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1. INTRODUCCION

1. INTRODUCCION
1.1. Cancer de pulmén
1.1.1. Definiciéon

El cancer de pulmon es la consecuencia de un crecimiento incontrolado y anormal de las células del
pulmén, ocasionando alteraciones funcionales respiratorias por invasién local, o bien en otros drganos
por invasion a distancia de ganglios linfaticos, hueso, higado, cerebro y glandulas suprarrenales entre

otros.
1.1.2. Epidemiologia

El cdncer de pulmon afecta tanto a hombres como a mujeres, siendo el segundo en frecuencia en
varones tras el cdncer de prostata, y el cuarto en mujeres tras el cancer de mama, colorrectal y cuerpo
uterino. En 2012, en Espana se diagnosticaron 215.534 casos nuevos de cancer, de los cuales el 12,4%
fueron de pulmén. Sin embargo, es el de mayor mortalidad (20,6%), siendo en hombres la principal

causa de muerte por cancer (27,4%) y la segunda en mujeres, detras del cAncer de mama (9,4%).

Tanto en Espafa, como en el resto de los paises occidentales, se alcanz6 un pico casi epidémico de
tabaquismo a finales del siglo pasado que ha ido descendiendo gracias a las campafias de prevencidn.
Desde entonces la mortalidad en varones ha disminuido, mientras que se ha estabilizado en las mujeres

(figura 1).



Figpure B. Trends in Age-standardized Lung Carsoer Desth Rates by Sex in Sebsil Cowniries

Figura 1.- Tendencias en las tasas de muerte por cancer de

pulmén ajustada por edad en ambos sexos. (Section, 2008)

El cancer de pulmon sigue siendo uno de los tumores mas letales a pesar de los avances acaecidos
en las ultimas décadas tanto en las técnicas quirurgicas como en las terapias combinadas. Las tasas
de supervivencia relativas a los 5 afios en Europa son las segundas mas bajas, por detras del cancer
de pancreas, oscila entre el 7,9% y el 16,5%; siendo en Espafia del 10,7%. Por estadios, cuando la
enfermedad esta localizada se sitiia en torno al 40-45%, siendo del 30% en los estadios localmente
avanzados, y desplomandose en la enfermedad metastasica. No obstante, s6lo el 15% de los canceres
de pulmoén son diagnosticados cuando la enfermedad esta aun localizada (“Globocan 2012 - Home,”
n.d.; Instituto De Salud Carlos III, 2004; Lopez-Abente et al., 2008; Profile, Trends, & Incidence, 2014;
Section, 2008; Sociedad Espafiola de Oncologia Médica, 2014; World Health Organization, 2008; World
Health Statistics, 2011).

La edad media al diagndstico esta en torno a los 67 afos, siendo excepcional en menores de 45
afios. (Hernadndez-Hernandez, Heras-Gémez, Cordovilla-Pérez, Antolin-Garcia, & Bollo De Miguel, 2010;

Montero et al., 2003; Santos-Martinez et al., 2005)



1.1.3. Factores de riesgo

Tabaco

Los primeros estudios epidemioldgicos realizados en la década de los afios 50 asocian el habito
tabaquico al cancer de pulmdn. A pesar de que el tabaco habia sido ampliamente utilizado a lo largo
de los siglos, el cancer de pulmdn antes del siglo XX era casi desconocido en la practica médica (DOLL
& HILL, 1954; Shaper, Wannamethee, & Walker, 2003). A raiz de la introduccién de los cigarrillos
manufacturados con propiedades adictivas, se observo un crecimiento alarmante en el niimero de casos
(Alberg, Ford, & Samet, 2007a). De los mas de 5000 componentes del tabaco, la Agencia Internacional
de Investigacidn del Cancer (International Agency for Research on Cancer, IARC) ha determinado que al
menos 76 son carcindgenos, y de estos alrededor de 20 lo son directamente contra el pulmon. De entre
ellos, los mas potentes son los hidrocarburos policiclicos aromaticos, las N-nitrosaminas y las aminas
aromaticas. Todos ellos son metabolizados en un 90% a través el citocromo P450 2A6 (Alberg et al,
2007a), la glutation-S-transferasa y la UDP-glucoronosil transferasa, que los convierten en sustancias
mas solubles que puedan ser excretadas. Durante este proceso de detoxificacién se producen compuestos
que pueden reaccionar con el ADN formando aductos, criticos en el proceso de carcinogénesis. Cuando
las proteinas responsables de la reparacion del DNA no son capaces de subsanar el dafio causado por
esos aductos, se producen mutaciones permanentes, que en el caso de afectar a oncogenes o genes
supresores de tumores, pueden desencadenar una pérdida de control del ciclo celular y el consiguiente

desarrollo de un tumor (Stephen S Hecht, 2012) (figura 2).

Asi mismo, existen otros factores asociados al tabaquismo que contribuyen a un dafio crénico del
epitelio pulmonar y al desarrollo de la neoplasia, como son los co-carcinégenos contenidos en el humo
del tabaco (catecoles y fenoles) que potencian notablemente la actividad de los carcin6genos del tabaco

(S.S. Hecht, 1999; Stephen S Hecht, 2012).

Otro factor importante es el dafo inflamatorio crénico que desencadenan la actividad de
mediadores de la inflamaciéon como el NF-kB y el IKB Kinasa 3, que desempefian papeles fundamentales
en la promocién tumoral; asi como el desarrollo de una enfermedad pulmonar obstructiva crénica

(Boelens et al., 2011; Stephen S Hecht, 2012).
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Figura 2.- Secuencia de eventos desencadenados por la accion del tabaco en el

epitelio respiratorio en el desarrollo del cancer de pulmon. (Stephen S Hecht, 2012)

Sin embargo, no todos los fumadores desarrollan cancer de pulmén, lo que indica que existe una
susceptibilidad genética que contribuye al riesgo de padecer esta enfermedad, sobre todo en aquellos
en los que aparece a edades tempranas. Estudios de asociacién génica han identificado tres regiones
cromosoOmicas relacionadas con un mayor riesgo de padecer cancer de pulmén. Una de éstas se encuentra
ubicada en la regiéon cromosémica 15q25 que codifica ciertas subunidades de receptores nicotinicos
acetilcolinesterasa (CHRNAS5, CHRNA3 y CHRNB4) y se han relacionado tanto en la dependencia
nicotinica como en un mayor riesgo de desarrollar cancer de pulmén (Hung et al., 2008). Ademas, se
ha observado que polimorfismos a nivel de 5p15 se asocian con un incremento en el riesgo de padecer
cancer de pulmon tanto en fumadores como en no fumadores. En este locus se localiza el gen hTERT, que
codifica la enzima telomerasa transcriptasa reversa (Zhu et al., 2006). Se ha observado una expresion
elevada de la telomerasa en cancer de pulmoén, lo que sugiere un papel crucial en la tumorigénesis,
sobretodo de un subtipo histolégico concreto, el adenocarcinoma (Truong et al., 2010; Zhu et al., 2006).
Por ultimo, la regién 6p21 se encontrarian dos genes candidatos para esta susceptibilidad: BAT3,
implicado en la apoptosis; y MSH5, relacionado con el sistema “DNA mismatch repair” (Truong et al,,

2010; Yufei Wang et al., 2008).

Otros agentes

A pesar de que el tabaco es la principal causa del cancer de pulmon, existen otros agentes que

actian al mismo tiempo y/o sinérgicamente con él, y que aumentan el riesgo de desarrollar un cancer

de pulmén.



Agentes ocupacionales:

Exposicién a metales como el niquel, cromo y el arsénico; a los gases emanados de los tubos de

escape de vehiculos diesel; asi como, al polvo de silicio.

Radon:

La radiacion producida por el radoén, gas inerte procedente de la descomposicion del uranio, torio

y radio.

Asbesto:

Aunque por si solo es un carcindgeno independiente, tiene un efecto multiplicador en combinacién

con el tabaco.

Polucion:

Es la exposicion a los carcinégenos producidos por la combustién de los combustibles fosiles,
incluidos los hidrocarburos aromaticos y los metales como el niquel, el cromo y el arsénico. Su
concentracion es muy variable dependiendo de la localizacion el momento del dia. Hay algunos estudios
que cifran en un incremento del 14% el riesgo de desarrollar cancer de pulmoén por cada 10pg/m3 de

incremento en la concentracion de estas particulas en el aire (Alberg, Ford, & Samet, 2007b).

1.1.4. Tipos histologicos

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en su libro “Patologia y genética de los tumores
de pulmodn, pleura y timo” en su ultima edicidn (Travis, Brambilla, Miiller-hermelink, & Travis, W. D.,
Brambilla, E., Miiller-hermelink, H. K., & Harris, C. C. (n.d.). World Health Organization Classification of
Tumours WHO Classification Tumours of the Lung , Pleura , Thymus and Heart Pathology & Genetics

Tumours of the Lung, Pleura, Thymu, n.d.), la gran mayoria de los tumores pulmonares son carcinomas.



Los carcinomas pulmonares se dividen en dos grandes grupos, el mayoritario, en torno a un 80%
son de célula no pequefia (carcinomas no microciticos) y los restantes (20%) son de célula pequena
(carcinomas microciticos). A su vez, los carcinomas no microciticos se dividen en aquellos que muestran
una diferenciacidon glandular, adenocarcinomas que constituyen el grupo mayoritario; el carcinoma
escamoso y el carcinoma indiferenciado de célula grande, el menos frecuente (Figura 3.- composicion

fotos tipos histologicos). A partir de aqui nos centraremos en el carcinoma de pulmén no microcitico

(CPNM).

Figura 4.- Imagen histoldgica de carcinomas escamosos (izquierda) y adenocarcinomas (derecha)

Lesiones precursoras

En el cdncer de pulmdn, como en la mayoria de neoplasias, aparece tras una serie secuencial de
cambios progresivos moleculares y/o morfolégicos en la mucosa respiratoria. Ademas, se postula
que cada una de las lesiones preneoplasicas en el pulmén se asocia a uno o mas eventos genéticos. Se

propone una via de carcinogénesis relacionada con el fallo de los sistemas de control de la replicacion del



ADN, lo que conduciria a una inestabilidad gendémica intrinseca, que a su vez favoreceria el acumulo de
mutaciones y la transformacion neoplasica. En el caso del carcinoma escamoso la secuencia comenzaria
por una hiperplasia de células basales, asociada a la pérdida de la region cromosémica 3p, seguida de
metaplasia escamosa y la displasia (leve, moderada y severa), con pérdidas en 9p y 2q, como cambios
tempranos, y como progresion de la enfermedad, el carcinoma in situ (pérdidas a nivel de 13qy 7p) y
el carcinoma microinfiltrante (deleciones en 5q y 18q), (Breuer et al.,, 2005; Dacic, 2008; Kerr, 2001a)
(I I Wistuba, Behrens, Virmani, et al., 1999; I I Wistuba et al., 2000). Ademas, multiples estudios han
demostrado que la expresion de la proteina p53 esta presente en las lesiones bronquiales preinvasivas a
diferencia de la mucosa bronquial normal (Brambilla et al., 1998; Rusch, Klimstra, Linkov, & Dmitrovsky,

1995).

En el caso de los adenocarcinomas, las lesiones precursoras empezarian por una hiperplasia
adenomatosa atipica en los neumocitos, seguida del adenocarcinoma in situ, no mucinoso o mucinoso.
Dado que las alteraciones de EGFR y KRAS son mutaciones “drivers” se encuentran con frecuencia en
este tipo de lesiones preneoplasicas de forma mutuamente excluyente (Gazdar & Brambilla, 2012). Asi
mismo, el acortamiento telomérico es otro de los eventos iniciales claves en la génesis de este subtipo
histolégico (Kawai, Hiroi, Nakanishi, & Meeker, 2007; Travis, Brambilla, Noguchi, Nicholson, Geisinger,
Yatabe, Ishikawa, Wistuba, Flieder, Franklin, Gazdar, Hasleton, Henderson, Kerr, Nakatani, et al., 2013;

Tsuta et al,, 2013).

Carcinoma infiltrante

El concepto de compartimentos pulmonares propuesto por Gazdar y Brambilla (Gazdar &
Brambilla, 2012) es esencial para entender el pulmdén y sus tumores. El pulmén es uno de los pocos
organos donde se organizan distintos compartimentos anatémicos y funcionales, y que por tanto dan
lugar a diferentes tipos tumorales. De tal modo que tendriamos un compartimento central constituido
por bronquios de gran a mediano calibre, dedicados a la conduccién aérea. Estarian tapizados por un
epitelio pseudoestratificado con células neuroendocrinas, células ciliadas altas luminales y células
mucosecretoras. La célula madre trasnformada de la via aérea central seria la responsable del carcinoma
de células escamosas y del adenocarcinoma central. Del mismo modo, existiria un compartimento
periférico constituido por bronquiolos y alveolos. Los bronquiolos estarian recubiertos por una
monocapa de células ciliadas y células Clara. Y los neumocitos tipo I que permiten el intercambio gaseoso
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y los tipo I, que secretan surfactante conformarian el epitelio alveolar. La célula madre transformada de

la via aérea periférica daria lugar a los adenocarcinomas periféricos.

A raiz del articulo de consenso publicado en 2011 por la Asociacion Internacional para el Estudio
del Cancer de Pulmén, la Sociedad Toracica Americana y la Sociedad Respiratoria Europea (Travis et
al,, 2011; Travis, Brambilla, Noguchi, Nicholson, Geisinger, Yatabe, Ishikawa, Wistuba, Flieder, Franklin,
Gazdar, Hasleton, Henderson, Kerr, Nakatani, et al., 2013; Travis, Brambilla, Noguchi, Nicholson,
Geisinger, Yatabe, Ishikawa, Wistuba, Flieder, Franklin, Gazdar, Hasleton, Henderson, Kerr, Petersen, et
al., 2013) se ha producido un cambio en la comprension del adenocarcinoma pulmonar. Los avances
realizados en los afios precedentes a este articulo llevan a una aproximacion diagndstica multidisciplinar
de este tipo de tumores. Introduce una nueva clasificacion (Figura 4), elimina términos confusos como
el “bronquioloalveolar”, establece criterios claros para el diagnostico de las lesiones preinvasivas,
sugiere pautas de manejo en las biopsias pequefias y citologias e introduce en el diagnoéstico rutinario la
determinacion de alteraciones moleculares con implicaciones terapéuticas. Asi mismo, asocia subtipos

histolégicos con alteraciones moleculares concretas.

Table 1. IASLC/ATS/ERS' Classification of Lung
Adenocarcinoma in Reseclion Specimens
Predinvasive lesions
Arypical adenomatous hyperplasia
Adenocarcinoma in situ (<3 cm, formesly BAC
« NI S
- Mt Inouws
- Mined mucinousanmie inous
Minimally invasive adenocarcinoma (<3 om lepidic-
predominan wmor with <5 mm imasion)
= Monmucinoigs
= Sducinous
= Mkl mudinous nonmucinous
Imvasive adenocarcinoma
Lepadic predominant (formesly nonmucinous BAC pattern,
wilh =5 Fim ineaseon)
Acinar predominant
Fapillary predominant
Micrapapillary predosinam
Solid rm-rh:mln:ml with mucin production
Variants of imagive adenocarcindgna
Inwvasive mucinous adenocascinoma (femmerdy mocinous Bag
Callaid
Fetal (low and high grade
Enbenc

Abbirevaation: BAC, wonchioloalveolar carcinoma

" Imernational Association for the Sudy of Lung Cancen/Amenican
Tharacic SocktyEuropean Respiratony Society.

Figura 4.- Propuesta de clasificaciéon de los adenocarcinomas de pulmoén (Travis, Brambilla,

Noguchi, Nicholson, Geisinger, Yatabe, Ishikawa, Wistuba, Flieder, Franklin, Gazdar, Hasleton, Henderson,

Kerr, Nakatani, et al., 2013)

Delmismo modo quelo ocurrido con el adenocarcinoma, las nuevas tinciones inmunohistoquimicas



y los avances en la rutina del diagnostico molecular, han permitido reducir la frecuencia del diagnédstico
del carcinoma indiferenciado de célula grande hasta el 1,1% (Project & Network Genomic Medicine,
2013); que se habia convertido en un cajon de sastre en el diagnostico basado exclusivamente en la

hematoxilina-eosina (Rossi et al., 2014).

Todos estos cambios han sido incorporados a la nueva clasificaciéon de tumores pulmonares de la

OMS publicada en 2015 (Figura 5).

WHO Classification of Tumours of the
Lung, Pleura, Thymus and Heart

Editsd by
William D, Travis, Elisabeth Brambilla, Allen B Burke, Alexandar Mare, Andrew G, Micholson

Figura 5 .- Clasificacion histolégica de los tumores de pulmén (Travis, W.D., Brambilla, E., Burke,

A.P, Marx, A., Nicholson, 2015)

1.1.5. Clinica y diagnéstico

Lamentablemente el cAncer de pulmoén no suele cursar con ningin sintoma hasta que la enfermedad
ya esta extendida, y ain cuando aparecen estos pueden ser enmascarados por procesos no tumorales,
lo que retrasa aun mas el diagndstico. En este sentido, los diagnosticos en etapas tempranas suelen

ser fortuitos, por pruebas de imagen por otras enfermedades. Los sintomas mas comunes son una tos
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persistente, neumonia o bronquitis que no mejora, tos con esputos sanguinolentos, pérdida de peso
o apetito, cansancio o debilidad, dolor en el pecho que empeora al inspirar profundamente, al toser o
reir, y ronquera. Los sindromes paraneoplasicos no son infrecuentes (hipercalcemia, exceso de ACTH)
y se asocian principalmente al carcinoma epidermoide y microcitico. Por ultimo, si la masa tumoral se
localiza en la parte superior del pulmén derecho pueden ocasionar un sindrome de vena cava superior

(“cancer.org,” n.d.; Travis et al., n.d.).

Tras una evaluacion inicial (historia clinica y examen fisico), es necesario realizar pruebas de
imagen. Se utiliza la tomografia computarizada (TC) para evaluar la extension del tumor primario.
Normalmente el escaner tomografico por emision de positrones (PET) se reserva para aquellos pacientes
con tumores susceptibles de ser resecados en los que se quiera descartar una afectacion ganglionar.
Si se sospechan metastasis deben realizarse una gammagrafia 6sea, un TC abdominal y/o una (RM)

(resonancia magnética), dependiendo de la sintomatologia del enfermo.

Tras los datos iniciales obtenidos por el “National Lung Screening Trial” (ACRIN Protocol A6654),
sociedades cientificas, entre ellas la Sociedad Europea de Oncologia Médica (ESMO) recomiendan
realizar un cribado (TC de baja dosis) sobre pacientes de alto riesgo, fumadores o exfumadores de menos
de 15 afios entre los 55 y los 74 afios sin datos de cancer de pulmdn (Clinical, Guidelines, & Guidelines,
2015). No obstante, para el diagndstico definitivo se requiere una confirmacién histoldgica, mediante
citologia (esputo, lavados bronquioloalveolares, puncién aspiracion guiada por TC o transbronquial,

derrame pleural, ... etc) o biopsia transbronquial.

1.1.6. Tratamiento

El tratamiento del cancer de pulmén depende del estadio clinico que se encuentre en el momento
de su diagnostico. En estadios iniciales sin ganglios metastasicos en las pruebas radioldgicas, la primera
opcion es cirugia. Dependiendo del estado de los ganglios tras el estudio patoldgico, recibirdn o no
quimioterapia adyuvante. Los pacientes en estadios iniciales pero con tumores no resecables o ganglios
metastasicos preoperatorios reciben ademas radioterapia. En estadios mas avanzados se valora la
administracién de quimio y radioterapia neoadyuvante con el fin de disminuir el tamafio del tumor, y

dependiendo de la respuesta al tratamiento, se decide un segundo pase o la extirpacién quirargica del



tumor. Para estadios avanzados (con afectacion ganglionar o metastasicos) el tratamiento de elecciéon

es la quimioterapia o la quimio-radioterapia, dependiendo de los drganos afectos (Clinical et al., 2015).

El tratamiento quimioterdpico estandar actual esta basado en dobletes de platino (cisplatino,
carboplatino)(NCCN Clinical Practice Guidelines in Oncology, 2016; Pfister et al., 2004). Sin embargo, la
introduccién de los nuevos farmacos que actiian sobre moléculas diana como EGFR, ALK 0 ROS-1 que se
encuentran alterados en la variante adenocarcinoma, ha supuesto una revolucion en los tratamientos de
la enfermedad avanzada (Desai, Menon, & Dy, 2016; Ge & Shi, 2015; NCCN Clinical Practice Guidelines
in Oncology, 2016).

1.1.7. Prondstico

El cancer de pulmon continta siendo la principal causa de muerte por cancer en el mundo (Ferlay
et al,, 2013; Jemal et al.). La tasa de supervivencia a los 5 afios es muy variable entre los diferentes
estadios, oscilando entre el 50-70% del estadio I, 40-55% para el estadio II, entre el 7-25% en el estadio
Il 'y del 2 al 13% del estadio IV(NCCN Clinical Practice Guidelines in Oncology, 2016). Un nimero
bajo de pacientes contintia siendo diagnosticado en estadios iniciales, donde la cirugia es una opcién
terapéutica excelente (Molina, Yang, Cassivi, Schild, & Adjei, 2008; NCCN Clinical Practice Guidelines in
Oncology, 2016; Scott, Howington, Feigenberg, Movsas, & Pisters, 2007); aun asf, las tasas de recurrencia
en algunas series alcanzan el 50% de los pacientes operados con intencion curativa(Nakagawa et al.,
2008; Song et al., 2014; Uramoto & Tanaka, 2014). Aunque la quimioterapia adyuvante esta indicada
para los pacientes con enfermedad metastasica o localmente avanzada, esta indicado su uso adyuvante
en pacientes quirdargicos a partir del estadio IIA(NCCN Clinical Practice Guidelines in Oncology, 2016);
no obstante, el beneficio absoluto que aporta a la supervivencia sigue siendo bajo (4,1%) (CITA 58).
Por todo ello, el prondstico de los pacientes con cancer de pulmon, a pesar de todos los esfuerzos en

investigacidn, sigue siendo fatal.

Algunos de los factores que mas influyen en el prondstico son la edad avanzada, el sexo
masculino, la presencia de comorbilidades cardiovasculares, los valores de funcién pulmonar < 50%,
los valores SUVmax en el PET-TC (29), la afectacién de los ganglios linfaticos, el estadio TNM mayor y

la desdiferenciacidn del tumor, que se asocian con una supervivencia mas corta (Guerrera et al,, 2015)
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(Riquet et al,, 2014) Sin embargo, la mutacion de EGFR

1.2. Biologia del cancer de pulmdn no microcitico

1.2.1 Descripcion de las alteraciones genéticas en cancer de pulmoén

El cancer de pulmén es una neoplasia muy compleja desde el punto de vista bioldgico e
histopatologico. Al igual que otras neoplasias epiteliales es la consecuencia de multiples etapas
dentro de un proceso de carcinogénesis. Como resultado, esta sucesion de eventos a nivel molecular,
implican una pérdida del control sobre el ciclo celular y/o la diferenciacion, asi como el desarrollo de
mecanismos que eviten la apoptosis y que generen nuevas interacciones con el microambiente que
rodea a la célula tumoral. Las alteraciones genéticas juegan un papel fundamental en cada uno de los
pasos de esta secuencia. La identificacion de éstas es esencial para comprender el proceso neoplasico y
poder desarrollar asi dianas terapéuticas encaminadas a frenarlo. Prueba de esta importancia es la gran
cantidad de estudios publicados en los dltimos afios. Para tratar de comprender estos eventos genéticos,
inicialmente, se utilizaron técnicas de citogenética convencional. Sin embargo, los resultados eran muy
pobres, debido en parte a que el nimero de pacientes o lineas celulares estudiadas era pequeia (30 en
la serie mas extensa), también a la dificultad de obtener metafasesy, sobe todo, a la dificil interpretaciéon
de cariotipos tan complejos (Berker-Karatiziim et al., 1998; Erdel, Peter, Spiess, Trefz, & Ebert, 1990;

van der Riet-Fox, Retief, & van Niekerk, 1979; Whang-Peng et al., 1982).

Actualmente, la mayoria de los trabajos publicados utilizan técnicas de citogenética modernas
como las de alta densidad. De entre éstas, la mas extendida son los arrays de hibridacién genémica
comparada (aCGH). En su conjunto, las técnicas de alta densidad han demostrado que existen un gran
numero de alteraciones en los dos subtipos principales de CPNM. Las alteraciones numéricas mas
frecuentes son las ganancias frente a las pérdidas (Staaf et al., 2013; Yakut et al., 2006). Las anomalias
cromosOmicas mas frecuentes en CPNM varian de unos autores a otros. No obstante, una revisién
exhaustiva de la literatura revela que las regiones mas alteradas en CP son +1q, +2p, -3p, +3q, -4q, +5p,
-5q, -7p, -7q, -8p, +8q, -9p, +11q, -13q, +14q, +16p, -17p, +17q y +20q (Baik et al., 2009; Danner et al,,
2011; Garnis et al.,, 2006a; J. U. Kang, Koo, Kwon, Park, & Kim, 2008; Kerr, 2001b; Pei et al.,, 2001; Project

& Network Genomic Medicine, 2013; Shen, Gao, Wu, Qiu, & Shu, 2009; Staaf et al., 2013; Sy et al., 2004;



Tai et al., 2004; Ignacio [ Wistuba & Gazdar, 2006; Yakut et al., 2006). Esta gran variabilidad afecta no
solo a las regiones cromosdémicas descritas si no también a la frecuencia de cada uno de los eventos, por
ejemplo la delecion de 5q oscila entre un 8% y un 68% dependiendo de las series revisadas (Boelens et
al., 2009; Danner et al,, 2011). En algunos casos los datos pueden ser contradictorios, algunos autores
hablan de ganancias de 14q (6-20%) o de 16p (20-46%) (J. S. Choi et al., 2006; Weir et al., 2007; Yakut
et al,, 2006), mientras que otros reflejan pérdidas de 14q (21-53%) y de 16p (6-35%) (J. S. Choi et al,,
2006; J. U. Kang et al., 2008; Takamochi et al.,, 2001; Ignacio | Wistuba & Gazdar, 2006).

Figura 7.- Comparacion de las anomalias genéticas en el carcinoma escamoso versus
adenocarcinoma de pulmon. El color amarillo representa las regiones mas frecuentemente alteradas en
ambos subtipos histolégicos, mientras que en rojo y verde se aprecian las anomalias mas habituales en

adenocarcinomas y carcinomas escamosos, respectivamente (Garnis et al., 2006b).

La co-ocurrencia especifica de algunas de las alteraciones halladas en los diferentes subtipos del
cancer de pulmén sugieren que puede ser posible el determinar patrones de alteraciones que puedan
usarse para identificar las distintas histologias basados unicamente en la gendmica (The Clinical Lung
Cancer Genome Project (CLCGP) and Network Genomic Medicine (NGM), 2013). Sin embargo, pocas

de las alteraciones genéticas halladas en estos trabajos son claramente discriminatorias de una u otra
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histologia. Entre los dos subtipos histoldgicos principales existe una mayor pérdida de heterocigosidad en
los CE frente alos ADC (Staaf etal., 2013). Existe cierta controversia entre las alteraciones cromos6micas
capaces de discriminar entre ADC y CE, mientras que esta ampliamente aceptado la relacion entre la
ganancia de 3qy CE, y la pérdida 3p, 4p, 4q, 5p en ADC (Mccaughan et al., 2010; Sriram et al., 2012; Staaf
etal, 2013). El resto de los autores aportan distintas alteraciones, por ejemplo Yakut et al describen +3q
y+18pen CEy +5py 14q en ADC (Yakutetal.,, 2006), Shen et al describen +16p13y-17p12-p13 en ADC;
y +3924-q26 y -3p24-p25 en CE (Shen, Zhu, Wu, Qiu, & Shu, 2008). Otros como Garnis et al hablan de
que las pérdidas de 2q y 13q se dan en adenocarcinomas, mientras que en escamosos se ganan (Garnis
etal, 2006a). Tai et al describe que las diferencias mas significativas se encuentran en la ganancia de 3q
en CE y la ganancia de 20q y pérdida de 9p en adenocarcinomas (Tai et al., 2004). Las amplificaciones
recurrentes también varian dependiendo de la histologia. Las amplificaciones de 3q24-q29, 8p12
(FGFR1/WHSC1L1) y 11q13.2-q13-3 (CCND1) son mas frecuentes en tumores escamosos; mientras
que la amplificacién en 14q13.3 (NKX2-1) es la mas prevalente en adenocarcinomas (Staaf et al., 2013;
The Clinical Lung Cancer Genome Project (CLCGP) and Network Genomic Medicine (NGM), 2013), para
otros investigadores la amplificacion de 16p13 (TSC2) es la mas frecuente en ADC, mientras que la de
17p21 (KRT10, 13, 14, 15, 16, 19, 20 y KRT23, genes de citoqueratinas) lo es en escamosos (Shen et al,,
2009).

Las series relativamente cortas, la mezcla descompensada de subtipos histolégicos, asi como
de estadios diferentes pueden justificar en parte esta variabilidad. Por ultimo y mas importante, la
mayoria de los trabajos publicados no tienen en cuenta la presencia de perfiles genéticos complejos,
que son el reflejo de la heterogeneidad de este tipo de neoplasias, y por tanto aplican técnicas que no
permiten identificar las alteraciones cromosdmicas de las poblaciones celulares menos representadas
en cada muestra tumoral. Por este mismo motivo, en nuestro estudio nos hemos decantado por la
técnica de FISH (Hibridacién In Situ Fluorescente). Aunque no permite hacer un estudio global del
genoma, nos posibilita hacer el estudio simultaneo de varias regiones del genoma, de forma facil,
reproducible, sensible y especifica; y ademas, teniendo referencias morfoldgicas. Por tanto, de este
modo obtenemos la informacion de todos los clones celulares contenidos en una muestra de cancer
de pulmo6n independientemente de su cuantia, lo cual es mas acorde con la naturaleza heterogénea de

estos tumores.



Ante esta avalancha de datos, es importante diferenciar entre mutaciones esenciales para la
aparicion y/o el mantenimiento del estado neoplasico (“drivers”), y las mutaciones secundarias
(“passenger”) que no tendrian tanta importancia para el fenotipo maligno (Futreal, 2007; Stratton,
Campbell, & Futreal, 2009). Las mutaciones esenciales o primarias aparecerian en el curso de las distintas
etapas de la carcinogénesis, y se mantendrian durante la progresion tumoral, de tal manera que células
con pocas alteraciones esenciales estarian al comienzo de ese proceso. Segiin avanzara esa secuencia, se
irfan acumulando nuevas mutaciones esenciales relacionadas con la adquisicién de capacidades vitales
para la célula tumoral, sobre todo proliferacidn y supervivencia. De este modo, los tumores dependerian
de la expresion de estos oncogenes para la supervivencia, demostrando debilidades que podrian ser
atacadas por dianas terapéuticas. Las mutaciones secundarias serian debidas alainestabilidad gendémica,
y podrian aparecer en cualquier momento de la evolucién tumoral, la invasion o la metastasis (Gazdar &

Brambilla, 2012; Pao & Girard, 2011)

Alteraciones genéticas primarias

Esta ampliamente aceptado que un evento temprano en la evoluciéon del CPNM, asi como la
pérdida cromosdmica mas frecuente en estos tumores, es la delecidn del brazo corto del cromosoma
3 (Garnis et al,, 2006a; Kerr, 2001b). Wistuba et al. publicaron a finales de los noventa varios articulos
que demostraban la pérdida de multiples alelos en 3p y que esta pérdida precedia al cambio reconocible
histologicamente en el epitelio bronquial de pacientes con cancer de pulmén . También observaron
que estas alteraciones eran mayores al incrementar la severidad de la lesion histolégica (de normal a
displasica, y de ahi a carcinoma in situ) (I. Park et al., 1999; I I Wistuba et al., 2000; Ignacio [ Wistuba et
al,, 1999).. Estos resultados sugieren la presencia de genes supresores de tumores en esta localizacion
que estarian involucrados en los primeros estadios de la enfermedad. La region mas frecuentemente
delecionada en muestras preneoplasicas o no neoplasicas asociadas al CPNM es 3p21 (Ignacio I Wistuba
et al,, 1997), donde se localizan genes relacionados con la reparacién del DNA como son hMLH1 y
hMSH2, aunque la mayoria de las alteraciones asociadas a estos genes se relacionan con procesos de

hipermetilacion del promotor (Antczak et al., 2013; Vageli et al., 2009; Y.-C. Wang et al., 2003).

FHIT, 3p14.2, se localiza en la region FRA3B. FHIT (“fragile histidine triad”) esta inactivado en
una alta proporcién de canceres (entre un 20-100% dependiendo de los tipos tumorales) y lesiones

premalignas, incluido el cancer de pulmén, donde su inactivacion es casi dos veces mas frecuente en

15



16

pacientes fumadores que en no fumadores, lo que nos indica su alta sensibilidad a carcindgenos. La
funcion de FHIT es solo parcialmente conocida, contribuye a la regulacion de la expresion de genes
esenciales para la proliferacion y la supervivencia como CCND1 y BIRCS5, e interviene en la induccion
de la apoptosis mediante distintas vias como SRC y AKT1, y en la mediada por p53/TP53 a través de
su actuacion sobre MDM2 (Nishizaki et al.,, 2004; Weiske, Albring, & Huber, 2007). Su pérdida tiene
severas consecuencias en el control normal del ciclo celular (Cecener et al.,, 2008; Pekarsky, Zanesi,

Palamarchuk, Huebner, & Croce, 2002; Sozzi et al., 1996; Ignacio | Wistuba et al., 1997)..

En la bibliografia, la pérdida del brazo corto del cromosoma 9 se describe como otra anomalia
genética considerada temprana dentro de la transformacidon maligna. Mas concretamente 9p21, donde
se localiza CDKN2 o p16, un gen supresor de tumores (Kerr, 2001b; Ignacio I Wistuba et al., 1997).
Su pérdida se ha descrito tanto en el epitelio respiratorio de pacientes fumadores como en > 70% de
las lineas celulares obtenidas a partir de CPNM humanos, y por tanto, demuestra su implicaciéon en
los primeros pasos de la carcinogénesis. Aunque mucho menos frecuente, también se ha descrito la
hipermetilacién del promotor como otro mecanismo de inactivaciéon de p16 (Belinsky et al.,, 2002)
tanto en epitelio bronquial de pacientes fumadores como en hiperplasias focales de neumocitos tipo II
(H. Nakanishi et al., 2009). Varella-Garcia et al. 1a han relacionado con un peor pronostico en estadios

quirurgicos asi como con recurrencia en estadio [ (Marileila Varella-Garcia, 2010).

Las mutaciones en el gen supresor de tumores p53 son comunes a la mayoria de los tumores. En
CPNM muchos autores han descrito la pérdida de heterocigosidad de 17p21 asociada al cambio displasico
del epitelio (L. Mao et al., 1997; Ignacio | Wistuba & Gazdar, 2006; Ignacio I Wistuba et al., 1997). La
incidencia de su delecion es mayor en carcinoma escamoso, y su pérdida estaria mas relacionada con
lesiones preinvasivas de mayor grado, displasias de alto grado y carcinoma in situ (Kerr, 2001b; Ignacio
[ Wistuba & Gazdar, 2006; Ignacio [ Wistuba et al., 1999). En adenocarcinomas, su mutacién se asocia
al paso de HAA a adenocarcinoma invasivo(Dacic, 2008). Del mismo modo, la alteracién en 13q14, RB,
otro gen supresor de tumores se produciria en este punto de la evoluciéon tumoral, no tan inicial como
la pérdida de 3p o 9p, pero si asociado a casi todos los carcinomas in situ, sobre todo en la variante
escamosa (Dacic, 2008; Kerr, 2001b; Ignacio I Wistuba et al., 1997), aunque otros autores como Wistuba

et al. lo asocian a la invasion (I I Wistuba, Behrens, Milchgrub, et al., 1999).



La subunidad catalitica de la transcriptasa reversa telomerasa humana (hTERT), localizada
en 5p15.33 que restaura la longitud de los telémeros en las células tumorales, es esencial para la
proliferacion tumoral, convirtiéndolas en inmortales tras la inactivacion de genes supresores como p53
(Lantuejoul et al.,, 2005). Se ha descrito la amplificacion de hTERT en multiples canceres, entre ellos
el CPNM (A. Zhang et al., 2000). Algunos autores como Nakanishi et al. han observado altos niveles de
hTERT mRNA en la hiperplasia alveolar atipica (HAA) y en el adenocarcinoma in situ (K. Nakanishi et
al,, 2002). Otros como Lantuejoul et al. los han detectado en la metaplasia escamosa y, focalmente, en el

carcinoma in situ préximo a las zonas de invasion.

Varios autores han estudiado las mutaciones de EGFR y KRAS en lesiones preinvasivas de
adenocarcinomas, descubriendo que ambas mutaciones estan presentes en la hiperplasia adenomatosa
atipica (HAA), y que, por tanto ambos son eventos tempranos en la evolucion. Sin embargo, la mutacién
de KRAS se encuentra en un porcentaje desproporcionado con respecto a la de EGFR en la HAA (40%
frente a 15% respectivamente) y sobre todo con respecto a los adenocarcinomas invasivos, donde la
mutacion de KRAS esta en un 10-15% mientras que la de EGFR es de hasta 35%, lo cual sugiere que la
lesiones HAA que portan la mutacion de KRAS progresan hacia un cancer invasivo con menor frecuencia
(Dacic, 2008; Sakamoto et al., 2007; Soh, Toyooka, Ichihara, & Asano, 2008; Ignacio | Wistuba & Gazdar,
2006; Yatabe, Takahashi, & Mitsudomi, 2008; Yoshida et al., 2005; Yoshizawa et al., 2011).

Una de las alteraciones mas constantes y que mayores diferencias muestra entre subtipos
histolégicos eslaamplificacion delaporcidn distal de 3q, mas concretamente de 3q26-q29, en carcinomas
escamosos. Algunos autores lo identifican como el cambio al fenotipo maligno, mientras que otros lo
hacen con el carcinoma invasivo unicamente (Foster et al., 2005; Massion et al., 2003; Mccaughan et
al,, 2010). Se han identificado numerosos genes en esta localizacion como PIK3CA, EIF4G, EVI1, FXR1,
THPO, TERC, RAP2B, CLDN1, SOX2 and TBL1XR1 and TP73L. De entre estos, posibles candidatos a
oncogenes podrian ser PIK3CA en 3q26.3 que es un componente clave en varias vias de trasmision de
sefiales intracelulares o TP73L (p63) en 3928, homologo de p53, regula la proliferacion y diferenciacion
celular (Qian & Massion, 2008). Varios autores han observado que la amplificaciéon de esta regién se
mantiene a lo largo de la evolucion del tumor y la enfermedad metastasica. De hecho, se ha relacionado
la amplificacién de SOX2 (3q26.33) con la formacion de metastasis y la proteccidn antia-apoptotica en

carcinomas escamosos de pulmén (Mantripragada & Khurshid, 2013).
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Diversos autores han descrito deleciones del brazo largo del cromosoma 5 en CPNM en lesiones
no precursoras del cancer de pulmoén (Ignacio [ Wistuba & Gazdar, 2006). Mendes-da-Silva (Mendes-da-
Silva, Moreira, Duro-da-Costa, Matias, & Monteiro, 2000) mape6 el cromosoma 5 en busca de posibles
genes candidatos a supresores de tumores, y encontr6 cinco segmentos frecuentemente delecionados:
5q11-q13 donde se localiza el gen hMSH3, relacionado con la reparacién del DNA. 5q15, una localizacion
préxima al gen APC, y que se ha descrito asociada al cancer de ovario. 5q22.3-q23.1, que incluye los
loci de APC y MCC. Aunque las mutaciones de [3-catenina y APC no son frecuentes, Stewart et al. han
descrito distintas alteraciones de la via Wnt en CPNM asociadas a estadios avanzados y mal pronoéstico
(Stewart, 2014). Las deleciones en 5q31.1 se han descrito asociadas al sindrome mielodisplasico, el
cancer de esofago y el cancer gastrico. En esta region se localiza el gen supresor de tumores IRF-1
(Factor Regulador del Interferon 1). Por ultimo, 5q35.3, en la region fragil FRAS5G, que algunos autores
como Nymark et al. lo han relacionado con el desarrollo de neoplasias pulmonares tras la exposicion al
asbesto, lo que indica que podria existir en esta regidon un gen supresor de tumores sensible a la accién

de determinados carcindgenos (Nymark et al., 2006).

Alteraciones genéticas secundarias

De entre las multiples alteraciones genéticas descritas en la bibliografia (figura 11), destaca la
pérdida de heterocigosidad del cromosoma 7 y 8q. Ambas alteraciones se han asociado con la progresion
tumoral. Las ganancias del cromosoma 7 se han relacionado con un comportamiento mas agresivo y
estadios mas avanzados (Boelens etal.,, 2009; Danner etal., 2011; Pei etal.,, 2001; Sriram et al., 2012). En
el cromosoma 7 se localizan EGFR (7p11.2) y MET (7q21-31), principales oncogenes identificados, que
se encuentran mutados y/o amplificados en muchos de los CPNM. Sin embargo, algunos autores como
Garnis et al. han observados alteraciones recurrentes, ganancias, en el cromosoma 7 que no estarian
en relacidn con los loci de EGFR y MET, indicando asi la presencia de otros posibles oncogenes (Garnis
et al.,, 2006a). Por ejemplo, en 7q36 se localiza SHH que se encuentra sobreexpresado en numerosas
neoplasias, y se relaciona con una peor supervivencia (Boelens et al., 2009; W. G. Jiang et al., 2015). En el
brazo corto de este cromosoma se han identificado otros candidatos que serian CARD11, ETV1, IKZF1,
HOXA4, HOXAS5, HOXA6, HOXA7, HOXA9, HOXA10, HOXA11 and HOXA13 y CALM1P1 (Ji Kang, 2013; J.
Wang et al,, 2015).



Las ganancias de C-MYC (8q24) se han asociado a un mayor grado histologico, estadios mas
evolucionados y peor pronostico en CPNM. Mas concretamente, en adenocarcinomas, se ha relacionado
su sobreexpresidn en estadios tempranos con un mayor riesgo de evolucidn de la enfermedad y muerte
(Danner etal,, 2011; Pei et al., 2001; Seo et al., 2014; The Clinical Lung Cancer Genome Project (CLCGP)

and Network Genomic Medicine (NGM), 2013).

De entre el resto de alteraciones secundarias menos frecuentemente descritas destacan las
asociadas a la recurrencia de la enfermedad, la enfermedad metastasica y la mala evolucion de la
enfermedad. La ganancia de 1q (ARG), la pérdida de 18q (SOCS6) y la inactivacion de LKB1 (19p13,
STK11) se han descrito asociadas a la recidiva tumoral (Sriram et al., 2012; Tai et al., 2004; Yakut et
al,, 2006; Zhao et al,, 2014). Sung et al han relacionado la pérdida de heterocigosidad de 11p, donde
se localiza, entre otros CDKNK1C, con la recaida temprana en los adenocarcinomas (Sung, Park, &
Kim, 2010). La extension de la enfermedad a los ganglios linfaticos se ha relacionado con la ganancia
de 5qy 7q (Pei et al,, 2001) y en carcinomas epidermoides, con la amplificaciéon de 7p (T. Jiang, Gao,
Fan, Li, & Zhou, 2015). El desarrollo de enfermedad metastasica se ha asocidado a la ganancia de 11p
(Danner et al,, 2011) y la inactivacion de STK11 (19p13.3) con las metastasis (M Sanchez-Cespedes,
2007; Montserrat Sanchez-Cespedes et al., 2002; Ignacio I Wistuba & Gazdar, 2006; Zhao et al,, 2014).
De entre los hallazgos asociados a mal pronoéstico destacarian, las dobles mutaciones de EGFR/p53 y
RB1/p53 (The Clinical Lung Cancer Genome Project (CLCGP) and Network Genomic Medicine (NGM),
2013); y las amplificaciones de c-myc, sobre todo en estadios tempranos de la enfermedad (Iwakawa et

al,, 2011; Marileila Varella-Garcia, 2010).
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Figura 8.- Modelo hipotético de los cambios genéticos asociados a la transformacion neoplasica
y la progresion maligna que ocurriria en los CPNM en base a la literatura revisada. En color negro se
muestran las alteraciones comunes a ambas histologias, las que estan en color verde se han descrito en

carcinoma escamoso y en rosa, las relacionadas con los adenocarcinomas.

1.2.2 Vias bioldgicas alteradas en CPNM y dianas terapéuticas.

Como se ha comentado anteriormente, el cancer de pulmén no microcitico se ha dividido
clasicamente en dos grandes subtipos histologicos y clinicos; sin embargo, esta division es mas compleja
a nivel molecular. Este tipo de neoplasia presenta altas tasas mutaciones somaticas, reordenamientos
inter e intracromosémicos y alteraciones en el nimero de copias de algunos genes en comparacion
con otros tipos tumorales, que hacen muy dificil su estudio. Muchas de estas alteraciones afectan
genes que intervienen en varias rutas moleculares, complicando la interpretacién de sus alteraciones.
Por el contrario, las mutaciones en algunos genes son excluyentes entre si, lo que sugiere que son
funcionalmente equivalentes, y la mutacién de uno de ellos es suficiente para el mantenimiento de
la via. Las mutaciones secundarias que se producen a lo largo de una misma ruta son el fundamento
de las resistencias terapéuticas, inicialmente efectivas (Conde et al.,, 2006; Lynch et al., 2004). El

Clinical Lung Cancer Genome Project (CLCGP) and Network Genomic Medicine (NGM) ha publicado



en los ultimos afios varios articulos para tratar de caracterizar a nivel molecular el cancer de pulmoén
y los subtipos histoldgicos principales. Segun estos articulos, en adenocarcinomas las alteraciones mas
frecuentemente encontradas son las amplificaciones de 5p, 7p (EGFR), 8q (c-myc), 11q (CCND1), 12q
(MDM2), 14 (NKX2-1) y 17q (ERBB2); las mutaciones de BRAF, KRAS, EGFR, ERBB2 y STK11/LKB1; y
la traslocacion de ALK. En los carcinomas epidermoides estarian las amplificaciones de 1p (MYCL1), 3q

(SO0X2), 7p (EGFR), 8p (FGFR1) y 11q (CCND1); y las mutaciones de DDR2, FGFR3 y NFE2L2.

Aunque existenalgunasalteraciones encontradas con mayor frecuenciaen uno u otro, es complicado
separarlos a nivel molecular (figura 9). No obstante, el estudio de dichas alteraciones, y sobre todo, su
incorporacién a los algoritmos manejo de esta patologia es fundamental en para el tratamiento y el

prondstico de los pacientes.

ADENOCARCINOMA
ROS1
BRAF
e ALK tps3 PTEN
LKB1/5TK11 CDKN2ZA Ak e
S0X2

HER2 RB1
EGFR  myc PIK3CA
KRAS FGFR1

CARCINOMA EPIDERMOIDE

Figura 9.- Esquema de las alteraciones mas frecuentes en

adenocarcinomas y carcinomas escamosos de pulmon.

EGFR

Los receptores TK (RTK) son proteinas transmembrana que tienen en comun el poseer un dominio
tirosin-kinasa intracelular similar. Estan divididos en distintas familias que presentan pequefios cambios
en su estructura que los diferencian. Permiten la comunicacion de la célula con el medio que la rodea.
Mediante su union a distintos ligandos extracelulares especificos, trasducen la sefial hacia el interior de
la célula, ocasionando la activacion del metabolismo celular, la proliferacién, la motilidad... etc. Cuando

estos receptores estan alterados pueden funcionar como oncoproteinas. De entre los RTK destaca la
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familia HER/ERBB que junto con sus ligandos permite el crecimiento y la proliferacion de la célula.
Dentro de ellos, los dos mas importantes son el Receptor de Factor de Crecimiento Epidérmico 1 (EGFR,
ErbB1) y HER2 (HERZ2/neu, ErbB2). Todos estos receptores pueden estar afectados por mutaciones

puntuales o pequeiias deleciones.

El descubrimiento de las mutaciones de EGFR ha supuesto el mayor cambio en el tratamiento
de los pacientes con cancer de pulmoén de los ultimos afios. Esta presente ente un 10 a un 16% de los
pacientes con CPNM avanzado subtipo adenocarcinoma. Es mas frecuente en mujeres (69,7%) y en
pacientes que nunca han fumado (66,6%). Las mutaciones de EGFR varian con los subtipos histoldgicos
(figura 10). La alteracidon genética mas frecuente es la delecidn en el exon 19 alrededor de los codones
746- 750 (62,2%), seguida de mutaciones puntuales en el exén 21, la mas frecuente L858R (38,5%)
(Rosell et al,, 2009). Ambas mutaciones son las que mejor responden a la terapia. Otras mutaciones
menos frecuentes son L816Q, G719X y S768I, que se consideran sensibilizadoras. Por ultimo, se ha
visto que la mutacion insercién/delecion del exén 20, (5-10%) no es sensible a los tratamientos anti-
EGFR. Los pacientes con mutaciéon de EGFR tienen un mayor tiempo libre de progresion y una mayor

supervivencia global (Q. Zhang et al.,, 2014).

Actualmente existen tres tratamientos disponibles, dos farmacos de primera generacion (gefitinib
y erlotinib) con tasas de respuesta del 60-70% y con una supervivencia libre de progresion en torno a
los 9-10 meses (Asahina et al,, 2006; Inoue et al., 2006; Sequist et al., 2008). Mas recientemente se han
desarrollado nuevos farmacos anti-EGFR (afatinib), que al contrario que los de primera generacion, se
unen de forma irreversible al RTK-EGFR. Afatinib ha demostrado mejores tasas de respuesta, mayor
supervivencia libre de progresion y mejor calidad de vida en varios ensayos clinicos randomizados de
fase Il (Kerr et al,, 2014). A pesar de lo efectiva de la respuesta inicial a los tratamientos anti-EGFR, tras
10-15 meses los pacientes desarrollan resistencia adquirida. Para tratar de evitar este mecanismo de
escape de la célula tumoral al tratamiento se esta desarrollando una tercera generacion de inhibidores

EGFR (T. Li, Kung, Mack, & Gandara, 2013; Morgensztern et al., 2015).

HER2 Y HER3

Son miembros de la familia HER/ERBB de RTK, a pesar de que la via intracelular de activacién es



comun, varian en su habilidad para unir el ligando (que es baja para HER2) y en su dominio TK (HER3
no tiene actividad TK y requiere de la heterodimerizacion para activar las sefiales intracelulares). El

heterodimero que ocasiona la sefial mas potente es la uniéon de HER2 y HER3.

Las mutaciones en el dominio TK de HER2 en CPNM se describieron por primera vez en 2004
(Stephens et al,, 2004) y estan presentes en el 2-4% de los casos, aunque en aquellos pacientes sin
mutacion de EGFR, el porcentaje asciende al 14%. Las alteraciones en la via de HER2 llevan a la activacion
constitutiva de la via, dando como resultado la supervivencia y el crecimiento celular. A pesar de que no
se han descrito mutaciones en el gen HER3, se ha vinculado a la falta de respuesta a los tratamientos que

inhiben EGFR y HER2 (Sergina et al., 2007).

ALK

El gen ALK codifica para un RTK que se identificéd por primera vez como parte de la traslocacion
t(2;5) asociado al linfoma anaplasico. En cdncer de pulmdn, la alteracion genética es el reordenamiento
cromosOmico, la mas frecuente es la inversion pericéntrica del brazo corto del cromosoma 2, inv(2)
(2p21p23), lo cual crea un gen de fusion codificado por el extremo aminoterminal de EML4 (2p21) y
la regidn intracelular de ALK (2p23) (Lindeman et al., 2013). Existen otras variantes de fusiéon menos
frecuentes, que incluyen traslocaciones con otros cromosomas (Rikova et al., 2007; Takeuchi et al,,

2009).

Los reordenamientos de ALK estdn presentes en un 3 a un 7% de los casos de CNMP, pero
pueden llegar hasta el 13-17% en pacientes seleccionados mediante caracteristicas clinico-patolégicas,
especialmente en jovenes, no fumadores e histologia de adenocarcinoma (N. N. Zhang et al,, 2014). Los
genes de fusion resultantes funcionan como conductores oncogénicos potentes, y llevan a la célula a un
estado de adicion oncogénica, que significa que la supervivencia de la célula puede verse comprometida

por la inactivaciéon de un inico oncogen (Weinstein & Joe, 2008).

En los dltimos afios se han desarrollado farmacos que inhiben ALK, en Europa estd dnicamente
aprobado Crizotinib, que ademas, tiene actividad frente a otras alteraciones como MET y ROS1. Ha

demostrado beneficios significativos en cuanto a supervivencia libre de progresion y a calidad de vida.
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(Felip etal,, 2015; Morgensztern et al,, 2015).

ROS1y RET

Los genes de fusion son el resultado de deleciones cromosdmicas o reordenamientos intra o
extracromosomicos, enlos que se unen partes de dos genes diferentes. El resultado de estareorganizacion
de material genético es la formacion de transcriptos de RNA mensajero y proteinas quiméricas. ROS1,
RET y NTRK-1 (Receptor TK Neurotrofico, tipo 1) se forman por la fusion del extremo 3’ de genes que
codifican para RTK con la region 5’ de otro gen. Ese otro gen generalmente provee de promotores que
permiten la transcirpcion, A través de la fosforilacion de RAS, activan las vias MAPK y Akt que promueven
la proliferacion celular. Se desconoce si los diferentes compafieros de fusion generan otras proteinas de
fusion con diferentes actividades, entre ellas la variacion de la sensibilidad al tratamiento (Aisner et al.,

2013; Alrifai et al,, 2013; Davies & Doebele, 2013; Warth et al., 2014; ].-]. Yang et al., 2014).

ROS1 se localiza en el brazo largo del cromosoma 6, y estd implicado en la progresion tumoral. Se
encuentra en el aproximadamente el 2% de los pacientes con CPNM, mas frecuentemente en pacientes
no fumadores y jévenes. Asi mismo, es mas frecuente en adenocarcinomas, subtipos s6lido y papilar (Go
et al.,, 2013), aunque la histologia no es el criterio de seleccion, pues se ha descrito en otras histologias,

como la escamosa (Morgensztern et al,, 2015).

RET se encuentra en el cromosoma 10. Tiene una incidencia de entre 1,4 y 2% de los CPNM, se
observa mas frecuentemente en adenocarcinomas, y pacientes jévenes no fumadores (Felip etal.,, 2015).
Aunque la alteraciéon en CPNM mas frecuente es la traslocacidén, se han descrito también ganancias y

amplificaciones (H.-S. Yang & Horten, 2014).

MET

MET es un oncogen localizado en 7q31, que codifica para un RTK (HGFR) que tiene como ligando
el factor de crecimiento hepatocitario (HGF). La unién receptor-ligando provoca la dimerizacion del
receptor y la fosforilacion del dominio TK intracelular (Ponzetto et al.,, 1994). Esto desencadena la

activacion de varias rutas intracelulares (PI3K/Akt y Ras-Raf-MAPK) que estan relacionadas con



funciones fundamentales para la supervivencia celular, la proliferacion y la diferenciacion, la regulacion
del citoesqueleto y la angiogénesis (Furge, Zhang, & Vande Woude, 2000). Puede existir activacion
independiente de ligando, que es debida a las interferencias con otros RTK, sobre todo con los de la

familia EGFR/ERBB (Maroun & Rowlands, 2014).

MET esta presente en un alto numero de tumoraciones soélidas, sin embargo los porcentajes en
CPNM son muy variables, oscilando del 1% al 61%; sin embargo, en lo que todos los articulos coinciden
es que es un factor de mal prondstico, sobre todo en histologia escamosa (Felip et al., 2015; Go et al,,
2010; Ma et al.,, 2005; S. Park et al., 2012). Ademas, MET se ha identificado como un mecanismo de
resistencia muy importante en el tratamiento anti-EGFR, se cree que hasta un 20% de las resistencias
observadas son debidas a amplificaciones de MET (Felip et al., 2015; Go et al., 2010; Morgensztern et

al, 2015).

BRAF

Es un oncogen que codifica para una kinasa Ser-Thr que con actividad GTPasa que activa vias
de proliferaciéon. Pertenece a la familia de las proteinas RAS kinasa. Las mutaciones de BRAF se
identificaron originalmente en melanomas. En CPNM supone un 1-3%, las mutaciones de BRAF son
mas frecuentes en adenocarcinomas y en relacion al tabaquismo, aunque también se han descrito en

carcinoma epidermoide (Morgensztern et al,, 2015).

KRAS

Se localiza en 12p12.1 y es miembro principal de la familia de proteinas RAS (que incluyen HRAS
y NRAS). En el caso del CPNM, las dos mutaciones mas frecuentes son G12C (40%) y G12V (20%)
(Karachaliou et al., 2013; Shepherd et al., 2013; Slebos et al.,, 1991). Se estima que las mutaciones de
KRAS se encuentran en el 30% de las neoplasias; y en alrededor del 20-30% de los CPNM, especialmente
en adenocarcinomas y pacientes fumadores (Ding et al., 2008; Nelson, Wymer, & Clements, 1996). Rara
vez se han descrito asociadas a histologia escamosa, y se estima que solo el 2-6% de los pacientes no
fumadores tienen mutaciones de KRAS (C. Mao et al., 2010; Suzuki, Orita, Shiraishi, Hayashi, & Sekiya,

1990). Son mutuamente excluyentes con las alteraciones de EGFR, ALK y ROS1. Su papel pronéstico no
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es claro, hay estudios que lo asocian con un peor prondstico en términos de supervivencia (Mascaux et
al,, 2005), mientras que otros no encuentran diferencias (Shepherd et al., 2013). Actualmente no existen

tratamientos disponibles frente a KRAS en el contexto del CPNM.

PIK3CA

La principal subunidad catalitica de la familia de las proteinas PI3K es la isoforma p110«, que
esta codificada por PIK3CA (3p16) (Samuels et al.,, 2004). Como ya se ha desarrollado antes, la principal
via de funcionamiento es Akt/mTOR que regula el crecimiento, la supervivencia celular y la motilidad
(Mantripragada & Khurshid, 2013). Asi mismo, la activaciéon de PI3K induce la regulacion positiva de
varios factores de transcripcion como MYC, JUN, JUN-B, FOS, HMGA1 y HES1; que son nodos principales

de multiples rutas moleculares (Scrima et al., 2012).

Se han descrito mutaciones somaticas de PI3K en multiples tumores. En CPNM su frecuencia es
inferior al 5%, siendo mayor en el carcinoma escamoso (6,5%) frente al adenocarcinoma (1,5%). En el
carcinoma escamoso se ha observado que ademas de las mutaciones puntuales, la amplificacién juega
un papel importante, sobre todo en pacientes varones y fumadores (Mantripragada & Khurshid, 2013;
Morgensztern et al., 2015; Pao & Girard, 2011). Las mutaciones mas frecuentes en CPNM afectan a los
residuos de Glu542 y Glu545, en el ex6n 9 (Pao & Girard, 2011). Las mutaciones de PIK3CA pueden
coexistir con mutaciones de EGFR, KRAS, NRAS y BRAF. Ademas, la activaciéon de la via PIK3/Akt
promueve la resistencia al tratamiento anti-EGFR en canceres de pulmé6n con mutacion de EGFR (5%)

(Mantripragada & Khurshid, 2013).

FGFR

La familia FGF/FGFR esta formada por 18 ligandos (FGF) que se unen a 4 RTK homélogos (FGFR
1-4). La unio6n del ligando con el receptor lleva a la dimerizacidn, y la consiguiente activacion de la TK,
que a su vez activa las vias de sefalizacién intracelular, entre las que se encuentran PI3K/Akt y Ras-Raf-
MAPK (Morgensztern et al., 2015). La desregulacion de este receptor se ha descrito en un gran nimero
de tumores, incluido el cancer de pulmén (Mason, 2007; Turner & Grose, 2010). Las alteraciones

genéticas descritas son la amplificacion, la traslocacién y las mutaciones puntuales. Su amplificacién



se ha detectado hasta en un 20% de los tumores escamosos de pulmon, y rara vez en adenocarcinomas

(3%) (Duttetal, 2011).

LKB1 / STK11

La Kinasa Hepatica B1 (LKB1) o también conocida como Kinasa Serina-Treonina 11 (STK11) se
encuentra frecuentemente mutada en CPNM. LKB1 se considera un gen supresor de tumores localizado
en 19p13.2. LKB1 se describié por primera vez en el Sindrome de Peutz-Jerghers (Hemminki et al,,
1998). Su pérdida es una de las alteraciones mas frecuentes en CPNM (30%) (Montserrat Sanchez-
Cespedes etal., 2002), encontrandose en un 34% de los adenocarcinomas y en un 19% de los carcinomas
epidermoides (Ji et al., 2007). Es mas frecuente en pacientes fumadores, varones y portadores de
mutaciones en KRAS (Matsumoto et al., 2007). De hecho, algunos articulos estudian el posible efecto
sinérgico entre KRAS y LKB1, sobre todo en el momento de metastatizar (Ji et al., 2007; Zhao et al,,
2014). Es una barrera fundamental en la tumorigénesis pulmonar, pues interviene tanto en la iniciacion

como en la metastasis (Ji et al., 2007; Matsumoto et al., 2007).

Inhibidores del control inmune: PDL1 y CTLA4

El sistema inmune tiene un papel critico en la identificacion y destruccién de células extrafas o
anormales en el organismo, asi como supresores del crecimiento tumoral (Swann & Smyth, 2007). Los
tumores son capaces de evitar esta actividad promoviendo las sefiales negativas de control de células T.
Existen numerosas moléculas co-inhibidoras, que incluyen el antigeno 4 asociado a linfocitos T (CTLA4),
proteina 1 de muerte celular programada (PDL1) y sus ligandos PD-L1 y PD-L2, gen-3 de activacién
linfocitaria (LAG-3), mucina-3 de la inmunoglobulina de la célula T (TIM-3) (Aerts & Hegmans, 2013;
Nirschl & Drake, 2013; Pardoll, 2012). La inhibicién del bloqueo que ocasiona el tumor mediante
estas sustancias permite restaurar la respuesta de las células T frente al tumor, afiadiendo otra opcién

terapéutica en el armamento rente al CPNM (Langer, 2014; Morgensztern et al., 2015).
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipotesis

Los adenocarcinomas y carcinomas escamosos de pulmén suponen casi el 80% de todos los
casos diagnosticados de cancer de pulmoén. Al igual que otras neoplasias, constituyen una enfermedad
en la que el material genético se ve afectado. En ello influyen dos vias principales: la inestabilidad
genética y la inestabilidad cromosémica. Ambas, de forma progresiva, conducen a una alteracion en
las vias de control de la proliferacion y diferenciacion celular. En este sentido, se han propuesto vias
de carcinogénesis relacionadas con este fallo en los sistemas de control de la replicacion celular que
ocasionaria inestabilidad genomica intrinseca, que a su vez permitiria el acimulo de mutaciones y la

alteracion generalizada de todo el genoma.

La mayoria de los carcinomas de pulmén no microcitico (CPNM) muestran algin tipo de alteracion
citogenética, desconociéndose la incidencia exacta de muchas de ellas y sus implicaciones clinicas y
evolutivas. Dada la gran heterogeneidad genética del CPNM, la técnica de hibridacion in situ fluorescente
(FISH) permitiria estudiar las alteraciones genéticas en cada célula individualmente, identificando asi
pequeiios clones tumorales que con técnicas de alta densidad, como los arrays de CGH (aCGH) y de
SNPs (Single nucleotide polymorphisms), no podriamos detectar. Ademas, un nimero creciente de
estudios indica que el comportamiento clinico y biolégico de una neoplasia depende en gran medida
de las alteraciones genéticas subyacentes y de las interacciones entre las células tumorales y el
micromedioambiente que las rodea, traducidas a su vez en distintos perfiles de alteracién genética y de
expresion génica, que para el CPNM, siguen sin conocerse en profundidad, especialmente en lo que se

refiere a las distintas vias de evolucidn clonal existentes a nivel intratumoral.

Por otra parte, hoy sabemos que el comportamiento de las células tumorales del CPNM (y de otros
tumores) no solo depende de las alteraciones que afectan a genes que codifican para proteinas, sino
que distintas vias de evolucion clonal existentes a nivel intratumoral. La utilizaciéon de técnicas que
permiten el analisis de las alteraciones cromos6micas a nivel de células individuales, en combinacion

con su perfil de expresion a nivel inmunohistoquimico, nos permitira profundizar en el conocimiento de
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la heterogeneidad genéticay de las vias de evolucion clonal existentes, tanto a nivel intratumoral en cada
paciente, como a nivel intertumoral entre distintos pacientes con CPNM, proporcionando asiinformacion
clave para determinar el impacto de las distintas alteraciones genéticas en el comportamiento biolégico,

histopatologico, clinico y pronéstico del CPNM.

2.2. Objetivos

Ante estos antecedentes, en el presente trabajo doctoral nos hemos planteado como objetivo
general profundizar en el conocimiento de las alteraciones genéticas y gendmicas del CPNM, con especial
énfasis en las vias de evolucion clonal presentes a nivel intratumoral, y suimpacto en el comportamiento

clinico, biolégico y evolutivo de la enfermedad. Para ello hemos delineado cuatro objetivos especificos:

1. Analizar en un grupo reducido de pacientes con CPNM (n=20) de acuerdo a los subtipos

histolégicos, adenocarcinoma (n=10) y carcinoma escamoso de pulmén (n=10):

- La incidencia de alteraciones cromosémicas mediante FISH y PCR.

- Identificar las posibles correlaciones entre las alteraciones detectadas en cada regién genética 'y
los datos clinico-patoldgicos y evolutivos de estos tumores, con especial hincapié en la identificacion de

aquellas anomalias génicas asociadas a una mayor supervivencia.

- Determinar cudles son las vias de evolucion clonal intratumoral, debidas a la inestabilidad
cromosOmica que con mayor frecuencia se observan en adenocarcinomas y carcinomas escamosos de

pulmoén.

2. Seleccionar aquellas alteraciones genéticas que han mostrado una significacidn estadistica con
la histologia o con las caracteristicas clinicas y evolutivas de los pacientes para analizarlas en una serie

mas amplia de pacientes con CPNM (n=101).



3. Determinar la incidencia de las alteraciones cromosémicas mediante FISH en los dos principales

tipos histologicos del CPNM.

4. Determinar las regiones cromosOmicas con valor prondstico en cuanto a la supervivencia global

(SG) y libre de enfermedad (SLE).
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Pacientes

En el presente estudio se ha realizado un analisis inicial con 20 pacientes diagnosticados y
tratados entre 2009 y 2010 en el Servicio de Cirugia Toracica del Complejo Asistencial de Salamanca.
La mitad de los pacientes fueron diagnosticados de carcinoma epidermoide de pulmoén (n=10) tras la
cirugia; y la otra mitad de adenocarcinoma primario pulmonar (n=10). Los resultados obtenidos fueron
validados en 82 pacientes (39 pacientes con carcinoma escamoso y 43 casos de adenocarcinomas)
operados y diagnosticados entre 1993 y 2004 en el Servicio de Cirugia Toracica del Complejo Asistencial
de Salamanca. En todos los casos el diagnostico se establecié segun los criterios convencionales de la
Organizacion Mundial de la Salud(Travis, W.D., Brambilla, E., Burke, A.P, Marx, A., Nicholson, 2015),
complementado con técnicas de inmunohistoquimica en los casos con diagndstico dudoso (figura 10) y
se estratificaron de acuerdo al sistema TNM del “American Joint Committee on Cancer” (UICC/AJCC) 7a

ediciéon 2010).

Larecogida de los datos parala obtencidn de las variables epidemiolégicas, clinicas y patoldgicas
correspondientes al estadio patolégico de la enfermedad, el tipo de cirugia, el estado de los margenes
quirurgicos, el establecimiento de tratamiento adyuvante y los datos de seguimiento (supervivencia
libre de enfermedad, supervivencia global y evolucion) se llevo a cabo mediante la revision de las

historias clinicas de toda la serie tras la realizacién de la intervencion quirargica.

De los 101 pacientes analizados, 86 (85%) fueron hombres y 15 (15%) mujeres, con edades
comprendidas entre 35 y 86 afos (66 +10anos). El 74% de los pacientes eran fumadores activos o
exfumadores desde hace <2 afios mientras que el 5% de pacientes padecian una enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC), estos dos antecedentes coincidian en 39 pacientes (38%). En el momento
de este estudio el 78% de los pacientes habian fallecido. La supervivencia global (SG) es de 62 * 66
meses con una media de seguimiento de 54 + 63 meses. Segun la clasificacion americana TNM, la
mayoria de los pacientes se encontraban en un estadio clinico localizado (59% pacientes en estadio I,

23% pacientes en estadio Il y 18% en estadio III). Tan solo un paciente present6 un estadio avanzado
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(estadio IV), en el momento del diagndstico.

3.2. Estudio morfolégico

Para llevar a cabo tanto los estudios inmunohistoquimicos (IHQ) como los genéticos disefiamos
tres tissue microarrays (figura 11), uno con los primeros 20 casos diagnosticados de carcinoma
epidermoide (n=10) y adenocarcinoma primario pulmonar (n=10), otro con 38 pacientes con carcinoma
escamoso y un tercero con las muestras correspondientes a los 43 pacientes restantes con diagnéstico
de adenocarcinoma. Asi mismo, en todos ellos incluimos tejidos de control. Cabe destacar que todas las

muestras fueron incluidas por triplicado (Kononen et al., 1998; Sanchez-Carbayo, 2011).

Para seleccionar las muestras se utilizaron las preparaciones tefiidas con hematoxilina-eosina
donde se marcaron las zonas mas representativas de cada tumor. Después se compararon las zonas
marcadas de las preparaciones con sus correspondientes bloques de parafina (bloques donantes). Se
prepararon los bloques donantes, con un minimo aconsejado de 2 mm de profundidad tisular y con
una adecuada preservacién antigénica durante el proceso de fijacidn. Seleccionamos la zona elegida en
el bloque de parafina. Confeccionamos una plantilla, identificando todos los cilindros y su disposicion
en la matriz tisular. En un bloque de parafina en blanco, de 40x25 mm, utilizado como receptor de
las muestras titulares, se introdujeron los cilindros seleccionados con agujas de 0,6mm, ajustando la
profundidad de descenso de las agujas aproximadamente a 3mm. Una vez terminado, incubamos el
bloque en una estufa a 50°C durante 10 minutos, aproximadamente, permitiendo que los cilindros del
tejido se adhieran mejor a la parafina en los orificios del array del bloque receptor. Se sacaron los bloques
de la estufa y se presionaron sobre él con un portaobjetos para nivelar la superficie. Se realizaron cortes
de 3-4 micras, se pasaron por parafina liquida con el fin de almacenar los diferentes cortes realizados. A

partir de aqui se procesaron los cortes histoldgicos como cualquier corte de tejido.

3.3. Técnicas de inmunohistoquimica

Las técnicas de inmunohistoquimica se realizaron en varios cortes obtenidos de las matrices
de tejido. La inclusién de los anticuerpos y los reactivos se realizé de manera automatica mediante el

procesador BOND-III de Leica. A continuacién se detalla el protocolo de actuacion:



- Serealizaron cortes de 3-5 micras mediante microtomo Leitz (Germany) de las muestras incluidas

en la matriz.
- Se incubaron en estufa a 60°C durante 24 horas.

- El procesamiento automatico se realizd6 en mediante el procesador BOND-III (A. Menarini
Diagnostics, San Diego, USA) mientras que el proceso de tratamiento e incubacion de los anticuerpos
se realizé con el Bond Polymer Refine Detection (Leica Microsystems (UK) Ltd, Milton Keynes UK ),
que consta de un bloqueante de peroxidasa, un post-primario, un polimero y una diaminobecidina. Los

anticuerpos primarios estudiados fueron:

Ki67, mib1 (Vitro) con una dilucién 1/100.
p53 (Leica), 1/1000.

TTF1 (Leica) Prediluido

p40 (Menarini) 1/200

p16 (Roche) Prediluido

- Entodoslos casoslas incubaciones fuerona 602Ca 10”. Una vez terminado el proceso las muestras

fueron deshidratadas y se montaronn con medio permanente “DEXPEX” (Merck).

La expresion de TTF1, p40 y p16 se considero positiva cuando teiiia el nicleo en mas de un 15%
de las células tumorales analizadas, mientras que la de Ki67(mib1) y p53 se considero positiva cuando

estaba presente en mas de un 5 y un 10% respectivamente (figura 10).

=

Figura 10. Imagen histologica de la inmunotinciéon con TTF1 (A) y p40 (B).
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3.4. Estudios genéticos

Técnicas de hibridacién in situ fluorescente (FISH)

Para la deteccidon de alteraciones cromosémicas empleamos técnicas de FISH con marcajes
dobles y triples (spectrum acqua, green y orange), con sondas centroméricas y especificas de locus para
las regiones cromosomicas mas frecuentemente alteradas en cancer de pulmon, 5p, 5q, 7p, 8p, 8q, 9p,
10q,13q, 14q,17p, 17q, 18q, 22q y X (Baik et al,, 2009; Danner et al., 2011; Garnis et al., 2006a; J. U. Kang
et al., 2008; Kerr, 2001b; Pei et al., 2001; Project & Network Genomic Medicine, 2013; Shen et al., 2009;
Staaf et al,, 2013; Sy et al,, 2004; Tai et al., 2004; Ignacio [ Wistuba & Gazdar, 2006; Yakut et al., 2006),

sobre las matrices tisulares parafinadas.

Para los estudios de FISH de los pacientes antes mencionados hemos partido de muestras
tumorales y normales obtenidas al diagndstico e incluidas en parafina, el analisis de FISH se llev a cabo
sobre nucleos interfasicos. Para llevar a cabo dicho analisis hemos empleado 20 sondas diferentes de la
casa comercial Vysis Inc; Downers, Grove, IL: 1) la sonda LSI Cri-du-Chat Dual Color [LSI EGR1 (5q31)/
D5S721,D523] para el estudio del cromosoma 5; esta sonda presenta ADN complementario de la region
5931, que contiene el locus EGR1, marcado en rojo y ADN que hibrida con la regién 5p15.2 marcado en
fluorescencia verde; 2) la sonda LSI® EGFR (7p12) SpectrumOrange/ CEP® 7 SpectrumGreenTM Probe
para el estudio del cromosoma 7, que contiene secuencias complementarias del gen EGFR marcada
en fluorescencia roja y de la regién centromérica 7p11 marcado en verde; 3) la sonda ProVysionTM
Multi-color Probe para el estudio del cromosoma 8, constituida por, ADN complementario del gen LPL,
localizado a nivel de 8p22 marcado en rojo, ADN complementario del gen c-myc (8q24) marcado en
verde y ADN que hibrida el centrémero del cromosoma 8 (8p11.1) marcado en aqua; 4) la sonda LSI®
p16 (9p21) SpectrumOrange/CEP® 9 SpectrumGreenTM Probe para el estudio del cromosoma 9, esta
constituida por ADN complemetario del gen p16 (9p21) marcado en rojo y ADN que hibrida en la regién
centromérica 9p11.1 marcado en verde; 5) la sonda LSI® PTEN (10g23) / CEP® 10 Dual Color Probe
para el estudio del cromosoma 10, formada por ADN complementario del gen PTEN (10g23) marcado en
rojoy ADN que hibrida en la regiéon centromérica 10p11.1 marcado en verde; 6) la sonda LSI® 13 (RB1)
SpectrumOrangeTM para el estudio del cromosoma 13 contiene secuencias de ADN especificas del gen
RB1 marcada en fluorescencia roja; 7) la sonda LSI® IGH/BCLZ Dual Color, Dual Fusion Translocation

Probe para el estudio de los cromosomas 14 y 18, constituida por una mezcla de sondas dirigidas para



la deteccion del gen BCL2 (18921) en fluorescencia roja y del gen IgH (14q32) en fluorescencia verde;
8) LSI® 22 (BCR) SpectrumGreenTM para el estudio del cromosoma 22, marcada directamente en
fluorescencia verde y complementaria del gen BCR (22q11.2). Para el estudio de alteraciones numeéricas
delos cromosomas 17, 18 y X, hemos utilizado sondas que contienen secuencias cromosoma-especificas
de ADN satélite altamente repetido, localizado en la regién centromérica del cromosoma, marcadas en
fluorescencia aqua. Para el estudio de reordenamientos ALK (2p23) y ROS1 (6q22.1) y amplificacion del

gen MET (7q31) se utilizaron las sondas de la casa comercial DAKO.

Los portas previamente desparafinados se incubaron de forma secuencial con soluciones que
contenian 0.1 mg/ml de pepsina (10 minutos a 372C), formaldehido al 1% (10 minutos a temperatura
ambiente) y finalmente se deshidrataron con etanol con técnicas previamente establecidas. A
continuacidn, se realizé6 una desnaturalizacion del ADN celular y de la sonda a 752C (1 minuto );
posteriormente los portas se incubaron en un termociclador (Hybrite™) todala noche a 372C. El revelado
de la sefial se realiz6 a 46°C con una solucion de 50% formamida en 2xSSC seguido de un lavado en PBS-

tween. La contratincion de las células se llevo a cabo con 4’6’ diamino -2-fenilindol (DAPI).

Elnumero de sefiales de hibridacion/célula se cuantific6 utilizando un microscopio de fluorescencia
(Leiz Werzler, Germany) equipado con un objetivo de inmersion de 100x; se realizé un contaje de al

menos 200 células por muestra.

Los criterios de evaluacion para detectar las diferentes alteraciones numéricas en los distintos
genes se definieron por la pérdida, ganancia o amplificaciéon de las correspondientes sefales de
fluorescencia en mas del 15% de los ntcleos. Se defini6 la ganancia cuando el ratio de sefiales del gen
especifico frente a sefiales del centrémero fueron >1.2. Cuando el ratio de sefiales del gen especifico fue
con respecto al centrémero fue <0.8 se considerd delecion. La amplificacion se consider6 cuando el ratio
de sefiales del gen especifico frente al centrémero fue = 2 (Lopez-Beltran et al., 2010; M Varella-Garcia

etal., 2009).

Determinacion del estado mutacional de los genes EGFR, KRAS y PIK3CA

Las mutaciones en el gen EGFR fueron identificadas a través de la plataforma cobas® (cobas®
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4800; Roche) de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Angulo, Lopez-Rios, & Gonzalez, 2014).
Para ello se realizé prueba de PCR en tiempo real concebida para la identificaciéon de las mutaciones
de los exones 18, 19, 20 y 21 del gen receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). De forma
similar, la identificacion de mutaciones en el gen PIK3CA se realizaron a través la plataforma CLART®
(Genomica) mediante PCR a tiempo real alelo especifico para el estudio de 17 mutaciones en los exones

1,4,7,9y 20 del gen.

3.5. Analisis estadistico

El analisis estadistico de todas las variables incluidas en este trabajo, se realizd con el
programa informatico SPSS 21.0 (Software Programs, Chicago, IL, USA). Se consideraron diferencias
estadisticamente significativas aquellas con una p<0.05. El estudio estadistico se centré en tres apartados.
El primero descriptivo, donde se realiz6 un andlisis de la distribucion de frecuencias o de porcentajes
en el caso de variables cualitativas, determinacion de media + desviacién estandar, mediana, rango
de las variables cuantitativas. Un segundo apartado en el que se se hicieron comparaciones entre las
variables cualitativas. Se utilizo el test de Chi cuadrado (x?) de Pearson, o el test exanto de Fisher cuando
los casos esperados fueron menor que 5. Para la comparacion entre variables cuantitativas se aplicé
el test t-student (variable dicotoma) o el test ANOVA (analisis de varianza) en caso de presentar mas
categorias. Y el ultimo apartado se dedicé al analisis de la supervivencia mediante curvas de Kaplan-
Meier para conocer la probabilidad de sobrevivir a lo largo del tiempo a la enfermedad y influencia
de las variables estudiadas en el prondstico de la misma. Para conocer la significacion estadistica de
la influencia de cada variable estudiada se utilizd el test Long-Rank (Mantel-Cox). Y finalmente, para
determinar la asociacion de los factores prondsticos que influian en la supervivencia de nuestra serie se

selecciond la regresion multiple de riesgos proporcionales de Cox.









4. RESULTADOS

En la presente seccion se describen los pacientes estudiados y los resultados obtenidos en relacion
con cada uno de los objetivos propuestos: 1) analizar en un grupo reducido de pacientes con CPNM
(n=20) de acuerdo alos subtipos histologicos, adenocarcinoma (n=10) y carcinoma escamoso de pulmon
(n=10), 2) seleccionar aquellas alteraciones genéticas que han mostrado una significacion estadistica
con la histologia o con las caracteristicas clinicas y evolutivas de los pacientes para analizarlas en una
serie mas amplia de pacientes con CPNM (n=101), 3) determinar la incidencia de las alteraciones
cromosomicas mediante FISH en los dos principales tipos histolégicos del CPNM, y 4) determinar
las regiones cromosomicas con valor prondstico en cuanto a la supervivencia global (SG) y libre de

enfermedad (SLE).
4.1 Caracteristicas clinico-bioldgicas de la serie de pacientes analizados

Enelpresentetrabajoseanalizaronuntotalde 101 piezasdereseccionquirtrgicacorrespondientes
a pacientes con cancer de pulmon no microcitico clasificados segtn la variante histologica del tumor;
adenocarcinomas (n=53) y carcinomas escamosos (n=48), en el Servicio de Anatomia Patolégica del
Complejo Asistencial Universitario de Salamanca, cuyas caracteristicas clinicas, bioldgicas y evolutivas
serecogen en la Tabla 1. De los 101 pacientes analizados, 86 (85%) fueron varones y 15 (15%) mujeres,
con edades comprendidas entre los 35 y los 86 afos (media de 66,6+8,2). De acuerdo a la literatura,
entre el grupo de los adenocarcinomas una gran parte de los tumores analizados fueron mujeres (73%),
mientras que el 98% de los escamosos fueron varones (p<0.001). En cuanto a los factores de riesgo
para el desarrollo del cancer de pulmon, la mayoria de los tumores escamosos (56%) fueron fumadores
con enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) mostrando diferencias significativas (p< 0.001)
frente al grupo de los adenocarcinomas (22%). No se encontraron diferencias significativas entre
ambos grupos histologicos para el resto de las caracteristicas clinicas del paciente (edad, localizacion,
tipo de cirugia, histologia del tumor...). No obstante, merece destacar que el tipo de procedimiento
quirurgico mas empleado fue la lobectomia y/o neumonectomia en la serie global de casos analizados
(97%). Desde el punto de vista morfoldgico, predominaron los tumores de tamafio inferior a los 7cm

y/o con agresividad local limitada, que se englobarian en pT1a-T1b (46%) y pT2a-T2b (40%), siendo

41



42

menos frecuentes los tumores operados pT3 (8%) y pT4 (5%). Segun la clasificaciéon de la American
Joint Commitee on Cancer (TNM-UICC 2009) la mayoria de los casos estaban en estadios iniciales: el
59% de los pacientes se encontraban en estadio [ y el 23% en estadio II. De los restantes pacientes,
18 (17%) estaban en estadio III, y tan solo un paciente (1%) se encontraba en estadio IV. La intencién
quirurgica fue curativa en todos los pacientes, consiguiéndose una reseccion completa en el 95%.
La mediana de supervivencia global (SG) fue de 62+66 meses. Aunque no encontramos diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos histoldgicos, la SG fue mayor en adenocarcinomas
que en carcinomas escamosos . (68+72,3 meses vs. 44+53,1 meses; respectivamente). Ninguno de los
pacientes estudiados presentd enfermedad metastasica en el momento del diagndstico, aunque 41

(40%) de ellos desarrollaron metastasis durante la evolucion de la enfermedad.



Tabla 1. Caracteristicas clinicas, biolégicas y evolutivas de 101 pacientes con cincer de pulmén no

microcitico (CPNM) de acuerdo a su histologia.

Niimero de pacientes (%)

Total de casos

Caracteristicas Adenocarcinomas Ca. Escamosos P (n=101)
(n=53) (n=48)

Género

Hombre 39 (74) 47 (98) o801 86 (85)

Mujer 14 (26) 1(2) : 15 (15)
Edad (afios)* 64 (35-86) 66 (44-83) NS 66 (35-86)
Antecedentes personales

No fumador, no EPOC 22 (42) 1(2) 23 (23)

EPOC 3(6) 2(4) 5(5)

Fumador 16 (30) 18 (38) =Reel 34 (34)

Fumador y EPOC 12 (22) 27 (56) 39(38)
Localizacién tumor

Lébulo superior derecho 20 (38) 16 (33) 36 (36)

Lébulo medio 2(4) 1(2) 3(3)

Lébulo inferior derecho 7(13) 7(15) NS 14 (14)

Lébulo superior izquierdo 18 (34) 12 (25) 30 (29)

Lébulo inferiror izquierdo 6(11) 12 (25) 18 (18)
Tipo de cirugia

Neumomectomia o lobectomia 50 (94) 46 (96) NS 96 (95)

Segmentectomia 3(6) 2(4) 5(5)
Clasificacion histopatolégica

pTlapTlb 30 (57) 16 (33) 46 (46)

pT2a-pT2b 19 (36) 22 (46) NS 41 (40)

pT3 3 (6) 6(13) 9(8)

pT4 1(1) 4(8) 5(5)
Afectacion ganglionar

pNO 39 (74) 35 (73) 74 (73)

pN1 5(9) 8(17) NS 13 (13)

pN2 9(17) 5(10) 14 (14)
Afectacion pleural

PLO 40 (76) 39 (81) 79 (78)

PL1 9(17) 6 (13) NS 15 (15)

PL2 4(7) 3 (6) 7(7
Estadio TNM

I 34 (64) 25 (52) 59 (59)

i 9(17) 14 (29) NS 23 (23)

111 9(17) 9(19) 18 (17)

v 1(2) 0 1(1)
Tipo de reseccién quirirgica

RO 51 (96) 45 (94) NE 96 (95)

R1 2 (4) 3(6) 5(5)
Recidiva

No 30 (57) 24 (50) NS 54 (53)

Si 23 (43) 24 (50) 47 (47)
Metistasis a distancia

Si 33 (62) 27 (56) A 60 (60)

No 20 (38) 21 (44) 41 (40)
Tipo de tratamiento
Local 38 (72) 30 (63) NS 68
Sistémico 15 (28) 18 (39) 33
Terapia adyuvante

Si 18 (36) 20 (42) NS 38 (38)

No 35 (64) 28 (58) 63 (62)
Exitus 41 (77) 38 (78) NS 79 (78)
Seguimiento (meses)** 61 £ 68,8 44 + 51,1 NS 54 + 62,5
Supervivencia Global (meses)** 68 + 72,3 44 + 53,1 NS 62 + 66,0

EPQC: Enfermedad pulmonar obstructiva crénica; R0O: Sin tumor microscépico residual; R1: Sin tumor macroscépico residual pero con margen
histolégico positivo. NS — estadisticamente no significativo (p > 0.05)
Resultados expresados como porcentaje de casos y *mediana (intervalo); **Mediana + DS
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4.2 Incidencia de las alteraciones genéticas detectadas por FISH en cancer de pulmén no

microcitico

Inicialmente analizamos las anomalias cormos6émicas en 20 casos, 10 adenocarcinomas y 10
carcinomas escamosos de pulmoén, mediante técnicas de FISH empleando sistematicamente sondas
centroméricas y especificas de locus dirigidas a 20 regiones cromosomicas (figura 1). Ademas,
estudiamos mediante técnicas de PCR el estado mutacional de los genes EGFR y PI3K y mediante FISH
el reordenamiento de ALK y ROS-1, asi como la amplificaciéon de MET asociados al tratamiento de la
enfermedad (tabla 2). Cabe destacar que las mutaciones en el gen EGFR fueron detectadas en el 20% de
los adenocarcinomas sin detectarse en el grupo de los carcinomas escamosos. También es interesante
resaltar que encontramos un caso de PI3K mutado, y que este correspondia a un carcinoma escamoso,
de acuerdo alo observado en la literatura. A pesar de ello, no hubo diferencias significativas entre ambos

tipos histologicos.

Porcentaje de casos (%)

P<0.05

T5p1sz 5g31 7plll 7q31 Bplll Bp22 8024 9plll 9p2l 10plll 10q23 13q18 14934 17pll 17q12 17g21 18pl1 18q21 22q11 Xplll

Regiones cromosdémicas

Figura 11. Alteraciones en el niimero de copias detectadas en pacientes con adenocarcinoma (n=10)
versus carcinomas escamosos (n=10) detectadas mediante FISH.

Se ilustran la frecuencia de las ganancias (en azul sobre el eje de las X) y las pérdidas (en naranja bajo el eje
de las X) en el nimero de copias identificadas en pacientes con adenocarcinoma (colores claros) y
carcinomas escamosos (colores oscuros). Las pérdidas de 13q14 han mostrado diferencias significativas
entre adenocarcinomas y carcinomas escamaosos.

* Anomalias cromosdmicas frecuentes ( = 50%).



Tabla 2. Alteraciones genéticas en pacientes con carcinoma de pulmén no microcitico
(CPNM) detectadas por PCR (EGFR y PI3K) y FISH (ALK, ROS1 y MET) de acuerdo a su
histologia (n=20).

Nimero de pacientes (%) Total de casos

Gen Adenocarcinomas Ca. Escamosos P n=20 (%)
n=10 n=10
EGFR
Mutado 2 (20) 0(0) NS 2(10)
No mutado 8 (80) 10 (100) 18 (90)
PI3K
Mutado 0(0) 1(10) NS 1(5)
No mutado 10 (100) 9 (90) 19 (95)
ALK
Reordenado 0(0) 0(0) NS 0(0)
No reordenado 10 (100) 10 (100) 20 (100)
ROS1
Reordenado 0(0) 0(0) NS 0(0)
No reordenado 10 (100) 10 (100) 20 (100)
MET
Amplificado 0(0) 0(0) NS 0(0)
No amplificado 10 (100) 10 (100) 20 (100)

Resultados expresados como porcentaje de casos. NS — estadisticamente no significativo (p > 0.05)

Como se puede observar en la figura 11, las ganancias cromos6micas fueron mas frecuentes que
las pérdidas (50% vs. 16%; respectivamente). Las ganancias genéticas mas frecuentemente observadas
se localizaron en las regiones cromosomicas 5p15.2 (16/20; 80%), 8924 (15/20; 80%), 17p11
(15/20; 80%), 17q11 (15/20; 80%) y 17q21 (15/20; 80%), mientras que las pérdidas cromosémicas
correspondieron a las regiones 9p21 (10/20; 50%), 8p22 (6/20; 30%); 13q14 (6/20; 30%), 7q31
(5/20; 25%), 9p11.1 (5/20; 25%), 22q11 (5/20; 25%) y Xp11.1 (5/20; 25%). Merece destacar que las
pérdidas a nivel de la regiéon cromosémica 13q14 mostraron diferencias estadisticamente significativas
a la hora de discriminar adenocarcinomas y carcinomas escamosos (40% vs. 10%; respectivamente;

P=0.041).

De todas las regiones cromosémicas analizadas, solo aquellas que marcaron una influencia
significativa con las caracteristicas clinicas de la enfermedad en los 20 pacientes inicialmente estudiados,
fueron analizadas en un total de 101 pacientes con CPNM (figura 12). La alteraciéon mas frecuentemente
observada fue la pérdida de 9p21, que aparecid en el 77% de los casos. De forma global, con menor
frecuencia, se observaron las ganancias cromosémicas en 8q24 (70/101; 69%), 22q11 (52/101; 51%)
y 5p11.1(43/101; 42%), y las pérdidas en 7q31 (71/101; 70%), 9p11.1 (68/101; 69%), 5931 (59/101;
58%), 7p11.1 (59/101; 58%) y 13q14 (51/101; 50%). Varias de estas regiones mostraron diferencias
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estadisticamente significativas diferenciando adenocarcinomas y carcinomas escamosos (tabla 3).
Practicamente todos los adenocarcinomas (59/53; 94%) ganaban 8q24 y ninguno lo perdia, mientras
que un buen numero de los carcinomas escamosos (19/48; 40%) no mostraban alteraciones en esta
region (P<0.001). Por el contrario, al estudiarlaregion 9p21, su delecion predominaba entre la histologia
escamosa (42/48; 88%) mientras que se encontraba ganada en un 19% de los adenocarcinomas (10/53)
(P<0.05). Las alteraciones a nivel del cromosoma 13 también fueron capaces de discriminar entre las
dos histologias. En el caso de 13q14, casi el 70% de los carcinomas escamosos perdian esta region
cromosdémica (33/48; 69%), mientras que entre los adenocarcinomas, era mas frecuente no encontrar
alteracion alguna (29%53; 55%) (P=0.001). Es llamativo que ninguno de los casos de adenocarcinoma
estudiados mostrara alteraciones en la regiéon 13q34, mientras que se perdia en hasta un 58% (22/48)

de los carcinomas escamosos (P<0.01).
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Figura 12. Alteraciones en el nimero de copias detectadas en pacientes con adenocarcinoma (n=53)
versus carcinomas escamosos (n=48) detectadas mediante FISH.

Se ilustran la frecuencia de las ganancias (en azul sobre el eje de las X) y las pérdidas (en naranja bajo el eje de las
X) en el nimero de copias identificadas en pacientes con adenocarcinoma (colores claros) y carcinomas
escamosos (colores oscuros). Las ganancias de 8q24** asf como las pérdidas de 9p21.1%, 13q14** y 13g24** han

mostrado diferencias significativas (*P < 0.05 y **P < 0.01) entre adenocarcinomas y carcinomas escamosos.
3¢ Anomalias cromosdmicas frecuentes ( = 50%).



Tabla 3. Alteraciones genéticas en pacientes con carcinoma de pulmén no microcitico

(CPNM) detectadas por FISH de acuerdo a su histologia (n=101)

Regioén Niimero de pacientes (%) Total de casos
cromosémica Adenocarcinomas Ca. Escamosos N (n=101)
(n=53) (n=48)

Cromosoma 5p15.2* (n=97)

Pérdida 5(10) 7 (15) 12 (12)

Normal 26 (53) 18 (37) NS 44 (45)

Ganancia 18 (37) 23 (48) 41 (43)
Cromosoma 5q31* (n=99)

Pérdida 27 (53) 31 (65) 58 (59)

Normal 15(29) 15(31) NS 30 (30)

Ganancia 9(18) 2(4) 11 (11)
Cromosoma 7p11.1* (n=100)

Pérdida 26 (50) 31 (65) 57 (57)

Normal 7 (14) 6(12) NS 13 (13)

Ganancia 19 (37) 11 (22) 30 (30)
Cromosoma 7q31* (n=100)

Pérdida 33 (64) 37 (77) 70 (70)

Normal 4(8) 2(4) NS 6 (6)

Ganancia 15(29) 9(19) 24 (24)
Cromosoma 8q24

Pérdida 0(0) 10 (20) 10 (10)

Normal 3(6) 19 (40) < 0.001 22 (21)

Ganancia 50 (94) 19 (40) 69 (69)
Cromosoma 9p21

Pérdida 35 (66) 42 (88) 77 (77)

Normal 8 (15) 5(10) 0.015 13 (13)

Ganancia 10 (19) 1(2) 11 (11)
Cromosoma 9p11.1

Pérdida 36 (68) 32 (65) 68 (67)

Normal 8 (15) 12 (27) NS 20 (20)

Ganancia 9(17) 4 (8) 13 (13)
Cromosoma 13q14

Pérdida 18 (34) 33 (69) 51 (51)

Normal 29 (55) 10 (21) 0.001 39 (39)

Ganancia 6(11) 5(10) 11 (10)
Cromosoma 13q34* (n=81)

Pérdida 0(0) 22 (58) 22 (28)

Normal 43 (77) 13 (34) < 0.001 56 (68)

Ganancia 0(0) 3(8) 3(4)
Cromosoma 22q11* (n=99)

Pérdida 9(17) 16 (33) 25 (25)

Normal 11(22) 12 (25) NS 23 (23)

Ganancia 31(61) 20 (42) 51 (52)
Focos de amplificacién del cromosoma 22q11

Si 9(17) 4 (8) NS 13 (13)

No 44 (83) 44 (92) 88 (87)

Resultados expresados como porcentaje de casos; NS — estadisticamente no significativo (p > 0.03)
* Omisi6n de casos debido a falta de material
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Atendiendo a todas estas diferencias, se podrian resumir graficamente como muestra la figura 13.

Figura 13. Alteraciones genéticas en pacientes con carcinoma de pulmon
no microcitico (CPNM) detectadas por FISH de acuerdo a su histologia
(n=101).

5p15.2 7p11.1 9p21
5¢q31  7q31 13q14

22q11

Adenocarcinomas Carcinoma escamoso

Una vez establecida la incidencia individual de alteraciones para cada region cromosémica
analizada en los CPNM nos centramos en determinar la posible existencia de asociaciones entre dos
0 mas alteraciones cromosémicas (tabla 4). En este sentido, en los adenocarcinomas, encontramos
asociaciones estadisticamente significativas entre las pérdidas de los cromosomas 5q31, 7q31, 7p11.1
y 9p11.1. Por otro lado los tumores que no muestran alteraciones de los cromosomas 5p15.2y 13q14 se
asocian la pérdida de 5q31. La monosomia de 9p11.1 se asocia, a su vez, con la monosomia de 9p21y la
ganancia de 8q24. Analogamente, en los carcinomas escamosos encontramos que las pérdidas de 5q31,
7p11.1, 7q31 y 9p11 estan interrelacionadas de forma estadisticamente significativa. Sin embargo, en
el carcinoma escamoso, la ausencia de alteraciones a nivel de 8q24 se relaciona con las anomalias de
7p11.1,7q31,9p11y 22q11. En su conjunto, las correlaciones observadas entre las diferentes anomalias
cromos6micas encontradas, tanto en adenocarcinomas como en carcinomas epidermoides, apoyan
la hipdtesis de la existencia de diferentes clones y vias de aneuploidizacion asociadas a inestabilidad

cromosOmica en el carcinoma de pulmdén no microcitico.



Tabla 4. Correlacién entre el ndmero de sefiales detectadas por FISH en cada regidn cromosdmica en
adenocarcinomas (n=53) y carcinomas escamosos (n=48).

5p15.2 5q31 7pill  7g31  8g24 9plll  9p21  13q14 13g34 22q11
sp15.2 | . .46 36
‘h‘“‘m
5q31 H'“a A8 54 .58 44
.
7p1l.1 .59 “‘*-HR .90 .34
Ty
7931 A2 H"xa .36 .38
.
8q24 .39 .40 .39 H"Hx .30
~
9p11.1 37 40 .43 55 47
o
N
9p21 S0 s
HH‘*-H‘
13q14 - - .
CARCINOMAS ESCAMOSOS ~
13434 T3 S
H""H-\
.
22q11 .32 y
™

Los resultados se muestran como coeficientes de correlacidn de Pearson (RY); los espacios vacios se corresponden con
correlaciones entre las regiones cromosdmicas cuyo coeficiente de correlacidn de Pearson (R?) es menor de 70. En negrita
cuando |a significacidn es p < 0,01 y sin negrita cuande la significacién es p < 0,05,

4.3 Significado de los cambios genéticos detectados mediante FISH en el comportamiento

clinico-patolégico y evolutivo de la enfermedad

La correlacién entre las caracteristicas clinico-patoldgicas de la enfermedad y las alteraciones
genéticas detectadas por FISH en los primeros 20 pacientes se recoge en las tablas 5 a 8. En cuanto a la
clasificacion T, tumores inferiores a 5cm con extensién local limitada se asociaron con las ganancias de
8q24,8q11y 17921 (tabla 5). Los pacientes con afectacion ganglionar mostraron con mayor frecuencia

pérdidas en 9p11.1 sin presentar anomalias en 10p11.1 (tabla 6).
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Tabla 5. Relacion entre las alteraciones genéticas y la clasificacion T (TNM
2009) en pacientes (n=20) con carcinoma de pulmoén no microcitico (CPNM)

Clasificacion T (TNM 2009) (%)

Regiones T1a-Tlb  T2a(n=16) T2b (n=2) P
cromosomicas
(n=2)
Cromosoma 8q24
Pérdida 1(50) 0 (0) 0 (0)
Normal 0 (0) 4 (25) 0 (0) 0.04
Ganancia 1(50) 12 (75) 2 (100)
Cromosoma 8q11
Pérdida 1(50) 0 (0) 0 (0)
Normal 0 (0) 6(38) 0 (0) 0.03
Ganancia 1(50) 10 (63) 2 (100)
Cromosoma 17q21
Normal 2 (100) 3(19) 0 (0) 0.03
Ganancia 0(0) 13 (81) 2 (100)

Resultados expresados como porcentaje de casos

Tabla 6. Relacidn entre las alteraciones genéticas y afectacion de los ganglios
linfaticos en pacientes (n=20) con carcinoma de pulmén no microcitico (CPNM)

Afectacién ganglionar (%)

Regiones A S
ATt us e Negativos Positivos P
(n=16) (n=4)
Cromosoma 9p11.1
Pérdida 2 (13) 3(75)
Normal 10 (62) 0(0) 0.02
Ganancia 4 (25) 1 (25)
Cromosoma 10p11.1
Pérdida 2 (13) 0 (0)
Normal 5(31) 4 (100) 0.05
Ganancia 9 (56) 0 (0)

Resultados expresados como porcentaje de casos

Tabla 7. Relacion entre las alteraciones genéticas y el tratamiento adyuvante
en pacientes (n=20) con carcinoma de pulmén no microcitico (CPNM)

Tratamiento adyuvante (%)

Regiones
. No Si I
cromosomicas (n=5) (n=15)
Cromosoma 9p21
Pérdida 1(20) 9 (60)
Normal 2 (40) 6 (40) 0.03
Ganancia 2 (40) 0(0)
Cromosoma 17q21
Normal 5(62) 1(8) 0.01
Ganancia 3 (38) 11 (92)

Resultados expresados como porcentaje de casos



La mayoria de los pacientes que recibieron tratamiento adyuvante mostraron pérdidas del
cromosoma 9p21 y ganancias de 17q21 (tabla 7). En cuanto a las caracteristicas evolutivas del tumor
quedan reflejadas en la tabla 8. Los tumores que no mostraron ganancias de 7p11.1 y 7q31, asi como
pérdidas de 9p11 desarrollaron enfermedad metastasica durante la evolucién. Finalmente, los pacientes

cuyas en muestras tumorales no se observé ganancias de 7q31 y 8q24 tuvieron mayor tasa de mortalidad.

Tabla 8. Relacion entre las alteraciones genéticas y caracteristicas evolutivas en pacientes
(n=20) con carcinoma de pulmén no microcitico (CPNM)

Metastasis (%) Exitus (%)
Regiones ,
cromosdmicas No St P NGO S P
(n=8) (n=12) (n=11) (n=9)
Cromosoma 7p11.1
Pérdida 0(0) 3(25) 1(9) 2(22)
Normal 0(0) 4(33) 0.03 1(9) 3(33) NS
Ganancia 8 (100) 5(42) 9 (82) 4 (45)
Cromosoma 7q31
Pérdida 0(0) 5(42) 2(18) 3(33)
Normal 1(13) 3(25) 0.04 0(0) 4 (45) 0.01
Ganancia 7 (87) 4 (33) 9 (82) 2(22)
Cromosoma 8q24
Pérdida 0(0) 1(8) 0(0) 1(11)
Normal 1(13) 3(25) NS 0(0) 4 (44) 0.02
Ganancia 7 (87) 8 (67) 11 (100) 4 (44)
Cromosoma 9p11.1
Pérdida 0(0) 5(42) 2(18) 3(33)
Normal 4 (50) 6 (50) 0.04 4 (36) 6(67) NS
Ganancia 4 (50) 1(8) 5 (46) 0 (0)

Resultados expresados como porcentaje de casos

Es interesante destacar que préximos a las regiones estudiadas se encuentran algunos genes
relacionados con la proliferacion celular (FGF10, EGFR, AKT-1, TOP3A, ERBB2, FOXN3, STAT3, RARA,
TOP2A, LAMA3, MAPK4), genes supresores de tumores (APC, EGR-1, TUSC3, CDNK2A, CDNK2B,
PTEN,RB-1, TP53113, BCL2, NF1), oncogenes (MET, MYC), y otros genes descritos en distintas neoplasias,

incluido el CPNM (SOX1 VOPP-1, PCM-1, RAB20, SMAD4, SERPINB13, BCR) (tabla 9).
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Tabla 9. Genes proximos a las regiones cromosdmicas estudiadas en los pacientes con

carcinoma de pulmdn no microcitico (CPNM) detectadas por FISH (n=101).

Regiones Genes, marcados en negrita los involucrados en procesos neoplasicos
cromosémicas y/orelacionados con el CPNM.
5p15.2 CTNND2A, ANKH, TRIO, CCT5 FAM173B, FAM1054A, OTULIN, DNAH5 CMBL
MARCH6, DAP, ROPN1L, ANKRD33B
5q31 APC, TRIMZ3, ARSB, ALDH7A1, BHMT, BTF3, CAMK4, CAMLG, CAST, CCNB1, CCNH,
CD14, CDC23, EGR-1, CSF2, CSNK1G3, VCAN, CTNNA1, DMXL1, DHFR, DIPH1, HBEGF,
EFNAS, ETF1, FZR
7p11.2 VSTMZA, SEC61G, EGFR, LANCLZ, VOPP1, SEPT14, ZNF713, GBAS, MRPS17, PSPH,
CCTGA, SUMFZ, PHKG1, CHCHDZ, NUPRZ, ZNF479, ZNF716
7q31 TFEC, CAVZ2, MET, ST7, WNT2, ASZ1, CFTR
8p22 KIAA1456, DKCI, SGCZ, TUSC3, MSRI, MICU3, FGF20, ZDHHC2, CNOT7, VPS37A,
MTMR?7, SLC7AZ, PDGFRL, MTUS1, FGL1, PCM1, ASAH1, NAT1, NATZ, PSD3
8q24 MYC, PVT1, TMEM75
9p11 CBWD?7, CNTNAP3B, ANKRDZ20A2,
9p21 MTAP, CDKN2A, CDKN2B, CMRTA-1, MLLT3, FOCAD, HACD4, IFN
10p11 LYZL1, SVIL, KIAA1462, MAP3K8, MTPAP, LYZLZ2, ZNF438
10q23 ATADI1, PTEN, KLLN, PAPSSZ, RNLS, NUTMZD
13q14 LPARG, RB1, ITM2B, RCBTBZ, CYSLRTZ2, MED4, NUDT15, SUCLAZ
13q34 IRS2, COL4A1, COL4AZ, RAB20, CARKD, ING1, CARSZ, ANKRD10, ARHGEF7, TEX29,
SOX-1, SPACA7, TUBGCP3, ATP11AUN, ATP11A, MCF2L, CUL4A, PASA3, CDC16
14932 CDL11B, SERD3, CCNK, CCDC85C, HHIP-like 1, CYP46A1, EML-1, EVL, DEGS2, YY1,
VRK1, PAPOLA, AK7, GSKIP, BDKRB1, AKT1, ARGZ, CALM1, FOXN3
17p11 PIGL, CENPV, UBB, TRPVZ, LRRC75A, ZNF287, ZNF624, USP32PI, TNFRSF13B, MPRIP,
PLD6, FLCN, COPS3, NT5M, MEDS, PASD1, TOP3A, SMCR8
17q11 ERBBZ2, KRS1, RNFAIP1, POLDIPZ, FOXN1, RAB34, PROCA1, TP53I13, GIT, SLC6A4,
NUFIP2, TAOK1, SSH2, ANKRD13B, ABHD15, COR06, EFCAB5, NSRP1, BLMH, CPD,
EVIZB, EVI2A, CDK5R1, NF1, OMG, GRB7, PNMT, TCAP, STARD3, IKZF3, MIENI,
PGAP3, MIR4728
17q21 STAT3, MAP3K14, TOP2A, IFGBP4, G/D3, CDC6, RARA, MSL-1, WIPF-2, PMSD3,
BCRA-1
18p11 LAMA3, NP(C1, RBBPS, RIOK3, TMEM241, CABLES1, TTC39C, ANKRD29, MIR4741
18q21 BCL2, CDH20, RNF152, PIGN, TNFRSFIIA, ZCCHCZ, PHLPP1, KDSR, SERPINBS, VPS4B,
HMSD, CDH7, CYB5A, DCC, FECH, KDSR, GALR1, GRP, LMAN1, SMAD4, MBD1, MBP,
MC4R, ME2, MYO5B, NARS, NFATC1, ATP8B1, SERPINB13, MAPK4, LIPG
22q11 GNAZ, RSPH14, BCR, RAB36, SGSM1, PIWIL3, IRRC75B, GGT1, GUCD1, UPB1
Xp11 RBM10, RGN, NDUFB11, USP11, CDK16, UBA1, ZNF157




4.4 Impacto de las caracteristicas clinico-patoldgicas y de las alteraciones genéticas en la

supervivencia libre de enfermedad

De los 101 pacientes analizados en el presente estudio, 97 fueron intervenidos con intencion
curativa (RO), de ellos, 11 (11%) recidivaron en el primer afio tras la cirugia, 7 fueron carcinomas
escamosos (7%) y 4 adenocarcinomas (4%). Sin embargo, si observamos la serie a largo plazo,
observamos que el nimero de casos que recidivan termina siendo casi el mismo en las dos histologias,

57% en adenocarcinomas y 51% en carcinomas escamosos.

La figura 14 y tabla 10 muestran las caracteristicas clinico-patolégicas relevantes de la enfermedad
que tienen valor prondstico en la apariciéon de recidiva en el grupo de los adenocarcinomas. De
todas las caracteristicas de la enfermedad, la edad, el sexo, la exposicion al tabaco y/o la presencia
de EPOC no presentaron impacto significativo en la supervivencia libre de enfermedad (SLE). Fueron
las caracteristicas patoldgicas las que influyeron significativamente en la SLE. Los tumores <5 cm con
extension limitada a nivel local (pT1), mostraron una SLE significativamente mayor que los de mayor
tamafo y/o mayor grado de infiltracién local (pT2 y pT3, mediana de 141 meses vs 48 y 19 meses;
respectivamente, P<0.05). De manera similar, la presencia de ganglios metastasicos (N1 y N2), afectacion

pleural (PL1 y PL2) y estadios avanzados (Il y III).

Ademas de las caracteristicas patoldgicas, algunas de las alteraciones genéticas estudiadas
también mostraron una asociacién estadisticamente significativa con el tiempo libre de recaida (tabla
11). Asi, podemos observar que los pacientes con las pérdidas de 7p11.1 y 7q31 muestran una SLE
significativamente mas corta con respecto a los pacientes que ganan o no muestran alteracién en
estas regiones (mediana NA vs 141 y 13 meses; P=0.010, y mediana de NA vs 141 y 3 meses; P=0.001,
respectivamente). De la misma manera, los pacientes con adenocarcinomas de pulmoén que ganan la
region 8q24 muestran una menor SLE con respecto a aquellos casos en los que dicha regiéon no muestra

alteraciones (mediana NA vs 31 meses; P=0.014).
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Tabla 10. Impacto pronéstico de las caracteristicas clinico-patoldégicas sobre la
supervivencia libre de enfermedad (SLE) en pacientes con adenocarcinoma de

pulmén (n=51)

Mediana Anilisis
Caracteristicas N2 de Casos de SLE univariante
(meses) P
Género
Hombres 37 NA NS
Mujeres 14 141
Edad (afios)
<65 27 50
=265 24 NA N3
Antecedentes
No fumador no EPOC 21 31
Fumador 16 49 NS
EPOC 3 NA
Fumador y EPOC 11 65
Clasificaciéon T
pT1 29 141
pT2 19 48 0.030
pT3 3 13
Afectacién ganglionar
pNO 39 NA
pN1 4 22 <0.001
pN2 8 21
Afectaci6n pleural
PLO 39 141
PL1 9 NA 0.004
PL2 3 10
Estadio TNM
I 34 72
11 9 48 <0.001
111 8 21
Exitus
No 12 NA
St 41 115 1S

EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica; NS: Diferencias estadisticamente no significativas (p>0,05)



Tabla 11. Impacto pronéstico de las caracteristicas genéticas sobre la
supervivencia libre de enfermedad (SLE) en pacientes con adenocarcinoma de
pulmén (n=51)

Andlisis
Regiones N¢ de casos Mediana de SLE Univariante
Cromosémicas (meses) P
Cromosoma 5p15.2* (n=49)
Pérdida 5 115
Normal 26 141 NS
Ganancia 18 77
Cromosoma 5q31* (n=51)
Pérdida 27 141
Normal 15 48 NS
Ganancia 9 77
Cromosoma 7p11.1* (n=52)
Pérdida 26 NA
Normal 7 13 0.010
Ganancia 19 141
Cromosoma 7q31
Pérdida 33 NA
Normal 4 3 <0.001
Ganancia 15 141
Cromosoma 8q24
Pérdida 0 0
Normal 3 31 0.014
Ganancia 50 NA
Cromosoma 9p21.1
Pérdida 35 115
Normal 8 NA NS
Ganancia 10 NA
Cromosoma 9p11.1
Pérdida 36 50
Normal 8 NA NS
Ganancia 9 NA
Cromosoma 13q34* (n=43)
Normal 43 141 NS
Cromosoma 13q14
Pérdida 18 39
Normal 29 NA NS
Ganancia 6 NA
Cromosoma 22q11* (n=49)
Pérdida 9 48
Normal 11 115 NS
Ganancia 31 NA
Focos de amplificacion del cromosoma 22q11
No 44 141 NS
Si 9 25

NA: No alcanza; NS: Diferencias estadisticamente no significativas (p>0.05)
* Omision de casos debido a material insuficiente
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Figura 14. Caracteristicas clinico-bioldgicas y genéticas que han mostrado un impacto _
significativo en la superviencia libre de enfermedad (SLE) en el analisis univariante en
pacientes con adenocarcinoma de pulmén (n=51). (A) Clasificacién T, (B) afectacién de los
ganglios linfaticos, (C) estadio TNM, (D) afectacion pleural, (E) metdastasis, (F) cromosoma
7p11.1, (G) cromosoma 731y (H) cromosoma 8q24.




En el analisis multivariante de factores pronoésticos asociados a recaidas mostré que la afectaciéon
pleural junto con las alteraciones a nivel de 9p11.1, 9p21y 13q14 constituyen la mejor combinacién
de parametros individuales a la hora de predecir la SLE en pacientes con adenocarcinoma de pulmon.
En base a estas cuatro variables, establecimos un sistema de puntuacion para tratar de realizar una
estratificacion prondstica de los pacientes. De forma que, a la ausencia de afectacidon pleural y un
numero normal de copias de las regiones 9p11.1, 9p21 y 13q14 les dimos un valor 0; mientras que a
la afectacion pleural (PL1 o PL2), las pérdidas de 9p11.1 y 13q14 y la ganancia de 9p21 les dimos un
valor de 1. De acuerdo a la puntuacion de estas variables, los pacientes que no mostraron ninguno de
estos tres parametros alterados obtuvieron una puntuacién de 0 y fueron considerados de bajo riesgo.
Los que mostraron un factor pronostico alterado tuvieron una puntuacion de 1 y fueron considerados
de riesgo intermedio. Y aquellos que tenian dos 0 mas parametros alterados, fueron considerados de
alto riesgo. Aunque no fue estadisticamente significativo, se observa que los pacientes que no tenian
ninguno de los factores pronoésticos alterados vivian mas meses antes de la recidiva con respecto a los

que tenian uno o mas de uno alterados (mediana de 141 vs 38 y NA respectivamente;P>0.05).

En las tablas 12 y 13, asi como en la figura 15, se detallan las variables clinico patologicas y
genéticas prondsticas implicadas en el desarrollo de recidivas con respecto a los carcinomas escamosos

que se operaron con intencion curativa.
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Figura 15. Caracteristicas clinico-biolégicas que han mostrado un impacto significativo en la superviencia libre de
enfermedad (SLE) en el analisis univariante en pacientes con carcinoma epidermoide de pulmén (n=48).
(A) Clasificacion Ty (B) afectacion de los ganglios linfaticos.

Desde el punto de vista clinico-patoldgico, tan solo el género y la clasificacion T mostraron
significacidn estadistica. En la variable escamosa, de los 45 casos RO tan solo habia una mujer, y su SLE
fue significativamente menor que la de los restantes casos varones (10 meses vs 68 meses; P<0.05).

Los tumores que tras el estudio patolégico se clasificaron como T2 mostraron una SLE de 128 meses,
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Tabla 12. Impacto pronéstico de las caracteristicas clinico-patoldgicas sobre la
supervivencia libre de enfermedad (SLE) en pacientes con carcinoma
escamoso de pulmoén (n=45)

Mediana Analisis
Caracteristicas N2 de Casos de SLE univariante
(meses) P
Género
Hombres 44 68
Mujeres 1 10 0.041
Edad (afos)
<65 16 51
265 29 55 NS
Antecedentes
No fumador no EPOC 1 10
Fumador 18 68 NS
EPOC 2 48
Fumador y EPOC 27 13
Clasificacion T
pT1 15 48
pT2 21 128
pT3 6 25 0:008
pT4 3 6
Afectacién ganglionar
pNO 34 80
pN1 7 47 NS
pN2 4 13
Afectacion pleural
PLO 38 80
PL1 5 12 NS
PL2 2 25
Estadio TNM
I 24 80
I 14 50 NS
I11 7 47
Exitus
No 10 NA
Si 35 50 NS

EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica; NS: Diferencias estadisticamente no

significativas (p>0,05)



Tabla 13. Impacto prondstico de las caracteristicas genéticas sobre la supervivencia libre de
enfermedad (SLE) en pacientes con carcinoma escamoso de pulmén (n=45)

Analisis
Regiones N2 de casos Mediana de SLE Univariante
Cromosdémicas
(meses) P
Cromosoma 5p15.2
Pérdida 6 NA
Normal 17 50 NS
Ganancia 23 55
Cromosoma 5q31
Pérdida 30 80
Normal 14 50 NS
Ganancia 2 26
Cromosoma 7p11.1
Pérdida 29 48
Normal 6 128 NS
Ganancia 11 55
Cromosoma 7q31
Pérdida 35 48
Normal 2 128 NS
Ganancia 9 NA
Cromosoma 8q24
Pérdida 8 48
Normal 19 50 NS
Ganancia 19 NA
Cromosoma 9p21.1
Pérdida 40 39
Normal 5 NA NS
Ganancia 1 NA
Cromosoma 9p11.1
Pérdida 30 68
Normal 12 26 NS
Ganancia 4 55
Cromosoma 13q34* (n=36)
Pérdida 22 47
Normal 11 128 NS
Ganancia 3 48
Cromosoma 13q14
Pérdida 31 55
Normal 10 51 NS
Ganancia 5 NA
Cromosoma 22q11
Pérdida 16 50
Normal 11 51 NS
Ganancia 19 55
Focos de amplificacion del cromosoma 22q11* (n=45)
No 41 41 NS
Si 4 NA

NA: No alcanza; NS: Diferencias estadisticamente no significativas (p>0.05)
* Omision de casos debido a material insuficiente
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Cuando realizamos el analisis multivariante con todos los parametros estudiados, observamos
que la pérdida de 9p21 y la presencia de focos de amplificacion en el cromosoma 22q11 eran factores
pronosticos independientes para el desarrollo de recidiva. De hecho, los pacientes que presentaron
ambos factores de forma conjunta fallecen antes (<23 meses), sin llegar a desarrollar recidiva de la

enfermedad.

4.5 Impacto de las caracteristicas clinico-patoldgicas y de las alteraciones genéticas en la

supervivencia global

En los adenocarcinomas de pulmdn no hemos encontrado ninguna variable clinica (género, edad
o antecedentes de exposicion al tabaco o de EPOC) con impacto prondstico en la supervivencia global
(SG). Sin embargo, todas las caracteristicas patoldgicas y las relacionadas con el tratamiento mostraron
significacidn estadistica. De tal manera que una mayor clasificaciéon T (P<0.01), la afectacion ganglionar,
N10oN2 (P<0.01),laafectacion de pleuraparietal, PL2 (P<0.01) y un estadio tumoral mayor (P<0.01) entre
las caracteristicas patoldgicas, y el tratamiento sistémico (P<0.01) y el recibir tratamiento adyuvante
(P<0.05), mostraron una influencia significativa como factores de mal prondstico, asociandose a una SG

significativamente menor (tabla 14).

Cuando analizamos las caracteristicas genéticas estudiadas en los adenocarcinomas de pulmoén
(tabla 15), solamente los pacientes con pérdidas de 7q31 o sin alteraciones en esta regiéon mostraron una
mediana de supervivencia menor que los pacientes que ganaron dicha regién cromosémica (mediana

de 65 y 3 meses vs 141 meses respectivamente; P<0.01).

Las curvas de supervivencia de los pacientes con adenocarcinoma de pulmén con las caracteristicas

clinico-patolégicas y genéticas con impacto prondstico en la SG se recogen la figura 16.



Tabla 14. Impacto prondstico de las caracteristicas clinico-patoldgicas sobre
la supervivencia global (SG) en pacientes adenocarcinoma de pulmén (n=53)

Mediana Anadlisis
Caracteristicas N2 de Casos de SG univariante
(meses) p
Género
Hombres 39 33 NS
Mujeres 14 98
Edad (afos)
<65 27 79
> 65 26 65 H
Antecedentes
No fumador no EPOC 22 79
Fumador 16 61 NS
EPOC 3 123
Fumador y EPOC 12 102
Clasificacion T
pT1 30 123
pT2 19 79
pT3 3 16 < 0.001
pT4 1 8
Afectacion ganglionar
pNO 39 123
pN1 5 98 < 0.001
pN2 9 21
Afectacién pleural
PLO 40 88
PL1 9 123 0.002
PL2 4 8
Estadio TNM
| 34 144
11 9 98
11 9 21 <0001
IV 1 8
Tipo de cirugia
RO 51 88
R1 2 4 < 0.001
Recidiva de la enfermedad
No 30 140 NS
Si 23 41
Metastasis durante la evolucion
No 33 123 NS
Si 20 41
Tipo de tratamiento
Local 38 140
Sistémico 15 36 0004
Tratamiento adyuvante
No 35 36
Si 18 140 0.016

EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica; NS: Diferencias estadisticamente no

significativas (p>0,05)
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Tabla 15. Impacto prondstico de las caracteristicas genéticas sobre la
supervivencia global (SG) en pacientes con adenocarcinoma de pulmén
(n=53)

Analisis
Regiones N¢ de casos Mediana de SG Univariante
Cromosdmicas (meses) P
Cromosoma 5p15.2* (n=49)
Pérdida 5 88
Normal 26 55 NS
Ganancia 18 164
Cromosoma 5q31* (n=51)
Pérdida 27 72
Normal 15 61 NS
Ganancia 9 189
Cromosoma 7p11.1* (n=52)
Pérdida 26 72
Normal 7 16 NS
Ganancia 19 88
Cromosoma 7q31
Pérdida 33 65
Normal 4 7 <0.001
Ganancia 15 144
Cromosoma 8q24
Pérdida 0 0
Normal 3 52 NS
Ganancia 50 79
Cromosoma 9p21.1
Pérdida 35 61
Normal 8 145 NS
Ganancia 10 123
Cromosoma 9p11.1
Pérdida 36 55
Normal 8 145 NS
Ganancia 9 164
Cromosoma 13q34* (n=43)
Normal 43 79 NS
Cromosoma 13q14
Pérdida 18 61
Normal 29 72 NS
Ganancia 6 NA
Cromosoma 22q11* (n=49)
Pérdida 9 88
Normal 11 123 NS
Ganancia 31 65
Focos de amplificacién del cromosoma
22q11
No 44 88 NS
Si 9 41

NA: No alcanza; NS: Diferencias estadisticamente no significativas (p>0.05)
* Omisién de casos debido a material insuficiente
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Figura 16. Caracteristicas clinico-biolégicas y genéticas que han mostrado un impacto
significativo en la superviencia global (SG) en el andlisis univariante en pacientes con
adenocarcinoma de pulmén (n=53). (A) Clasificacion T, (B) afectacion ganglionar, (C)
afectacion pleural, (D) estadio TNM, (E) tipo de tratamiento, (F) tratamiento adyuvante, (G)
tipo de cirugia v (H) cromosoma 7g31.
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Una vez conocidas las caracteristicas con valor prondstico en el estudio univariante en la histologia
adenocarcioma, realizamos un estudio multivariante. De todos los factores prondsticos analizados, la
edad, los antecedentes de tabaquismo o ECPOC, la afectacion de los ganglios linfaticos, la afectaciéon
pleural, el desarrollo de metastasis, los casos que no ganaban 5p15 y las pérdidas de 9p21 y 9p11
conforman la mejor combinacidn de parametros para predecir la SG en los adenocarcinomas de pulmon.
Establecimos un sistema de puntuacion para tratar de realizar una estratificacion prondéstica estos
casos. Los valores que recibieron los distintos pardmetros se resumen en la tabla 16. De manera que, de
acuerdo a la puntuacion obtenida, los pacientes con una suma < 2 se clasificaron de bajo riesgo, los que
sumaron un valor entre 3y 4 se clasificaron como de riesgo intermedio, y los que obtuvieron = 5 puntos

se consideraron de alto riesgo.

La supervivencia de los pacientes clasificados como de bajo riesgo tenian una supervivencia
significativamente mayor que no pacientes con clasificados como riesgo intermedio y alto riesgo

(mediana de 123 meses vs 72 y 21 meses respectivametne; P=0.009) (figura 17).

La SG en los carcinomas escamosos estaba influenciada negativamente por un mayor grado
patolégico dentro de la clasificacion T (P<0.01) y por el tratamiento sistémico (P<0.05) (tabla 17). El

resto de variables clinico-patolégicas no mostraron significacion estadistica en el analisis univariante.

Tabla 16. Sistema de puntuacion para la
estratificacion prondstica de los pacientes con

adenocarcinoma de pulmén (n=53)
1,04
Factores prondsticos Puntuacion
Antecedentes P=0.009
No fumador no EPOC 0 Lo
Fumador EPOC 1 "
Fumador y EPOC 2 §
Afectacién pleural S
PLO 0 i
PL1/PL2 1 g
Cromosoma 5p15.2 g o4
Pérdida 1 & Score 1 (n=19)
Normal / Ganancia 0
Cromosoma 9p11.1 0.2 Ceore s (s
Pérdida 1 - !
Normal / Ganancia 0 Score 3 (n=6)
Cromosoma 9pZ21 0.0
Pérdida 1 H 50 100 150 200 230 300
Normal / Ganancia 0 Meses desde la cirugia
Gradacién final Figura 17. Supervivencia global en adenocarcinomas de pulmén (n=53)
Bajo riesgo <2 basado en el sistema de estratificacion prondstica propuesto
Riesgo intermedio 3-4
Alto riesgo 25
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La SG en los carcinomas escamosos estaba influenciada negativamente por un mayor grado

patolégico dentro de la clasificacion T (P<0.01) y por el tratamiento sistémico (P<0.05) (tabla 17). El

resto de variables clinico-patolégicas no mostraron significacion estadistica en el analisis univariante.

De las regiones cromosdmicas estudiadas (tabla 18), las Uinicas con impacto significativo fueron la

pérdida de 7q31 (P<0.05) y la presencia de focos de amplificacion (P<0.05), que mostraron una menor

SG con respecto a la ausencia de alteraciones de 7q31 o la ganancia de esta region (mediana de 30 meses

vs 48 y NA respectivamente), y la ausencia de focos de amplificacion de 22q11 (mediana de 21 meses vs

48 meses respectivamente) (figura 18).
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Tabla 17. Impacto prondstico de las caracteristicas clinico-patoldgicas sobre la
supervivencia global (SG) en pacientes con carcinoma escamoso de pulmén
(n=48)

Mediana Andlisis
Caracteristicas N2 de Casos de SG univariante
(meses) p

Género

Hombres 47 47 NS

Mujeres 1 18
Edad (afos)

<65 17 41

265 31 47 B
Antecedentes

No fumador no EPOC 1 18

Fumador 18 36 NS

EPOC 2 23

Fumador y EPOC 27 65
Clasificacion T

pT1 16 48

pT2 22 64

PT3 6 41 <0.001

pT4 4 9
Afectacion ganglionar

pNO 35 41

pN1 8 25 NS

pN2 5 65
Afectacion pleural

PLO 39 48

PL1 6 22 NS

PL2 3 14
Estadio TNM

I 25 48

11 14 41 NS

[11 9 22
Tipo de cirugia

RO 45 48

R1 3 9 0.001
Recidiva de la enfermedad

No 24 48

St 24 35 e
Metastasis durante la evolucion

No 27 48

Si 21 41 e
Tipo de tratamiento

Local 30 48

Sistémico 18 22 9029
Tratamiento adyuvante

No 28 47

Si 20 24 N

EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica; NS: Diferencias estadisticamente no significativas (p>0,05)



Tabla 18. Impacto pronéstico de las caracteristicas genéticas sobre la
supervivencia global (SG) en pacientes con carcinoma escamoso de pulmoén
(n=48)

Andlisis
Regiones N2 de casos Mediana de SG Univariante
Cromosémicas (meses) P
Cromosoma 5p15.2
Pérdida 7 79
Normal 18 47 NS
Ganancia 23 35
Cromosoma 5q31
Pérdida 31 36
Normal 15 65 NS
Ganancia 2 35
Cromosoma 7p11.1
Pérdida 31 30
Normal 6 25 NS
Ganancia 11 73
Cromosoma 7q31
Pérdida 37 30
Normal 2 48 0.037
Ganancia 9 NA
Cromosoma 8q24
Pérdida 10 30
Normal 19 47 NS
Ganancia 19 76
Cromosoma 9p21.1
Pérdida 42 41
Normal 5 NA NS
Ganancia 1 NA
Cromosoma 9p11.1
Pérdida 32 36
Normal 12 41 NS
Ganancia 4 73
Cromosoma 13q14
Pérdida 33 41
Normal 10 64 NS
Ganancia 5 48
Cromosoma 13q34* (n=38)
Pérdida 22 30
Normal 13 65 NS
Ganancia 3 110
Cromosoma 22q11
Pérdida 16 73
Normal 12 31 NS
Ganancia 20 25
Focos de amplificacién
No 44 48 0.021
Si 4 21

CE: Carcinomas escamosos; NA: No alcanza; NS: Diferencias estadisticamente no significativas
(p>0.05) * Omisién de casos por falta de material
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El andlisis multivariante de los carcinomas escamosos de pulmén mostr6 que la mejor combinacion
de parametros esta constituida por las ganancias de 5p15, las ganancias de 13934 y las ganancias de
22q11.Analogamente alorealizado paralos adenocarcinomas, en base a estas tres variables construimos
un sistema de estratificacion prondstica. Las pérdidas de las regiones descritas recibieron un valor
de 0 puntos; la ausencia de alteracion, 1 punto; y la ganancia, 2 puntos. De acuerdo a este sistema de
puntuaciones, los casos que obtuvieron de 0 a 2 puntos se consideraron de bajo riesgo, y aquellos que
sumaron 3 o mas puntos se consideraron de alto riesgo. Aunque no se alcanzé la significacion estadistica,
los pacientes clasificados como de alto riesgo presentaron una tendencia a un SG mas corta (mediana de

31 meses vs 73 meses respectivamente; P>0.05)

4.6 Heterogeneidad genética y vias de evolucion clonal en carcinoma de pulmén no

microcitico

El uso simultaneo de varias sondas mediante FISH nos permitié caracterizar cada uno de los
clones tumorales presentes en las muestras analizadas, observando que en cada muestra coexisten
dos o mas clones de células tumorales portadoras de distintas alteraciones cromosdmicas. De tal modo
que para los 10 adenocarcinomas incluidos en el estudio preliminar tan solo uno tenia un tnico clon
tumoral (10%); por el contrario de los 9 casos restantes, en la mayoria, 6 casos, se identificaron 2 clones
tumorales (60%) y en 2 casos 3 clones (20%). Cuando estudiamos los carcinomas escamosos, en tres
de los casos identificamos un solo clon tumoral, mientras que para el resto (70%) fuimos capaces de
encontrar 2 clones tumorales. Si agrupamos los casos de acuerdo al tipo de alteraciéon cromosomica
encontrada en la célula ancestral del tumor, observamos que, tanto para adenocarcinomas (90%) como
para carcinomas escamosos (60%), lo mas frecuente es la delecion de un locus especifico. Si observamos
las ganancias como alteracion inicial, en los adenocarcinomas la region mas frecuentemente ganada es 8q
(30%), mientras que en los escamosos es 5p (40%). En ambas histologias, la mayoria de las alteraciones
aparecen en distintas combinaciones, sin embargo, en el 40% de los adenocarcinomas encontramos una
Unica alteracion sin estar asociada a otras anomalias, serian en un caso la pérdida de 8p en dos casos, de

13q en uno, y de 14q en otro.

En las figuras 9 y 10 se resume el modelo hipotético de las vias de aneuploidizacion intratumoral
mas frecuentemente encontradas para las 20 regiones cromosdmicas estudiadas en adenocarcinomas

y carcinomas escamosos de pulmoén. De acuerdo a este modelo, identificamos dos vias principales de



evolucion clonal en los adenocarcinomas: una via en la que se ganaria 8q y otra en la que se perderian
inicialmente el cromosoma 13q y 9p. Hemos identificado otras vias menos frecuentes en las que el
evento inicial seria la pérdida de 13q, la pérdida de 14q o la pérdida de 8p. Se identificarian clones
intermedios en los que hemos podido observar la ganancia del cromosoma 7 (10%) y el cromosoma 17
(20%), y la pérdida de 9p (10%). Segun este modelo hipotético, la pérdida de 22q seria un evento final
en el 90% de los casos, asociado en distintas proporciones a otros eventos menos frecuentes. Tan solo

encontramos un caso en el que seria una via diferente perdidendo 9p y las dos copias de 10q.

Figura 19. Heterogeneidad genética del adenocarcinoma de pulmén (n=10): Modelo hipotético de evolucidn clonal asociado a la progresion maligna de

los adenocarcinomasde pulmon. - Primer clon aneuploide i Segundo clon aneuploide i Tercer clon aneuploide

Por el contrario, al estudiar las alteraciones genéticas en los carcinomas escamosos podemos
establecer dos vias de evolucidn principales una constituida por tres pacientes en la que las alteraciones
del clon ancestral pierde 10q y 8p (30%) en combinacién con la pérdida de 14q en dos de ellos, y con
otras alteraciones menos frecuentes (nulisomia de 9p y pérdida de 8q en un caso y pérdida de 7qy 18q
en otro). Y la otra via principal en la que se gana 5p como alteracidn inicial. La ganancia de esta regiéon la
hemos encontrado con mayor frecuencia asociada a otras alteraciones de menor cuantia de entre las que

destacaria la pérdida de 10q (20%). La tetraploidizacién, aunque puede ocurrir en estadios tempranos
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en una pequefia proporcion de los CPNM, constituye una etapa tardia en la evolucion de muchos de estos
tumores, nosotros la hemos observado en un unico caso. Al observar los clones secundarios, la ganancia
de 5p vuelve a ser un evento frecuente en este subtipo histolégico (20%), y lo hemos observado en
aquellos clones que en su inicio no presentaban esta alteracion. El otro clon secundario frecuente es la
pérdida de 9p asociado a la pérdida de 18q, observado en aquellos casos que inicialmente ganaban 5p.
Otras anomalias observadas con menor frecuencia serian la pérdida de 7p (10%), la nulisomia de 10q

(10%) y la combinacién de nulisomia de 7q y 13q con pérdidas de 8p y 22q (10%).

Figura 20. Heterogeneidad genética del carcinoma epidermoide de pulmén (n=10): Modelo hipotético de evolucion clonal asociado a la

progresién maligna de los carcinomas epidermoides de pulmon. [l Primer clon aneuploide ||| Segundo clon aneuploide









5 DISCUSION

En la presente discusion comentaremos en primer lugar los hallazgos encontrados en relaciéon a
las variables clinico-patoldgicas y evolutivas de la enfermedad, para entrar posteriormente a discutir los

resultados genéticos, punto central del presente estudio .
5.1. Analisis de las variables clinico-patologicas y evolutivas de la enfermedad.

En nuestra serie, la mediana de edad al diagnéstico del tumor fue de 66 afios (63 para los
adenocarcinomas y 66 para los carcinomas escamosos), proxima a la mediana de edad descrita
previamente en los estudios epidemiolédgicos realizados en la poblacién espafiola (67 afios) (Hernandez-
Hernandez et al., 2010; Montero et al., 2003; Santos-Martinez et al., 2005). La mayoria de los pacientes
analizados en nuestro estudio fueron varones (85%), sobre todo en la variante histologica escamosa
(98%). Los ultimos datos publicados por la OMS (Travis et al., n.d.), reflejan que el ratio varones/mujeres
se hareducido a tan solo 1,3. En este sentido, los patrones de este tipo de cancer segtin las caracteristicas
demograficas tienden a correlacionarse sélidamente con los patrones histéricos de prevalencia del
consumo de cirgarrillos. Este desequilibrio podria explicar la distribucién por sexos en nuestra serie
debido a una incorporacion mas tardia de las mujeres al habito tabaquico en la poblacién espafiola.
Estudios del afio 2006 reflejan que la prevalencia del habito tabaquico entre los 35-64 afios es de un
39% en varones, mientras que en mujeres es del 27% (Hernandez-Garcia, Sdenz-Gonzalez, & Gonzalez-
Celador, n.d.). De acuerdo con los datos publicados por la mayoria de las series revisadas (Molina et
al., 2008) la histologia escamosa presenté una fuerte asociacion con el sexo masculino y con el habito
tabaquico. Mientras que, entre los adenocarcinomas, y coincidiendo con lo recogido en las publicaciones
mas recientes, un buen nimero de pacientes de nuestro estudio, (41%), eran no fumadores (Travis,

W.D,, Brambilla, E., Burke, A.P, Marx, A., Nicholson, 2015; Travis, 2011).

Algunos de los autores han publicado que el dafio inflamatorio crénico, la EPOC por ejemplo, es
un factor de riesgo independiente para el desarrollo de neoplasias de pulmén en fumadores (Stephen
S Hecht, 2012). Un nimero importante de los pacientes de nuestro estudio (38%), presentaban ambos

antecedentes. Caramori et al (Caramori et al., 2011) han relacionado ambos factores con el subtipo
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escamoso del CPNM. En esta misma linea, también hemos observado esta asociacion, dichos factores
de riesgo estaban presentes de forma conjunta en el 55% de los carcinomas escamosos analizados (vs

al 23% de los adenocarcinomas (P<0,01)).

La mayoria de los trabajos revisados reflejan que tan solo el 15% de los CPNM son diagnosticados
cuando la enfermedad esta aun localizada. Sin embargo, merece destacar que todos los pacientes de
nuestra serie fueron quirurgicos y la mayoria de ellos con un estadio bajo, el 59% en estadio [ y el 23%
en estadio II (Instituto De Salud Carlos III, 2004; Profile et al.,, 2014; Travis et al., n.d.; World Health
Statistics, 2011). A pesar de que la reseccion quirurgica es el tratamiento de eleccidn mas apropiado
para este tipo de pacientes (Molina et al., 2008; NCCN Clinical Practice Guidelines in Oncology, 2016;
Scott etal., 2007), las tasas de recurrencia siguen siendo elevadas, oscilando entre el 28 y el 55% de los
pacientes operados con intencién curativa (R0) (Nakagawa et al., 2008; Song et al.,, 2014; Uramoto &
Tanaka, 2014). De hecho, en nuestra serie, el porcentaje de recidivas esta dentro de lo esperado (47%),
no encontrando ninguna en el estadio IV, probablemente debido al fallecimiento precoz de estos casos
(< 8 meses tras la cirugia), encontrandose la mayor tasa de recidivas para el estadio II (65% frente
al 36% del estadio 1 y 61% del estadio III; P<0.05). Tal vez, esto sea debido a que en el estadio Il en
comparacion con el estadio III, hay mayor proporcién de pacientes con afectacion pleural, ademas de
que casi solo un tercio de los pacientes del estadio II recibieron tratamiento complementario, mientras
que la proporcion se invierte en los pacientes con estadio III siendo esta asociacidn estadisticamente

significativa (P<0.05).

De todas las caracteristicas clinicas e histopatoldgicas analizadas, la edad (Agarwal, Brahmanday,
Chmielewski, Welsh, & Ravikrishnan, 2010; Goodgame et al., 2009; Guerrera et al., 2015), el género
(Agarwaletal, 2010; Guerreraetal. 2015), la clasificacion T (Rami-Porta etal.,2015; Riquetetal., 2014),
la afectacion ganglionar (Varlotto et al., 2015) y la afectacion pleural (L. Jiang et al., 2015; H. Tao et al,,
2013) constituyen los factores prondsticos de mayor valor predictivo en relacion con la supervivencia
libre de enfermedad (SLE). A pesar de los esfuerzos realizados por diferentes grupos para tratar de
establecer sistemas de estratificacion prondstica (Guerrera et al., 2015; Oberije et al., 2015) basados en
la combinacién de algunos de estos parametros, su grado de aceptacion es bastante limitado. Ya que la
mortalidad de los pacientes en estadio I tras la cirugia es bastante alta (NCCN Clinical Practice Guidelines
in Oncology, 2016) Guerrera et al (Guerrera et al., 2015) proponen un modelo de estratificacion que

permita seleccionar a ese 30% que no sobrevive a los 5 afios. Analiza una serie de 848 pacientes en



los que objetiva que los parametros edad, el sexo, las comorbilidades cardiovasculares, los valores de
funcion respiratoria FEV1 y DLCO, el valor del SUVmax del tumor en el PET-TC, la afectacién de los
ganglios linfaticos, la invasion vascular, el estadio TNM y el grado histologico influyen significativamente
en la supervivencia de los pacientes. Asigna una puntuacion a cada uno de tal manera que obtiene dos
grupos en los que a partir de 8 y 10 puntos existe un riesgo elevado y muy elevado respectivamente de
morir antes de 5 afios tras la cirugia. Sin embargo, no discrimina entre adenocarcinomas y carcinomas
epidermoides, ni tiene en cuenta ningiin parametro molecular o genético en su estudio. El otro modelo
predictivo que hemos encontrado es el de Oberije et al en el que estudian 548 pacientes en estadio III.
De nuevo, este modelo solo tiene en cuenta caracteristicas clinicas y de tratamiento de los pacientes, sin

discriminar entre subtipos histologicos ni considerar alteraciones genéticas.

De acuerdo con la literatura (Agarwal et al., 2010; Goodgame et al., 2009; Guerrera et al., 2015; L.
Jiang et al., 2015; Rami-Porta et al,, 2015; Riquet et al., 2014; H. Tao et al,, 2013; Varlotto et al., 2015), de
todas las caracteristicas clinico-patologicas de los pacientes analizados mostraron influencia pronostica
en relacién con la SLE la clasificacién T, la afectacidon ganglionar y pleural, asi como el estadio TNM en

el caso de los adenocarcinomas; y el género y la clasificacion T en carcinomas epidermoides, en la SLE.

Parece claro que, a pesar de que la cirugia es un arma terapéutica fundamental en el tratamiento
del CPNM, muchos de los pacientes operados necesitan un tratamiento adyuvante complementario, bien
tras la cirugia o bien a partir del desarrollo de recidivas o enfermedad metastasica (Molina et al., 2008;
NCCN Clinical Practice Guidelines in Oncology, 2016). En este sentido, el 38% de los pacientes de nuestro
estudio necesitaron quimio o radioterapia en los meses posteriores a la cirugia, siendo quimioterapia
el tratamiento de eleccién en 23 pacientes, radioterapia en 6 y ambas en 10 pacientes. Sin embargo,
la toxicidad de los tratamientos quimioterapicos, particularmente los regimenes basados en taxanos
(D’Addario et al., 2005; Yan Wang et al,, 2014), afiade intensidad a la bisqueda de nuevas moléculas
basadas en el comprension de la biologia y el conocimiento a nivel genético de adenocarcinomas y
carcinomas escamosos. El desarrollo de agentes antiangiogénicos e inhibidores de la tirosin kisasa
(ITK) ha mejorado las tasas de respuesta, pero solamente para grupos de pacientes con CPNM muy
seleccionados y con la presencia de un biomarcador muy especifico, como EGFR, ALK 0 ROS-1 en el caso

de los adenocarcinomas (Molina et al., 2008).
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El cancer de pulmon contintia siendo la principal causa de muerte por cancer en el mundo, a pesar
que su incidencia se esta frenando lentamente en los paises desarrollados (Ferlay et al., 2013; Jemal et
al.). Por ello, desde hace tiempo, se tratan de identificar los factores prondsticos que pudieran predecir,
en el momento del diagnostico, a saber qué pacientes necesitan tratamiento adyuvante y en qué
momento de la evolucién es mas aconsejable hacerlo. Actualmente, conocemos el impacto prondstico
de distintas caracteristicas clinicas asociadas a la supervivencia global (SG). Entre estas, se asocian con
una menor SG el sexo masculino (Agarwal et al,, 2010; Chang et al., 2007; Guerrera et al., 2015; Riquet
etal, 2014), la edad avanzada (Agarwal et al., 2010; Chang et al., 2007; Riquet et al.,, 2014), la reseccién
quirurgica completa (Agarwal et al., 2010; Chang et al., 2007), una clasificacion T mayor (Agarwal et
al, 2010; Chang et al., 2007; Rami-Porta et al., 2015; Riquet et al., 2014), la afectacion de los ganglios
linfaticos regionales (Riquet et al., 2014; H. Tao et al., 2013; Varlotto et al., 2015) asi como de la pleura
(L. Jiang et al., 2015)(Rami-Porta et al., 2015; H. Tao et al,, 2013), el estadio TNM (Chansky et al., 2009;
Guerrera et al,, 2015), y la necesidad de tratamiento adyuvante (D’Addario et al,, 2005; Yan Wang et al,,
2014). En el presente trabajo, nos hemos centrado en determinar cuales de estos factores prondsticos
muestran influencia en la progresion de los pacientes con CPNM en sus distintas histologias. En este
sentido, hemos comprobado que una alto grado dentro de la clasificacion T del tumor, la presencia de
ganglios metastasicos (N2), la afectacion de pleura parietal (PL2) y los estadios avanzados son factores
que influencian negativamente la evolucion de los pacientes con adenocarcinoma de pulmoén. Mientras
que en la histologia escamosa, tan solo la clasificacion T ha resultado estadisticamente significativa en

el andlisis univariante.

5.2. Estudio de las variables genéticas

5.2.1. Incidencia de las alteraciones numéricas de cromosomas en el cancer de pulmon no

microcitico (CPNM)

Todos los casos de CPNM analizados en el presente trabajo mostraban al menos una anomalia
cromosoOmica, siendo lo mas frecuente encontrar alteradas la mayoria de las regiones estudiadas, de
acuerdo a los hallazgos previos de otros autores (Baik et al.,, 2009; Danner et al,, 2011; Garnis et al,,
2006a; J. U. Kang et al., 2008; Kerr, 2001b; Pei et al., 2001; Project & Network Genomic Medicine, 2013;
Shen et al., 2009; Staaf et al., 2013; Sy et al., 2004; Tai et al., 2004; Ignacio [ Wistuba & Gazdar, 2006;

Yakut et al., 2006). En las muestras de CPNM estudiadas predominaban las pérdidas; sin embargo, en



la bibliografia revisada predominan las ganancias frente a las pérdidas (Staaf et al., 2013; Yakut et al,,
2006). Si bien, en la mayoria de los articulos que analizan este hecho, los estudios se realizaron en la
totalidad de los cromosomas. Si nos centramos en las regiones estudiadas en el presente trabajo, los
hallazgos obtenidos si son concordantes con la literatura (Baik et al., 2009; Danner et al.,, 2011; Garnis
et al., 2006a; J. U. Kang, Koo, Kwon, Park, & Kim, 2009; Kerr, 2001b; Pei et al.,, 2001; Shen et al., 2009;
Staaf et al,, 2013; The Clinical Lung Cancer Genome Project (CLCGP) and Network Genomic Medicine

(NGM), 2013).

La alteracion cromosomica mas frecuentemente observada en nuestro estudio fue la delecién/
monosomia del cromosoma 9p-, detectada en casi las tres cuartas partes de los pacientes estudiados
(n=77, 77%). Las alteraciones del brazo corto del cromosoma 9 se han observado como un evento
temprano en la transformacion maligna de la célula en el cancer de pulmén no microcitico, sobre todo en
pacientes fumadores (Kerr, 2001b; H. Nakanishi et al., 2009). Su delecién podria ir asociada a la pérdida
de genes supresores de tumores como CDKN2 o p16, que actiia bloqueando la entrada de la célula en
la fase S del ciclo celular, y por tanto, frenando la proliferacion. Préoximo a éste se encuentra MTAP, cuya
deficiencia o pérdida de funcion se ha descrito en multiples tumores posicionandolo como un candidato
a gen supresor de tumores (Christopher, Diegelman, Porter, & Kruger, 2002). Algunos autores han
descrito la codelecion de MTAP y p16 como factor de mal prondstico y recaida temprana en pacientes
con cancer, tanto de pulmoén, como en otros tumores sélidos. Su et al,, han estudiado que, aunque si
bien es cierto que la pérdida de expresion de p16 y MTAP indica una peor evolucidn de la enfermedad,
la pérdida de MTAP es factor prondstico independiente (Basu et al.,, 2007; Cowan & Francke, 1991;

Hustinx et al., 2005; Kamatani, Yu, & Carson, 1982; Kim et al., 2011; Kirovski et al,, 2011; Su et al., 2014).

Ademas de la delecién/monosomia de 9p21, hemos encontrado otras pérdidas cromosémicas
que afectaban preferentemente a los cromosomas 7q-, 5q-, 7p- y 13q-. La menor frecuencia de estas
alteraciones con respecto a la delecién/monosomia del cromosoma 9p-, indicaria que estas alteraciones
podrian representar cambios genéticos primarios de menor importancia en el CPNM o cambios
secundarios asociados a la progresién tumoral, como ya se ha comentado en la introduccién. De entre
ellas, hemos de destacar la pérdida del brazo largo del cromosoma 13q-, donde se localiza entre otros
el gen supresor de tumores RB. Se ha descrito la asociacion de alteraciones en la via de gen RB con una
menor supervivencia libre de enfermedad en pacientes con adenocarcinomas de pulmoén en estadios

iniciales (S. Choi et al., 2015).
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Las ganancias mas frecuentemente encontradas correspondieron a 8q24, 22q11y 5p15.2. C-MYC
(8924) esun oncogen bien caracterizado que esta involucrado en el crecimiento celular, la diferenciacion,
el metabolismo y la apoptosis (Coller et al., 2000). Tradicionalmente, sus alteraciones, principalmente
amplificaciones, se han asociado a los carcinomas de célula pequefia del pulmén (Flacco et al,, 2015a).
Aunque son pocos los articulos que explorar la relacion de C-MYC con el CPNM, recientemente se han
publicado varios articulos a este respecto (Flacco et al., 2015b; Iwakawa et al., 2011; Ozkara, Ozkara,

Topgu, & Criss; Zhi et al., 2015).

Hasta la fecha, en nuestro conocimiento, ningtin articulo publicado ha relacionado las ganancias
del cromosoma 22ql1 con el CPNM, en especial, la amplificaciéon de esta regién con la variante
histolégica escamosa. Si se han descrito articulos en la literatura que establecen una relacion similar
entre las ganancias del cromosoma 22q11 y los carcinomas escamosos de cabeza y cuello (Matsumura
et al.,, 2000). Se ha descrito en esta region el gen PRKM1(Gonzalez, Raden, Rigby, & Davis, 1992). Es
un mediador importante en la transduccion de sefiales de los receptores de factores de crecimiento, y
su activacién y/o sobreexpresion en varios canceres, por lo que su ganancia estaria en relacion con el

desarrollo de esta enfermedad (Hoshino et al., 1999; Matsumura et al., 2000).

Encuantoalaregion 5p15.2, hTERT, suganancia se harelacionado tradicionalmente conlaslesiones
preneoplasicas de ambos subtipos histologicos (Lantuejoul et al.,, 2005; K. Nakanishi et al,, 2002). La
subunidad catalitica de la transcriptasa reversa telomerasa humana (hTERT), restaura la longitud de
los telémeros en las células tumorales, es esencial para la proliferacion tumoral, convirtiéndolas en
inmortales (Lantuejoul et al., 2005). Se ha descrito la amplificacion de hTERT en multiples canceres,
entre ellos el CPNM (A. Zhang et al., 2000), ademas de en lesiones preneoplasicas de ambos subtipos
histologicos (Lantuéjoul, Salon, Soria, & Brambilla, 2007; K. Nakanishi et al,, 2002). Yoo et al. han
relacionado la ganancia de 5p15 con otras alteraciones genéticas, pero solo en la variante escamosa,
siendo un factor predictivo independiente de mal pronéstico en la evolucion de la enfermedad (Yoo et

al, 2010).

En nuestro estudio, muchas de estas ganancias se asociaban a los clones polisémicos, sobre todo,
tri y tetraploides. La presencia de estos clones tri y tetraploides es un evento no inicial en nuestra serie,
salvo en uno de los casos de carcinoma escamoso., Algunos autores han relacionado este fenémeno

con la inestabilidad genética asociandolo a mal prondéstico en CPNM (Nakamura et al., 2003). Ademas



de la presencia de dos o menos copias de algunos de los genes estudiados, han sido muy frecuentes las
monosomias del cromosoma 8p-, del cromosoma 9p-y del cromosoma 10q-, en estos clones polisémicos,

lo que apoyaria la hipdtesis de que la pérdida es un evento previo a la polisomia.

5.2.2. Diferencias entre adenocarcinomas y carcinomas epidermoides en la frecuencia de

las alteraciones cromosomicas encontradas

Clasicamente, los carcinomas escamosos y los adenocarcinomas de pulmon, se han considerado
como dos variantes histolégicas dentro del CPNM. Sin embargo, desde el punto de vista genético, hemos
observado notables diferencias entre las dos variantes histoldgicas. Estas diferencias, estadisticamente
significativas, nos hacen plantearnos a estos carcinomas como entidades genéticamente distintas,
pudiendo considerarlas, a todos los efectos, como dos enfermedades distintas. En la literatura mas
reciente sonvarioslosarticulos que tratan de caracterizar estas diferencias utilizando fundamentalmente
técnicas de aCGH (Danner et al,, 2011; Garnis et al.,, 2006a; Pei et al., 2001; Project & Network Genomic
Medicine, 2013; Shen et al., 2009; Staaf et al., 2013; Sy et al., 2004; Tai et al., 2004; Yakut et al., 2006).
Como ya se comento en la introduccidn, existe una gran variabilidad en los resultados obtenidos por
estos autores. Muchos de ellos coinciden en asociar la ganancia de 3q con la histologia escamosa, y las
pérdidas 3p, 4p, 4q, 5p con los adenocarcinomas (Mccaughan et al., 2010; Sriram et al., 2012; Staafetal,,
2013). Para el significado de las alteraciones descritas en el resto de regiones estudiadas y analizadas

no hay consenso entre los diferentes autores revisados.

En nuestra serie, las principales diferencias las encontramos a nivel de los cromosomas 8q24,
9p21, 13q14 y 13q34. Algunos articulos han descrito la amplificaciéon de 8q24 (C-MYC) como factor de
mal prondstico en los pacientes con adenocarcinomas de pulmdn, sobre todo en pacientes en estadios
iniciales, asociado ala afectacién ganglionar, a altas tasas de recurrencia y menor supervivencia (Ilwakawa
etal,, 2011; Seoetal., 2014).C-MYC es un protoncogen que actiia como factor de transcripcion regulando
el ciclo celular, la proliferacidn, la diferenciacién y la apoptosis (Z. Li et al,, 2012; L. Zhang et al., 2010).
Iwakawa et al relacionan esta ganancia de 8q24 con el subtipo adenocarcinoma. En nuestra serie hemos
podido confirmar este hallazgo, encontrando que casi la totalidad de los pacientes con adenocarcinoma
(50/53, 94%) ganaban esta region, mientras que en la variante escamosa solo encontramos 19 casos
(40%). De los 50 pacientes que ganan 8q24 con histologia de adenocarcinoma, 10 de ellos (20%)

presentaban amplificacién de esta region ( = 6 copias), y aunque no alcanza la significacién estadistica
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se observa una tendencia a una menor supervivencia global de estos pacientes (mediana de 55 meses
frente a 98 meses; P>0.05). Datos semejantes a los nuestros han sido descritos por Iwakawa et al. y Seo
etal., los pacientes con amplificacion de este gen tenian una menor supervivencia. No hemos encontrado
articulos que comenten la variante escamosa de forma aislada si no englobada en el CPNM (Kubokura
et al., 2001; Rapp et al,, 2009). De los 19 casos que ganaban 8924 en la variante escamosa, tan solo 4
mostraban amplificacion del gen, de nuevo, analogamente a lo que ocurria con los adenocarcinomas,
sin llegar a alcanzar la significaciéon estadistica se observa que los casos que amplifican C-MYC tienden

a una menor supervivencia global (mediana de 41 meses frente a 76 meses; P>0.05).

Lainactivacion de CDNK2 o p16 es un hecho frecuente en CPNM, y se ha descrito fundamentalmente
asociada a la delecion, aunque también se la ha asociado a la metilacion del promotor. Algunos de los
estudios sobre las alteraciones cromos6micas en esta region no encuentran una clara asociacion entre
alteracion en este cromosoma y el tipo histologico de CPNM (Czarnecka et al., 2013; Project & Network
Genomic Medicine, 2013; Shibata et al.,, 2005; Shibukawa et al., 2009; Tanaka et al., 2005). Nosotros
hemos observado que la regiéon 9p se pierde en ambos subtipos, sin embargo, la pérdida se aprecia
con mayor frecuencia en la histologia escamosa (66% frente a 88%; P<0.05). Previamente, Dessy et
al y Kishimoto et al habian observado esta intima relacién con el carcinoma escamoso (Dessy et al.,
2008; Kishimoto et al., 1995). Es probable que esta asociacion con la histologia escamosa se deba a la
relacion con el tabaco, pues la frecuencia de pérdidas de 9p esta relacionada con la exposicion tabaquica

(Kishimoto et al., 1995; Marsit et al., 2005)

Es llamativo que, a pesar del bajo niumero de casos estudiados, en casi un 20% (10/53) de los
adenocarcinomas hayamos observado ganancias de 9p21 frente a un solo caso (1/48) de los carcinomas
escamosos, siendo este hallazgo estadisticamente significativo (P>0.05). La polisomia/ganancia del
cromosoma 9p21 ha sido descrita en CPNM sin asociacion histolégica alguna ni relacionada con las
caracteristicas clinicas y evolutivas de los pacientes (Dessy et al., 2008; Panani, Maliaga, Babanaraki, &
Bellenis, 2009). Aligual que en la mayoria de los autores estudiados nuestros casos tampoco presentaron

asociacién estadisticamente significativa con ninguna de las variables clinicas estudiadas.

En cuanto al cromosoma 13, hemos observado que las dos regiones estudiadas, 13q14 y 13q34
muestran diferencias estadisticamente significativas en relacion con la histologia. De tal manera que

la pérdida del cromosoma 13q14 es mas frecuente en los carcinomas escamosos, mientras que en los



adenocarcinomas hasta un 55% de los casos no muestra alteraciones (P=0.001). Respecto a la region
13q34 no se encontro alterada en ninguno de los adenocarcinomas, mientras que encontramos que se
perdia en casi el 60% de los carcinomas escamosos (P>0.001). Se ha descrito la pérdida del cromosoma
13q en multiples tumores, incluido el CPNM, donde ademas algunos autores lo han sefialado como un
evento temprano en la evolucidn tumoral (J. U. Kang et al.,, 2008; Shen et al., 2009; Ignacio [ Wistuba et
al,, 1997; Yakut et al., 2006). Sin embargo, existe cierta controversia en cuanto al subtipo no escamoso,
para Garnis et al. se gana, mientras que para el resto de autores consultados se pierde en esta variante
histolégica (Dacic, 2008; Danner etal.,, 2011; Garnis etal., 2006a; Son et al., 2011; Staafetal., 2013; Tai et
al., 2004; Tseng, Hsieh, Hsu, & Wang, 2008). Ademas, Choi et al. asocian su pérdida a un peor pondstico
y un menor tiempo de supervivencia libre de enfermedad (Choi et al., 2015). En cuanto a los posibles
genes que alberga esta region cromosdémica, destaca en 13q14 el gen supresor de tumores RB. En el
CPNM se han descrito tanto su pérdida como su mutacion(Das & Tan, 2013; Ding et al., 2008; Girard,
Zochbauer-Miiller, Virmani, Gazdar, & Minna, 2000; Tamura et al,, 1997; Umemura et al., 2014; Marileila
Varella-Garcia, 2010). Recientemente, se han descrito varios genes que podrian actuar también como
genes supresores de tumores en la region 13q34. De entre los posibles candidatos, destaca IGN1, que
interviene en la regulacién del ciclo celular, la senescencia y la apoptosis, trabaja de forma cooperativa
con p53 y su expresion estaria reducida en CPNM, especialmente en carcinomas escamosos (Kameyama,
Huang, & Liu, 2003; Luo et al,, 2011; Okano et al., 2006). Wang et al. han descrito la existencia del gen
CUL4A como posible oncogen en CPNM, cuya sobre-expresion han relacionado con la progresién de la

enfermedad (Yunshan Wang et al., 2014)

5.2.3. Heterogeneidad genética y vias de evolucién clonal en el cancer de pulmén no

microcitico (CPNM)

Los estudios mas recientes ponen de manifiesto que el CPNM no solo es un tumor heterogéneo
morfolégicamente si no también a nivel genético, que muestra con frecuencia cariotipos complejos,
dificiles de interpretar, en los que se asocian cuatro o mas alteraciones cromos6micas de tipo numérico
y/o estructural (Alderton, 2014; de Bruin et al,, 2014; J. Zhang et al., 2014). Algunos autores apuntan
a que al grado de heterogenicidad intratumoral deberia ser considerado como un marcador de mal

prondstico en si mismo (Govindan, 2014).
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A pesar de la marcada heterogenicidad genética, la mayoria de trabajos publicados comparten
la hipotesis de que el evento inicial en la tumorigénesis es la monosomia/delecion del brazo corto del
cromosoma 3 (Colby, Wistuba, & Gazdar, 1998; Garnis et al., 2006a; Kerr, 2001b; I I Wistuba et al., 2000;
Ignacio [ Wistuba & Gazdar, 2006; Ignacio I Wistuba et al., 1999). Con posterioridad, se han descrito la
incorporacién de otras anomalias cromosdmicas que ocurririan en la célula neoplasica y que afectarian
principalmente a 9p21, 17p21, 13q14 y 5p15.2, (Ahmadian et al.,, 1997; Colby et al., 1998; Dacic,
2008; Lantuejoul et al., 2005; L. Mao et al.,, 1997; L. Park et al,, 1999; I | Wistuba et al., 2000; Ignacio |
Wistuba & Gazdar, 2006; Ignacio I Wistuba etal., 1997, 1999; A. Zhang et al., 2000). Todos estos cambios
citogenéticos no hacen mas que poner de manifiesto que la inestabilidad cromosémica juega un papel

esencial tanto en el desarrollo como en la progresion tumoral de los CPNM (de Bruin et al,, 2014).

Algunos textos de la bibliografia mas reciente han propuesto modelos hipotéticos que exponen
diferentes vias de evolucién clonal asociados a la progresién tumoral. Estos modelos se fundamentan
en la extrapolacion de los resultados citogenéticos obtenidos por comparacion de diferentes tumores, o
de tumores metastasicos con sus primarios (Ding, Raphael, Chen, & Wend], 2013; Goswami et al., 2015;
Shlush & Hershkovitz, 2015; Yokota, Nishioka, Tani, & Kohno, 2003). Si bien es cierto que hay literatura
que demuestra la existencia de una gran variabilidad genética a nivel intratumoral en los CPNM, los
patrones de evolucién clonal en CPNM han sido un tema poco estudiado en la literatura (G. T. Chung et
al., 1996; de Bruin et al., 2014; Yokota et al., 2003). Ademas, los articulos publicados no han discriminado
entre subtipos histolégicos o bien, los han estudiado por separado sin llegar a compararlos (Petersen,

Schliins, Gellert, Dietel, & Petersen, 2000; J. Zhang et al., 2014).

Un requisito previo fundamental en el momento de estudiar la heterogeneidad genética a nivel
intratumoral es la disponibilidad de técnicas que permitan la caracterizaciéon de todas y cada una
de las distintas subpoblaciones celulares presentes en el tumor mediante la identificacion, de forma
simultanea de dos o mas alteraciones cromosomicas, en una misma célula tumoral, en ausencia de
seleccion clonal. En el presente trabajo, utilizando técnicas de FISH sobre nucleos interfasicos en una
serie amplia de carcinomas escamosos y adenocarcinomas, hemos observado que, en un porcentaje
importante de los casos analizados, coexistian dos o mas clones de células tumorales portadoras de
diferentes alteraciones cromosomicas. Ademas, pudimos constatar la existencia de relaciones entre
los diferentes clones, pudiendo asi formular un modelo hipotético de evolucién clonal para los dos

principales subtipos histolégicos del CPNM.



A pesar de que los patrones de alteraciones citogenéticos intratumorales que observamos fueron
con frecuencia comunes a dos o mas tumores, la incidencia exacta de cada uno de estos patrones era
variable. Con el fin de identificar la secuencia probable de alteraciones cromosémicas acumuladas en
un tumor con varios clones, asumimos que aquellas alteraciones cromosémicas que eran compartidas
por todos los subclones representarian cambios iniciales; mientras que, las alteraciones citogenéticas
presentes solo en algunos de los subclones tumorales aparecerian mas tarde en el transcurso de la
tumorigénesis. Nosotros hemos observado, de acuerdo a esta premisa, que adenocarcinomas y
carcinomas escamosos muestran patrones de evolucion clonal completamente diferentes. Mientras
que en los adenocarcinomas existirian dos vias principales una que se caracterizaria por la delecién/
monosomia de 9p asociada ala pérdida de 13q, y en otra la ganancia de 8q con otros subclones asociados
a cada una de ellas; en los carcinomas epidermoides se observan también dos vias principales, sin
embargo en este caso, en una estarian presentes las codeleciones de 10q y 8p, mientras que en otra la

ganancia de 5p seria la alteracion principal; ambas con otras poblaciones subclonales asociadas.

Sibien es cierto que la pérdida de 9p es un evento temprano en la evolucion del CPNM ampliamente
recogido en la literatura, la asociacion con los adenocarcinomas no es muy frecuente en los articulos
revisados (Collisson et al., 2014; Ding et al., 2008; Tai et al., 2004). Como ya se ha comentado, para
algunos autores la pérdida de 9p guarda una intima relacidon con el habito tabaquico y la histologia

escamosa (Kishimoto et al., 1995; Marsit et al., 2005).

Por otra parte, Kang et al(Jiun Kang, 2015) han descrito la ganancia de 5p asociada pacientes con
carcinomas epidermoides en estadio I. Lantuejoul et al ha encontrado que los niveles de mRNA de hTERT
son mayores en lesiones de alto grado de displasia y carcinoma in situ en comparacién con la displasia
leve en la variante escamosa. Los hallazgos de estos autores y los nuestros vendrian a demostrar que
la ganancia de 5p representaria un evento temprano en la evolucion de los carcinomas escamosos del
pulmén. En cuanto al cromosoma 8p, de nuevo Kang et al(Jiun Kang, 2015) han observado que su pérdida
se produce en los primeros momentos del desarrollo del carcinoma escamoso. Aunque en el CPNM no se
han descrito, las mutaciones de algunos de los genes localizados en esta region se han relacionado con
la progresidn de otro tipo de tumores, por ejemplo la regulacién a la baja de MSRA esta relacionada con
el carcinoma hepatocelular o la de CLDN23 con el cancer gastrico. La pérdida del cromosoma 8p sugiere
por tanto la presencia de algiin gen supresor de tumores no bien caracterizado aun en el carcinoma

escamoso de pulmon.
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La inactivacion de PTEN, 10q23, libera de control a la via PI3K-AKT-mTOR facilitando la
proliferacion celular(Davidson et al., 2010). Se ha descrito la pérdida de PTEN hasta en un 16,6%(D.
Tao et al,, 2016) de los carcinomas escamosos del pulmén y su alteracidn, aunque descrita en ambas
histologias(Garnis et al., 2006b), parece estar mas asociada a la variante escamosa (Cumberbatch et al,,
2014; Mantripragada & Khurshid, 2013). No hemos encontrado en la literatura articulos que relacionen
la pérdida de PTEN con la pérdida del cromosoma 8p como ocurre en varios casos de nuestro estudio.
Es llamativo que dos de los casos de la series muestren nulisomia de PTEN no en el clon ancestral, si no
en el segundo clon en el caso de histologia escamosa y en el tercer clon en el caso de adenocarcinoma.
Petersen et al que también han estudiado la pérdida de PTEN en la variante escamosa de cancer de
pulmoén, han relacionado la pérdida de 10q21-qter con la progresion de la enfermedad y el desarrollo
de metastasis(Petersen et al., 2000). De tal modo que la pérdida de un alelo de PTEN tendria un papel
en el desarrollo del carcinoma escamoso del pulmon, y la pérdida del segundo alelo conllevaria un

comportamiento mas agresivo una vez “establecida” la neoplasia.

Es interesante comentar que hemos observado una alta frecuencia de pérdidas de la region 22q
en los adenocarcinomas (90%), bien de forma aislada o bien asociado a otros subclones minoritarios.
Algunos autores han observado la pérdida de esta region genética asociada a estadios avanzados y el
desarrollo de metastasis cerebrales (Shiseki et al., 1994, 1996; Yokota et al., 2003). Todos estos datos
apuntan a la existencia de uno o varios genes localizados en el cromosoma 22, que perdidos en un estadio
evolutivo avanzado de la enfermedad y en esta histologia, confieren al tumor nuevas capacidades para
el desarrollo de metastasis. Uno de los genes candidatos propuestos podria ser MIO18B, un gen de la
familia de las miosinas que intervendria en el crecimiento celular sin necesidad de anclaje al estroma, y
cuya inactivacion se ha descrito hasta en el 50% de los canceres de pulmdn, no solo por delecion, si no

también por mutacién o metilacion del promotor (Yokota et al., 2003).

En nuestro conocimiento, éste constituye el primer intento de establecer un modelo de evolucién

clonal a nivel intratumoral comparando las histologias mas frecuentes del CPNM.

Debido a que en el presente trabajo se estudiaron un nimero reducido de pacientes, que de cada
tumor se estudi6 un fragmento representativo pero pequeiio y que la técnica de FISH analiza s6lo una
parte de todo el genoma, no podemos excluir la posibilidad de que existan otros subclones adicionales

que no hemos podido identificar.



5.2.4. Impacto de las alteraciones genéticas en el comportamiento clinico de los pacientes

con cancer de pulmén no microcitico (CPNM)

El CPNM es un problema de salud publica de maxima prioridad, es la causa de muerte por cancer
mas frecuente en hombresy la segunda en mujeres. Enlaactualidad, el inico tratamiento potencialmente
curativo es la cirugia, sin embargo, la resecciéon completa del tumor no garantiza que no se produzca
recidiva. El CPNM tiene unas tasas recaida muy altas, entre el 28-55% (Nakagawa et al., 2008; Song et
al,, 2014; Uramoto & Tanaka, 2014), aiin cuando son diagnosticados en estadios tempranos (Rami-Porta

etal, 2015).

Actualmente, la clasificacion TNM es el factor prondstico mas importante y decisivo, reflejando una
informacion global sobre el tamafio y la extension de la infiltracion tumoral, la presencia de adenopatias
afectadas, sulocalizacion y nimero, asi como de la presencia de metastasis (Mirsadraee, Oswal, Alizadeh,
Caulo, & van Beek, 2012). Sin embargo, a pesar de los esfuerzos y recursos empleados en investigar esta
enfermedad y de los muchos los trabajos que han relacionado las alteraciones genéticas con el eventos
puntuales del comportamiento bioloégico de la misma (C. Chung & Christianson, 2014), actualmente,
seguimos sin disponer de un sistema de estratificacion prondstica que combine caracteristicas clinicas,

patoldgicas y genéticas.

En nuestro estudio, tan solo hemos podido relacionar algunas de las regiones genéticas estudiadas
con la supervivencia libre de enfermedad en el caso de los adenocarcinomas. Las pérdidas de los
cromosomas 7p11.1 y 7q31 asi como la ganancia de 8q24 han mostrado significacion estadistica. No
hemos encontrado en la literatura articulos que relacionen las pérdidas de 7p con el adenocarcinoma de
pulmon. Sin embargo, las ganancias en 7p se han identificado como alteraciones frecuentes, encontrando
asociacion con estadios mas avanzados (Sholl et al,, 2009). Sung et al (Sung et al., 2010) relacionaron
negativamente las ganancias de esta region cromosdémica con el desarrollo de recidiva en pacientes
con adenocarcinoma de pulmén. Sin embargo, en nuestra serie son los pacientes que no muestran
alteraciones de estas regiones los que tienen un menor tiempo libre de enfermedad. Este hecho tal vez
se explique por un ntimero de pacientes bajo en el grupo que no mostré alteraciones del cromosoma
7, ademas de que practicamente todos los pacientes que mostraban alteraciones genéticas a este nivel
tenfan estadios bajos y/o no mostraban afectacién pleural. No hemos encontrado en la literatura

alteraciones de esta regidn concreta en asociacion al adenocarcinoma de pulmoén. Préxima a esta region
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se encuentra EGFR, 7p11.2, cuyas mutaciones estarian presentes para algunos autores ya en la lesiéon
preneoplasica, hiperplasia adenomatosa atipia y adenocarcinoma in situ (Liu et al.,, 2009; Yoshizawa et
al.,2011), mientras que laamplificacion seria un evento tardio en la evolucion y estariaasociado a un peor
prondstico (Sholl etal.,, 2009; Wei etal., 2015; Yatabe et al., 2008; Yoshizawa et al., 2013). Recientemente
se ha demostrado que en los pacientes que inicialmente presentan la mutacién delecion del ex6n 19,
la amplificacion seria una ventaja de crecimiento con respecto a aquellos que muestran la mutacién
L858R (Takano et al,, 2005; Travis, W.D., Brambilla, E., Burke, A.P, Marx, A., Nicholson, 2015). Kang et
al(Ji Kang, 2013) proponen otros multiples locus en 7p que contendrian genes criticos relacionados con
el desarrollo es esta neoplasia. De entre ellos, destaca CALM1P2 localizado también 7p11.2. Genes de
la familia CALM se han descrito en relacion con otro tipo de tumores, como los teratomas(Toutenhoofd
et al., 1998) o el adenocarcinoma de cérvix (Stanislaus et al., 2012). VOPP1 es otro posible candidato,
que normalmente se co-amplifica con EGFR y se ha descrito sobreexpresado en cancer gastrico (Gao
et al, 2015; Yuan et al,, 2011). Otra region frecuentemente amplificada seria 7p15.2 donde se localizan
HOXA4, HOXAS5, HOXA6, HOXA7, HOXA9, HOXA10, HOXA11 and HOXA13 (Boelens et al., 2009; Garnis et
al., 2006a; W. G. Jiang et al., 2015; Ji Kang, 2013; ]. Wang et al., 2015). Su relacion con distintas neoplasias
solidas(Marra et al., 2013), incluido el adenocarcinoma de pulmon, y hematologicas(Alharbi, Pettengell,
Pandha, & Morgan, 2013) les posiciona como importantes marcadores de mal prondstico en la evolucion
de la enfermedad (J. U. Kang, 2013). Todos estos hallazgos demuestran que la regiéon 7p es una region
con gran cantidad de informacion genética no bien conocida y que guarda una estrecha relacion con las

variante adenocarcinoma del CPNM.

Desde el punto de vista clinico, se ha analizado la repercusién de las ganancias de 7q31 en el
CPNM, donde se ha relacionado con estadios avanzados asi como con la progresion de la enfermedad
(Danner et al,, 2011; Pei et al., 2001; Shen, Zhu, Wu, Qiu, & Shu, 2008), por lo que parece probable la
presencia de oncogenes que confieran ventajas proliferativas a las células tumorales. Merece destacar
que de entre los posibles candidatos que pueda haber en 7q31 destaca el gen MET. MET codifica un
receptor trasmembrana con actividad tirosin kinasa. La activacion de MET desencadena una cascada
de sefializacién que tiene como resultado final la proliferacion celular, la inhibicién de la apoptosis,
favorece la transicion epitelio mesénquima e incrementa el potencial invasivo y metastatico(Birchmeier,
Birchmeier, Gherardi, & Vande Woude, 2003; Thiery, Acloque, Huang, & Nieto, 2009). Al contrario de lo
que se podria esperar tras esta revision, los pacientes que ganaron esta region cromosémica en nuestra

serie tuvieron una mayor SLE, sin embargo tan solo 3 de los 33 pacientes tenian un niimero de copias



>6 de laregion 7q31, y por tanto amplificadas. Ademas, el grupo de pacientes que mostraba ganancias
del cromosoma 7q31 era casi el doble que los que mostraban pérdidas (n=15) o no tenian alterada esta

region(n=3). Curiosamente eran estos ultimos casos los que menor SLE presentaron.

Ninguno de los pacientes con adenocarcinoma de nuestra serie perdié 8q24 y la practica totalidad
(50/53;94%)ganaronestaregion,confirmandoloobservadoenestudiospreliminares.Lamentablemente,
su implicacién pronoéstica en la SLE no ha quedado bien reflejada, debido en parte a este hecho. El gen
MYC se localiza en 8q24, es un oncogen bien caracterizado relacionado con la proliferacion celular, la
diferenciacion y el metabolismo (Coller etal., 2000). Se ha estudiado en profundidad el papel pronoéstico
de MYC en CPNM, algunos estudios demostrado su asociacién con la progresion tumoral y un peor
pronostico. Kubokura et al (Kubokura et al., 2001) han relacionado su amplificacion con la metastasis
ganglionar locorregional, y Volm et al(Volm, Drings, Wodrich, & van Kaick, 1993) su sobreexpresién con
el desarrollo de metastasis. La amplificacion de genes de la familia MYC (MYC, MYCN y MYCL1) se ha
descrito en una gran variedad de neoplasias, incluido el CPNM (Forozan, Karhu, Kononen, Kallioniemi, &
Kallioniemi, 1997; Paulson et al., 2009; Staaf et al., 2013; Westermark, Wilhelm, Frenzel, & Henriksson,
2011). La amplificacién o sobreexpresion de MYC se relaciona con un comportamiento mas agresivo y
resistencia al tratamiento en ambos subtipos histolégicos(Marileila Varella-Garcia, 2010); sin embargo,
se ha identificado en adenocarcinomas como un marcador de mal prondstico en estadios tempranos
(Iwakawa et al., 2011; Seo et al., 2014). Cuando analizamos la amplificacion del gen, aunque no llego6 a
alcanzar la significacion estadistica, si observamos que los pacientes con un niimero de copias de 8q24

>6 tendian a una menor SLE (mediana de 141 meses vs 50 meses; P=0.356).

Lasupervivenciaalos5afios delos pacientes con CPNM que se someten a cirugia es elevada, las tasas
de mortalidad estan en torno al 30% para los casos en estadio I (Guerrera et al,, 2015; Osarogiagbon &
Yu, 2012). Apesar de los avances acaecidos en los ultimos afios en el conocimiento del cancer de pulmoén,
a nivel genético y molecular, no existe un panel de biomarcadores pronoésticos que ayudaran a predecir
la respuesta al tratamiento o la evolucion de la enfermedad en CPNM. Hoy en dia se conoce el impacto
prondstico de diferentes alteraciones genéticas. Dentro de ellas, los tumores que presentan mutaciones
dobles de EGFR/TP53 y de RB/TP53(The Clinical Lung Cancer Genome Project (CLCGP) and Network
Genomic Medicine (NGM), 2013) se asocian a un comportamiento mas agresivo, la amplificacion de
MYC o de EGFR se asocian a progresion de la enfermedad (Marileila Varella-Garcia, 2010) y los tumores

con mayor numero de copias de MET tienen una menor supervivencia global (Cappuzzo et al., 2009).
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A nivel de las alteraciones genéticas la hora de predecir la supervivencia global en el presente trabajo
hemos encontrado que la region 7q31 es un factor prondstico relevante, y compartido por ambas
histologias. En ambos casos los pacientes sin alteraciones a nivel de 7q31 tienen una peor SG, tal vez
debido al escaso niimero de casos (n=4 en adenocarcinomas y n=2 en carcinomas escamosos). En el
caso de los adenocarcinomas son las casos con ganancias de MET los que mayor SG tienen. Sin embargo,
en los carcinomas escamosos son aquellos que tienen pérdida o monosomia de 7q31 los que mayor
SG presentan. En ambos casos puede ser debido a que corresponden con la alteracion mas frecuente

detectada a este nivel, de tal manera que los otros eventos apenas tienen pacientes.

Aunque la amplificacibon de MET se ha estudiado principalmente en la variante no
escamosa(Casadevall et al,, 2015), Cappuzzo et al(Cappuzzo et al.,, 2009) tras analizar mediante FISH el
numero de copias de MET en 435 casos de CPNM de ambas histologias no observaron diferencias entre
adenocarcinomas y carcinomas escamosos, sexo o habito tabaquico. Sus resultados concluyeron que
la ganancia del nimero de copias representa un factor prondstico independiente adverso en el CPNM.
De los 101 pacientes analizados en el presente estudio, tan solo 3 casos tenian amplificacion de la
region 7q31 y todos ellos pertenecian al grupo de los adenocarcinomas. No hemos obtenido resultados

estadisticamente significativos al comparar la amplificacion de MET con la histologia en la SG.

Es interesante destacar que de ninguno de los casos de adenocarcinomas recogidos es esta serie
presenta alteracion a nivel de 13q34. Es un hallazgo no recogido previamente en la literatura. Se han
descrito algunos genes candidatos a oncogenes en esta localizacion como CUL4A(Yunshan Wang et al,,
2014), RAB20(Amillet et al., 2006), SOX1 (N. Li, Li, Li, Zhou, & Zhou, 2013) o TFDP1 (Castillo et al,,
2010). En el caso de CUL4A, SOX1 y TFDP1 se han descrito en CPNM sin relacionarlos con un subtipo
histolégico. CUL4A es un miembro de la familia de proteinas cullin, y juega un papel fundamental
en la replicacion del DNA, la regulacion del ciclo celular y la inestabilidad genémica (Lee & Zhou,
2012; Sugasawa, 2009). Wang et al han descrito su posible papel como marcador de la respuesta a
inhibidores tirosin kinasa (Yunshan Wang et al,, 2014). Li et al han descrito que la metilacién de SOX1
podria ser parte del mecanismo de resistencia a la terapia con cisplatino en CPNM. La amplificacién
de TFDP1 se ha descrito en carcinomas escamosos de es6fago(Shinomiya et al., 1999), en carcinomas
hepatocelulares(Yasui et al.,, 2002) y en CPNM(Castillo et al., 2010), es un factor de transcripcion actua
formando heterodimeros con E2FI e interacciona con RB (Helin et al., 1993). Seria interesante indagar,

en futuros estudios, la relacion con la histologia del CPNM de esta region y la presencia de otros posibles



oncogenes, ademas de comparar sus alteraciones en adenocarcinomas comparando estadios bajos con
otros mas evolucionados, por si la alteracion de 13q34 es esta variante fuera un evento tardio o en

relacion con el tipo de tratamiento.

Otro hallazgo interesante ha sido la identificacion de focos de amplificacion del cromosoma 22q
en la variante escamosa y su relacion con un pronoéstico fatal. No hemos encontrado en la literatura
ganancias del cromosoma 22 en relacion al CPNM, pero si se han descrito en carcinomas escamosos de
cabeza y cuello(Matsumura et al., 2000). En esta region se encuentra el gen MAPK1, que funciona como
un mediador en la transduccion de sefiales mediadas por factores de crecimiento (Gonzalez et al., 1992).
Curiosamente, la amplificacidon de esta region se ha observado en estadios avanzados (Speicher et al,,
1995; Weber et al., 1998), sin embargo no se ha relacionado con la supervivencia. Nuestro estudio revela
que la amplificacion de 22q podria ser un biomarcador interesante en el prondstico de los pacientes con

carcinomas escamosos del pulmon.
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6 CONCLUSIONES

6.1. En relacion a la incidencia de las alteraciones cromosomicas mediante FISH en los dos

principales tipos histoldgicos del CPNM:

La técnica de FISH nos ha permitido definir el perfil de ganancias y pérdidas de las regiones
cromosomicas estudiadas en los dos subtipos histolégicos de CPNM. La principal alteracién que hemos

encontrado es la pérdida de 9p21, seguida de las pérdidas de 7q31 y 7p11.1 y la ganancia de 8q24.

Las diferencias entre ambos grupos se encuentran principalmente a nivel de las ganancias de

8q24, las ganancias y pérdidas de 9p21, las pérdidas de 13q34 y las pérdidas de13q14.

6.2.Enrelacion conlasalteraciones genéticas que han mostrado unasignificacién estadistica

con la histologia o con las caracteristicas clinicas y evolutivas de los pacientes:

Las alteraciones genéticas que se asocian a las siguientes caracteristicas clinico-patolégicas:
clasificacion T, afectacion ganglionar, tratamiento adyuvante y desarrollo de enfermedad metastasica,
son las ganancias de 8q11, 8q24y 17921 y pérdidas de 7p11.1, 7q31, 9p11.1 y 9p21. Los pacientes con

mayor tasa de mortalidad se asocian con las pérdidas de 9p11 y las ganancias de 7q31 y 8q24.

6.3. En relacion con las caracteristicas clinico-patoldgicas y las regiones cromosémicas con

valor prondéstico en cuanto a la supervivencia global (SG) y libre de enfermedad (SLE):

En el grupo de los adenocarcinomas las siguientes caracteristicas patoldgicas: clasificaciéon T,
afectacion de los ganglios linfaticos, afectacion pleural, estadio TNM y el recibir tratamiento adyuvante;
asf como la ausencia de ganancias de la regiéon 7q31, se asocian con una menor supervivencia. En los
carcinomas escamosos, la clasificacién T y el recibir tratamiento sistémico, asi como las pérdidas de

7931 y la presencia de focos de amplificacion se asocian con una menor supervivencia.
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Los pacientes con adenocarcinomas de pulmoén con una mayor clasificacion T, afectacion de
ganglios linfaticos y pleura, con mayor estadio y la presencia de anomalias en las regiones 7p11, 7q31
y 8924, asocian una mayor probabilidad de recidivar de forma precoz tras una cirugia con intencion
curativa. En los carcinomas escamosos ninguna alteraciéon genética influye en la aparicion de recidiva
precoz, siendo el género masculino y una mayor gradacion T los hallazgos que en este subtipo estan en

relacion con una menor supervivencia libre de enfermedad.

6.4. En relacion con la heterogeneidad genética y las vias de evolucion clonal en los dos

principales subtipos histoldgicos:

Los adenocarcinomas y carcinomas escamosos del pulmdén son tumores genéticamente
heterogéneos que presentan diferentes patrones de alteraciones cromosdmicas, coexistiendo dos o mas
clones tumorales en la mayoria de los casos en cada una de las histologias. Las vias de evolucidn clonal

asociadas a inestabilidad cromosomica son variables.

En los adenocarcinoma las dos principales vias de evolucién que hemos identificado se inician
con la ganancia de 8q y con las pérdidas conjuntas de 13q y 9p; y terminando, mayoritariamente, con
la pérdida de 22q. En los carcinomas escamosos existen también dos vias principales, una en la que se

ganan la regién 5p y otra en la que coexisten las deleciones de 10q y 8p.

6.5. En relacion a los dos subtipos histoldgicos principales:

Nuestros resultados han demostrado que genéticamente los adenocarcinomas y los carcinomas

escamosos del pulmoén son entidades distintas.
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