (en amarillo), 1A (en azul turquesa), I1IB (en azul
cielo), I1IC (en azul indigo), IVA (en color rosa) y IVB (en morado). T (tumor), N (ganglios
linfaticos), M (metéstasis). La unidad de medida del tumor estd representada en
centimetros.

1.7 Origen de la célula neoplasica en el CPCE.

1.7.1 Lesiones precursorasy preinvasivas.

A lo largo de las dltimas décadas, muchos estudios han volcado su interés en
investigar los procesos que inician los cambios genéticos que aparecen en las células
escamosas pulmonares de las lesiones precursoras y pre-invasoras (carcinoma in situ,
carcinoma escamoso in situ, CIS). Los estudios inmunohistoquimicos han demostrado
presencia de proteinas asociadas al ciclo celular como antigeno nuclear de células en
proliferacion (PCNA), MIB1 y proteina de mantenimiento de microsoma 2 (MCM2) en
displasia escamosa (DE) y CIS, lo que indica un aumento en la actividad del ciclo celular

(47). Ademas, el tabaquismo parece tener un efecto sobre la actividad del ciclo celular,
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un aumento del consumo de tabaco se correlaciona con el aumento del ciclo celular
mientras que dejar de fumar hace que disminuya (48).

No se sabe mucho sobre la actividad del gen EGFR y sus vias de sefializacion
(RAS/RAF/MAPK, JAK/STAT y PI3K/AKT/mTOR) durante la transicion desde la
displasia escamosa (DE) hasta el CIS y neoplasia escamosa. La proteina EGFR esta
presente en el epitelio bronquial normal, asi como en la hiperplasia y metaplasia de células
basales bronquiales. EI humo del tabaco fosforila y amplifica PI3K provocando que se
active, regulando al alza AKT en DE bronquial severa (49). A pesar de la heterogeneidad
de los estudios, la desregulacion de TP53 en la progresion de epitelio normal a
hiperplasia, DE y CIS, ha sido un hallazgo constante. La inactivacion de TP53 provoca
la desregulacién de la expresion de Bcl2 y una disminucion en el regulador de apoptosis
X asociado a Bcl2 (BAX), aumentando la actividad del ciclo celular y la resistencia a
mecanismos apoptoticos. Curiosamente, la pérdida de funcién real del gen TP53 (por
mutacién o delecion cromosomica en 17p) es mucho menos comun en DE/CIS que en
CPCE, y se detecta solo en el 10% de las lesiones de alto grado (50, 51).

Por el contrario, el gen CDKN2A (P16) (supresor del promotor de crecimiento de
multiples complejos) se pierde cominmente en DE / CIS a través de la disminucién de la
expresion de proteinas y/o funcion génica disminuida, causado por la eliminacion de 9p21
o silenciamiento epigenético por hipermetilacion del promotor del gen CDKN2A (52).
Aunque existe una gran variabilidad entre diferentes estudios, se acepta, en general, una
tendencia de aumentar la desregulacion de CDKN2A a medida que el grado de atipia es
mayor. La sobreexpresion de CCND1 esté presente inicialmente en etapas inflamatorias
tempranas de la DE, aumentando el nimero de lesiones de alto grado (53). Otros genes
supresores tumorales de papel incierto también se pierden en DE/CIS, especialmente se
conoce la pérdida de la expresion del receptor del acido retinoico (RARB) y el gen de la
triada fragil de histidina (FHIT) (54).

La estimulacion de la angiogénesis también es relevante para la desarrollo y
establecimiento de lesiones precursoras. Por ejemplo, el estroma subepitelial en DE/CIS
se vuelve mas vascular en relacion con el grado de la lesion (55). Neuropilina, KDR y
FTL1, todos ellos ligandos del receptor del factor de crecimiento endotelial vascular por
sus siglas en inglés (VEGFR), estan incrementados en la DE/CIS, y junto con una mayor

expresion del gen del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) contribuyen al

45



aumento en la vascularizacion (56). COX-2 también es un factor proangiogénico que
parece aumentar en los grados superiores de DE/CIS (57, 58).

Otras alteraciones moleculares en la génesis del CPCE incluyen factores
relacionados con la invasion y migracion celular, el incremento anémalo de la expresion
de metaloproteinasas de la matriz (MMP3, MMP9 y MMP11), una disminucién de MMP1
y sus inhibidores TIMP1 y MMP7, promoviendo asi la invasion tisular en CIS (59).

Otros estudios genéticos globales sobre DE/CIS reportan aneuploidia y aneusomia
cromosoOmica especifica de cromosomas 3, 5, 6, 7y 8. (60, 61). Ganancias cromosdmicas
y pérdidas en los cromosomas 1q, 3p, 8p, 89, 12q y 17g han sido mostrados previamente
en CIS usando hibridacion genémica comparativa (61, 62, 63).

1.8 Biologia molecular del CPCE.

1.8.1 Generalidades.

En la ultima década, los estudios masivos de secuenciacion no solo han
identificado alteraciones gendmicas recurrentes a través de grandes cohortes de muestras
de CPCE, también ha puesto en evidencia la gran heterogeneidad inter e intratumoral que
supone uno de los grandes retos a la hora de definir un perfil molecular especifico (64,
65). Ademas, con el paso del tiempo se ha demostrado que el microambiente tumoral
juega un papel relevante en la progresion del cancer de pulmén (66).

Desde la perspectiva genética, el CPCE presenta mutaciones recurrentes en varios
genes como el receptor 2 que contiene el dominio de discoidina (DDR2); receptor del
factor de crecimiento de fibroblastos 1, 2 y 3 (FGFR1, FGFR2, FGFR3); y los genes en
la via del fosfatidilinositol 3 quinasa (P13K) (67, 68, 69).

1.8.2 Panorama genomico del carcinoma pulmonar de células escamosas.

La caracterizacion del genoma del ADC se ha completado de manera integral (70),
no obstante, el conocimiento de las alteraciones geneticas del carcinoma pulmonar de
células escamosas (CPCE) se ha quedado relegado y requiere mayor investigacion que
permita avanzar en el conocimiento de su biologia, gendmica y susceptibilidad a nuevas

dianas terapéuticas. EI CPCE esta fuertemente asociado con el consumo de tabaco. La
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mayoria de las cohortes arrojan resultados que relacionan el consumo de tabaco en méas
del 90% de los casos de CPCE (71). Es probable que la alta tasa de mutaciones en el
CPCE conduzca a la expresion de una gran variedad de antigenos tumorales, siendo
similar entre las poblaciones del norte y del sur América, Europa y Asia (72, 73, 74).
Curiosamente, las alteraciones genomicas encontradas en el CPCE son
sorprendentemente similares a los encontrados en los tumores de cabeza y cuello, asi
como en tumores de cérvix uterino no relacionados con el virus del papiloma humano
(VPH) (75).

Varios cambios genéticos se han relacionado con CPCE, incluyendo
amplificaciones en los TP63, PIK3CA, PDGFRA, SOX2 o FGFRL1, asi como mutaciones
a nivel de los genes TP53, EGFR, PIK3CA, NRF2, PTEN y DDR2 (76). En 2012, el
proyecto del Atlas del Genoma del Céancer por sus siglas en inglés (TCGA), detecta
alteraciones genémicas complejas en el CPCE, con una media de 165 reordenamientos
gendmicos, 360 mutaciones exonicas y 323 variaciones en el nimero de copias de
secuencias especificas de ADN. ElI TCGA también identific6 mutaciones
estadisticamente recurrentes en 11 genes (TP53, CDKN2A, PTEN, PIK3CA, KEAP1,
MLL2, HLA-A, NRF2, NOTCH1, RB1 y HLA-A) y alteraciones en el numero de copias
somaticas de segmentos cromosomicos que contienen los genes SOX2, PDGFRA y/o KIT,
EGFR, FGFR1, WHSC1L1, CCND1, CDKNZ2A, NFE2L2, MYC, CDK6, MDM2,
BCL2L1, EYS, FOXP1, PTEN y NF1 (3, 18). Resultados mas recientes han confirmado
estos hallazgos mediante técnicas de PCR multiplex. No obstante, demostraron que las
mutaciones conductoras de la enfermedad se albergan en los genes PIK3CA, PTEN y
DDR?2, asi como la amplificacién de FGFR1.

1.9 Alteraciones moleculares, vias de sefializacion, biomarcadores y dianas

terapéuticas en CPCE.

1.9.1 Alteraciones moleculares del CPCE.

Las mutaciones genéticas mas relevantes por su significacion estadistica,
detectadas en el estudio del proyecto TCGA (2012) (79) fueron a nivel de los genes TP53,
CDKN2A, PTEN, PIK3CA, KEAP1, MLL2, HLA-A, NFE2L2, NOTCH1, RB1y PDYN. El

90 % de los tumores albergan mutaciones en TP53. Ademas, observaron mutaciones en
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la via relacionada con el estrés oxidativo (KEAP1 y NFE2L2), en los genes relacionados
con la diferenciacion de células escamosas (SOX2 y TP63) y la via PI3K/RTK/RAS en el
34 %, 44 %y 69 % de los casos, respectivamente; La inactivacion de CDKN2A se observo
en el 72% de los casos.

Desde el punto de vista gendmico, el perfil de ARNm clasifico el CPCE en cuatro
subtipos; clasico, basal, secretor y primitivo. El subtipo clsico se caracteriza por

alteraciones en los genes KEAP1, NFE2L2 y PTEN, hipermetilacion e inestabilidad
cromosomica. El subtipo basal presenta una alta frecuencia de mutaciones en NF1. El

subtipo secretor se caracteriza por la activacion de TP53 y RB1. El subtipo primitivo

alberga con frecuencia mutaciones RB1 y PTEN. Los autores en el informe de TGCA
finalmente subdividieron el CPCE en tres categorias basadas en la agrupacién integradora
de mutaciones somaticas, numeros de copias de ADN, metilacién de ADN y perfiles de

expresion de ARNm utilizando el método iCluster (80).

1.9.2 Vias de sefializacion en el CPCE.

Las numerosas alteraciones adquiridas a nivel gendmico por las células inmaduras
escamosas, células planas que cubren el interior de las vias respiratorias, asociadas a la
influencia de factores epigenéticos, conlleva el desarrollo de un estado de inestabilidad
gendmica responsable del origen, transformacién malignay progresion del CPCE. En este
sentido, se producen alteraciones en diferentes vias de sefializacion. A continuacion,
discutiremos las vias o rutas de sefializacion mas relevantes en el CPCE, incluida la via
de sefalizacion: EGFR, PI3K, VEGF/VEGFR y la via CDK4/6. Otras vias de
sefializacion en CPCE que pueden ser potencialmente relevantes por su frecuencia, son
FGFR1 y la ruta KEAP1/NRF2. Las alteraciones de estas vias de sefializacién estan

estrechamente interconectadas entre si, como veremos mas adelante.

1.9.2.A. Via de sefalizacion de EGFR.

EGFR pertenece a la familia HER/erbB del Receptor de Tirosina Quinasa (RTK),
que incluye HER1 (EGFR/erbB1), HER2 (neu, erbB2), HER3 (erbB3) y HER4 (erbB4).

(81). Los receptores EGFR (ErbB1) y ErbB2 estimulan varias vias de sefializacion
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intracelular en el cancer de pulmén de células no pequefias (82). La sefializacion
intracelular de la via EGFR es mediado principalmente a través de la via RAS/MAPK,
PI3Ky lavia STAT (83, 84). La sefializacién intracelular de EGFR, conduce a una mayor
proliferacion (83), angiogénesis (85), metastasis (86) y disminucion de la apoptosis (87).
La dimerizacion de EGFR da como resultado la autofosforilacion, activacion de quinasas
y activacion posterior de tres vias de sefalizacion principales, incluidas:
RAS/RAF/MEK/ERK1/2, PI3K/AKT y la ruta STAT. BIM induce significativamente las
funciones pro-apoptéticas tras la inhibicion de EGFR a través de la regulacion
principalmente de ERK en células de CPCNP. La CCND1 se suprime en gran medida por
la inhibicion de EGFR, lo que promueve la detencion del ciclo celular. La sefializacion
de ERK1/2 normalmente esta regulada negativamente por una familia de fosfatasas
MAPK de doble especificidad, conocidas como DUSP o MKP, especialmente DUSP1,
DUSP4 y DUSP6 en CPCNP. DUSP1 y DUSP4 cumplen la funcién de terminar la
sefializacion de ERK en el nacleo, mientras que DUSP6 inhibe la activacion de ERK en

el citoplasma, como se muestra en la figura 2.
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Figura 2. “Mediadores clave intracelulares de la via de sefializacién de EGFR en el cAncer
de pulmon.

La tasa de mutacion de EGFR en pacientes con CPCE es 4-7% (88, 89, 90), siendo
mucho mas baja en comparacién con los pacientes con histologia ADC. Los pacientes
con CPCE con mutaciones de EGFR que reciben tratamiento con inhibidores de la tirosin
quinasa de EGFR (TKI) pueden beneficiarse mas de este tratamiento, en comparacién
con la quimioterapia en monoterapia. Sin embargo, su eficacia no es tan robusta como la
observada en pacientes con ADC con mutaciones de EGFR en tratamiento con EGFR-
TKI. Por otra parte, parece ser que la amplificacion de EGFR en CPCE no muestra una
ganancia de funcion clara (91), pero si una alta correlacion con la abundancia de ARNm
de los cinco ligandos de EGFR, estimulo necesario para impulsar la actividad de las vias
de sefializaciéon de EGFR y podria ser un mejor predictor de la respuesta a los EGFR-TKI
en pacientes con CPCE (92).
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1.9.2.B. Via de sefalizacion PI3K.

La via de sefializacion de PI3K es una de las méas frecuentemente alteradas en el
cancer en humano (93-96), que pueden activarse por varios factores de
crecimiento/ligandos especificos para diferentes Receptores de Tirosina Kinasa (RTK),
incluidos los miembros de la familia EGFR, y la insulina y receptor del factor de
crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1), entre otros (97). La principal via alterada en
el CPCE es la via PI3K, identificada hasta en un 68% de los pacientes con CPCE (98).
La activacion de la via de sefializacion P13K mediada a través de alteraciones moleculares
es fundamental en la génesis tumoral, asi como en la resistencia a terapias antineoplésicas

(96-99), como se puede observar en la figura 3.
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Figura 3: Terapias dirigidas a la desregulacién de la ruta de sefalizacion de PI3K/
AKT/mTOR. Esquema gréafico de la via de sefializacién de PI3K (phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate 3-kinase), AKT (serine/threonine kinase), mTOR (mechanistic target of rapamycin
kinase). P (phosphate group). PIP2 (phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate). PIP3
(phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate). mTORC1 (mammalian target of rapamycin complex
1). mTORC2 (mammalian target of rapamycin complex 2).
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19.2C Via de sefializacion CDK4/6 en el ciclo celular del CPCE.

La delecion del locus CDKN2A, ubicado en el cromosoma humano 9p21, es una
de las pérdidas genéticas mas comunes en el cancer humano (100, 101). CDKN2A esta
inactivado en el 72% de los casos de CPCE (4). El locus CDKN2A codifica dos proteinas
relacionadas alternativamente, p16INK4a (p16) y p1l4ARF (pl14), que funcionan como
inhibidores del ciclo celular y como supresores de tumores. Las proteinas funcionan en
distintas vias anticancerigenas: p16 regula el gen del retinoblastoma (RB1) y p14 regula
p53. Rb1 es una proteina supresora de tumores que controla el ciclo celular al prevenir la
entrada en la fase de sintesis de ADN (fase S), del ciclo de division celular (102). La
proteina p16 inhibe directamente las actividades de la Ciclina. La quinasa dependiente de
Ciclina (CDK) 4 y CDK®6, mantienen RB1 en su estado desfosforilado, antiproliferativo
y conduce a la detencion del crecimiento celular (103). La proteina p53 es un supresor
tumoral que juega un papel fundamental en la regulacion del crecimiento celular después
de exposicion de las células a varios estimulos de estrés (104). La proteina p14 se asocia
directamente con el doble minuto murino 2 (MDM2), un regulador negativo. En este
mecanismo esta involucrado frecuentemente en el desarrollo del CPCE.

1.9.2.D Via de sefializacion VEGF-VEGFR.

El factor de crecimiento endotelial vascular, también denominado VEGF-A, es un
miembro de una familia de proteinas que también incluye VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D,
VEGF-E (105). VEGF-B salvaguarda el equilibrio entre el crecimiento y la degeneracién
de los vasos sanguineos para garantizar la densidad e integridad normal de los vasos
sanguineos. VEGF-C y VEGF-D estéan principalmente implicados en la linfangiogénesis.
VEGF-A juega un papel dominante en la regulacion de la angiogénesis y la enfermedad,
por lo que se le conoce simplemente como VEGF.

Los anticuerpos monoclonales neutralizantes (mAb) contra VEGF han mostrado
un gran efecto en estudios preclinicos (106), y fueron el primer tipo de farmacos
antiangiogénicos comercializados. En 2004, bevacizumab fue aprobado por la FDA para

el tratamiento de cancer colorrectal metastasico basado en los resultados de AVF2107
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ensayo clinico (107). Sin embargo, a medida que los beneficios de bevacizumab se
extendieron a otras neoplasias malignas, incluido CPCE, carcinoma de células renales,
cancer de ovario y cancer de cuello uterino, se encontro que, en el CPCE, a pesar de su
beneficio, el bevacizumab aumenta el riesgo de hemorragias pulmonares potencialmente
mortales (108, 109). EI Ramucirumab, es el Unico antiangiogénico (un anticuerpo
monoclonal humano 1gG1 dirigido al dominio extracelular de VEGFR2), que ha sido
aprobado por la FDA para el tratamiento de CPCE. Basado sobre los resultados del ensayo
clinico de fase Il REVEL (109). En la actualidad, Ramucirumab combinado con
docetaxel se recomienda como terapia en segunda linea en CPCNP metastasico, tras
progresion a la quimioterapia basada en platino (110).

19.2E Via de sefializacion FGFR1.

El receptor 1 del factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR1), pertenece a la
familia del receptor de tirosina quinasa (RTK) de EGFR, que consta de cuatro miembros:
FGFR1, FGFR2, FGFR3 y FGFR4. Todos estos cuatro miembros comparten una
arquitectura RTK canonica, que consiste en un gran enlace de ligando dominio
extracelular que comprende tres inmunoglobulinas (D1, D2, D3), seguidos de una Unica
hélice transmembrana y un dominio intracelular que contiene la "division"
cataliticamente activa (111, 112). El ligando nativo de los FGFR es el factor de
crecimiento fibroblastico (FGF), que se pueden dividir en dos categorias: FGF similares
a hormonas (FGF19, FGF21 y FGF23) y FGF candnicos (FGF110, FGF16-18 y
FGF20) (112-114). La sefalizacion intracelular de la via FGFR estd mediada
principalmente a traves de cuatro rutas descendentes e intimamente interrelacionadas,
siendo la primera RAS-RAF-MAPK, seguida de PI3K-AKT, transductor y activador de
la transcripcion (STAT) y finalmente la ruta de la fosfolipasa Cy (PLCy) (115-117). La
desregulacién de la sefializacion de FGFR promueve la proliferacién, la supervivencia y
el desarrollo de resistencia a farmacos en las células tumorales, asi como el desarrollo de
angiogénesis y evasion inmune en el microambiente tumoral (TME). Es por esta razén
gue EGFR es un gen potencialmente susceptible de ser blanco terapéutico,

particularmente en cancer de pulmon.
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19.2.F Via de sefalizacion de KEAP1/NRF2.

La proteina 1 asociada a ECH similar a Kelch (KEAP1, codificada por KEAP1)/factor
nuclear eritroide 2 relacionado (NRF2, codificado por NFE2L2) juega un papel protector
fisiologico contra elementos ambientales dafiinos (118). Este sistema KEAP1-NRF2
funciona como un sistema tipico de dos componentes: KEAP1 como sensor de elementos
ambientales perjudiciales y NRF2 como un efector para la activacion coordinada de
citoproteccion genética. La via de sefalizacion de NRF2 es primariamente regulada por
KEAP1 en respuesta a las especies reactivas a oxigeno (ROS) y electréfilos, pero también
por la via de sefializacion de PI3K con la quinasa glicogeno-sintetasa 3(GSK3) actuando
como mediador. También interactla con la via autofagica a través del adaptador TP62.
La hiperactivacion de NRF2 juega un papel critico promoviendo la tumorigénesis y la
resistencia a maltiples terapias.

Las alteraciones en la via KEAP1/NRF2 estan significativamente potenciadas en
cancer de pulmén y de las vias respiratorias superiores. En el CPCE, las mutaciones en
NRF2 son més prevalentes mientras que las mutaciones en KEAP1 son mas comunes en
ADC (113, 119-121). Se han encontrado mutaciones de la via KEAP1/NRF2 en
aproximadamente un tercio de los pacientes con CPCE. NRF2 tiene una doble funcion
durante la carcinogénesis, prevenir el inicio del cancer y promover la progresion del
tumor. La activacion de NRF2 en las células tumorales se asocia con mal prondstico y
con enfermedad mas agresiva (122,123). Esta contribucion de NRF2 al fenotipo maligno
de las células tumorales es independiente de sus actividades antioxidantes y se asocia con

su papel clave en la reprogramacion metabdlica de las células neoplasicas.

1.9.3 Biomarcadores predictivos y dianas terapéuticas en el CPCNP.

En la tabla 1 se muestra los genes/proteinas recomendados en la préactica clinica
en el ultimo consenso nacional alcanzado en territorio espafiol entre la Sociedad espafiola
de Oncologia Médica (SEOM) y la Sociedad Espafola de Anatomia Patologica (SEAP),
publicado en Clinical and Translational Oncology en 2023 (124). Ademas de recomendar
los biomarcadores a estudiar en el diagndstico de la enfermedad, describe el algoritmo

que debe ser utilizado. El nimero de secciones para cada prueba se muestra en azul. Los
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requisitos para la extraccion de &cidos nucleicos para pruebas moleculares individuales o

para pruebas genéticas ampliadas con paneles (NGS) son variables. (Figura 4).
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Tabla 1: Biomarcadores, alteraciones accionables, metodologia para la determinacion y
farmacos de uso clinico aprobados en CPCNP. Consenso SEAP Y SEOM

Gen Alteracion accionable Metodologia Drogas (uso clinico aprobado)
alectinib
Fusiones IHQ, FISH, RT-PCR y NGS ceritinib
ALK R
crizotinib
. . brigatinib
Mutaciones oncogeénicas RT-PCRy NGS —
lorlatinib
BRAF V600E RT-PCR y NGS dabrafenib + trametinib
afatinib
dacomitinib
. , lotini
Deleciones ex6n 19, L858R RT-PCR y NGS erlotinib
erlotinib + ramucirumab
gefitinib
EGFR osimertinib
. i amivantamab
Inserciones exon 20 -
RT-PCR v NGS mobocertinib
G719, L861Q, S768I i y afatinib
T790M osimertinib
KRAS G12C RT-PCR y NGS sotorasib
capmatinib
D1010, exo6n 14 delecién, exon 14 splice, Y1003 FISH, RT-PCR y NGS crizotinib
MET —
tepotinib
Amplificacion FISH, RT-PCR y NGS crizotinib
Fusi IHQ, FISH, RT-PCR y NGS pralsefinib
usiones -
RET Q ’ y selpercatinib
Fusi IHQ, FISH, RT-PCR y NGS crizotinib
usiones -
ROS1 Q ' y entrectinib
Fusi s c Gs crizotinib
usiones IHQ, FISH, RT-PCRy N .
NTRK1,2,3 Q y entrectinib
pembrolizumab
PD-L1 IHQ+ >50% de las células IHQ durvalumab
nivolumab,
aterozolizumab
EGFR AT763_Y764insFQEA RT-PCR y NGS erlotinib
ado-trastuzumab emtansine
ERBB2 Mutaciones oncogénicas RT-PCRy NGS
trastuzumab deruxtecan
RET Fusiones FISH, RT-PCR y NGS cabozantinib
Exén 20 inserciones afatinib, gefitinib, erlotinib
EGFR RT-PCR y NGS — — —
T790M gefitinib, erlotinib, afatinib
C1156Y, G1269A, L1196M RT-PCR v NGS crizotinib
ALK GL202R, I1171N Ry alectinib
C797G, C797S, G724S, L718V RT-PCR v NGS osimertinib
EGFR D76LY TRy gefitinib
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Figura 4. “Algoritmo recomendado para el estudio de los biomarcadores en el diagnostico
de pacientes con CPCNP avanzado.

1.10 Tratamiento.

El tratamiento varia segln la etapa del cancer. La reseccion quirurgica es el Unico
tratamiento con intencién curativa para los estadios | y Il. Para el estadio 1A, la
quimioterapia no tiene ninguna relevancia. Por el contrario, para el estadio 1B, la
quimioterapia adyuvante tras la reseccién quirargica del tumor se considera en los casos
en los que el tamafio del tumor presenta un didmetro >4 cm. Para los estadios Il la cirugia
seguida de quimioterapia continta siendo el gold estandar; por lo general, se prefiere la
lobectomia y en los malos candidatos quirdrgicos, se puede considerar la reseccion
sublobar. En los estadios | y Il se considera la radioterapia si hay margenes quirargicos

positivos y también en aquellos casos irresecables o con contraindicaciones quirdrgicas
(3, 125).

La mayoria de los tumores en estadio 11l son irresecables. El estadio IIA, que
definitivamente se estadifica durante la cirugia de reseccion, se puede considerar

quimioterapia adyuvante sola o en combinacion con radioterapia concomitante que es la
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opcion habitual. Para el estadio 111B, se usan quimioterapia y radioterapia combinadas.
En el estadio IV, se usa quimioterapia con radiacion paliativa. Mdltiples ensayos
controlados aleatorizados y grandes metaanalisis confirman la superioridad de los
regimenes de quimioterapia combinada para el CPCNP avanzado (126).

Como veremos en el siguiente apartado, la terapia dirigida a la aplicacion de
anticuerpos monoclonales en monoterapia son dependientes del estado mutacional del

tumor.

1.10.1 Tratamiento quirurgico.

Se pueden usar diferentes variantes de intervencion quirdrgica para tratar (y
posiblemente curar) el CPCNP. Con cualquiera de estas operaciones, también se extirpan
los ganglios linfaticos cercanos para buscar una posible diseminacion del cancer. Estas
operaciones requieren anestesia general y por lo general se realizan a través de una gran
incision quirurgica entre las costillas en el lado del pecho o la espalda (llamada
toracotomia).

Neumonectomia: esta cirugia extirpa un pulmon completo. Esto podria ser
necesario si el tumor esta cerca del bronquio principal.

Lobectomia: los pulmones estan formados por 5 l6bulos (3 a la derechay 2 a la
izquierda). En esta cirugia, se extirpa todo el I6bulo que contiene el tumor. Cuando es
posible, este suele ser el tipo de operacion preferido para operar el CPCNP.

Reseccion pulmonar anatémica sublobar (RPAS), también denominada
segmentectomia reglada: los pulmones, ademas de su organizacién anatdmica por
I6bulos (3 a la derecha y 2 a la izquierda), también se organiza por segmentos (10
segmentos en el pulmoén derecho y 10 segmentos en el pulmén izquierdo). Este
procedimiento consiste en resecar el segmento pulmonar donde se localiza el tumor,
seccionando su correspondiente bronquio segmentario y los elementos vasculares que lo
irrigan (arteria y vena segmentarias) junto con el parénquima pulmonar correspondiente.
En estas cirugias, solo se extrae una parte de un lobulo. Este enfoque podria usarse si una
persona no tiene suficiente funcién pulmonar normal para resistir la extirpacion de todo
el 16bulo. Por su parte, la segmentectomia atipica es un procedimiento consistente en la

reseccion de la lesion pulmonar incluyendo el parénquima circundante; pero sin incluir
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estructuras broncovasculares. Este procedimiento quirdrgico estd indicado para extirpar

lesiones pulmonares periféricas.

1.10.2 Quimioterapia / Radioterapia.
1.10.2.A. Quimioterapia.

Aproximadamente, el 40% de los pacientes con cancer de pulmoén de nuevo
diagnostico se encuentran en estadio IV. El objetivo del tratamiento de estos pacientes es
mejorar la supervivencia y reducir los eventos adversos relacionados con la enfermedad.
Para el CPCNP en estadio 1V, la quimioterapia de combinacion citotoxica es la terapia de
primera linea, que podria estar influenciada por la histologia, la edad frente a la
comorbilidad y el estado funcional (127). Los regimenes mas extendidos incluyen
antineoplasicos como el platino (Cisplatino o Carboplatino) mas Paclitaxel, Gemcitabina,
Docetaxel, Vinorelbina, Irinotecdn o Pemetrexed (128). Los resultados de varios estudios
han demostrado que ningin régimen Gnico mostré una superioridad significativa sobre
cualquier otra combinacion. La mediana de SG de los pacientes en estos estudios fue entre
8y 10 meses (129-132). La combinacion especifica depende de los tipos y frecuencias de
los efectos toxicos y debe decidirse de forma individual. El Cisplatino a pesar de ser méas
eficaz, se ha asociado con multiples efectos adversos. Algunas razones por las que la
quimioterapia debe interrumpirse son los efectos adversos graves y la falta de respuesta
tumoral o el crecimiento progresivo del tumor y si después de cuatro ciclos de tratamiento,
la enfermedad se estabiliza, pero sin embargo el tratamiento no reduce el tamafio del
tumor (133, 134).

1.10.2.B Radioterapia.

La radioterapia utiliza haces de alta energia para dafiar el ADN dentro de las
células cancerosas, destruyéndolas. Esta terapia puede ayudar a controlar o eliminar
tumores en sitios especificos del cuerpo. Los pacientes con CPCNP que se localiza en el
térax y que no son candidatos para la reseccion quirargica pueden beneficiarse de la

radioterapia. La radioterapia también puede ser parte de los cuidados paliativos para
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mejorar la calidad de vida de los pacientes con CPCNP que no responden a la cirugia o
la quimioterapia (135).

Si bien es cierto que se pueden usar diferentes tipos de radioterapia para tratar el

CPCNP, los 2 tipos principales y méas empleados en la préactica clinica son:
1. Radioterapia de haz externo

2. Braquiterapia (radioterapia interna)

1.10.2.B.1 Radioterapia externa: La radioterapia de haz externo enfoca la radiacion
desde el exterior del cuerpo hacia el cancer. Este es el tipo de radioterapia que se usa con
mas frecuencia para tratar el CPCNP. El tratamiento es muy parecido a hacerse una
radiografia, pero la dosis de radiacion es mas fuerte. El procedimiento es indoloro y cada
tratamiento dura solo unos minutos. La mayoria de las veces, los tratamientos de radiacién
a los pulmones se administran 5 dias a la semana durante 5 a 7 semanas, pero esto puede
variar segun el tipo de radioterapia y las caracteristicas del tumor. Se ha demostrado que
las técnicas de radioterapia externa mas modernas ayudan a los meédicos a tratar los
canceres de pulmon con mayor precision y, al mismo tiempo, reducen la exposicion a la
radiacion de los tejidos sanos cercanos. Estos incluyen:
I. La radioterapia corporal estereotactica (SBRT), también conocida como
radioterapia ablativa estereotactica (SABR). Se usa para pacientes con
CPCNP en etapa temprana que tienen un solo nodulo pequefio en el pulmoén
sin metéastasis en los ganglios linfaticos cercanos. Esta técnica utiliza un
sistema de coordenadas avanzado para localizar con precision el tumor y
garantizar la colocacion precisa del dispositivo de seguimiento. Esto permite
dar la radiacion concentrada y altamente enfocada. Se ha descubierto que la
SBRT ofrece control local y resultados que se aproximan a la reseccion
quirdrgica con tasas mas bajas de morbilidad relacionada con el tratamiento
(136, 137).
Il.  Radioterapia conformada tridimensional (3D-CRT)
1. Radioterapia de intensidad modulada (IMRT)
IV. Radiocirugia estereotactica (SRS)
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1.10.2.B.2 Braquiterapia (radioterapia interna): La braquiterapia a veces se emplea
para reducir los tumores en las vias respiratorias para aliviar los sintomas de los pacientes
con CPCNP. Consiste en colocar una fuente de material radiactivo (a menudo en forma
de pequenios granulos) directamente en el cancer o en las vias respiratorias junto al cancer.
Esto generalmente se hace a través de un broncoscopio, pero también se puede hacer
durante la cirugia. La radiacion viaja solo una corta distancia desde la fuente, lo que limita
los efectos sobre los tejidos sanos circundantes. La fuente de radiacion generalmente se
elimina después de un corto tiempo. Con menos frecuencia, pequefias “semillas”
radiactivas se dejan en su lugar de forma permanente y la radiacion se debilita durante

varias semanas.

1.11 Microambiente inmune tumoral e Inmunoterapia.

Las interacciones reciprocas entre células del cancer de pulmény los componentes
estromales e inmunitarios de su microambiente influyen no sélo en la evolucién del tumor
(138, 139), sino también en su respuesta a las terapias de base inmunoldgica (140). En
este sentido, se ha encontrado que el CPCE esta enriquecido en neutréfilos, diversos
subconjuntos de células CD4+, incluidas las inmunosupresores células T reguladoras y
células CD8+ que expresan muerte celular programada (PD1, codificada por PDCD1),
mientras que contiene cantidades mas bajas de macréfagos (141). La supresiéon inmune
parece desempefiar un papel importante en la progresion del CPCE en modelos animales
(murinos). El aumento de los niveles de varias moléculas inmunosupresoras, incluido el
ligando 1 de muerte celular programada (PD-L1, también conocido como CD274), se han

observado en varios modelos transgénicos de CPCE (142, 143-145).

El desarrollo y crecimiento del tumor primario dependen, entre otros factores, de
la capacidad de evadir la respuesta inmunomediada. Una de esas formas en que la evasion
inmune puede lograrse es mediante la regulacion de la expresion tumoral de PDL1. PD1
se expresa en linfocitos T y se une a su ligando PDL1 en las células tumorales y células
estromales asociadas. Esto da como resultado la inhibicion de la activacion de las células
Ty el agotamiento de las células T previniendo de este modo la respuesta inmune mediada
por células T. Actualmente, existen anticuerpos monoclonales PD1/PDL1 utilizados

eficazmente en el tratamiento del CPCNP, entre los que podemos mencionar: nivolumab,
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pembrolizumab, atezolizumab y durvalumab (146). Sin embargo, estos logran una
respuesta en solo ~ 15-25% de los pacientes con alta incidencia de efectos secundarios
inmunomediados (147). Una mejor comprension de los mecanismos a través de los cuales
las células del CPCE evaden la respuesta inmune es clave para la identificacion de
biomarcadores para la estratificacion de pacientes y el desarrollo de terapias combinadas

que pueden mejorar respuesta a los tratamientos actuales.

Estudios recientes han confirmado el papel preponderante que supone la
expansion de la inmunoterapia [incluida la muerte celular programada-1 (PD-1)/muerte
celular programada-ligando 1 (PD-L1) y la inhibicion de la proteina 4 asociada a
linfocitos T citotdxicos (CTLA-4)], mejoran la supervivencia y la calidad de vida de los
pacientes con CPCE (148, 149).

Una via potencial en el campo de las terapias para los pacientes con CPCE implica
la inhibicion del punto de control inmunitario. Las alteraciones en el gen HLA-A se
observaron con frecuencia en el CPCE en los estudios llevados a cabo por el Proyecto
Atlas del Genoma del Cancer, lo que sugiere un papel prominente para la evasion inmune
para estos canceres (150). Los caminos mas avanzados en el estudio incluyen el ligando
de muerte celular programada 1 (PD-L1) y muerte celular programada-1 (PD-1) y la via
CTLA-4. Los tumores intentan escapar de la vigilancia y deteccion inmunitaria
expresando PD-L1, que a su vez interactla con el PD-1 en las células T. Esta interaccién
conduce a la supresion de la respuesta de células T antitumorales. Hoy en dia existen
terapia aprobadas por las agencias de farmacos y alimentos de los Estados Unidos (FDA)
y europea (EMA), para interrumpir este punto de control PD-1/PD-L1 (Figura 5). Dos
de estas terapias son nivolumab y pembrolizumab, que son anticuerpos monoclonales
contra el receptor PD-1 en las células T para desenmascarar la latente respuesta
antitumoral de la célula T (151-153). Los tumores pueden expresar PD-L1, que interactia
con PD-1 en las células T, lo que lleva a la supresion de la respuesta de células T
antitumorales. PD-L1 y los inhibidores de PD-1 previenen esta interaccién, liberando la
respuesta antitumoral de la célula T. Los anticuerpos anti-CTLA-4 se unen a CTLA- 4
para aumentar la proporcion de células T efectoras para la regulacion negativa de las
células T para lograr el mismo efecto. Muerte celular programada-1 (PD-1); ligando 1 de
muerte celular programada (PD-L1); antigeno-4 asociado al linfocito T citotoxico

(CTLA-4), tal como se muestra en la Figura 5.
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PD-1 Inhibitors
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Ex. Nivolumab,
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Figura 5. Mecanismos del punto de control inmunitario.

En estudios realizados antes de octubre de 2014, pembrolizumab habia logrado la
designacion de terapia revolucionaria para aquellos casos de CPCNP que no mostraban
alteraciones en EGFR y ALK tras la quimioterapia basada en platino (fase I del estudio
KEYNOTE-001). Se analiz6 un total de 282 pacientes con CPCNP avanzado que no
habian recibido tratamiento previo. Fueron tratados con pembrolizumab una vez cada 3
semanas. La tasa de respuesta global en el grupo de histologia escamosa fue 18-25% y
del 23% para el grupo de histologia no escamosa. La supervivencia libre de progresion y
la SG también fue mayor en pacientes con expresién inmunohistoquimica de PD-L1
fuertemente positiva (154).

Los inhibidores de puntos de control inmunitarios (PCI) dirigidos a PD-L1, tales
como el nivolumab, han mejorado notablemente el panorama del tratamiento del CPCE
avanzado. Los inhibidores de puntos de control inmunitarios solos o en combinacion con
quimioterapia o con otros inhibidores de puntos de control inmunitarios, debe ser el
tratamiento de eleccion de primera linea para pacientes con CPCNP avanzado que no
tengan contraindicaciones para inmunoterapia y cuyos tumores no albergan mutaciones

especificas que permitan comenzar con una terapia dirigida frente a dicha mutacion. La
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combinacién de inmunoterapia con quimioterapia basada en platino en primera linea es
beneficioso, independientemente del estado de PD-L1 tumoral. Por el contrario. la
combinacion de ipilimumab y nivolumab estd aprobado en primera linea para el

tratamiento de pacientes con CPCNP avanzado/metastasico cuyo PD-L1 tumoral es >1%.

1.12 Evolucién clinica y seguimiento de los pacientes con CPCE.

1.12.1 Monitorizacion de las recaidas y resistencias al tratamiento. Papel de la
biopsia liquida.

La biopsia liquida (BL) se perfila como un método prometedor para la
identificacion de pacientes con alto riesgo de progresion de la enfermedad después de la
cirugia curativa, asi como seguimiento longitudinal de la progresion de la enfermedad y
la respuesta a la terapia. Ademas, la BL es una forma no invasiva de obtener facilmente
ADN tumoral circulante (ADNCct) por la sangre periférica de pacientes con neoplasias
avanzadas. Los meétodos de BL permiten el seguimiento en tiempo real del
comportamiento bioldgico del tumor (155) como se representa en la Figura 6. En la
actualidad, las técnicas de BL pueden detectar células tumorales circulantes (CTC),
ADNTtc, exosomas, microARN (miARN), ARN circulante en sangre periférica, plaquetas
sanguineas educadas en tumores (TEP) y células endoteliales vasculares tumorales
circulantes (CTEC) (156). Sin embargo, la deteccion de ADNct es la mas utilizada en los
laboratorios de patologia molecular.

Las aplicaciones practicas de la biopsia liquida, en particular la realizada a partir
de muestras de sangre venosa de pacientes con cancer de pulmén, tienen especial
relevancia en el uso clinico para el monitoreo en tiempo real de la progresion de la
enfermedad y la respuesta al tratamiento, ademas de resolver con éxito la heterogeneidad
tumoral (155, 157), incluso en aquellos casos en los que no se puede acceder al tejido
tumoral del paciente. La biopsia liquida tiene el potencial de usarse clinicamente para
brindar oportunidades Unicas para el monitoreo en tiempo real de la progresion de la
enfermedad y de la respuesta al tratamiento, ademas de estudiar la heterogeneidad tumoral
(Figura 6).
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Figura 6. “Aplicacion clinica de la BL en el cancer de pulmon. Células tumorales circulantes
(CTC), ADN tumoral circulante (ADNtc), exosomas, microARN (miARN), ARN circular

(circARN), plaquetas educadas en tumores (TEPs) y células endoteliales vasculares tumorales
circulantes (CTECs)”.

Otra de las principales aplicaciones de la BL en la préactica clinica actual es la
monitorizacién de pacientes con CPCNP que han progresado después de una terapia
inicialmente exitosa con inhibidores de tirosina quinasa (TKI) de EGFR de primera o
segunda generacion, en los que se ha detectado la mutacion de resistencia T790M
(Thr790Met) detectable en el exon 20 del gen EGFR. La mutacion T790M podria
detectarse en un tumor o en una nueva biopsia de ganglio linfatico o en el ADN tumoral
circulante libre (cfDNA) en una biopsia liquida. En caso de detectarse dicha mutacion en
estos pacientes, podria estar indicado avanzar hacia otra linea de tratamiento con TKI de
EGFR de tercera generacion frente a los inhibidores que ain no se han detectado

mutaciones de resistencia, por ejemplo, Osimertinib (158).
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Recientes investigaciones en el campo de la genética tumoral y en el estudio de
nuevos biomarcadores oncoldgicos, ponen de manifiesto que el carcinoma pulmonar de
células escamosas (CPCE) es una neoplasia biologicamente muy heterogénea en cuanto

a sus caracteristicas moleculares, respuesta terapéutica y pronostico de los pacientes.

Se ha acumulado una gran cantidad de informacion sobre los biomarcadores
predictivos en el carcinoma pulmonar de célula no pequefia (CPCNP). La mayoria de
ellos se han identificado en el subtipo histolégico de adenocarcinoma (ADC). En este
sentido, las alteraciones a nivel del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)
y los reordenamientos de la quinasa del linfoma anaplasico (ALK) merecen especial
atencion por su significado terapéutico. Se estima que uno de cada tres pacientes con
histologia ADC se benefician de este tipo de tratamientos, evitando recaidas precoces y
mejorando la supervivencia global del paciente. Sin embargo, la aplicacion de terapias
moleculares dirigidas al CPCE en el entorno clinico es muy limitado, convirtiéndose en
una de las principales areas de enfoque en la investigacion. Para este subtipo histoldgico,
la inmunoterapia genera en la actualidad una nueva esperanza y se esta aplicado con éxito
en algunos pacientes. Aunque los pacientes con terapia de PCI pueden lograr una
supervivencia global (SG) a largo plazo, los mecanismos subyacentes a la resistencia y/o
sensibilidad frente al bloqueo PD-L1/PD-1 actualmente no se conocen bien, existiendo la
necesidad inminente de identificar nuevos biomarcadores capaces de predecir con

precision la respuesta a la inmunoterapia en este tipo de pacientes.

El perfil de expresion génica (GEP), es una herramienta interesante para la
identificacion de nuevos marcadores genéticos, que permite el estudio de varios miles de

genes especificos de forma simultanea. En el caso concreto del cancer de mama, las
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herramientas basadas en analisis de GEP como PAM50® (Prosigna; NanoString
Technologies, Seattle, WA) y Oncotype DX® (RS; Genomic Health, Redwood City,
CA), se han establecido de forma rutinaria en la préctica clinica y resultan fundamentales
como predictores de recaidas tempranas, posiciondndose como una importante
herramienta para identificar biomarcadores asociados al prondstico y tratamiento de
pacientes con diferentes tipos de neoplasias, incluido el CPCE. La identificacion de estas
moléculas permitird un protocolo mas rapido, barato y preciso en la toma de decisiones

para un tratamiento personalizado del CPCE.
OBJETIVOS:

Ante estos antecedentes, en el presente trabajo doctoral nos hemos planteado los

siguientes objetivos:

1. Profundizar en el conocimiento de la heterogeneidad genética/gendmica del
carcinoma pulmonar de células escamosas (CPCE) a nivel intratumoral,
buscando identificar aquellas alteraciones implicadas en pronostico y/o en la
respuesta al tratamiento mediante la identificacion de los diferentes clones de
células tumorales presentes en el tumor con técnicas de FISH multicolor,
andlisis del nimero de copias de secuencias de DNA (CVN) y perfiles de
expresion mediante arrays de alta densidad.

2. ldentificar las alteraciones cromosémicas mas frecuentes y los patrones de
evolucion clonal a nivel intratumoral en el CPCE, asi como la posible
correlacion con las caracteristicas clinico-bioldgicas e histopatolégicas de la
enfermedad con influencia significativa en la SG de una serie larga de
pacientes.

3. Analizar el perfil de la expresion diferencial de genes involucrados en la
compleja interaccion entre el tumor, el microambiente y la respuesta
inmunitaria en pacientes con CPCE, lo que podria permitir conocer los
mecanismos de evasion inmunitaria.

4. Establecer las posibles asociaciones existentes entre las alteraciones
individuales de cada cromosoma y gen estudiado y los patrones de expresion
encontrados, con el comportamiento clinico-biolégico de la enfermedad y

respuesta al tratamiento, con especial énfasis en la identificacion de la
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expresion andmala de genes que nos permitan predeccir la respuesta al
tratamiento en pacientes CPCE que hayan recibido inmunoterapia.

Disefiar un algoritmo genémico que nos permita predecir la respuesta a la
terapia anti-PD-L1 en el momento del diagndstico y validarlo en una serie

independiente de pacientes con CPCE tratados con inmunoterapia.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Pacientes y muestras.

En este estudio, analizamos retrospectivamente especimenes quirdrgicos
procedentes, en un primer momento, de 48 pacientes consecutivos diagnosticados de
carcinoma pulmonar de células escamosas (CPCE), en el periodo de tiempo comprendido
entre los afios 1999 y 2010. Todos los pacientes provenian de diferentes provincias de la
comunidad auténoma de Castilla y Ledn, incluso de otras comunidades auténomas
vecinas. Los pacientes fueron intervenidos quirdrgicamente en el servicio de Cirugia
Toracica del Hospital Universitario de Salamanca (centro de referencia de Cirugia
Torécica en la comunidad auténoma de Castilla y Leo6n). Las caracteristicas clinico-
patoldgicas y aquellas regiones cromosémicas en las que se encontrd una influencia
significativa en el prondstico de la enfermedad se extendieron al estudio que incluia un
total de los 108 pacientes (105 hombres y 3 mujeres; con una mediana de edad de 66 afios,
con un rango de 27 a 83 afios). Cada paciente proporcion6 su consentimiento informado
antes del comienzo del estudio. Todos los sujetos fueron sometidos a una reseccién
quirdrgica del tumor primario en nuestra institucion, y fueron diagnosticados y
clasificados segun los criterios de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) vigentes
al momento del diagndstico y reclasificados segun los criterios de la reciente clasificacion
de la OMS y del sistema de estadificacion de la American Joint Committee on Cancer
(AJCC 8° edicion), de los tumores pulmonares (159), previo a cualquier tipo de
tratamiento médico. Se clasificaron 85 casos en estadios precoces (tumores pT1-pT2) y

23, en estadios avanzados (tumores pT3-pT4).

El estudio histopatoldgico de los casos y su respectivo diagndstico

anatomopatoldgico fue realizado por un patdlogo experto en cancer de pulmon.
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Confirmamos completamente las caracteristicas histopatologicas y el grado en una
segunda evaluacion, que fue realizada por dos patdlogos independientes con amplia
experiencia en este campo. El estudio cerré con una mediana de tiempo de seguimiento
de 47 meses (rango: 26-58 meses). El estudio fue autorizado por el comité de ética local
del Hospital Universitario de Salamanca (Salamanca, Espafia) y también obtuvimos
previamente el consentimiento informado de cada paciente en estudio. Las historias
clinicas de los pacientes incluidos en el estudio fueron revisadas, previa autorizacion de
los centros responsables. Las historias clinicas revisadas se encontraban tanto en formato
fisico (papel), como en formato digital. Estas ultimas se recogieron del sistema
informéatico JIMENA que recopila informacion clinica de los pacientes a nivel de toda la
comunidad autonoma de Castilla y Leon (Espafa). La tabla 2 proporciona los datos
clinicos, bioldgicos, histopatoldgicos y evolutivos de los pacientes incluidos en nuestro

estudio (n=108 casos).
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Tabla 2. Caracteristicas clinico-patoldgicas de los 108 pacientes con carcinoma pulmonar de
células escamosas (CPCE) incluidos en el presente estudio.

Variables N2 de casos (%)
Sexo
Hombre 105 (97)
Mujer 3(3)
Edad
<65 37 (34)
> 65 71 (66)
T- estadio del tumor
primario
pT1-T2 85 (79)
pT3-T4 23 (21)
Ganglios linfaticos
pNO 76 (70)
pN1 18 (17)
pN2 14 (13)
pN3 0(0)
Invasion pleural
PLO 86 (80)
PL1 18 (17)
PL2 4(3)
Estadio segun AJCC
I 52 (48)
11 35(32)
I11 19 (18)
IV 2(2)
Tipo de cirugia
RO 105 (97)
R1 3(3)
Recurrencia Local
No 30 (34)
Si 57 (66)
Metastasis
No 42 (49)
Si 44 (51)
Seguimiento
Exitus
No 16 (15)
Si 89 (85)

Tabla 2. AJCC: American Joint Committee on Cancer (basado en la 8" ed de la AJCC); NS: estadisticamente
no significativo (P>.05); pT1: tumor <3 cm de didmetro maximo, rodeado por ejido pulmonar o pleura
visceral, sin evidencia broncoscépica de invasion mas proximal al bronquio lobar (ej. no en el bronquio
principal); pT2: tumor >3 cm pero <5 cm; pT3: tumor >5 cm pero <7 cm de diametro maximo; o que invade
directamente alguno de los siguientes: pleura parietal (PL3), pared torécica (incluyendo tumores del sulcus
superior), nervio frénico, pericardio parietal; o nédulo(s) tumorale(s) separado(s) en el mismo l6bulo que el
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primario; pT4: tumor >7 cm de diametro mayor; o tumor de cualquier tamafio invadiendo uno 0 més de los
siguientes: diafragma, mediastino, corazon, grandes vasos, traquea, nervio recurrente laringeo, es6fago,
cuerpo vertebral o Carina; o nddulo(s) tumoral(les) separado(s) en un l6bulo diferente, ipsilateral al del
tumor primario; pNO: no metastasis en ganglios linfaticos regionales; pN1: metastasis en ganglios linfaticos
peribronquiales ipsilaterales y/o hiliares ipsilaterales e intrapulmonares, incluyendo aquellos afectados por
extension directa; pN2: metéstasis en ganglios linfaticos mediastinicos ipsilaterales y/o subcarinales; pN3:
metéastasis en ganglios linfaticos mediastinicos contralaterales, hiliares contralaterales, escalenos o
supraclaviculares ipsilaterales o contralaterales; PLO: tumor que no infiltra la capa elastica de la pleura
visceral; PL1: invasion de la pleural visceral est4 presente cuando el tumor infiltra mas alla de la capa elastica
de la pleura visceral; PL2: extension tumoral a la superficie de la pleura visceral; RO: ausencia microscépica
de infiltracion tumoral en los margenes quirargicos; R1: presencia microscopica de infiltracion tumoral en
los mérgenes quirdrgicos.

La recogida de los datos para la obtencion de las variables clinico-bioldgicas de
los pacientes, correspondientes al diagndstico y estadio patoldgico de la enfermedad, el
tipo de cirugia, el estado de los margenes quirdrgicos, asi como variables demograficas
(ej. edad, sexo), fueron obtenidas a partir del informe correspondiente del servicio de
Anatomia Patologica del Hospital Clinico Universitario de Salamanca a través de su
programa PAT-Win; en cuanto a los datos de seguimiento (supervivencia libre de
enfermedad, supervivencia global y evolucién), asi como la clinica del paciente, se
obtuvieron a partir del portal IMENA de la Junta de Castilla y Ledn. Finalmente se
recopilé toda la informacion mencionada anteriormente en el programa SPSS 21.0
(Software Programs, Chicago, IL, USA).

3.2 Disefio y construccion de matrices tisulares (tissue microarray-TMA).

El sistema de analisis de multiples muestras tisulares en un mismo bloque de
parafina se denomina “tissue microarray” (TMA). Consiste en colocar varios cilindros de
tejido procedentes de diferentes muestras tisulares previamente fijadas, parafinadas y
debidamente identificadas, en un bloque de parafina virgen, haciendo coincidir la
localizacion de cada uno de los cilindros, con la localizacién preestablecida en una
plantilla o mapa. Por lo tanto, al realizar cortes histologicos de dicho blogue, obtenemos
preparaciones con multiples muestras de tejido, resultando de gran utilidad en

investigacion ya que nos permite analizar de una sola vez multiples muestras de tejido.

En la actualidad, existen mecanismos y aparatos que permiten realizar bloques de

TMA de manera automatica. En nuestro caso, empleamos un mecanismo manual (manual
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tissue arrayer) para confeccionar los tres tissue microarrays incluidos en el presente

estudio (Figura 7).

Figura 7: Aparato para la para la construccion de los TMA. Los microarrays de tejido
consisten en blogues de parafina en los que se ensamblan multiples cilindros de tejido separados
y controlados con una matriz para permitir el analisis histoldgico.

Utilizando un instrumento de matrices tisulares manual, extrajimos un fragmento
central de biopsia de 0,6 mm de diametro de los bloques de tejido fijado en formol
tamponado al 10% e incluido en parafina, que contenian biopsias de los tumores primarios
de todos los pacientes (n = 108). Una vez seleccionadas por un patdlogo las areas
tumorales de las secciones histolégicas, se incrustaron los cilindros de tejido de cada
espécimen en bloques de parafina virgen (Figura 8).
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Figura 8: Proceso para la confeccion de los TMA.

Todas las muestras de tumores se incluyeron por triplicado en los TMA, utilizando
muestras de tejido normal del mismo paciente como control (ganglio linfatico normal,
bronquio normal y parénquima pulmonar normal alejado del tumor). Se completaron tres
TMA de CPCE (Figura 9).

Figura 9: TMA construidos con el tejido de los 108 pacientes incluidos en el presente estudio.
En cada uno de los bloques de parafina se introdujeron varios tejidos no tumorales como control
externo para la correcta valoracion e interpretacion de la calidad de las técnicas.
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3.3 Estudio de la expresion proteica. Técnicas de inmunohistoquimica.

Para ello, procedimos al desparafinado de las secciones de TMA fijadas en formalina
e incrustadas en parafina de 4 micras de espesor en xileno y posteriormente rehidratadas.
La recuperacion antigénica se realizo utilizando un calentador en tampén citrato 0,01 M
y pH 6,0. La inactivacion de la peroxidasa enddgena se realizé con peréxido de hidrdégeno
(H203) al 0,3% en metanol durante 15 minutos.

Los anticuerpos y los reactivos se incluyeron automaticamente utilizando el
procesador Leica BOND-III (Leica Biosystems, Newcastle, CA, EE. UU.) (Figura 10),
utilizando los protocolos y recomendaciones estandar de los fabricantes. Las secciones
fueron contratefiidas con hematoxilina. Las clonas utilizadas con sus respectivas
diluciones, fabricantes e interpretaciones de los anticuerpos primarios utilizados se
especifican en la tabla 3. Los criterios de expresion inmunohistoquimica empleados para
la interpretacion proteica de EGFR fueron los siguientes: (0/+), sin tincion membranosa
0 baja expresion en células tumorales; (++), 1-35% de células tumorales con tincién
moderada de membrana; y (+++), >35% de células tumorales con tincion fuerte de
membrana. Los criterios de expresion inmunohistoquimica empleados para la
interpretacion de la expresion proteica de TTF-1 fueron los siguientes: Positivo (+),
tincién positiva moderada-intensa en los ndcleos de todas las células tumorales y
Negativo (-) ausencia de tincion nuclear en las células tumorales. Los criterios de
expresion inmunohistoquimica empleados para la interpretacion de p40 fueron los
siguientes: Positivo (+), tincion positiva moderada-intensa en los nucleos de todas las

células tumorales y Negativo (-), ausencia de tincion nuclear en las células tumorales.
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Figura 10. Procesador automatico Leica BOND-III (Leica Biosystems, Newcastle, CA, EE.
UU.), con el que se llevaron a cabo las tinciones inmunohistoquimicas de las tres TMA. Para su
aplicacion se siguieron los protocolos y las recomendaciones estandar de los fabricantes.
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Tabla 3. Anticuerpos empleados en el estudio inmunohistoquimico.

Anticuerpo Clon Dilucion Fuente

Interpretacion

Novocatra ™Leica Negativo: ausencia de

TTF-1 SPT24 1:200 Biosystems

tincidon en nucleos de las
células tumorales.
Positivo: tincion

nuclear.

BOND prediluido.
p40 BC28 Prediluido Anticuerpo

primario ™Leica

Negativo: ausencia de
tincion en los nucleos de

las células tumorales

Biosystems Positivo: tincion
nuclear.
Novocastra Negativo: ausencia de

EGFR EGFR113 1:20 ™ eica

Biosystems

tincién en las
membranas de las
células tumorales.
Positivo: tincion
positiva de membrana en
cualquier cantidad de

células tumorales.

Tabla 3. Anticuerpos utilizados para el estudio inmunohistoquimico de los TMA. Factor de
Transcripcion Tiroideo-1 (TTF-1). proteina anti-p40 (p40), receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) y sus caracteristicas de laboratorio e interpretacién microscopica.

A modo de ejemplo se ilustra 4 TMA (Figura 11) contratefiidos con los diferentes

anticuerpos empleados en el presente trabajo (n=108). Ademas, se muestra un ejemplo de

la positivad de cada uno de los anticuerpos empleados, EGFR (Figuras 12 B), P40

(Figura 12.C), TTF-1 (Figura 12 D).
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Figura 11. Representacion del tissue microarray 1 (TMAL). Tincion de Hematoxilina Eosina
(H.E) (A), inmunohistoquimica con anticuerpo p40 (B), inmunohistoquimica con anticuerpo
TTF-1 (C), inmunohistoquimica con anticuerpo EGFR (D).
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Figura 12. Representacion de tejido tumoral extraido de los TMA y contratefiidos con
hematoxilina eosina y los anticuerpos empleados en el estudio inmunohistoquimico:
Hematoxilina Eosina, correspondiente a un carcinoma de células escamosas de pulmon (A).
Técnica inmunohistoquimica con anticuerpo EGFR. Se observa tincion positiva fuerte en color
marrén, en la membrana y citoplasma de las células tumorales. Los nicleos de las células
tumorales y el estroma entre los nidos tumorales son negativos y se ven de color azul (B). Técnica
inmunohistoquimica con anticuerpo p40. Se observa tincion positiva fuerte de color marrén en el
nicleo de las células tumorales. El citoplasma y la membrana de las células tumorales, asi como
el estroma entre los nidos de células tumorales son negativos (C). Técnica inmunohistoquimica
con Factor de Transcripcion Tiroideo-1 (TTF-1). Se observa ausencia total de expresion en las
celulas tumorales (D).

3.4 Estudio de alteraciones genéticas. Técnicas de FISH.

Los estudios de hibridacion in situ fluorescente (FISH) para las regiones cromosomicas:
5p15.2, 5931, 7931, 8p11.1, 8924, 9p21, 9p11.1, 13914 y 1334 se realizaron en un total
de 48 pacientes con carcinoma pulmonar de células escamosas (CPCE) en un unico TMA,

mientras que los estudios para las regiones cromosémicas: 7pl2, 7pll.l y 22ql2
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(regiones cromosémicas con influencia significativa en la supervivencia; p<0.05) se
analizaron en 108 casos de CPCE distribuidos en tres TMA.

Las secciones histologicas de los TMA se deshidrataron durante la noche a 60°C
y se desparafinaron en Xileno, seguido de 13 minutos a 80°C en solucion de
pretratamiento de la casa comercial Vysis (Vysis; Downers Grove, IL, USA). Las
preparaciones fueron lavadas con agua desionizada e inmediatamente tratadas con
proteasa (250mg pepsina + 62.5mL 0.2N HCI, pH 1.0) durante 13 minutos a 37°C.

Empleamos un conjunto de 12 sondas diferentes (Vysis Inc., Downers Grove, IL,
USA), especificas para cada una de las regiones cromosdémicas mas frecuentemente
alteradas en el CPCE. Estas sondas fueron utilizadas sistematicamente usadas con dos
fluorocromos de espectro naranja (Spectrum Orange (SO)) y verde (Spectrum Green

(SG)). El panel de sondas utilizado se muestra en la figura 14:

- Para el cromosoma 5: LSI D5S721 (5p15.2) (SG)/EGR1 (5g31) (SO)

- Para el cromosoma 7: LSI D7S486 (7g31) (SO), LSI EGFR (SO)/CEP 7 (SG)
- Para el cromosoma 8: CEP 8 (SG)/MYC (8qg24) (SO).

- Para el cromosoma 9: CEP 9 (SG)/CDKN2A (9p21) (SO).

- Para el cromosoma 13: LSI RB1 13g14 (SO)/LSI 13934 LAMP1 (SG)

- Para el cromosoma 22: LSI EWRSL1 22q11.2 (SG)

Una vez afiadida la sonda, sellamos cada portaobjetos con cubreobjetos 24 x 50
mm. Posteriormente, las preparaciones fueron desnaturalizadas a 75°C durante 5 minutos
e hibridados a 37°C durante toda la noche en termociclador Hybrite (Vysis). Los
portaobjetos se dejaron secar al aire en la oscuridad antes de contratefiirse con 20 L de
DAPI (Sigma, St. Louis, MO, EE. UU.). Ademas, para conservar la fluorescencia se
afiadio Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EE. UU.). El analisis se
realizd en un microscopio de fluorescencia BX60 (Olympus, Hamburgo, Alemania)
equipado con un objetivo de 100x con aceite de inmersién. Para caracterizar y cuantificar
el nimero de sefiales de hibridacion se realizd un conteo de al menos 200 células

tumorales por muestra (Figura 13).
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Figura 13. Microscopio de fluorescencia modelo BX60F (Olympus, Hamburgo, Alemania)
equipado con Cubo de filtros de fluorescencia: Torreta mecanica de 4 posiciones U-URBC dotado
con filtro azul DAPI y tres rangos de frecuencia de color: (1) CFP (Azul) - EX: 435 DM: 455 EM:
490 (2) FITC (Verde) - EX: 480/40 DM:505 EM: 535/5 (3) TexasRed (Rojo) - EX: 560/55 DM:
595 EM: 645/5. Un objetivo de 100 (para uso con aceite de inmersion). Fuente de luz de
fluorescencia con lampara hal6gena U-LH100 12V 100W, con fuente de alimentacion
incorporada. Lampara de mercurio de 100 W con fuente de alimentacion BH2-RFL-T3. Camara
Olympus EP50, 5 Mpx, 1/1.8 pulgadas, CMOS Cémara a color, USB 2.0, interfaz HDMI.

La amplificacion del gen EGFR se definié cuando la relacion de sefiales de
hibridacion EGFR/CEP7 es > 2, de acuerdo con las recomendaciones del fabricante
(Vysis; Downers Grove, IL, EE. UU.). Ademads, incluimos el término “altos niveles” de
amplificacion cuando se encontraron sefiales de hibridacion EGFR en forma de grupos
(clusters). Para cada muestra, fue posible cuantificar al menos 200 ndcleos tumorales.
Simultdneamente, dos patologos experimentados interpretaron los resultados no

encontrando diferencias respecto a la interpretacion entre ellos.
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Figura 14: distribucion cromosémica de las sondas de FISH empleadas en el presente
estudio, dirigidas a 12 regiones especificas de 6 cromosomas diferentes. Las lineas verticales
verdes y rojas corresponden a los fluorocromos usados. Todas las sondas fueron adquiridas en la
casa comercial Vysis Inc. (Chicago, IL, USA).

3.5 Estudio del perfil de expresion génica.
3.5.1 Extraccion de ARN.

Las muestras de trabajo fijadas en formol e incluidas en parafina (FFPE) tanto las
de tejidos tumorales como las muestras de tejido normal fueron desparafinadas mediante
tres lavados en Histoclear II; cada lavado se realizo durante 3 minutos a 50°C;
posteriormente se centrifugaron durante dos minutos a méaxima revolucion, tras lo cual,
el sobrenadante formado fue descartado. Se realiz6 un lavado posterior con etanol y
centrifugacion de nuevo a maxima velocidad durante otros dos minutos, para
posteriormente eliminar el sobrenadante; el pellet generado se dejo secar a temperatura

ambiente durante 10-15 minutos.

A continuacidn, se afiadio el buffer de digestion que contiene 20mg/ml de Proteasa

K (Thermo Fisher Scientific inc, Waltham, MA, USA) a cada una de las muestras y se
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dejo lisando toda la noche a 55°C. Al dia siguiente, se us6 Easy-BLUETM (iNtRON) para
disociar los complejos de nucleoproteinas y posteriormente, se adicion6 cloroformo. Tras
este paso, las muestras fueron agitadas vigorosamente durante 15 segundos y
centrifugadas durante 15 minutos a 4°C y 12,000g. Tras esta centrifugacion, la fase acuosa

fue transferida a un nuevo tubo.

El total de ARN fue precipitado mediante alcohol isopropilico, paso tras el que se
mantuvo a -20°C durante minimo una hora para, posteriormente, centrifugar a velocidad
maxima y 4°C durante 10 minutos. El pellet de ARN generado fue disuelto en 200ul de
agua DEPC (Ambion) y precipitado de nuevo con una mezcla de etanol frio al 100%,
acetato de sodio al 10% y 2ul de glicogeno 20mg/ml (Thermo Fisher Scientific), durante
minimo 3 horas a 20°C. A continuacion, la muestra se sometio a una tltima centrifugacion
durante 10 minutos a 4°C y un posterior lavado con etanol al 70% en hielo. Finalmente,

el pellet de ARN generado fue disuelto en 10ul de agua DEPC.

Tras la obtencion de ARN, se utilizo la plataforma Nanodrop para verificar la
calidad y cantidad del ARN extraido. El volumen total de ARN aislado fue tratado con
DNAsal Amplification Grade (Sigma) para, finalmente, proceder a la cuantificacion del
ARN libre de ADN usando el kit Quant-iT RNA Assay (Thermo Fisher Scientific)

siguiendo las instrucciones del fabricante.

La evaluacion de la calidad del ARN se basa en los valores obtenidos en la relacion
de absorbancias A260/280 y A260/230; mientras que el primero de las ratios es muy
estable, la relacion 260/230, indicador de la contaminaciéon de la muestra por sales
caotrdpicas, fenoles o carbohidratos, es mucho mas variable y depende de otros factores
como la concentracion de ADN en la muestra o la composicion del tampoén de
resuspension de la muestra. De forma general se considera que valores de absorbancias
A260/280 entre 2.0-2.2 indicarian una pureza Optima de ARN, mientras que valores
A260/280 > 1.7 se corresponden a una muestra de ARN con una pureza aceptable. Sin
embargo, una ratio A260/280 < 1.7 seria indicativo de contaminacion por la presencia de

compuestos aromaticos.

Al igual que en muestras de ADN la relacion A260/230 en muestras de ARN se
corresponde a un valor de 2 o ligeramente superior. Sin embargo, no existe una opinion

consensuada sobre el valor minimo en la relacion A260/230 que una muestra debe tener

83



para ser considerada funcional. En general se considera que el ARN es aceptable si

A260/230 es > 1.5.

Las muestras las tienen previamente extraidas, tras ser cuantificadas con Qubit se
analizaron con Tapestation ya que es necesario el valor DV200 para ajustar la cantidad de
RNA de partida a utilizar. Este valor hace referencia al % de RNA que tiene un tamafio
superior a 200bp y que es susceptible de hibridacion. Por lo tanto, este es el RNA
realmente analizable y en funcidén de eso debe ajustarse la cantidad de RNA de partida

para que haya 150 ng de RNA con mas de 200bp.

La tabla 4 recoge los datos tanto de concentracion de ARN como de los valores

de calidad de éste en las diferentes muestras usadas en el presente estudio.

Tabla 4. Datos de concentracion y calidad de los valores de ARN obtenidos en las
muestras analizadas.
N° Caso Codigo ID ng/ul (Qbit) | 260/280 260/230 Dv200
1 B//10611//15 272,00 1,99 1,77 24,93
2 B//13796//15 156,00 1,95 1,49 54,01
3 B//03523//16 290,00 1,95 1,86 36,56
4 B//21064//16 350,00 2,02 1,88 63,85
5 B//21248//16 141,00 1,96 1,51 24,73
6 B//05293//17 160,00 1,91 1,35 26,16
7 B//13308//18 122,00 1,91 1,25 31,05
8 B//14820//18 314,00 2,00 1,55 72,52
9 B//07017//19 192,00 1,96 1,42 18,26
10 B//20359//18 624,00 1,99 1,72 78,68
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3.5.2 Analisis de expresion génica (GEP) mediante plataforma Nanostring:

nCounter® Tumor Signaling 360 Panel.

El analisis de expresion génica (GEP) realizado posteriormente a la obtencion del
material genético, se basé en un panel que cubre cientos de genes implicados en la
tumorigénesis, la metéstasis e inflamacién, concretamente el panel nCounter Tumor
Signaling 360 con capacidad para analizar un total de 760 genes involucrados en mas de
40 vias de sefializacion de la biologia del tumor, evasion inmune y remodelacion del
microambiente, tal como se muestra en la figura 15. Los tres genes control para
normalizar el andlisis de expresion de cada uno de los genes de interés fueron GAPDH,

ACTB y TUBB.
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Figura 15: PanCancer 10 360™ estd disefiado especificamente para investigadores de
inmunooncologia y traslacionales que estudian el impacto de la evasion inmunitaria en el
microambiente tumoral y desarrollan firmas potencialmente pronoésticas, predictivas o de
mecanismo de accion para la inmunoterapia.

Para llevar a cabo los experimentos de GEP (Gene Expression Profile) se uso la

plataforma Nanostring que consta de dos instrumentos independientes (figura 16):
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* nCounter® Prep Station: se trata del primer componente del sistema Nanostring en el
que se procesan las muestras tras el proceso de hibridacion de forma totalmente
automatizada y cuyo objetivo es el prepararlas para la recogida de datos posterior en el

nCounter Digital Analyzer.

* nCounter® Digital Analyzer: serd el encargado de recoger los datos de emision de
fluorescencia emitidos por las sondas de marcaje en cada uno de los cartuchos, a través
de una lente de microscopio. Las imagenes obtenidas son procesadas internamente y los

resultados se exportan como un archivo de formato de valores separados por comas.
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/

Figura 16. Sistema Nanostring: nCounter Prep Station (izquierda) y nCounter Digital Analyzer
(derecha).

El material de partida para los ensayos es el ARN aislado previamente, ajustado
en todos los casos a una concentracion final de 60ng/pl. Realizadas las diluciones
necesarias para obtener este valor, se prepard la reaccion de hibridacion en la que el ARN
se unira a la sonda de captura y a la sonda de marcaje mediante incubacion a 65°C durante
unas 18 horas. Finalizada la primera etapa de hibridacion, las muestras eran procesadas
en el primero de los instrumentos, nCounter® Prep Station, donde se eliminaban los
residuos de sonda no unidos y se inmovilizaban las secuencias marcadas en el cartucho
correspondiente. Una vez preparado el cartucho era inmediatamente introducido en el

nCounter® Digital Analyzer para proceder a la lectura del etiquetado fluorescente unido
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a cada uno de los genes de interés. Estas imagenes de fluorescencia se procesaban
internamente en el aparato para, finalmente, generar un archivo RCC con los resultados
de lectura obtenidos. Estos datos hacen referencia a los niveles de expresion para cada

uno de los genes de interés.

3.5.3 Analisis de datos.

Los datos obtenidos a partir del nCounter® Digital Analyzer, se preprocesaron y
se comprobo su calidad utilizando el lenguaje de programacion R y paquetes asociados a
tal efecto. Los recuentos de expresion obtenidos fueron normalizaron basdndose en la
expresion de los genes control TUBB, ACTB y GAPDH y fueron transformaron en
logaritmo en base 2. Posteriormente se realizaron analisis no supervisados como escalas
multidimensionales no supervisadas (MDS) y dendrogramas, mediante el software
estadistico SIMFIT (version 7.5.4). En relacion con el andlisis de expresion diferencial,

se consideraron significativos aquellos genes que alcanzaron un valor p ajustado <0,05.

El analisis de sobrerrepresentacion de genes se realizo en el servidor WebGestalt
(160), utilizando las fuentes KEGG y Reactome para el analisis de vias y el analisis de
procesos bioldgicos y funciones moleculares de Gene Ontology, como fuente para el

analisis de funciones génicas.

3.6 ANALISIS ESTADISTICO.

Para evaluar la calidad de los datos estadisticos para las diferenciaciones de los
grupos, utilizamos las pruebas o test de t de Student y U de Mann-Whitney. El primero
se uso para las variables continuas de distribucion normal y el segundo se utilizé para las
variables continuas de distribucion anormal. Para el célculo de las variables continuas se
uso el paquete informatico SPSS v.22 (IBM Corp., Armonk, NY, EE. UU.) asi como para
calculas las medidas de tendencia central como la media y la desviacion estandar (DE).
Las frecuencias y los porcentajes se indicaron como nuestras variables dicotomicas
utilizando la prueba X2 de Pearson. La significacion estadistica de las diferencias entre las
curvas de supervivencia se determin6 con la prueba de Mantel-Cox (log-rank test),

mientras que las curvas de supervivencia global (SG) se modelaron segun el método de
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Kaplan-Meier. El andlisis multivariante de los factores pronosticos para la SG se
identificoO mediante anélisis de regresion de Cox (Multivariate Cox regression analisis),
considerando solo aquellas variables que muestran una asociacion significativa con la SG
en el analisis univariado los valores de p < 0,05 (o, si corresponde, p corregido de Pearson)

se consideraron estadisticamente significativos.
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4. RESULTADOS

4.1 Alteraciones cromosomicas en el carcinoma pulmonar de células escamosas.

Todos los pacientes con carcinoma pulmonar de células escamosas (CPCE),
incluidos en este estudio presentaban anomalias numéricas y/o estructurales en al menos
una de las 12 regiones cromosémicas analizadas (figura 17). En general, las pérdidas
cromosomicas fueron mas frecuentes (61%) que las ganancias (19%) con relacion al
conjunto de anomalias cromosomicas detectadas. Sin embargo, cuando analizamos los
cromosomas de manera individual, encontramos que 9p21 y 7qg31 resultaron ser las
regiones cromosdmicas mas frecuentemente alteradas (90% y 96%, respectivamente).
Ademas, identificamos altos niveles de amplificacion (>100 copias) en las siguientes
regiones cromosomicas: 5p15.2, 7p12, 8924 y 22q11, algunas en las cuales se albergan
genes que estan potencialmente involucrados en la patogénesis y progresiéon del CPCE.
Entre otros se encuentra el gen EGFR a nivel del cromosoma 7p12 y el gen CMYC, a
nivel del cromosoma 8q24. La regién cromosdémica amplificada mas habitual (10/48;
21%), correspondio a la regidn localizada en el cromosoma 5p15.2, donde se encuentran
los loci D5S23 y D5S721. Por el contrario, la pérdida cromosémica mas prominente se
detect6 a nivel del gen CDKNZ2A, localizado en 9p21, como se muestra en la Figura 17.
Cabe destacar, que fue habitual encontrar esta pérdida genética de forma bi-aléliaca,

guedando inactivados los genes ubicados en esta region.
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Figura 17: Anomalias cromosémicas detectadas en pacientes con CPCE por técnicas FISH.
Esta gréfica ilustra de forma resumida, la frecuencia y el nimero de copias, ganancias (trazadas
en blanco por encima de los valores cero en el eje X) y pérdidas (trazadas en negro por debajo de
los valores cero en el eje X) identificadas en pacientes con CPCE. El color azul indica la
acumulada frecuencia de la amplificacion de la region cromosémica analizada, pudiendo
discriminar la polisomias de la amplificacién del gen.

4.2 Efectos prondsticos de las alteraciones cromosémicas y otras caracteristicas de

la enfermedad en pacientes con carcinoma pulmonar de células escamosas.

Desde el punto de vista prondstico, se encontr6 una asociacion significativa entre
las caracteristicas clinicas y bioldgicas de la enfermedad con la supervivencia global (SG)
de los pacientes con CPCE, entre ellas cabe destacar, i) los estadios patoldgicos avanzados
(pT3-pT4; p = 0.001), ii) margenes quirargicos de reseccién positivos (R1; p = 0.003),
recurrencia local (p = 0.05) vy, iii) la presencia de metéstasis (M1; p = 0.05). Por el
contrario, no encontramos diferencias estadisticamente significativas entre la SG de los
pacientes con la edad, el género, el estado de los ganglios linfaticos, la invasion tumoral
de la pleura visceral y el estadio segun la AJCC (Tabla 5). Desde el punto de vista
genético, la Unica regién cromosdmica asociada con un resultado significativamente
adverso (Tabla 6) fueron las ganancias/amplificaciones de 7p12 (p = 0.02). Ademas,
aunque no alcanzd la significacién, las ganancias de 22g11 se detectaron frecuentemente

en pacientes con prondstico adverso (p = 0.09).
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Tabla 5. Impacto prondstico de las caracteristicas clinico-patoldgicas en la supervivencia
global (SG) en 48 pacientes con carcinoma pulmonar de células escamosas (CPCE)

Variables Ne de casos (%) Media de SG, P
(meses)
Sexo
Hombre 47 (98) 42 NS
Mujer 1(2) 18
Edad
<65 16 (33) 26 NS
> 65 32 (67) 42
T- estadio del tumor
primario
pT1-T2 36 (75) 59 001
pT3-T4 12 (25) 22 '
Ganglios linfaticos
pNO 35 (73) 42
pN1 8(17) 25 NS
pN2 5(10) 39
pN3 0 (0) 0
Invasion pleural
PLO 39 42
PL1 6 23 NS
PL2 3 15
Estadio segun AJCC
I 24 50
Il 14 26
I11 9 22 NS
Y 1 39
Tipo de cirugia
RO 45 48
R1 3 10 003
Recurrencia Local
No 19 67
Si 29 36 05
Metastasis
No 26 52
Si 22 39 05

Tabla 5. AJCC: American Joint Committee on Cancer (basado en la 8" ed de la AJCC); NS: estadisticamente
no signifiactivo (P>.05); pT1: tumor <3 cm de didmetro maximo, rodeado por ejido pulmonar o pleura
visceral, sin evidencia broncoscépica de invasion mas proximal al bronquio lobar (ej. no en el bronquio
principal); pT2: tumor >3 c¢cm pero <5 cm; pT3: tumor >5 cm pero <7 cm de diametro maximo; o que invade
directamente alguno de los siguientes: pleura parietal (PL3), pared toracica (incluyendo tumores del sulcus
superior), nervio frénico, pericardio parietal; o nddulo(s) tumorale(s) separado(s) en el mismo l6bulo que el
primario; pT4: tumor >7 cm de diametro mayor; o tumor de cualquier tamafio invadiendo uno o més de los
siguientes: diafragma, mediastino, corazon, grandes vasos, traquea, nervio recurrente laringeo, es6fago,
cuerpo vertebral o Carina; o nédulo(s) tumoral(les) separado(s) en un I6bulo diferente, ipsilateral al del tumor
primario; pNO: no metéstasis en ganglios linfaticos regionales; pN1: metéastasis en ganglios linfaticos
peribronquiales ipsilaterales y/o hiliares ipsilaterales e intrapulmonares, incluyendo aquellos afectados por
extension directa; pN2: metéstasis en ganglios linfaticos mediastinicos ipsilaterales y/o subcarinales; pN3:
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metastasis en ganglios linfaticos mediastinicos contralaterales, hiliares contralaterales, escalenos o
supraclaviculares ipsilaterales o contralaterales; PLO: tumor que no infiltra la capa eléstica de la pleura
visceral; PL1: invasion de la pleural visceral esta presente cuando el tumor infiltra mas alla de la capa elastica
de la pleura visceral; PL2: extensidn tumoral a la superficie de la pleura visceral; R0O: ausencia microscopica
de infiltracion tumoral en los margenes quirdrgicos; R1: presencia microscopica de infiltracion tumoral en
los margenes quirdrgicos.
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Tabla 6. Frecuencia de las distintas anomalias numéricas y estructurales
identificadas para cada una de las regiones cromosémicas y cromosomas analizados
en 48 pacientes con Carcinoma Pulmonar de Células Escamosas (CPCE) detectadas
por FISH y su impacto en la supervivencia global (SG).

Regio,ne_s Casos (%) Media de SG p
cromosomicas (meses)
Cr.5p15.2
Pérdidas 7 (10) 81
Normal 18 (38) 48
Ganancias 23 (52) 42 NS
(Polisomias) 13 (56) 42
Amplificacién 10 (44) 42
Cr. 5q31
Pérdidas 31 (65) 31
Normal 15 (31) 50 NS
Ganancias 2(4) 36
(polisomias)
Cr. 7p12
Pérdidas 35 (73) 24
Normal 3(6) 42
Ganancias 10 (21) 36 .02
(Polisomias) 5(50) 38
Amplificacién 5(50) 32
Cr.7q31
Pérdida 38(79) 31
Normal 2(4) 49 NS
Ganancias 8(17) 58
(polisomias)
Cr. 8q24
Pérdida 10 (20) 25
Normal 18 (38) 31
Ganancias 20 (42) 42 NS
(Polisomias) 16 (80) 42
Amplificacién 4 (20) 42
Cr. 9p21.1
Pérdida 42 (87) 36
Normal 5(10) 36 NS
Ganancias 1(3) 42
(Polisomias)
Cr.13q14
Pérdidas 34 (71) 49
Normal 9(19) 55 NS
Ganancias 5(10) 49
(Polisomias)
Cr.13q34
Pérdidas 31 (65) 42
Normal 12 (25) 55 NS
Ganancias 5(10) 49
(Polisomias)
Cr. 22q11
Pérdidas 15 (31) 74
Normal 12 (25) 31
Ganancias 21 (44) 26 .09
(Polisomias) 17 (80) 26
Amplificaciéon 4 (20) 14

Tabla 6. NS:Estadisticamente no significativo (P>.05); SG: Supervivencia global.
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Extendimos el estudio genético, en base a la Unica alteracion cromosomica
encontrada con influencia significativa en la supervivencia de la primera serie estudiada
(EGFR, 7p12; n=48), a 108 pacientes con CPCE. En la tabla 7 se muestran las
caracteristicas clinicas, histopatoldgicas y bioldgicas de la enfermedad de los 108
pacientes con CPCE de acuerdo con el nimero de copias del gen EGFR a nivel de célula
individual (Figura 18). Como ilustra la tabla 7, los pacientes con amplificacion de EGFR
(n =13; 12%), frecuentemente eran pacientes mayores (>65 afios; p = 0.07), con tumores
en estadio tumoral temprano (pT1-pT2; p = 0.03), localizados en el pulmon derecho (n =
10,77%; p = 0.05) con una SG extremadanamente corta (p < 001).

La informacidn relativa al habito tabaquico estaba disponible Gnicamente en 49
pacientes de la serie global, de los cuales 46 (94%) estaban relacionados con el
tabaquismo. Los 4 casos con amplificacion de EGFR detectados en esta serie de pacientes

se encontraron en el grupo de los fumadores activos.

7p11.2LSI EGFR
Spectrum Orange

7p11.1-q11.1
Spectrum Green

Figura 18: Nacleos en interfase con el gen EGFR amplificado detectado por técnicas FISH
a partir de una biopsia de un paciente con CPCE. Las sondas empleadas para identificar el
centromero del cromosoma 7 estd marcada verde (7pl1l) y el gen EGFR en rojo mostrando
multiples sefales rojas individuales y formando grupos compactos de sefiales en forma de clusters
(7pl11.2).
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Tabla 7. Caracteristicas clinicas, histopatoldgicas y bioldgicas de la
enfermedad en pacientes con Carcinoma Pulmonar de Células Escamosas
(CPCE), de acuerdo con el numero de copias del gen EGFR detectadas por
técnica de FISH (n=108).

No. Pacientes [n (%)]

Caracteristicas EGFR amplificado Total de casos
P (n=108)
Si No
(n=13) (n=95)
Sexo
Hombre 12 (92) 93 (97) 105 (97)
Mujer 1(8) 2 (3) NS 3(3)
Edad (afios)
<65 2 (15) 35(37) 37 (34)
>65 11 (85) 60 (63) .07 71 (66)
Localizacion del tumor
Lébulo superior derecho 5(38) 28 (30) 33(31)
Lébulo medio 1(8) 5(5) 6 (5)
Lébulo inferior derecho 4 (31) 15 (16) NS 19 (18)
Lébulo superior izquierdo 2 (15) 20 (21) 22 (20)
Lébulo inferior izquierdo 1(8) 27 (28) 28 (26)

Lateralidad del tumor

Derecho 10 (77) 48 (51) 58(54)
.05

Izquierdo 3(33) 47 (49) 50(46)

T- estadio del tumor primario

pT1-pT2 13 (100) 72 (76) 85 (79)
.03
pT3-pT4 0 (0) 23 (24) 23(21)
Ganglios linfaticos
pNO 10 (77) 66 (69) 76 (70)
pN1 3(23) 15 (16) NS 18 (17)
pN2 0 (0) 14 (15) 14 (13)
pN3 0(0) 0(0) 0(0)
Invasién pleutal
pLO 12 (92) 74 (89) 86 (80)
pL1 1(8) 17 (18) NS 18 (17)
pL2 0(0) 4(4) 4(3)
Estadio segin AJCC
I 7 (53) 45 (47) 52 (48)
I 6 (47) 29 (30) 35 (32)
i 0(0) 19 (20) NS 19 (18)
\V 0(0) 2(3) 2(2)
Recurrencia local
No 3(33) 27 (35) 30 (34)
si 6 (76) 51 (65) NS 57 (66)
Metéstasis
No 3@37) 39 (50) 42 (49)
Si 5 (63) 39 (50) NS 44 (51)
Exitus
No 2 (15) 14 (15) NS 16 (15)
Si 11 (85) 78 (85) 89 (85)
SG (meses) 36 (1.2-82.6) 48 (32.7-63.6) <.001 47 (26.3-58.2)

Tabla 7. AJCC: American Joint Committee on Cancer (basado en la 8" ed de la AJCC); NS:
estadisticamente no signifiactivo (P>.05); pT1: tumor <3 c¢cm de didmetro maximo, rodeado por
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ejido pulmonar o pleura visceral, sin evidencia broncoscopica de invasion mas proximal al
bronquio lobar (ej. no en el bronquio principal); pT2: tumor >3 cm pero <5 cm; pT3: tumor >5
cm pero <7 cm de didmetro méximo; o que invade directamente alguno de los siguientes: pleura
parietal (PL3), pared toracica (incluyendo tumores del sulcus superior), nervio frénico, pericardio
parietal; o nddulo(s) tumorale(s) separado(s) en el mismo l6bulo que el primario; pT4: tumor >7
cm de didmetro mayor; o tumor de cualquier tamafio invadiendo uno o0 mas de los siguientes:
diafragma, mediastino, corazon, grandes vasos, trdquea, nervio recurrente laringeo, esofago,
cuerpo vertebral o Carina; o nédulo(s) tumoral(les) separado(s) en un Iébulo diferente, ipsilateral
al del tumor primario; pNO: no metéstasis en ganglios linfaticos regionales; pN1: metastasis en
ganglios linfaticos peribronquiales ipsilaterales y/o hiliares ipsilaterales e intrapulmonares,
incluyendo aquellos afectados por extension directa; pN2: metastasis en ganglios linfaticos
mediastinicos ipsilaterales y/o subcarinales; pN3: metastasis en ganglios linfaticos mediastinicos
contralaterales, hiliares contralaterales, escalenos 0 supraclaviculares ipsilaterales o
contralaterales; PLO: tumor que no infiltra la capa el&stica de la pleura visceral; PL1: invasion de
la pleural visceral esta presente cuando el tumor infiltra més alla de la capa elastica de la pleura
visceral; PL2: extension tumoral a la superficie de la pleura visceral.

De todas las caracteristicas, clinicas, bioldgicas e histopatolégicas de la
enfermedad evaluadas en el momento del diagnostico, mostraron una influencia adversa
significativa en la SG en el analisis univariante las siguientes variables: edad >65 afios (p
= 0.02), afectacion de ganglios linfaticos (p = 0.005), presencia de metéstasis (p = 0.01)

e invasion tumoral de la pleura visceral (p = 0.04) (Figura 19).
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Figura 19. Caracteristicas clinicas, histopatolégicas y bioldgicas de la enfermedad de los
pacientes con CPCE, con impacto significativo en la supervivencia global en el analisis
univariante: (A) edad, (B) estadio de los ganglios linfaticos, (C) presencia de metastasis a
distanciay (D) invasién pleural. La informacion relativa a la supervivencia solo estaba disponible
en 103 casos.

Desde el punto de visto genético, la amplificacién del gen EFGR es la Unica
anomalia genética detectada con impacto adverso en la SG en la serie global (p =0.02) y
exclusivamente en estadios tempranos (pT1-pT2; p = 0.01) (Figura 20).

El analisis multivariante de los factores pronosticos para la SG mostré que la
combinacion mas relevante de variables independientes a la hora de predecir un
comportamiento adverso fue la presencia de invasion tumoral de la pleura visceral y/o la
amplificacion del gen EGFR (p<0.001).
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Figura 20. Amplificacién de EGFR detectada en tumores primarios de pacientes con CPCE
por técnicas de FISH, la cual muestra un impacto significativo en la supervivencia global en
el analisis univariante: (A) todos los pacientes, (B) solo los pacientes diagnosticados en estadios
tempranos: pT1-pT2. La informacion relativa a la supervivencia solo estaba disponible en 103

Casos.

Basados en estas dos variables, desarrollamos un sistema de puntuacion (score)
con la intencion de estratificar a los pacientes en tres grupos: i) riesgo bajo (ausencia de
caracteristicas adversas: score 0; n = 69), ii) riesgo intermedio (una caracteristica adversa:
score 1; n = 29) vy, iii) alto riesgo (dos caracteristicas adversas: score 2; n = 5). Estos tres
grupos mostraron diferencias estadisticamente significativas (p = 0.001) con unas tasas
de SG a los 50 meses de 32%, 28% y 0%, respectivamente (Figura 21).
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Figura 21. Propuesta de un score prondstico para los pacientes con CPCE, basado en los dos
factores prondsticos mas relevantes encontrados en nuestro estudio: invasion pleural y estado del
gen EGFR; p < 0.001. La informacion relativa a la supervivencia solo estaba disponible en 103
casos.

4.3 Relacion entre la expresion proteica del gen EGFR y la variacion en el nimero

de copias.

Con el fin de identificar si las ganancias a nivel del gen EGFR conllevan a una
ganancia de funcién o al menos se traduce en mayor cantidad de proteina, estudiamos a
través de técnicas de inmunohistoquimica (IHQ) la expresion de EGFR en la serie global
de pacientes. En este sentido, encontramos una asociacion significativa entre la

positividad para la expresion y las ganancias en el nimero de copias del gen (p<0.001).

En 53 casos (49%), el estudio inmunohistoquimico para EGFR revelo tincion de
membrana. De estos 53 casos, 41 (78%) mostraron diferentes intensidades de tincion que
iban desde una tincion muy débil y focal por lo que fue considerara como negativa, otros

casos mostraron tincion débil (+) y otro grupo de casos mostraron tincion moderada (++).
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Estos 41 casos presentaron un nimero normal de copias de EGFR (69%) o bien una alta
proporcién de polisomias (31%) en el anélisis de FISH, lo que podria explicar en parte
esa expresion proteica débil (+) a moderada (++) en el estudio inmunohistoquimico,
mientras que todos aquellos tumores con sobreexpresion protéica (+++) por IHQ (n=12;
22%) mostraron amplificacion de EGFR por FISH (100%; Figura 22). Como dato
curioso, sélo un caso que mostraba amplificacion de EGFR en el analisis por FISH resulto
negativo por IHQ. A diferencia de las alteraciones de EGFR a nivel del ADN
(amplificacion), la positividad IHQ para EGFR no mostrd tener una influencia

significativa en el pronostico de la enfermedad (p = 0.125).

Figura 22. Imagen de una biopsia de un paciente con CPCE. Se observa positividad para
EGFR (+++) por IHQ (Panel A) y amplificacion del gen EGFR detectada por FISH (Panel B).

4.4 Perfil de expresion génica del tejido tumoral de pacientes con cancer de pulmon

tras inmunoterapia.

De los 10 pacientes analizados, 9 eran varones y 1 mujer, con una media de edad
de 67 afios. Cuatro casos (40%) fueron diagnosticados de CPCE, los otros seis casos
(60%) correspondian al tipo histologico ADC. El rango de expresion de PD-L1 en
porcentaje, analizado por inmunohistoquimica, iba desde 0% a 80%. En cuanto a la

valoracion de la respuesta a la inmunoterapia con Nivolumab, 6 de los 10 pacientes
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mostraron progresion (PG), 1 paciente evoluciond con enfermedad estable (EE) y 3
pacientes presentaron una respuesta completa de la enfermedad (RC). De estos 3
pacientes que alcanzaron respuesta completa, 2 fueron diagnosticados de CPCE y 1 de
ADC. Como dato interesante, el paciente ID4 (con tumor de tipo histologico CPCE), cuya
muestra tumoral no mostraba ninguna expresion de PD-L1 (0%), result6 ser uno de los 3
pacientes con respuesta completa (RC) alcanzando una supervivencia global (SG) de 65
meses. La media de SG de los tres pacientes que presentaron RC fue de 73,66 meses;
siendo considerablemente superior a la media de SG de los siete pacientes con progresion
o estabilizacion de la enfermedad tras inmunoterapia con Nivolumab, que fue de 22,14
meses. En cuanto a los efectos no deseables del tratamiento con Nivolumab encontramos
toxicidad en forma de Astenia en 2 pacientes y Artralgias en 1 paciente. Los 7 pacientes
restantes no presentaron efectos secundarios a la toxicidad por el tratamiento. Las
caracteristicas clinico-patologicas de los pacientes con carcinoma de pulmon en estadio

IV que recibieron inmunoterapia con Nivolumab se recogen en la Tabla 8.

Tabla 8: Caracteristicas clinico-bioldgicas y patolégicas de 10 pacientes con
carcinoma de pulmoéon en estadio IV tratados con Nivolumab. Los pacientes

respondedores estan identificados en color verde.

Edad % de Diagnostico Respuesta a
ID Sexo (afios)  expresion histolégico Nivolumab SG  Toxicidad
de PD-L1
1 H 74 1 ADC PG 6 Asthenia
2 H 54 5 ADC PG 37 No
3 H 67 30 CPCE RC 82 No
4 H 68 0 CPCE RC 65 Asthenia
5 H 73 40 ADC RC 74 No
6 M 76 80 CPCE PG 15 No
7 H 80 1 ADC PG 25  Arthralgia
8 H 78 30 ADC PG 20 No
9 H 45 50 ADC PG 37 No
10 H 62 5 CPCE EE 22 No

Tabla 8: ID: numero de orden en el que se analizaron los casos, H: hombre, M, mujer, ADC:
adenocarcinoma, CPCE: carcinoma pulmonar de células escamosas, PG: progresion, RC:
respuesta completa (en color verde), EE: enfermedad estable, SG: supervivencia global (meses).
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Para llevar a cabo este estudio, analizamos la expresion diferencial de un total de
760 genes involucrados en la respuesta a la terapia anti-PD-L1 utilizando la plataforma
NanoString nCounter (Seattle, WA) en pacientes con CPCNP respondedores (n=3) vs. no-
respondedores (n=7) tratados todos homogéneamente con nivolumab, como se muestra

en la figura 23.
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Figura 23: Perfil de expresion de 760 genes en pacientes con ciancer de pulmén avanzado
asociado a la respuesta al tratamiento con nivolumab. En la primera fila estan identificados,
en color naranja (casos ID5, ID3 y ID4), los pacientes que mostraron respuesta a la inmunoterapia.
En la misma fila, pero en color magenta, se identifican los casos que no mostraron respuesta a la
inmunoterapia (ID1, ID2, ID6, ID7, ID9, ID10, ID8). Cada fila (horizontal) del Heatmap
representa uno de los 760 genes que, en cada uno de los 10 casos (columnas verticales) puede
estar sobreexpresado (en color verde del espectro) o infraexpresado (en color rojo del espectro).
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En general, el perfil de expresion mostré que los pacientes respondedores
contenian sistematicamente los mismos transcritos desregulados que los observados en
los no-respondedores. Sin embargo, se encontré que algunos transcritos estaban
especificamente desregulados en los pacientes respondedores mientras que en los no-
respondedores estos se expresaron en niveles normales, lo que refleja una mayor
inestabilidad genomica los pacientes que consiguieron la remision completa. Cabe
destacar, que los pacientes respondedores mostraron niveles de expresion de CXCLI11,
NT5E, KLRK1, CD3G, GZMA, IDO1, LCK, CXCL9, GNLY, ITGAL, HLA-DRBI, CXCR6,
IFNG, CD8A, ITK, B2M, HLA-B y HLA-A significativamente mas altos que los no-
respondedores (p <.05), como se muestra en la tabla 9 y en la figura 24. Por el contrario,
los genes PNOC, CD19, TP73, ARG, FCRL2 y PTGERI mostraron niveles de expresion

significativamente mas bajos que los no respondedores (Tabla 9).
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Figura 24: Heatmap mostrando las diferencias de expresion de 24 genes entre

pacientes respondedores y no-respondedores tratados con nivolumab.
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Figura 24. En la primera fila estan identificados, en color naranja (casos ID5, ID3 y 1D4), los
pacientes que mostraron respuesta al a la inmunoterapia. En la misma fila, pero en color magenta,
se identifican los casos que no mostraron respuesta al tratamiento con inmunoterapia (ID1, ID2,
ID6, ID7, ID9, ID10, ID8). Cada fila del Heatmap representa uno de los 24 genes que mostraron
diferencias estadisticamente significativas entre los pacientes respondedores a la inmunoterapia
con nivolumab y aquellos pacientes no respondedores. Cada columna del Heatmap corresponde
a cada uno de los 10 casos analizados, mostrando diferentes niveles de expresion para cada gen.
Las casillas en color verde del espectro indican sobreexpresion del gen, por el contrario, las
casillas en color rojo del espectro indican infraexpresion del gen.
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Tabla 9. Genes desregulados estadisticamente significativos en pacientes
respondedores (n=3) vs, no-respondedores (n=7) tratados con nivolumab.

Cambio de pliegue
Gen ID Gen® (Fold §hange) Localiz‘acién p
(vs. pacientes no génica
respondedores)
Transcritos sobreexpresados
CXCLII NM_6373 52 4q21.1 0.007
NTSE NM_4907 32 6q14.3 0.02
KLRKI NM 22914 32 12p13.2 0.04
(D3G NM 917 3.1 119233 0.04
GZMA NM73001 2.9 5q11.2 0.01
IDOI NM_3620 2.8 8pll.2 0.01
LCK NM 3932 2.7 1p35.2 0.05
CXCL9 NM_4283 2.7 4q21.1 0,05
GNLY NM_10578 2,6 2pll2 0.03
ITGAL NM_3628 2,5 16pl1.2 0,05
HLA-DRBI NM 3123 2 6p213 0,05
CXCR6 NM_10663 2.1 3p21.3 0.05
IFNG NM_3458 2,1 12915 0,05
CD38A NM_925 2,1 2pll2 0.05
ITK NM_3702 1.9 5q33.3 0.05
BoM NM_567 18 15q21-1 0.02
HLA-B NM_3106 1.2 6p21.3 0.05
HLA-A NM_3105 0,7 6p22.1 0.05
Transcritos infraexpresados
PNOC NM_5368 -4,5 8p21.1 0.01
D19 NM_930 -43 16p11.2 0.04
P73 NM_7161 -3.7 1p36.3 0.02
ARGI NM_9439 -3,7 6q23.2 0.04
FCRL2 NM_79368 3.6 1923.1 0.03
PIGERI NM 5731 -3.3 19p13.1 0.04

#Secuencia de referencia (RefSec) del centro nacional de informacion biotecnologica (NCBI).

4.5 Caracterizacion funcional del perfil de expresion génica (GEP) en las muestras

tumorales de los pacientes con cancer de pulmon.

Tras el andlisis de expresion de las muestras tumorales se llevd a cabo una
busqueda sobre las rutas de procesos bioldgicos que pudieran verse afectadas por la
desregulacion de los genes antes mencionados. Este estudio se realizé a partir de la fuente
KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), en €l se revelo la alteracion de un

total de 47 vias candnicas tal como se recoge en la figura 25. Entre las vias mas
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comunmente alteradas en los tumores observamos un aumento de la expresion de genes
implicados en la regulacion de la respuesta inmune, activacion de linfocitos T citotoxicos
(CDS8) y otras rutas asociadas a funciones inmunoldgicas como las vias de sefializacion

de citoquinas e interleucinas (figura 25).

0_Biological_Process 2021~ regulation of immune response (GO:0050776)
KEGG_2021_Human - Antigen processing and presentation
21_Human - Epstein-Barr virus infection
1_Human - Human T-cell leukemia virus 1 infection

)21_Human - Natural killer cell mediated cytotoxicity

(021~ interferon-gamma-mediated signaling pathway (G0:0060333)

e Level 4 2021 - decreased CD8-positive, alpha-beta T cell number MP:0008079

MGI_Mammalian_Phenotype_Level 4 2021 - decreased cytotoxicTcell cytolysis MP:0005079
50_Biological_Process_2021- antigen receptor-mediated signaling pathway (G0:0050851)

2021~ antigen processing and presentation of exogenous peptide antigen via MHC class |, TAP-independent (G0:0002480)

021~ positive regulation of T cell mediated immunity (G0:0002711) Legend

man - Allograft rejection

(@) GO_Biological_Process_2021

MGI_Mammalian_Phenotype_Level 4 2021-/abnomalcytotoxicT cell physiology MP:0005078 © KEGG_2021_Human
MGI_Mammalian_Phenotype_Level 4 2021-/dbnomal T cell activation MP:0001828 © MGI_Mammalian_Phenotype_Level_4_2021
MGI_Mammalian_Phenotype_Level 4 2021 -1 d susceptibility to autoir diabetes MP:0004804

Figura 25: Vias canonicas mas representativas implicadas en el cancer de pulmoén definidas por
el analisis de expresion génica (GEP) de los transcritos desregulados de forma significativa.

Estos hallazgos fueron validados como biomarcadores predictivos en una serie de
254 pacientes con cancer de pulmén avanzado tratados con nivolumab (161)
(https://www.rocplot.org/ n=254; 177 no-respondedores y 77 respondedores) mediante
curvas ROC, mostrando los niveles de expresion de los genes ITK (AUC: 0.66), ITGAL
(0.65), FCRL2 (0.63), NTSE (0.63), AGR1 (0.62), CD8A (0.61) y CD19 (0.60) como los

mejores predictores de respuesta al nivolumab (0.57 a 0.66; p <.001), como se muestra

en la figura 26.
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Figura 26. Curvas ROC obtenidas de las bases publicas https://www.rocplot.org/ que
contienen un total de 254 pacientes con cancer de pulmon avanzado tratados con nivolumab (177
no-respondedores y 77 respondedores) previamente estudiada mediante técnicas de RNAseq.
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Mas aun, como se muestra en la figura 27, la expresion alterada de los genes B2M,
CD3G, CXCR6, NKGS5, CTLA3, HLA-A, IFNG, ITGAL, ITK, LCK, CD73, HLA-DRBI y
HLA-B, mostraron un impacto pronostico en la SG (p<.001) en una serie independiente
de pacientes con CPCNP (162) en el analisis multivariante (n = 2.166 pacientes) en la

base de datos publica: https://kmplot.com/analysis.
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Figura 27: Anélisis multivariante del impacto prondstico del perfil de expresion de 2.166
pacientes con CPCNP, considerando los genes como variables continuas o dicotomicas para
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5. DISCUSION

Las recientes investigaciones en el campo de la genética tumoral y el estudio de
nuevos biomarcadores oncoldgicos ponen de manifiesto que el cancer de pulmon es una
neoplasia biolégicamente muy heterogénea en cuanto a sus caracteristicas moleculares,
respuesta terapéutica y pronostico de los pacientes, siendo el primer tipo de cancer con
una mayor tasa de mortalidad en occidente en ambos sexos (supervivencia a los 5 afios
de 33% en mujeres y 23% en varones), con tasas de supervivencia a 5 afios de 65% en la
enfermedad localizada; 37% en la enfermedad con afectacion regional y 9% en la
enfermedad con afectacion a distancia. La mayoria de las muertes son causadas por el
diagnostico tardio de la enfermedad (85% de los casos se realizan en estadios avanzados)
o0 bien porque a menudo son refractarios a la terapia aplicada, hecho que subyace de las

caracteristicas genéticas del tumor.

Actualmente el sistema de estadiaje de neoplasias desarrollado por la AJCC
(American Joint Committee on Cancer), es el estandar de clasificacion y prondstico mas
utilizado en los casos de cancer de pulmén (CP). Este método se ha revisado en varias
ocasiones a lo largo de los afios con el objetivo de mejorar su rendimiento prondstico y
orientacion terapéutica para los pacientes con CP. Sin embargo, y a pesar de este sistema
clasico de estratificacion de los pacientes, hay que tener en consideracion que tumores
histolégicamente idénticos, del mismo estadio, pueden mostrar comportamientos clinicos
completamente diferentes a lo largo del curso de la enfermedad, por lo que se hace
necesario incluir nuevos biomarcadores que nos permitan identificar a los pacientes con
un pronostico adverso y un mayor riesgo de recaida y/o progresion. Sumado a este hecho,
hay que tener en cuenta que la diseminacién celular desde el tumor primario hasta la
localizacion secundaria donde tiene lugar la metéastasis, principal causa de mortalidad en

este tipo de pacientes es un proceso complejo con multiples pasos secuenciales y unidos
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entre si, en el que se activan genes que favorecen la supervivencia de una subpoblacion

de células metastasicas que ya existian en el tumor primario.

En la dltima década, se recopilé una gran cantidad de informacion sobre los
factores prondsticos presentes en el CP. Gracias a estos avances, se han identificado
algunos marcadores en el subtipo de adenocarcinoma (ADC) que deben ser estudiados en
todos los pacientes en estadios avanzados debido a su gran capacidad para predecir la
respuesta al tratamiento. En este sentido, la mutacion en KRAS G12C, las mutaciones del
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y los reordenamientos del gen de
la quinasa del linfoma anaplésico (ALK), el gen de especies reactivas a oxigeno (ROS), el
protooncogén RET receptor tyrosine kinase (RET) y el protooncogén MET, receptor
tirosina quinasa (MET), son accionables a través de moléculas dirigidas a las alteraciones
de estos genes inhibiendo su funcién. Sin embargo, para los tumores de histologia
escamosa, la inmunoterapia es ahora la nueva esperanza para algunos de estos pacientes.
Las terapias dirigidas a bloquear la interaccion entre PD-1y PD-L1, como el nivolumab,
han cambiado drasticamente el panorama del tratamiento para los tumores avanzados de
histologia escamosa. En la actualidad, el biomarcador predictivo de respuesta a la
inmunoterapia, el antigeno PD-L1, no proporciona una correlacion precisa con la eficacia
del tratamiento. Asi, es habitual encontrarnos tumores con alta expresion de PD-L1 sin
respuesta al tratamiento y, por el contrario, pacientes con tumores sin expresion del PD-

L1 alcanzan respuestas completas tras tratamiento con nivolumab.

Por todo lo anteriormente expuesto, en este trabajo doctoral nos planteamos como
objetivos iniciales determinar qué alteraciones cromosomicas y qué perfiles de expresion
estan presentes en los pacientes con CP avanzado que condicionan el prondstico y el
tratamiento de la enfermedad.
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5.1 Valor prondstico de las alteraciones cromosomicas en el CPCE.

La presencia de anomalias genéticas en el diagnostico de pacientes con CP
constituye uno de los parametros clinicos mas relevantes a la hora de establecer el
protocolo terapéutico mas adecuado y predecir la evolucion de la enfermedad en términos
de supervivencia global (163). A pesar de los avances en el conocimiento que en la
actualidad tenemos acerca de las alteraciones genéticas implicadas en el desarrollo y
progresion en el grupo de ADC hoy por hoy sigue siendo muy limitada la informacion de
la que disponemos acerca de las alteraciones genéticas involucradas en la histologia
escamosa, y dentro de ellas, de las que realmente determinan el tratamiento méas adecuado
en estos pacientes. Ante estos antecedentes, el primer objetivo de este trabajo doctoral se
centré en determinar el valor pronostico de las alteraciones cromosomicas, de tipo
numeérico y estructural méas frecuentemente detectadas en tumores de pulmén con
histologia escamosa, aplicando para ello la técnica de FISH a una larga serie de pacientes
(n=108) diagnosticados de CPCE, con una media de seguimiento de 65 meses (mediana
de 5,4 afos).

Tras el andlisis de 12 regiones especificas de 6 cromosomas diferentes mediante
técnicas de FISH, observamos que todos los casos mostraban anomalias
numericas/estructurales en uno o mas cromosomas, de acuerdo con lo descrito
previamente en la literatura (164,165). Nuestros resultados muestran que la incidencia de
pérdidas cromosdmicas es mayor a la de las ganancias cromosémicas. Sin embargo, cabe
destacar que los niveles mas alto de amplificacién genética se detectaron a nivel de las
regiones 5p15.2, 7p12, 8924 y 22q11. En este sentido, tenemos que destacar que varios
de los genes potencialmente involucrados en la patogénesis del carcinoma de células
escamosas pulmonar se localizan en estas cuatro regiones cromosémicas, incluyendo los
genes TERT y CLPTMI1L en la region cromosdmica 5pl5, el gen EGFR en la regién
cromosomica 7pl12, el gen MYC en la regién cromosdmica 8q24 y los genes CRKL,
PRKM1 y MAPK1 en la region cromosoémica 22q11. Ademas, fue interesante observar
que la amplificacion de EGFR se encontré en forma de grupos de sefiales, formando
clusters, exclusivamente en aquellos pacientes intervenidos en estadio temprano de su
enfermedad (pT1-pT2), mientras que en pacientes con estadios avanzados (pT3-pT4)
fueron mas habituales las ganancias del cromosoma 7, en el contexto un cariotipo

hiperdiploide en forma de polisomias de 7p12. De acuerdo con nuestros hallazgos
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previamente descritos, Guo, Y. y colaboradores también observaron ganancias en 7p12
con una frecuencia significativamente mayor entre los pacientes con carcinoma de células
escamosas de pulmon en estadios clinicos tempranos (11 + A vs. 1B + 1V) (166). En
la misma linea, Ondrej Fiala y colaboradores, estudiaron 290 pacientes con CPCNP y
reportaron que el 9% de los pacientes en estadios avanzados de la enfermedad (111B o 1V)
mostraron amplificacion de EGFR empleando el método de amplificacion dependiente
de ligando Multiplex (MLPA). Ademas, observaron que la amplificacién de EGFR se
encontré con mayor frecuencia en pacientes donde coexistia con la mutaciéon de gen
(p<0,001). Sin embargo, en su estudio no se observo una correlacién significativa entre
la amplificacion del gen EGFR y la supervivencia de los pacientes (167). Los mismos
hallazgos encontrados en el presente estudio fueron similares a los encontrados por Kang
y colaboradores, que encontraron la expresion de EGFR en todos los tipos histoldgicos
de carcinoma pulmon, sin embargo, observaron que el tipo histolégico de carcinoma de
celulas escamosas mostraba mayores niveles de expresion que el tipo ADC y un alto
namero de copias del gen EGFR por célula. Ademas, identificaron que este perfil
gendmico se asocia a un pronoéstico adverso en pacientes con CPCE (168). De acuerdo
con estas y otras observaciones, distintos investigadores han encontrado previamente que
la sobreexpresion de EGFR es habitual en el carcinoma no microcitico de pulmén y que
se encuentra con mayor frecuencia en el carcinoma de células escamosas de pulmon
(169). Estos resultados y nuestros hallazgos sugieren que los alto niveles de amplificacion
de EGFR dependen del tipo histoldgico del tumor, asi como del estadio clinico de la

enfermedad de aquellos pacientes que lo padecen.

En la literatura encontramos discrepancias a la hora de estudiar la incidencia de
las alteraciones genéticas encontradas en el CPCE. Asi, encontramos que el amplio rango
entre las frecuencias de ganancias /amplificaciones del gen EGFR detectadas en los
pacientes con CPCE, oscilando entre el 4% al 82% de los casos (169,170). Estas
discrepancias pueden ser debidas al bajo nimero de casos analizados, a la procedencia de
las muestras analizadas y la variabilidad en la metodologia utilizada para la deteccion de
alteraciones geneticas especificas (171-174). En este sentido, algunos enfoques
moleculares como las matrices de hibridacion gendémica comparativa (aCGH), o las
matrices de polimorfismos de nucle6tido simple (aSNPs), tienen varias limitaciones en la

deteccién de pérdidas o ganancias en material genético (174,175) asociadas al
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componente tumoral de la muestra. Al emplear estas metodologias, no obtenemos
informacion detallada sobre la heterogeneidad clonal de los tumores y la diversidad
genética dentro de una misma muestra tumoral, particularmente cuando los clones de
células tumorales estan presentes en frecuencias relativamente bajas. Tales dificultades
se podrian resolver utilizando técnicas de hibridacion in situ fluorescente (FISH), con una
adecuada combinacion de sondas para obtener informacién detallada acerca de la
heterogeneidad tumoral a nivel de células tumorales individuales. Varios autores sefialan
que las técnicas de FISH pueden ser de gran utilidad diagnostica en casos

morfologicamente dificiles y en aquellos casos donde el material tumoral es escaso (176).

Aunque en la era actual, la investigacion oncologica aboga por técnicas
moleculares cada vez mas precisas y sofisticadas (como la secuenciacion de nueva
generacion y la PCR digital), que nos permitan analizar variaciones en el nimero de
copias (CNVs), mutaciones y reordenamientos cromosomicos (fusiones) de forma
simultanea de miles de genes e incluso de todo el genoma en un corto periodo de tiempo.
Sin embargo, como ya hemos sefialado, estas técnicas solo se encuentran en grandes
hospitales y no estan al alcance de todos los pacientes. No obstante, las técnicas de FISH
nos permiten realizar los estudios monogénicos de aquellos genes accionables con
terapias dirigidas tales como los reordenamientos en ALK, ROS1, RET y NTRK, asi como
las amplificaciones de MET (177).

Desde el punto de vista clinico, laamplificacion del gen EGFR ha sido relacionada
con un prondastico clinico adverso en pacientes con carcinoma oral de célula escamosa,
entre otros (178). Asi, Jiang, D. y colaboradores encontraron que la amplificacion del gen
EGFR y la sobreexpresion inmunohistoquimica de EGFR en carcinoma de células
escamosas esofagico, estaban relacionadas significativamente con la presencia de
ganglios metastasicos (p = 0.04) (179). Los resultados en el analisis multivariante
obtenidos por Lida, K. y colaboradores mostraron que la amplificacion de EGFR es un
factor prondstico independiente para la SG (p = 0.01) (180). Huei-Tzu Chien y
colaboradores asociaron el niamero de copias del gen EGFR en el carcinoma de células
escamosas oral con el estadio clinico, la diferenciacion tumoral, la metastasis ganglionar

y a un efecto negativo en la progresién de la enfermedad (181).
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En un reciente estudio llevado a cabo por Hainan Yang y colaboradores, se
describe que la amplificacién de EGFR constituye un mecanismo de resistencia en los
pacientes con metastasis leptomeningea (ML) de CPCNP. En ese estudio se analizaron
53 pacientes con ML de CPCNP con (todos ellos) mutaciones de EGFR tratados con
inhibidores de tirosina quinasa de EGFR (EGFR-TKIs). Se analizaron muestras de liquido
cefalorraquideo (LCR), de cada paciente mediante técnicas de secuenciacion de nueva
generacion (NGS), para detectar alteraciones somaticas, con un panel de 168 genes
relacionados con cancer. La tasa de amplificacion de EGFR fue mucho mayor en el
momento de la progresion leptomeningea que en el diagndstico inicial (p < 0,01). El
estado funcional de Karnofsky fue peor (p = 0,02) y la presion del LCR fue mayor (p =
0,006) en los pacientes con amplificacién de EGFR que en los que no la tenian. El anélisis
multivariante mostro que la mediana de SG fue significativamente més corta en pacientes
con amplificacion de EGFR que en aquellos que no la tenian, convirtiéndose en un factor
pronostico independiente para una SG (8,3 frente a 15 meses; p = 0,017) (182). Estos
hallazgos apoyan nuestra teoria de que la amplificacion del gen EGFR en pacientes con
CPCE confiere un peor prondéstico y afecta negativamente la supervivencia de estos

pacientes.

De acuerdo con nuestros resultados, se sabe que el diagndstico del carcinoma de
células escamosas en pacientes de edad avanzada (mayores de 80 afios), presentan un
peor pronodstico comparado con aquellos pacientes que se diagnostican con <50 afios
(183). Faruk Tas y colaboradores, demostraron que la edad es uno de los mayores factores
prondsticos que afectan la supervivencia en los pacientes con cancer de pulmoén y
demostraron que el tiempo medio de supervivencia de los pacientes de edad avanzada fue
significativamente menor que en los pacientes jovenes tanto en el andlisis univariante (p
= 0.009) como en el multivariante (p = 0.023) (184). Del mismo modo, Sealy y
colaboradores informaron que los pacientes de edad avanzada con CPCNP
frecuentemente muestran recurrencia local de la enfermedad mientras que en los pacientes
jévenes la diseminacion tumoral a distancia fue mas frecuente (185). En la misma linea,
Bozhok y colaboradores refieren que, en enfermedad no resecable en estadio avanzado,
una edad més temprana podria ser una caracteristica de mejor prondstico, por el contrario,
los riesgos inherentes a la comorbilidad de los pacientes de mayor edad, podria detener

un mayor impacto en la mortalidad (186).
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En nuestro trabajo, la mayoria de los pacientes (77%) con CPCE con
amplificacion de EGFR, presentaron el tumor en el pulmdn derecho. En este sentido, Mc
William y colaboradores observaron que la lateralidad del CPCE podria estar relacionada
con diferencias en el pronostico de la enfermedad, encontrando en el analisis
multivariante que los pacientes con tumores localizados en el pulmon derecho tienen una
menor SG que aquellos pacientes con tumores localizados en el pulmén izquierdo (p <
0.01, 15 vs. 18 meses; respectivamente) (187). Del mismo modo, Farrugia y
colaboradores, encontraron que aquellos pacientes con CPCNP localizado en el pulmén
derecho que recibieron B-blogueantes, mostraron una SG significativamente peor (HR =
1.58, 95% CI 1.11-2.25, p = 0.01), que aquellos pacientes con tumores localizados en el
pulmon izquierda (HR= 0.73, 95% CI 0.50-1.08, p = 0.11) (188). Otros autores, sin
embargo, no encontraron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la
lateralidad del tumor primario con respecto a la SG de los pacientes con CPCNP que
recibieron radioterapia con intencion curativa (189).

Varios estudios han demostrado que el numero de copias del gen EGFR o las
amplificaciones detectadas mediante FISH podrian ser un buen biomarcador para predecir
respuesta al tratamiento con inhibidores de tirosina quinasa (EGFR-TKIS) en pacientes
con CPCE en estadio avanzado (190-192) y en pacientes con el tipo histologico de ADC.
Asi, en el estudio llevado a cabo por Shang L. y colaboradores (193), observaron que
pacientes con la amplificacién de EGFR y mutaciones activadoras del gen sometidos a
tratamientos con EGFR-TKIs mostraron una supervivencia libre de progresion superior
que aquellos pacientes con solo la mutacion activadora (16.3 vs. 9.1 meses, p=0.004).
Estos resultados les permitieron concluir, que la amplificacién de EGFR junto con las
mutaciones activadoras podrian ser un buen predictor de respuesta a terapias con EGFR-
TKIs. En un ensayo clinico en fase Il doble-ciego, donde se compara la eficacia de
erlotinib vs. erlotinib + bevacizumab (194) en pacientes con CPCNP en estadio avanzado
tras el fracaso con quimioterapia estandar en primera linea, sugieren que cuando coexisten
ganancias en el numero de copias de EGFR detectadas por FISH, sobreexpresion y la
mutacion activadora del gen EGFR los pacientes muestran un mayor beneficio a la terapia
dirigida a EGFR- TKIs. En la misma linea, dos ensayos clinicos en fase Il cuyos
resultados fueron publicados recientemente, compararon la eficacia del Erlotinib (estudio

fase Il BR.21) y Gefitinib (fase 11, Iressa Survival Evaluation in Lung Cancer (ISEL))
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vs. placebo en segunda y/o tercera linea en pacientes aleatorios con CPCE en estadio
avanzado. Ambos estudios mostraron mayor beneficio con terapia EGFR-KTIs el
subgrupo de pacientes con altos niveles del nimero de copias del gen EGFR (195,196).
Zhang y colaboradores realizaron un metaanalisis que incluia 17 estudios con un total de
2.047 pacientes y analizaron la relacion entre el nimero de copias del gen EGFR y la
respuesta al tratamiento con EGFR-KTI en pacientes con CPCE en estadio avanzado. En
este estudio se puso de manifiesto que pacientes con altos niveles de amplificacion de
EGFR tratados con EGFR-TKIs, mostraron un incremento significativo en la SG y la
supervivencia libre de enfermedad (197). Frances A Shepherd y colaboradores analizaron
muestras de 731 pacientes con CPCNP para evaluar los beneficios del erlotinib en
pacientes con sobreexpresion de EGFR detectada por IHQ (>10% de células tumorales
teflidas con cualquier grado de intensidad para anticuerpo EGFR), observando que los
pacientes con sobreexpresion de EGFR mejoran la supervivencia y disminuyen los
sintomas, en comparacién con el grupo de pacientes que recibieron placebo (198). Por el
contrario, la investigacién llevada a cabo por Ming-Sound Tsao y colaboradores,
encontraron que la supervivencia de los pacientes con CPCNP tras tratamiento con
erlotinib, no estaba influenciada por el estado de expresién de EGFR, ni por la variacion
en el nimero de copias de EGFR o la mutacion de EGFR. No obstante, cabe destacar que,
en su analisis univariante, la supervivencia fue mayor en el grupo de pacientes con un
elevado nimero de copias de EGFR tratados con erlotinib vs. el grupo placebo (P=0.008)
(199). De manera similar, se han llevado a cabo estudios en los que se emplearon terapias
anti-EGFR en pacientes con cancer gastrico y amplificacion de EGFR o que mostraban
positividad de EGFR por IHQ, tras la reseccion quirdrgica del tumor primario (200). Estos
estudios muestran que la positividad de EGFR es un factor pronostico favorable
independiente, especialmente en pacientes en estadio I11 de la enfermedad. En conclusion,
nuestros propios resultados y los de los trabajos previamente descritos, indican que la
amplificacion de EGFR confiere un mal prondstico a los pacientes con CPCE en estadios
precoces (pT1-pT2) que podria ser revertido a través de inhibidores de la tirosin quinasa
de EGFR. Paraello, consideramos que es necesario el desarrollo de més ensayos clinicos

que arrojen luz en este campo de investigacion.
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5.2 Valor pronostico de las caracteristicas clinicas, histopatoldgicas y evolutivas del
CPCE.

Ademas de las caracteristicas genéticas del tumor, también encontramos una
relacion entre la invasion tumoral de la pleura visceral, detectada en el 20% de los casos,
y el pronostico de la enfermedad, como en observaciones previamente descritas en la

literatura.

De acuerdo con la actual clasificacion TNM (8%dicion), la presencia de invasion
tumoral de la pleura visceral por tumores < 3 c¢m, incrementa la categoria T, de pT1 a
pT2a. Este cambio esta basado en los estudios que han demostrado que los tumores < 3
cm que penetran mas alla de la capa elastica de la pleura visceral se comportan de la
misma manera que los tumores de tamafio similar que se extienden a la superficie de la
pleura visceral (201,202). Para establecer que un tumor invade la pleura visceral, las
células tumorales deben haber cruzado la capa elastica mas gruesa de la pleural visceral,
que suele ser la capa elastica mas externa y cercana a la superficie revestida de mesotelio
pleural visceral. Por el contrario, la infiltracion del tumor a través de la capa elastica
interna no se clasifica como invasion de la pleura visceral (203). Las capas elasticas
pleurales pueden ser dificiles de apreciar en las tinciones de hematoxilina-eosina. Las
técnicas histoquimicas para tincion de fibras elasticas pueden facilitar la evaluacion de

invasion pleural (201-203).

Resultados similares a los aqui encontrados fueron descritos previamente por
Toshihiro Osaki y colaboradores (204), quienes analizaron retrospectivamente un total de
474 pacientes diagnosticado de CPCNP en estadios tempranos (pT1-pT2) con el objetivo
de evaluar la influencia del grado de invasion de la pleura visceral (PLO vs. PL1-2) en el
prondstico de la enfermedad, encontrando diferencias significativas en las tasas de
supervivencia a 5 afios segun el grado de afectacion de la pleura visceral, en el analisis
multivariante. En la misma linea, Shimizu y colaboradores (205), identificaron invasion
tumoral de la pleura visceral en 31 de los 138 pacientes tras reseccion quirargica del tumor
primario (22% de los casos), indicando que la invasion tumoral de la pleura visceral es
un factor predictivo independiente de peor prondstico, con o sin tener en cuenta la
afectacion de ganglios linfaticos. Las implicaciones prondsticas de la invasion tumoral de

la pleura visceral en la pieza de reseccion quirurgica estan bien definidas. En el
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metaanalisis desarrollado por Ting Wang y colaboradores (206) se investigo el papel
pronostico de la invasion pleural en pacientes con reseccion completa del tumor,
encontrando que los pacientes con PL1 y PL2 mostraban menor SG que aquellos
pacientes con PLO. Ademas, en este estudio los pacientes con PL2 mostraron incluso
menor SG que los pacientes con PL1. En otro metaanalisis que incluia 22 estudios,
llevado a cabo por He Huang y colaboradores (207), encontraron que, la invasion de la
pleura visceral se asocio a fallecimientos precoces (HR=1.427; p <0.001) y a recurrencia
(HR=1.6; p <0.001) en todos los pacientes en estadio I. En los analisis por subgrupos de
acuerdo con el tamafio del tumor primario, la invasion tumoral de la pleura visceral se
asocio con la muerte del paciente en cada uno de los subgrupos y con la recurrencia en el
subgrupo tumoral de <3 cm. Los resultados de este metaanalisis concluyen que la invasién
pleural visceral es un factor de mal prondstico independiente del tamafio del tumor
primario en pacientes con CPCNP en estadio I. En concordancia con nuestros hallazgos
en este metaanalisis también se demostro que la invasion tumoral de la pleura visceral
tiene un impacto adverso en el pronéstico de los pacientes con CPCE tras la reseccién

quirdrgica del tumor en dependencia del grado de invasion pleural.

En el presente estudio, el analisis multivariante de los todos factores prondsticos
asociados a la SG mostr6 como valor independiente dos variables: altos niveles de
amplificacion de EGFR detectados por FISH y la invasion tumoral de la pleura visceral
(PL1 o PL2). La coexistencia de ambas caracteristicas adversas se asocié con una
importante reduccion en la SG de los pacientes, a diferencia de los casos en los mostraron
ninguna de estas caracteristicas aversas (SG a 4 afios del 0% vs. 32%; respectivamente).
Aunque se han reportado varios estudios que relacionan las diferentes anomalias
cromosémicas y el pronostico del CPCE (208), nuestro trabajo es el primero en el cual se
describe el valor pronoéstico independiente de la amplificacion del gen EGFR limitado a
los pacientes en estadios precoces y la invasion tumoral de la pleura visceral, en la serie
global (209).

Finalmente, la alta frecuencia de varones en nuestra serie es llamativo. La
incidencia de los tumores de células escamosas de pulmoén es menor entre las mujeres
(10%) que en hombres (55%) (210). Sin embargo, este fendmeno esta fuertemente

relacionado con el habito tabaquico independientemente del género del paciente. Sin
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embargo, ademés del tabaco, se cree que otros factores genéticos y la susceptibilidad
bioldgica entre géneros puede explicar esta disparidad (211).

En conjunto, nuestros resultados sugieren que el pronostico del CPCE estaria
directamente relacionado con el perfil genético de las células tumorales al diagndstico, al
asociarse la presencia de determinadas alteraciones cromosomicas, como la amplificacion
de EGFR, con la SG en estadios precoces de la enfermedad. Combinar este pardmetro
con la presencia de invasion tumoral de la pleura visceral, nos permiti¢ estratificar a los
pacientes en tres grupos con comportamientos clinicos bien diferenciados al diagndstico
de la enfermedad como se expresa a continuacion y en la Figura 21:

GRUPO 1. riesgo bajo (ausencia de amplificacién de EGFR y de invasion tumoral de la

pleura visceral: score 0).

GRUPO 2. riesgo intermedio (una caracteristica adversa, ya sea la amplificacion de

EGFR o la invasion tumoral de la pleura visceral: score 1).

GRUPO 3. alto riesgo (presencia de amplificacion de EGFR y de invasion tumoral de la

pleura visceral: score 2).

5.3 Analisis del perfil de expresion génica (GEP) y su caracterizacion funcional.

Los inhibidores de puntos de control inmunitarios (PCI) dirigidos a PD-1, tales
como el nivolumab, han mejorado notablemente el panorama del tratamiento del
carcinoma pulmonar de célula no pequeiia (CPCNP) avanzado. Aunque los pacientes con
terapia de PCI pueden lograr una supervivencia global (SG) a largo plazo, los mecanismos
subyacentes a la resistencia y/o sensibilidad frente al bloqueo del complejo PD-1 / PD-
L1 actualmente no se conocen bien. Por ello, una vez conocido los factores prondsticos
en la histologia escamosa, nos propusimos definir el perfil de expresion del tejido tumoral,
con un doble objetivo, conocer las proteinas involucradas en la tumorigénesis y los
mecanismos involucrados a la resistencia y/o sensibilidad frente al farmaco, con el fin de
encontrar factores predictivos capaces de seleccionar pacientes que se pueden beneficiar
de la inmunoterapia. En este sentido estudiamos la expresion diferencial de 760 genes

involucrados en la compleja interaccion entre el tumor, el microambiente y la respuesta
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inmunitaria en paciente con CPCNP (6 pacientes con histologia ADC y 4, Escamosos), lo

que podria permitir conocer los mecanismos de evasion inmunitaria.

La quimioterapia asociada a inmunoterapia en neoadyuvancia en el CPCNP ha
mejorado las respuestas patoldgicas y las tasas de supervivencia en comparacioén con
quimioterapia sola, lo que llevé a la agencia de la Administracion de Alimentos y
Medicamentos (FDA) a aprobar Nivolumab junto con la quimioterapia para el tratamiento
de los pacientes con CPCNP resecable en estadio IB-111A (AJCC 7.2 edicidn), que no
presentaban alteraciones de ALK y EGFR (212). Desafortunadamente, un alto nimero de
pacientes que no responden completamente a esta terapia, desarrollan una progresion
temprana de la enfermedad. Hasta el momento, no es posible predecir con exactitud estos
eventos por la falta de conocimiento de los mecanismos que subyacen en el proceso
bioldgico de la enfermedad en relacion con los mecanismos de respuesta y resistencia a
dicha terapia (213). Uno de los biomarcadores de mayor relevancia para predecir los
beneficios de la inmunoterapia es la expresion de PD-L1 o ligando 1 de muerte
programada; una proteina de superficie cuyos niveles se deben considerar a la hora de
abordar la enfermedad e implementar la estrategia terapéutica. En concreto, se ha
encontrado que los niveles de expresion del PD-L1 se han relacionado con una mayor
tasa de respuesta y una mayor eficacia de la inmunoterapia. Por ello, la identificacion del
nivel de expresion de PD-L1 como biomarcador predictivo en el momento del diagnéstico
se ha convertido en una herramienta Util para orientar la seleccion de pacientes
potencialmente respondedores a la inmunoterapia (214,215). Asi, las principales guias de
practica clinica establecen que una mayor expresion de PD-L1 se asocia a una mayor
respuesta a la inmunoterapia anti-PD-1/PD-L1, recomendando utilizar los inhibidores
PD-1/PD-L1 en primera linea cuando la expresion es >50%. Sin embargo, el significado
clinico de respuesta con expresiones de PD-L1>50% todavia es incierta. De hecho, en el
presente estudio, los 3 pacientes analizados con respuesta patologica completa tras
tratamiento con nivolumab mostraron expresion de PD-L1<40% (0%, 30% y 40%
respectivamente). No obstante, en segunda linea también se han observado beneficios con
la inmunoterapia combinada con la quimioterapia cuando la expresion de PD-L1 es >1%.
(216-219). Desafortunadamente, existe un subgrupo de pacientes que no se beneficia de
la inmunoterapia a pesar de tener una expresion positiva de PD-L1 y, por el contrario,

otros pacientes que muestran expresion de PD-L1 responden adecuadamente a la
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inmunoterapia, como ocurrié en uno de los pacientes de nuestra serie. En nuestra serie
analizada (n=10) encontramos un paciente con repuesta patoldgica completa tras
tratamiento con Nivolumab y que en estudio inmunohistoquimico presentaba ausencia de
expresion de PD-L1 (CPS=0). En este sentido, la investigacion llevada a cabo por
Provencio M, y colaboradores, (220), encontré que la tincion con PD-L1 no era un
predictor de supervivencia a largo plazo. Se han obtenido resultados similares en el
entorno metastasico donde PD-L1 no ha demostrado ser predictivo a la quimioterapia
combinada con la inmunoterapia (221). Concretamente, el ensayo KEYNOTE-189
demostrd que la adicion de pembrolizumab a la quimioterapia, como tratamiento de
primera linea, mejora significativamente tanto la supervivencia libre de progresion (SLP)
como la SG en pacientes con CPCNP con enfermedad metastasica, independientemente
del estado de PD-L1 (222). Del mismo modo, Rothschild y colaboradores (223) no
encontré una asociacion significativa entre los niveles de expresion de PD-L1 y la
respuesta patoldgica o la reduccion del estadio ganglionar en pacientes con CPCNP

tratados con quimioterapia neoadyuvante seguida de durvalumab.

La evaluacion del nivel de expresion de PD-L1 en el tejido tumoral puede
realizarse usando diferentes anticuerpos monoclonales desarrollados sobre plataformas
automatizadas de inmunohistoquimica. Las discrepancias de los porcentajes de células
tumorales que nos puedan predecir la respuesta a la inmunoterapia pueden ser explicados,
al menos en parte, por la diversidad de las clonas utilizadas para la evaluacion de la
expresion de PD-L1 (SP142, 28,8, 22C3, SP263, y 73-10). Tsao MS y colaboradores,
disefi6 un método para estandarizar los resultados del estudio inmunohistoquimico de PD-
L1, proporcionando informacion sobre la comparabilidad clinica y analitica de los cinco
anticuerpos monoclonales descritos. El estudio reveld que tres de las cinco pruebas para
evaluar la expresion de PD-L1 tenian una elevada concordancia (22C3, 28-8, y SP263),
mientras que el anticuerpo SP142 tuvo menor marcacion en las células tumorales y el 73-

10 demostro6 una alta sensibilidad con baja especificidad (224).

A pesar de las limitaciones vinculadas con el uso regular de la expresion de PD-
L1, este biomarcador continda siendo el estandar para seleccionar los candidatos a recibir
monoterapia con inhibidores de puntos de control inmunitarios (ICI). Por ello, la
busqueda e implementacion de biomarcadores para predecir con mayor precision la

respuesta a la inmunoterapia es un reto actual de la mayoria de los grupos de investigacion
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(225). Los biomarcadores relacionados con las células tumorales de interés para la
inmunoterapia incluyen la expresion de PD-L1, la carga mutacional (Tumor Mutational
Burden por sus siglas en inglés TMB) (226,227), la via de reparacion del ADN, la
deficiencia de recombinacion homologa y mutaciones genéticas especificas (por ejemplo,
en KRAS y STK11). Todos ellos pueden estar relacionados con la eficacia de la
inmunoterapia preoperatoria (228). Sin embargo, los dos que han sido explorados con
mayor avidez son la expresion de PD-L1 y TMB. La TMB representa el nimero total
mutaciones somaticas que son identificadas por megabase (Mb) del area que codifica el
genoma tumoral. Por el momento, la TMB no se ha visto relacionada con la supervivencia
global (SG) en pacientes con CPCNP. De hecho, ain existen dudas respecto de cuél es la
mejor técnica para evaluar la TMB, secuenciacion completa del exoma vs. secuenciacion
de paneles especificos de genes involucrados en la enfermedad, evento que desencadené
limitaciones para la estandarizacion de la prueba a partir de diversos paneles genéticos.
De igual forma, no existe un punto de corte estandarizado entre diferentes neoplasias.
Estas dificultades han limitado la introduccién de la TMB como biomarcador Util para
seleccionar y estratificar a los pacientes candidatos a recibir ICI en monoterapia 0 en

combinacién con quimioterapia en segunda linea (229).

El desarrollo de biomarcadores para la inmunoterapia es un desafio mucho mayor
que el desarrollo de biomarcadores para los tratamientos dirigidos a dianas. En este Gltimo
caso, la busqueda de biomarcadores se centra en las caracteristicas especificas de las
células tumorales y de mutaciones especificas que ocurren en ellas. En el caso de la
inmunoterapia, ademas de las alteraciones de las células tumorales, estan implicados otros
factores, tan relevantes 0 mas, como las caracteristicas del microambiente tumoral y la
respuesta inmunitaria del huésped. Asi, en la investigacion realizada por Casarrubios M.
y colaboradores, los tumores con respuesta patolégica completa tenian un infiltrado
inmunitario preestablecido mas fuerte (niveles mas altos de macréfagos IFNG, GZMB,
NKG7y M1) que los tumores en progresion o sin respuesta. Merece destacar, que en este
estudio también se observd, mayor expresion de varios genes, incluidos AKT1, BST2,
OAS3 o CD8B; mientras que mayores proporciones de células dendriticas y neutrofilos
en muestras quirurgicas de los pacientes no-repondedores, se asociaron con recaidas tras
la cirugia. Ademas, se ha observado que altos niveles de carga mutacional del tumor y

PD-L1 previos al tratamiento influyen en el panorama inmunitario posterior al
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tratamiento con la regulacion a la baja de los marcadores de proliferacion y las moléculas
de sefializacion del interferdn tipo I en las muestras quirargicas (230).

Tras llevar a cabo los experimentos de expresion y analizar los resultados obtenidos
a partir de ellos, se identifico una desregulacion de 24 de los 760 genes incluidos en el
array de expresion (CXCL11, NT5E, KLRK1, CD3G, GZMA, IDO1, LCK, CXCL9, GNLY,
ITGAL, HLA-DRB1, CXCR6, IFNG, CD8A, ITK, B2M, HLA-B, HLA-A, PNOC, CD19,
TP73, ARG1, FCRL2 y PTGER1) que permitian discriminar pacientes respondedores
frente a los no-respondedores tratados con inmunoterapia. En este sentido, la expresion
anomala de algunos de estos genes ha sido reportada previamente en la literatura como
predictores de respuesta a la inmunoterapia en diferentes tipos de neoplasias,
especialmente de histologia escamosa. Recientemente, un estudio (COLIBRI; fase 1l)
demostrd la aceptabilidad y la seguridad de un doble blogueo del punto de control
inmunitario con nivolumab combinado con ipilimumab en el entorno neoadyuvante,
seguida de nivolumab en monoterapia como mantenimiento tras la quimioradiacion en
pacientes con carcinoma de células escamosas de cuello uterino localmente avanzado.
Interesantemente, encuentran una firma genémica en el analisis multivariante a la hora de
predecir la respuesta al tratamiento con una alta homologia a la que hemos encontrado en
el presente estudio (expresion desregulada de CCL19, CCR2, CCR4, CCR5, CD27,
CD40LG, CD8A, CXCL10, CXCL11, CXCL13, CXCL9, CXCR6, FASLG, FGL2, GZMA,
GZMH, IDO1, IFNG, IRF8, LAG3, LYZ, MS4Al, PDCD1, TBX21, TLR7 y TLR8). Del
mismo modo, Ayers y colabores analizaron los perfiles de expresidn génica, usando ARN
de muestras basales de tumores de pacientes con distintas histologias, tratados con
pembrolizumab. Identificaron una firma de 18 genes, asociados con la produccién de
IFN-y y la activacion de linfocitos T, que se correlacionan con el beneficio clinico del
paciente (231). Experimentalmente, se ha demostrado que las células neoplésicas
deficientes en CXCL9 o CXCL10 son mas tumorigénicas y muestran un importante papel
en la infiltracién de células T después del bloqueo de PD-L1 (232). Especificamente,
pacientes con melanoma tratados con inmunoterapia han mostrado tener mejores tasas de
supervivencia cuando el tumor expresa CXCL9 y/o CXCL10 (233). En este sentido,
nuestros resultados respaldan la idea de que la expresion anomala de CXCL9 y CXCL10
podrian ser buenos predictores en la respuesta al tratamiento con inmunoterapia en

pacientes con CPCE.
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Aln mas, varios de estos biomarcadores han demostrado ser Utiles para predecir el
mal pronostico que le confiere al paciente que podria ser revertido a través de tratamientos
basados en la ICI. En este sentido, el estudio realizado por Lee KS. y colaboradores, (234)
mostraron que las quimiocinas inducibles por IFN-y son marcadores prondsticos ttiles en
pacientes con CPCNP. En particular, encontraron que la expresion alterada de los genes
CXCL9, CXCL10, CXCL11 e IFN-y se comportaron como factores prondsticos para SG,
en el analisis univariante, mientras que solo la sobreexpresion de CXCL9 y CXCL11
mostraron influencia significativa en la SG cémo factores pronésticos independientes. El
gen CXCL11 codifica el ligando de quimiocinas CXC conocido como quimioatrayente de
células T inducible por IFN-a. Esta proteina media el reclutamiento de células T, Natural
Killer (NK) y monocitos/macréfagos a través de receptores acoplados a proteina G,
CXCR3, CXCL9 y CXCL10 (235). La sefializacion a través de este eje ligando-receptor
esta implicado en varias actividades fisiologicas, incluido la migracion, diferenciacion y
la activacion de células inmunitarias (236). En un reciente trabajo en el que realizaron un
analisis funcional de CXCL11 se mostré que la alta expresion de esta proteina esta
significativamente asociada con las vias inmunorrelevantes y por ello, sugieren que la
expresion de CXCL11 se podria comportar tanto como un marcador de prondstico como
de respuesta al tratamiento con inmunoterapia en todos los tipos de neoplasias (237).

La participacion de quimiocinas y sus receptores en la progresion del cancer y
especialmente en el melanoma es importante, compleja y dinamica, y depende tanto de
caracteristicas de las células tumorales como de aquellas otras presentes en el
microambiente tumoral del huésped. Estas interacciones celulares y moleculares
determinan si predomina un efecto potenciador que favorezca la progresion tumoral, o un
efecto antitumoral, que permita la regresién o al menos la estabilizacion del melanoma.
En este sentido, el microambiente tumoral del melanoma maligno incrementa la
angiogenesis, el crecimiento tumoral y la capacidad metastatizante a través de la
sobrexpresion de la via CXCR6 (238). De la misma forma, se ha observado que CXCL16
promueve el crecimiento celular de celulas tumorales que expresan CXCR®6 en cancer de
prostata (239). También se ha visto que esta pareja tiene un efecto protumoral en este tipo
de cancer promoviendo la migracion y proliferacion de leucocitos asociados al tumor. El
gen CXCRG6 codifica para un receptor de la superficie celular que se expresa en las células

T de memoria y cuyo Unico ligando es CXCL16, que puede coexistir como una forma
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anclada en la membrana o soluble, actuando como un quimioatrayente. En otras
neoplasias como cancer de cabeza y cuello, pulmén y mama, los pacientes que presentan
niveles altos de CXCR6 tiene mayor probabilidad de supervivencia (240) tras tratamientos
inmunoterapicos. Interesantemente, CXCR6 es uno de los 18 genes que fueron
desarrollados y validados como biomarcador clinico para predecir la respuesta a la terapia
anti-PD-1 en varios tipos de cancer (241).

Otros marcadores de linfocitos T detectados en nuestro estudio como potenciales
biomarcadores tanto asociados al prondstico como a la respuesta a ICI fueron CD3G y
CDB8A. EIl gen CD3G codifica para la cadena gamma de la glicoproteina CD3 que se
encuentra en la superficie de los linfocitos T. EI complejo de proteinas CD3 (gamma,
delta, épsilon y zeta) se asocia en la superficie de las células T con el receptor de antigeno
de células T (TCR) y es necesario para la sefializacion de la célula T. De forma similar,
el gen CD8A codifica la cadena alfa del complejo CD8 situada en la superficie de los
linfocitos T. Al igual que CD3G, el complejo CD8 se asocia con el receptor de antigeno
de células T (TCR) y contribuye a la sefializacion y activacion de las células T, asi como
en la respuesta inmunitaria. De hecho, el complejo CD8 ayuda a reconocer y matar las
celulas infectadas con virus y a las células tumorales. Estudios previos han asociado una
expresion aberrante de estos genes con la SG y respuesta a los ICI en diferentes
neoplasias. Asi, analisis in silico, realizados en el carcinoma escamosa de cérvix uterino
han sugerido que una elevada expresién de CD3G podria ser un nuevo biomarcador para
la inmunoterapia (242). En un trabajo recientemente publicado, se concluye que CD8A
puede ser un indicador Gtil para predecir supervivencia y respuesta a la inmunoterapia en
cancer de vejiga. En este trabajo analizan muestras procedentes de pacientes con cancer
avanzado de vejiga tratados con inmunoterapia y observan que los niveles bajos de
expresion de CD8A se asocian con resistencia a la inmunoterapia. Sin embargo, la
expresion de CD8A elevada se relaciona con una alta carga mutacional tumoral, con los
genes involucrados en el punto de control inmunitario y con la presencia de varios tipos
de células inmunitarias infiltrantes de tumores, por lo que se le atribuye la capacidad de

predecir una respuesta exitosa a la inmunoterapia (243).

En la firma gendmica de 24 genes con relevancia prondstica que proponemos en este
trabajo (Tabla 9 y Figura 24), encontramos altos niveles de expresion de GZMA 'y HLA-
A. El gen GZMA codifica para la Granzima A que es una triptasa que escinde las proteinas
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después de los residuos basicos de arginina o lisina y que esté presente en los granulos de
linfocitos T citotdxico (244). En las células dianas de los linfocitos T citotoxico, granzima
A activa las vias de muerte celular programada independientes de caspasa que son Gnicas
y paralelas a las de Granzima B (245). En un estudio realizado en melanoma en el que
caracterizaron el microambiente inmunitario en pacientes antes y después del tratamiento
con nivolumab, encontraron que los pacientes con altos niveles de expresion de PD-L1,
PD-L2, GZMA y HLA-A presentaron una alta tasa de respuestas tras tratamiento

inmunoterapico con nivolumab (246).

Finalmente, merece destacar que investigadores del grupo de investigacion en Genes
y Cancer del Instituto de Investigacion Biomédica de Bellvitge (IDIBELL. Barcelona,
Espafia), han identificado mutaciones asociadas a una pérdida de funcion en una serie de
genes que codifican para proteinas del complejo de histocompatibilidad HLA-I,
involucrado en la respuesta inmunolégica y que puede condicionar la respuesta de los
pacientes de carcinoma pulmonar a los nuevos tratamientos con inmunoterapia. En el
trabajo recientemente publicado en Clinical Cancer Research, describieron que los altos
niveles de expresion de B2M, como consecuencia de mutaciones presentes en un 6-8%,
asi como los altos niveles de otras proteinas o moléculas relacionadas con el
funcionamiento del complejo HLA-I en los pacientes sometidos a inmunoterapia,
condicionaba una respuesta superior a la terapia que en aquellos con deficiencias en estas
proteinas (247), hallazgo encontrado tanto en nuestro estudio experimental como en la
validacion en la serie independiente. Cabe destacar, que el estado mutacional del gen B2M
se podria detectar en la sangre periférica de los pacientes y nos podria permitir la
monitorizacién de pacientes con CPCE tratados con ICI. Yu Zhao y colaboradores,
descubrieron que los niveles de B2M previos al tratamiento son méas altos en pacientes
con una respuesta completa que en aquellos con un respuesta parcial o enfermedad
progresiva. Ademas, observaron que los niveles de ARNm de PD-L1 no fueron
comparables entre los tres grupos, lo que implica que los niveles de B2M, pero no los
niveles de ARNm de PD-L1, son mejores predictores en la inmunoterapia basada en PD-
1. Desde el punto de vista funcional, demostraron que el silenciamiento de B2M en
tumores en ratones MC38 sensibles condujo a la resistencia a la inhibicion de PD-1y

también disminuyd los efectos terapéuticos de la inmunoterapia (248).
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En este estudio, analizamos la expresion de 760 genes relacionados con procesos
inmunologicos sobre muestras del tejido tumoral donde realizamos el diagndstico de la
enfermedad. En este sentido, caracterizamos el perfil de expresion genica de muestras
tumorales con el fin de identificar nuevos biomarcadores y los mecanismos que subyacen
a las respuestas tumorales a la inmunoterapia adyuvante tras la reseccion quirdrgica del
tumor. Nuestros resultados refuerzan las diferencias entre las respuestas patologicas
completas y tumores refractarios, describiendo posibles mecanismos inmunes de
respuesta y abriendo la posibilidad de personalizar la terapia de los regimenes basados en
inmunoterapia en el contexto adyuvante del cancer de pulmdn, tanto en pacientes con

histologia escamosa como de tipo ADC.
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6. CONCLUSIONES

6.1 En relacion con la incidencia y el valor pronostico de las alteraciones
cromosomicas presentes en el carcinoma pulmonar de células escamosas (CPCE):

1. El CPCE muestra un perfil citogenético especifico, caracterizado por presentar
pérdidas a nivel de las regiones cromosémicas 9p21 'y 7q31, asi como altos niveles
de amplificacion en las regiones 5pl5.2, 7pl2, 8q24 y 22qll, donde
interesantemente se ubican genes involucrados en la génesis y/o progresion de la

enfermedad, tales como CDKN2A, EGFR y CMYC.

2. La amplificacion del gen EFGR en pacientes con CPCE es la inica anomalia
genética detectada con impacto adverso en la supervivencia global (SG) en la serie
global y exclusivamente en estadios tempranos de la enfermedad, pudiendo
potencialmente contribuir a una mejor estratificacion pronoéstica de los pacientes

desde el momento del diagndstico y a la toma de decisiones terapéuticas.

6.2 En relacion con el valor prondstico de las caracteristicas clinicas,

histopatoldgicas y evolutivas del CPCE:

1. De todas las caracteristicas, clinicas, bioldgicas e histopatoldgicas evaluadas en
el momento del diagndstico de la enfermedad, la edad (>65 afios), la afectacion
de ganglios linfaticos, la presencia de procesos metastasicos y la invasion tumoral
de la pleura visceral, fueron las que mostraron una influencia adversa significativa

reflejada en la SG.

2. De los factores prondsticos estudiados para la SG, encontramos que la
combinacion mas relevante de variables independientes a la hora de predecir el
comportamiento adverso de la enfermedad fue la presencia de invasion tumoral

de la pleura visceral y/o la amplificacion del gen EGFR. En base a estas dos
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variables estratificamos a los pacientes con CPCE en tres grupocon diferente SG:
GRUPO 1. riesgo bajo (ausencia de amplificacion de EGFR y de invasion tumoral
de la pleura visceral: score 0); GRUPO 2. riesgo intermedio (una caracteristica
adversa, ya sea la amplificacion de EGFR o la invasion tumoral de la pleura
visceral: score 1) y GRUPO 3. alto riesgo (presencia de amplificacion de EGFR y

de invasion tumoral de la pleura visceral: score 2).

6.3 En relacion con el analisis del perfil de expresion génica (GEP) y su

caracterizacion funcional:

1. Los estudios de expresion a través de la plataforma Nanostring nos han
permitido identificar una firma genémica de 24 genes en muestras de tumores
primarios de pacientes con CPCNP que nos permite discriminar, de forma clara'y
precisa pacientes respondedores frente a no-respondedores, independientemente
de los niveles de expresion de PD-L1, tras tratamiento con nivolumab. La
deteccidn de la expresion de estos genes en el momento del diagndéstico se plantea
como una herramienta Gtil para el manejo clinico de pacientes tras inmunoterapia;
con especial énfasis en el estudio de la firma genémica de ITK, ITGAL, FCRL2,
NT5E, AGR1, CD8A y CD19 cuya expresion fue validada en una larga serie
independiente de pacientes con CPCE tratados con nivolumab.

2. El andlisis de 2.166 pacientes in sillico nos permitio identificar 13 de los 24
genes (B2M, CD3G, CXCR6, NKG5, CTLA3, HLA-A, IFNG, ITGAL, ITK, LCK,
CD73, HLA-DRB1 y HLA-B), con un fuerte impacto en el pronostico de la

enfermedad, alta tasa de recaidas y SG extremadamente cortas.

3. Nuestros hallazgos amplian el conocimiento de los procesos biol6gicos que
subyacen en la interaccion molecular de los puntos de control inmunitario que nos
podria ayudar, mediante el estudio de esta firma gendmica, a identificar aquellos
pacientes con un beneficio real con terapia de inhibicion del punto de control

inmunitario anti-PD-1.
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