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INTRODUCCION — RESUMEN DEL TRABAJO

INTRODUCCION - RESUMEN DEL TRABAJO

El cancer de pulmén (CP) es un problema de salud con alta carga de
morbimortalidad y asistencial. Se trata de la principal causa de muerte por cancer a
nivel mundial, con una estimacion de 1,8 millones de muertes al afio; también en
Espafia es la causa mas frecuente de fallecimiento por tumor en 2021, como en afios
anteriores, con una cifra en ambos sexos de 22.438 fallecidos.

El presente proyecto Tesis Doctoral se centra en el cancer de pulmén no célula
pequefia (CPNCP) que supone el 75-80% de todos los CP. Esta patologia sigue
diagnosticandose en estadios avanzados en la mayoria de los casos y s6lo un 20-30% se
diagnostican en estadios iniciales con opciones de tratamiento local radical.

La cirugia sigue siendo el tratamiento de eleccion en los estadios iniciales para el
CP. El objetivo del tratamiento quirargico del CPNCP es conseguir una reseccion
completa (R0) de la lesion tumoral. Sélo los pacientes cuya lesion es potencialmente
resecable deben ser incluidos para una cirugia curativa; puesto que no existe evidencia
del beneficio de la cirugia de reduccién de volumen tumoral. A pesar de esta intencion
curativa en el estadio inicial, el fracaso del tratamiento y la mortalidad de los pacientes
como consecuencia de la recidiva a distancia sigue siendo elevada.

El estado general del paciente y el estadio segun TNM siguen siendo los dos pilares
basicos sobre los que se apoya el prondstico e indicacion de adyuvancia de un paciente
con CPNCP intervenido. Actualmente, el tratamiento estandar para estos pacientes es un
régimen adyuvante a base de dos farmacos (con cisplatino), que da lugar a una mejora
de la supervivencia absoluta del 4-5% a los 5 afos.

En los ultimos afios se han logrado importantes éxitos terapéuticos con las terapias
dirigidas y la inmunoterapia (IT) en el CPNCP avanzado, lo que ha conducido a un
aumento de la supervivencia global (SG) en este contexto. En la actualidad, se estan
realizando esfuerzos para reproducir estos logros en el CPNCP en fase inicial. Los
avances en conocimiento molecular y clinico de esta enfermedad aln no aportan datos
medibles que hagan predecir la evolucién de la enfermedad y elegir un tratamiento
adyuvante en el momento del diagnostico en un estadio inicial operable.

Aun asi, el concepto de neo y adyuvancia en CP, se esta revolucionando de forma
exponencial en los ultimos afios con la incorporacién de la IT. También la adyuvancia
se esta enriqueciendo con la administracion de tratamientos dirigidos complementarios
al uso de la quimioterapia (QT) estandar.

Se puede afirmar por tanto, que es necesario conocer mejor los factores prondsticos
y predictivos en CPNCP estadios iniciales para impactar en la evolucién de esta
patologia.
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Entendemos que conocer la realidad clinica, histologica, molecular y terapéutica de
estos pacientes en nuestro medio desde un punto de vista cientifico permitir aplicar los
nuevos avances que se esperan en los proximos afios y ayudara a entender qué alcance
real tendrén éstos en nuestra practica asistencial.

En este trabajo hacemos una revision del impacto pronéstico de los principales
factores que influyen en la evolucion de los pacientes con CP. Algunos son
dependientes del propio paciente, otros de la técnica quirurgica y otros de la
histopatologia propia del tumor. Comprobamos que, a pesar de la evidencia actual
prondstica y predictiva de algunos factores histopatoldgicos, moleculares y del
microambiente tumoral (MAT) no se utilizan aun en la practica clinica habitual para
tomar decisiones en cuanto a cambios en la adyuvancia o en el seguimiento tras la
cirugia de los pacientes con CPNCP intervenidos.

Nuestra hipotesis de trabajo es que, aparte del TNM, las caracteristicas histoldgicas,
el MAT v las alteraciones moleculares influyen en la supervivencia libre de enfermedad
(SLE) y en la SG de los pacientes con CPNCP, también en estadios iniciales, no solo en
avanzados y, por tanto, es importante incluir estos datos en el manejo asistencial del
CPNCP estadio inicial.

Para desarrollar esta hipotesis estudiamos aquellos pacientes operados de CPNCP
en nuestro centro en el intervalo 2010-2013 (4 afios completos) con los siguientes
objetivos de interés observacional, clinico e investigacional:

» Describir las caracteristicas histoldgicas, clinicas y de estadio de los pacientes
operados en este periodo de tiempo.

 Verificar la capacidad pronostica del TNM en nuestro medio.

* Analizar la existencia de nuevos factores prondsticos del MAT: infiltrado
linfoide tumoral (TIL: Tumor-Infiltrating Lymphocytes), expresion de PD-L1 y
TGF-B (transforming growth factor-f); y su implicacion pronostica.

* Analizar las mutaciones de EGFR en todos los pacientes no fumadores,
exfumadores de mas de 15 afios y en todos los no escamosos (como se haria en
CPNCP avanzado), determinar la frecuencia de estas mutaciones y su
implicacion pronostica.

» Analizar los tipos de recidiva, su relacién con la SG y la SLE.

La poblacion de estudio analizada esta constituida por 94 pacientes valorados en la
Unidad de Oncologia Médica del Hospital Universitario de Jaén (HUJ) con CPNCP que
han sido intervenidos entre 2010-2013, es decir, que eran resecables y, por tanto,
estadios iniciales de CPNCP; aparte de operables. En una segunda fase del estudio, en
55 pacientes con muestras disponibles, se analizo la presencia de TIL, expresion de PD-
L1y TGF-B.

Se han recogido datos evolutivos hasta el 30 de junio de 2018 por lo que la mediana
de seguimiento es de 5 afios. No s6lo se ha sefialado la fecha de defuncidn, sino también
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de recidiva y si esta es local o a distancia. Aparte de recoger segundos tumores en los
casos que se han presentado.

Tras una mediana de seguimiento de 61,5 meses (1-99 meses), el 55,3% de la
poblacién del estudio sigue viva. El tiempo mediano de supervivencia esperado a la
defuncion desde la cirugia es de 86 meses. Del total de la poblacion, el 39,4% de los
pacientes sufren una recidiva, el resto, no tiene recaida en el evolutivo.

En nuestra serie se ha puesto de manifiesto que presentar una recidiva temprana es
un factor de riesgo para el fallecimiento. Los pacientes con una recidiva temprana tienen
5,78 veces més riesgo de fallecer que los pacientes que no presentan la recidiva antes de
los 24 meses; HR = 5,78 IC 95% (3.06; 10.91). De hecho, los pacientes que recaen en
los primeros 2 afios después de la cirugia fallecen el 87,5%. Y de todas las recaidas en
nuestra serie, se acumulan en los 2 primeros afios el 64,8%.

Se comprueba que la cirugia en CP, aunque influye de forma evidente en la
supervivencia, no es curativa en todos los casos. En torno a la mitad de los pacientes
intervenidos falleceran en el transcurso de 5 afios. Por ello, se hace imprescindible
buscar factores pronosticos y relevantes donde poder actuar para aumentar la
supervivencia.

En nuestro estudio analizamos la existencia de nuevos factores prondsticos del
MAT. Para evaluar la expresion de PD-L1 se ha utilizado la puntuacién de proporcion
tumoral (TPS) descrita en el manual de interpretacion de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx-
NSCLC; la presencia de TIL se analiz6 mediante microscopia dptica seleccionando el
area infiltrante tumoral representativa tefiida con hematoxilina y eosina, y en la que
hubiera suficientes células tumorales viables sin necrosis. Se evalu6 la densidad de la
infiltracion linfocitica intratumoral a bajo aumento (10x) y se clasificé en dos
categorias, "intensa" y "no intensa". La intensidad alta se definié como una infiltracion
intensa equivalente a la densidad observada en un ganglio linfatico metastasico
(Brambilla et al., 2016). Por lo que respecta al analisis de TGF-p, aparte del método
conocido con inmunohistoquimica semicuantitativa, se valord la tincion nuclear como
factor adicional, ya que otros estudios sobre adenocarcinoma (ADC) pancreéatico
consideraron la tincion nuclear como criterio para definir la expresion de TGF-p en
células tumorales de forma anéloga a la interpretacion de otros biomarcadores, como el
anticuerpo anti-IDH1-R132H en tumores gliales. El analisis de tincion nuclear de TGF-
B, se llevo a cabo considerando su presencia inequivoca en mas del 1% de las células
cancerosas viables como positividad de TGF-p tumoral.

Los datos de estos analisis (Cardenas-Quesada et al, 2022) reflejan que ni la
variable PD-L1 ni TIL aparecen como posibles factores de riesgo para la SG o la SLE,
incluso cuando se ajustd por sexo, edad y estadio. Sin embargo, al analizar la tincién
nuclear de TGF-B, seglin la variable dicotomica ausente (n = 25) y presente (n = 30), se
encontrd significacion estadistica en las curvas de SLE a favor de la tincion nuclear
ausente, con un valor p de 0,045. Este resultado no se observé en la SG; sin embargo, la
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significacion se mantuvo al ajustar el resultado con las variables edad y sexo [p-valor:
0,044, HRa: 2,832, IC HRa: (1,029-7,794)], y también se mantuvo muy cerca de la
significacion si el ajuste se realiza por estadiaje [p-valor 0,064, HRa: 2,597, IC HRa:
(0,946 - 7,126)]. Por lo tanto, la presencia de tincion nuclear puede ser un posible factor
de riesgo de recaida en los pacientes operados de CPNCP en estadio temprano, ya que el
riesgo es mas del doble en los pacientes con tincidn presente que en los pacientes sin
tincion nuclear.

Analizamos también las mutaciones de EGFR en todos los pacientes no fumadores,
exfumadores de mas de 15 afios y en todos los no escamosos (como se haria en CPNCP
avanzado). El 58,5% de la poblacion (55 pacientes de los 94) cumplen esos criterios
clinicos para analizar si tenian algun tipo de mutacion EGFR. Este estudio de
mutaciones de EGFR se ha realizado en el laboratorio del Hospital Virgen del Rocio
siguiendo la técnica Kit Therascreen con la que se analiza mediante PCR en tiempo real
mutaciones a nivel de los exones 18, 19, 20, 21 del gen EGFR. Es la técnica que se
utiliza habitualmente en la practica clinica asistencial. Tan s6lo 5 pacientes de esta
poblacion tiene resultado positivo para mutacién. De esto cinco pacientes dos son
mujeres y tres hombres, ninguno es fumador. Todos son ADC, tres de ellos del subtipo
acinar. Los 5 se intervinieron siendo un estadio I. Dos de ellos han recidivado a
distancia, pero ninguno ha fallecido a fecha del corte de seguimiento. Al analizar la SG
dentro del grupo de 55 pacientes seleccionados, se observa que hay diferencias
estadisticamente significativas a favor de los mutados; p_valor = 0,028.

Como conclusion, podemos afirmar que sigue siendo un reto retrasar o evitar la
recaida tumoral en pacientes con CPNCP. Aungue la IT oncoldgica con inhibidores de
puntos de control inmunitarios ha revolucionado el tratamiento de esta enfermedad, aun
carecemos de biomarcadores pronosticos y predictivos precisos que ayuden en la toma
de decisiones clinicas. Nuestros resultados preliminares sugieren que la tincion de TGF-
B puede predecir un mal pronostico en pacientes de estadio inicial; puesto que al
considerar la presencia de tincion nuclear inequivoca en >1% de las células tumorales
viables (presentes o ausentes) como un posible factor de riesgo adicional, las curvas de
SLE revelaron una clara significacion a favor de la tincion nuclear de TGF-$ ausente.
Estos hallazgos parecen prometedores y pueden abrir una nueva linea de investigacion.

Como resultado de su capacidad para promover la aparicion de tumores, el TGF-B y
su via de sefializacion ofrecen oportunidades potenciales para la terapia dirigida. Como
se menciona en el trabajo, se han estudiado o se estan desarrollando y evaluando en
ensayos clinicos varios agentes dirigidos a diversos componentes de esta via. Sin
embargo, se sabe aun poco sobre la expresion del TGF-B en general y en el CPNCP en
particular.

A dia de hoy, como ocurre con la subclasificacion histologica, ninguno de estos
factores del MAT se utilizan en la practica clinica para tomar decisiones en cuanto a
tratamiento en un CPNCP estadio inicial: tratamiento quirdrgico, adyuvancia o
seguimiento tras la cirugia. Sin embargo, nuestra revision y analisis refuerza el interés



INTRODUCCION — RESUMEN DEL TRABAJO

por descubrir nuevos factores pronosticos Utiles para mejorar la evolucion del CP y, por
tanto, aboga por incluir estas caracteristicas en los informes de anatomia patolégica de
las biopsias y piezas quirdrgicas. La evidencia cientifica con los tratamientos diana y la
IT nos esté llevando a hacerlo asi con las alteraciones moleculares (EGFR por ahora) y
la expresion de PD-L1.

El avance cientifico actual requiere un esfuerzo por parte de todos los profesionales
implicados en esta patologia por diagnosticar antes y con muestra suficiente para poder
analizar todas las caracteristicas histologicas, moleculares y del MAT que permitan un
tratamiento y seguimiento mas personalizado de cada uno de nuestros pacientes con CP
operable.
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Lung cancer (LC) is a devastating disease and a major therapeutic burden with poor
survival rates. Nowadays, it is the second most common tumour worldwide and is
responsible for the highest number of cancer deaths, with an estimated 1.8 million
deaths per year. In fact, in Spain it was the main cause of death by tumour in 2021, as in
previous years, with an estimation of 22,438 deaths in both men and women.

This Doctoral Thesis focuses on Non-Small-Cell Lung Cancer (NSCLC), which
accounts for 75-80% of all LC diagnoses. Most NSCLC patients are still diagnosed in
advanced stages of the disease, and, in most cases, only 20-30% of the tumours are
identified in early stages with radical local treatment options.

Therefore, surgery remains the standard treatment in clinically operable patients,
with the aim of achieving a complete resection (RO) of the tumour lesion. Indeed, just
the patients whose lesion is potentially resectable should be considered for curative
surgery, as there is no evidence of benefit from tumour volume reduction surgery.
Despite this curative intent at the early stage of the disease, treatment failure and patient
mortality rates remain high, because of distant recurrence.

Patient general condition at diagnosis and TNM stage constitute the two basic
pillars on which the prognosis and the indication for adjuvant treatment of an
interventional NSCLC case are based. Currently, the standard treatment for these
patients consists of a two-drug adjuvant chemotherapy regimen (with cisplatin), which
results in an overall improvement in absolute survival of 4-5% at 5 years.

In recent years, targeted therapies, and immunotherapy (IT) have emerged as an
important mean of the disease management for patients with NSCLC, as significant
therapeutic achievements have been reached, leading to an increase in overall survival
(OS) in this setting. Significant efforts are currently underway to replicate these
accomplishments in early-stage NSCLC. However, advances in molecular and clinical
understanding of this condition do not yet provide measurable data to predict disease
progression and eligibility for adjuvant treatment at diagnosis in an early operable stage.
Nevertheless, the concept of neo and adjuvant therapy in LC has been revolutionised
exponentially in these years with the incorporation of IT. In this sense, adjuvant therapy
has also been enriched with the administration of targeted therapies complementary to
the use of standard chemotherapy.

Therefore, it has been proved necessary to better understand the prognostic and
predictive factors in early-stage NSCLC to have an impact on the evolution of this
pathology. Consequently, knowing the clinical, histological, molecular, and therapeutic
reality of these patients from a scientific point of view will allow us to apply the new
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potential advances that are expected in the coming years and will help us to understand
the real scope of these innovations in our healthcare practice.

In this Doctoral Thesis we review the prognostic impact of the main factors that
might influence the evolution of patients with LC. Some of these factors are dependent
on the patient, while others are related with the surgical technique or the histopathology
of the tumour itself. We found that, despite the current prognostic and predictive
evidence, some histopathological, molecular and tumour microenvironment (TME)
factors are not yet used in standard clinical practice to make decisions about changes in
adjuvant treatment or follow-up in patients with NSCLC who have undergone surgery.

Our working hypothesis is that, apart from TNM stage, the tumour histological
features, TME and molecular alterations may influence disease-free survival (DFS) and
OS of patients with NSCLC, not only in advanced stages of the disease, but also in early
stages, and thus, it is important to include these factors in the management of early-
stage NSCLC.

To address this hypothesis, we included in our study patients who underwent
surgery for NSCLC in the University Hospital of Jaén in the period between 2010 and
2013 (four full years) with the following observational, clinical and research objectives:

» Describe the histological, clinical and stage characteristics of the patients
operated on in this period of time.

» Assess the proportion of early-stage diagnoses in our hospital.

 Verify the prognostic capacity of TNM in our setting.

* Analyse the existence of new TME prognostic factors: tumour-infiltrating
lymphocytes (TIL), PD-L1 and transforming growth factor-f (TGF-B)
expression, as well as their prognostic implications.

+ Identify EGFR mutations in all non-smokers, ex-smokers for more than 15 years
and in all non-squamous patients (as would be done in advanced NSCLC), to
determine the frequency of these mutations and their prognostic implication.

» Detect and analyse the types of recurrence and their relationship with OS and
DFS.

For these purposes, the study population analysed consisted of 94 NSCLC patients
evaluated in the Medical Oncology Unit of the University Hospital of Jaén (HUJ) who
underwent surgery between 2010-2013, that is, who had resectable tumours and,
therefore, were in the initial stages of NSCLC. In a second phase of the study, from the
94 patients who underwent surgery for pathological stages | to 1A NSCLC at our
hospital between 2010 and 2013, 55 samples available for analysis were included to
evaluate the presence of TILs and the expression of PD-L1 and TGF. Evolutionary data
have been gathered until June 30", 2018, with a median follow-up period of 5 years
from diagnosis.

Not only the date of death was recorded, but also the time of recurrence and
whether it was local or distant. Second tumour samples have also been collected in
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those cases in which they have been presented. Our results showed that after a median
follow-up of 61.5 months (1-99 months), 55.3% of the study population was still alive.
The median expected survival time since surgery was 86 months. Of the total
population, 39.4% of patients suffered a recurrence, while the rest had no relapse. In our
series, early recurrence has been shown to be a risk factor for death. Thus, patients with
early recurrence were 5.78 times more likely to die than patients who did not relapse
within 24 months of surgery; Hazard Ratio (HR) = 5.78, Interval Confidence (IC) of
95% (3.06; 10.91). In fact, 87.5% of patients who relapsed within the first two years
after surgery died. Interestingly, of all the relapses occurred in our data series, 64.8%
were accumulated within the first 24 months. According to these findings, surgery in
LC is not curative in all cases, although it has a clear influence on survival.

Since around half of the patients who undergo surgery are at high risk of death
within 5 years, the development of affordable and reproducible biomarkers has become
essential to predict the adjuvant therapeutic efficacy and recurrence rate for these
patients, and ultimately, to identify prognostic and relevant factors where action can be
taken to increase survival. In this line, we aimed to evaluate the association of
clinicopathologic characteristics and the prognostic value of PDL-1 expression and
TILs, and explored the immune microenvironment by assessing their relationship, since
they have been suggested as clinically applicable predictive biomarkers in surgically
resectable NSCLC. Furthermore, we studied TGF- 3 expression and proposed a more
simple and efficient way for its assessment (nuclear staining), since this molecular
target has been outlined as a potential prognostic biomarker that may open a new line of
research pointed towards TGF- /3 inhibitor therapies in NSCLC, in combination with
ICls in those patients with a worse prognosis.

To assess PD-L1 expression, we used the tumour proportion score (TPS) described
in the PD-L1 interpretation manual IHC 22C3 pharmDx-NSCLC; the presence of TIL
was analysed by light microscopy by selecting the representative tumour infiltrating
area stained with haematoxylin and eosin and in which there were sufficient viable
tumour cells without necrosis. The density of intratumoral lymphocytic infiltration was
assessed at low magnification (10x) and classified into two categories, 'intense’ and 'not
intense’. High intensity was defined as intense infiltration equivalent to the density
observed in a metastatic lymph node (Brambilla et al., 2016). Regarding TGF-p
analysis, apart from the known method with semi-quantitative immunohistochemistry,
nuclear staining was assessed as an additional factor, as other studies on pancreatic
adenocarcinoma (ADC) considered nuclear staining as a criterion to define TGF-f
expression in tumour cells analogous to the interpretation of other biomarkers, such as
anti-IDH1-R132H antibody in glial tumours. Nuclear staining analysis of TGF- was
performed considering its unequivocal presence in more than 1% of viable cancer cells
as tumour TGF-p positivity.

Data from these analyses (Cardenas-Quesada et al., 2022) reflected that neither PD-
L1 nor TIL appeared as possible risk factors for OS or DFS, even when adjusted for
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sex, age, and stage. However, when analysing TGF-f nuclear staining, according to the
dichotomous variable absent (n = 25) and present (n = 30), statistical significance was
found in the DFS curves in favour of absent nuclear staining, with a p-value of 0.045.
This result was not observed in OS; nevertheless, significance was maintained when
adjusting for age and sex [p-value: 0.044, HRa: 2.832, HRa IC: (1.029-7.794)], and
remained very close to significance when adjusting for staging [p-value 0.064, HRa:
2.597, HRa IC: (0.946 - 7.126)]. Therefore, the presence of nuclear staining may be
considered as a possible risk factor for relapse in patients operated on for early-stage
NSCLC, as the risk is more than twice as high in patients with nuclear staining present
than in those in whom it is not observed. EGFR mutations were also analysed in all non-
smokers, ex-smokers for more than 15 years and in all non-squamous LC patients (as
would be done in advanced NSCLC). As a result, 58.5% of the population (55 patients
out of 94) met these clinical criteria to test if they had any type of EGFR mutation. This
study of EGFR mutations was carried out using the Therascreen Kit technique, which
analyses mutations in exons 18, 19, 20 and 21 of the EGFR gene by means of real-time
PCR, a technique commonly used in clinical practice. Our findings revealed that only 5
patients had a positive result for EGFR mutation. Of these five patients, two were
women and three were men, none of them were smokers. All were diagnosed of
adenocarcinoma, three of them of the acinar subtype, and all underwent stage | surgery.
Two of them had distant recurrence, but none of them had died at the follow-up cut-off
date. When analysing OS within the group of 55 selected patients, statistically
significant differences were observed in favour of the mutated patients (p-value =
0.028).

To date, it remains a challenge to delay or prevent tumour relapse in patients with
NSCLC. Although oncological IT with immune checkpoint inhibitors has
revolutionised the treatment of this disease, we still lack accurate prognostic and
predictive biomarkers to aid in clinical decision making. Our preliminary results
suggested that TGF-f staining may predict poor prognosis in early-stage NSCLC
patients; since when considering the presence of unequivocal nuclear staining in >1% of
viable tumour cells (present or absent) as a possible additional risk factor, DSF curves
revealed a clear significance in favour of absent TGF-B nuclear staining. These findings
appeared to be promising and may open a new line of research.

As a result of its ability to promote tumour development, TGF-$ and its signalling
pathway offer potential opportunities for targeted therapy. As mentioned in the
published article, several agents targeting various components of this pathway have
been studied or are being developed and evaluated in clinical trials. However, little is
still known about TGF-f3 expression in general and in NSCLC in particular.

In conclusion, as occurs with histological subclassification, none of these TME
factors are used in clinical practice for decision-making in early-stage NSCLC: surgical
treatment, adjuvant, or follow-up after surgery. However, our review and analysis
reinforce the importance of discovering new prognostic factors useful to improve the
evolution of LC and, therefore, advocate for including these features in anatomical
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pathology reports of biopsies and surgical specimens. The scientific evidence with
target treatments and IT is leading us to do the same with molecular alterations (EGFR
for now) and PD-L1 expression. Current scientific progress would require an effort
from all professionals involved in this pathology to be able to early diagnose and ensure
a sufficient tumour sample for the analysis of all histological, molecular and TME
characteristics that allow for a more personalised treatment and follow-up of each of our
patients with resectable LC.



2420 SUMMARY



CAPITULO 1. EL CPNCP ESTADIO INICIAL HOY

CAPITULO 1. EL CPNCP ESTADIO INICIAL HOY

En este capitulo se da una visual rapida contextual sobre el CPNCP en la actualidad.
En sus seis apartados abarcamos el CP como problema de salud, su tratamiento actual
en los estadios iniciales y lo que conocemos hasta la fecha de subgrupos histolégicos,
moleculares y su repercusion pronostica.

1.1 EL CP, UN PROBLEMA DE SALUD

El CP es un problema de salud frecuente donde, a pesar de los resultados sobre
screening ya publicados 1-3, ain no se ha estandarizado en la practica clinica habitual
pruebas de cribado que hagan aumentar el porcentaje de diagndsticos precoces. En la
actualidad siguen diagnosticAndose la mayoria de los casos (el 80%) en estadios
avanzados, inoperables.

En los Gltimos afios se han mejorado el estadiaje *, el diagndstico histopatolégico y
molecular®® de estos tumores, con implicacién en el tratamiento, fundamentalmente en
los estadios avanzados®*.

Segun los datos publicados en febrero de 2023 por la SEOM (Sociedad Espafiola de
Oncologia Médica) con motivo del dia mundial del cancer'!, los céanceres mas
frecuentemente diagnosticados en Espafia en 2023 seran los de colon y recto (42.721
nuevos casos), mama (35.001), pulmén (31.282), prostata (29.002) y vejiga urinaria
(21.694). A mucha distancia, los siguientes canceres mas frecuentes seran los linfomas
no hodgkinianos (9.943), el cancer de pancreas (9.280), el cancer de rifién (8.626), el
melanoma maligno cutaneo (8.049), los canceres de cavidad oral y faringe (7.882), y
los canceres de cuerpo uterino (7.171), estdmago (6.932) e higado (6.695).

Ademas, destaca que el CP se mantiene como tercer tumor mas incidente en
mujeres en 2023, desde que en 2019 paso de ser el cuarto tumor mas diagnosticado en
mujeres en las estimaciones para el afio 2015 al tercero més incidente. Este hecho esta
en relacion con el aumento del consumo de tabaco en mujeres a partir de los afios 70.
En general, se espera un aumento de la incidencia de los otros tumores relacionados
con el tabaco, como los de la cavidad oral y faringe o la vejiga urinaria.

En cuanto a mortalidad, a nivel mundial, el CP sigue siendo la principal causa de
muerte por cancer, con una estimacion de 1,8 millones de muertes (18 %), sequida del
cancer colorrectal (9,4 %), de higado (8,3 %), de estobmago (7,7 %) y de mama en la
mujer (6,9 %)*%. En Espafia, por desgracia, se repite ese dato y la causa mas frecuente de
fallecimiento por tumor en 2021, como en afos anteriores, fue el CP; tanto en ambos
sexos (con 22.438 fallecidos) como por sexo en varones (16.772 fallecidos), en mujeres
estarfa en segundo lugar con 5.666 fallecidas, s6lo por debajo del cancer de mama'’.
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Aunque de forma general, la mortalidad por cancer en Espafia ha experimentado un
fuerte descenso en las ultimas décadas, el informe de la SEOM hace un inciso
interesante para el tema en cuestion: este descenso de la mortalidad no es uniforme en
todos los tumores ni por sexo, siendo el cAncer de pulmdn el caso mas significativo, con
un fuerte incremento de la mortalidad en mujeres en las Ultimas décadas debido a la
incorporacion mas tardia de la mujer al habito tabaquico, mientras que continta la
tendencia descendente en varones (grafica 1).

Cancer de pulman

Tasa estandarizada por edad (mundial) por 100.000

Aiios

Gréfica 1: Evolucion temporal de la incidencia y mortalidad estandarizada por CP en
Espafia, por sexos.

Segun el Registro Poblacional de Cancer de Andalucia en Jaén (Delegacién
Territorial de Salud y Familias), con el que se trabaja desde el HUJ, durante los afios
2009 a 2014 se han registrado un total de 1.405 casos nuevos de CP en la provincia de
Jaén y en ambos sexos. Se analiza la supervivencia observada a los 5, a los 3 afios y al
afio desde el diagnostico de los casos diagnosticados en 2009, 2010 y 2011. Se
comprueba que una media de sélo el 12,8% de los pacientes de ambos sexos viven méas
de 5 afios, un porcentaje mas elevado en mujeres (21,1%).

Con estos datos queremos ilustrar que, efectivamente, estamos ante un problema de
salud publica y ante una enfermedad con aun una baja tasa de supervivencia con lo que
supone esto de estimulo a la investigacion continua para un mejor diagndstico,
tratamiento y seguimiento de los pacientes con CP.

Dentro del CP, se distingue la variante de célula pequefia 0 microcitica, que supone
menos del 15% de casos en la actualidad y que tiene un comportamiento y un
tratamiento diferente a la mayoria de casos, por lo que éstos son denominados
carcinomas de pulmén no microcitico (CPNM) o no célula pequefia (CPNCP). Este
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trabajo de Tesis Doctoral se centrara en el CPNCP que supone el 75-80% de todos los
CP.

1.2 TRATAMIENTO QUIRURGICO EN ESTADIOS INICIALES

En los estadios iniciales de CPNCP (estadios | y Il) la cirugia sigue siendo el
tratamiento estandar, en aquellos pacientes clinicamente operables™.

Hay estudios que comparan la cirugia abierta con videotoracoscopia (VDT) con
resultados similares oncoldgicos, siendo un procedimiento menos traumatico y con una
recuperacién mas corta®'®. La VDT, aunque sigue estudiandose sus beneficios y
repercusion oncologica, es utilizada actualmente en la mayoria de los centros
hospitalarios con unidad de cirugia toracica, en aquellos casos técnicamente posibles.

La radioterapia estereotactica corporal (SBRT) ha surgido como una alternativa de
tratamiento a las resecciones sublobares, sobre todo en pacientes “borderline” de estado
clinico basal para intervenir quirirgicamente. En general, la supervivencia tras SBRT es
peor que después de la cirugia en las comparaciones indirectas, probablemente debido al
sesgo de seleccion, ya que los pacientes mas fragiles tienden a recibir SBRT"*.

A la vez que se van mejorando las técnicas de abordaje quirdrgico, se va
clarificando la importancia de la evaluacion de los ganglios del mediastino para
verificar el estadiaje de la enfermedad y, por tanto, para planificar un tratamiento
oportuno. En 2014 se consensuaron las normas para la estadificacion preoperatoria
precisa y estan definidos los tipos de linfadenectomia que debe realizarse segun el
estadio clinico preoperatorio®, dichas normas se mantienen actualmente®.

1.3 TRATAMIENTO ADYUVANTE

A pesar de los avances en los procedimientos y abordajes quirargicos, el porcentaje
de recaidas tras la cirugia sigue siendo elevado, constituyendo practicamente el 70% de
todas las recurrencias. Histéricamente ha costado mucho encontrar beneficio con los
tratamientos adyuvantes.

El papel de la radioterapia (RT) adyuvante no estaba claro después de los resultados
de un analisis de Cochrane que mostrd que las técnicas mas antiguas de la RT
adyuvante tuvieron un efecto perjudicial sobre la SG**. Sin embargo, la utilizacién de
una base de datos epidemiologica retrospectiva (Vigilancia Epidemiologia y Resultados
Finales [SEER]) sugirié que la RT postoperatoria tenia beneficio en la supervivencia en
pacientes con enfermedad N2%%, en combinacién con la QT adyuvante, normalmente de
forma secuencial. Asi se hacia hasta que, recientemente, se han comunicado los
resultados del estudio Lung ART?. Se trata de un estudio europeo fase 111 en pacientes
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completamente resecados y afectacion N2. Se randomizan a recibir RT postoperatoria
vs no, con o sin QT adyuvante/neoadyuvante. Este estudio no alcanza su objetivo
primario de SLE ni tampoco de SG. Se observa ademés una mayor toxicidad
cardiopulmonar grado 3-4 precoz y tardia, y mas segundos tumores. Estos resultados,
por tanto, establecen la no indicacion de RT postoperatoria en estadio I1IAN2 en la
practica clinica como venia haciéndose.

En cuanto a la QT, dos meta-analisis ya clasicos publicados en 2010 demuestran
una mejoria absoluta de supervivencia a 5 afios del 5,4% y 4% respectivamente, con el
tratamiento de QT adyuvante; con mayor beneficio en supervivencia en los estadios Il y
111%. Se intuye por los resultados que, ademas del estadio de la enfermedad, el tamafio
del tumor podria ser un factor predictivo para la eficacia de la QT adyuvante en
pacientes con estadio Ib. Diferentes estudios comparan la QT adyuvante con la QT
neoadyuvante (preoperatoria); un meta-analisis mostrd resultados similares de ambas
estrategias®. En la préctica clinica, la QT adyuvante se mantiene como opcién estandar
en aquellos pacientes operables y resecables de inicio, por el supuesto riesgo de
progresion durante la QT neoadyuvante y la mejor viabilidad de la adyuvancia con
respecto a la neoadyuvancia y cirugia posterior®.

El concepto de neo y adyuvancia en CP, se estd revolucionando de forma
exponencial en los ultimos afios con la incorporacion de la IT como se verd en el
siguiente punto. También la adyuvancia se esta enriqueciendo con la administracion de
tratamientos dirigidos complementarios al uso de la QT estandar; se desarrollara en el
punto de anti-EGFR (apartado 3.4).

1.4 INMUNOTERAPIA EN CP

Actualmente, hablar de CP obliga a considerar la IT, puesto que el uso de farmacos
con mecanismo de accion en el sistema inmunolégico ha supuesto un avance
considerable en el tratamiento del CPNCP avanzado y se espera que ese avance sea
mejorable y aplicable a otros escenarios del CP.

Se puede afirmar que la carcinogénesis es un proceso dinamico y que los tumores,
durante su crecimiento, cambian y se adaptan a su microambiente adquiriendo distintas
capacidades e, igualmente, el sistema inmunoldgico también es dindmico y adaptativo.
Por lo que la interaccion entre cancer y sistema inmunitario (inmunoterapia) puede
generar un estado de “latencia tumoral”; situacion que era impensable con las terapias
convencionales del cancer que consegufan escape o eliminacién tumoral®’.

El eje PD-1/PD-L1 es un mecanismo de control de la respuesta inmunoldgica
fundamental que puede ser bloqueado mediante anticuerpos monoclonales. En este eje
es donde mas farmacos han demostrado eficacia clinica en CPNCP con o sin QT. Se
han denominado inhibidores de checkpoint inmunologicos (ICIs) anti-PD-L1. En
concreto, actualmente estan aprobados en préctica clinica los siguientes farmacos ICIs
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en el tratamiento de CPNCP avanzado: nivolumab, pembrolizumab y cemiplimab (anti
PD-1) y atezolizumab, avelumab y durvalumab (anti PD-L1). En la figura 1 puede
visualizarse el mecanismo de accion de dichos farmacos.

La unién de PD-L1y PD-1inhibe que Bloquear la PD-L1 o PD1 permite a la
la célula T destruya la célula tumoral célula T destruir la célula del tumor
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Figura 1: Mecanismo de accion de los ICIs
Fuente: © 2022 Terese Winslow LLC

En primera linea de CPNCP avanzado han demostrado su eficacia en monoterapia o
en combinaciones con QT o con ipilimumab (anti CT-L4)?**, Sigue habiendo muchas
dudas en el abordaje terapéutico de esta primera linea en pacientes sin driver; por
ejemplo el tratamiento de distintos subgrupos de pacientes (ECOG 2, ancianos>,
metastasis cerebrales, enfermedades autoinmunes, etc) o qué hacer si ya han recibido un
ICIs en terapias precoces. Por tanto, sigue siendo un desafio y es necesario continuar
investigando nuevas opciones terapéuticas y biomarcadores que permitan tratar de
forma personalizada con IT a cada paciente.

Con la incorporacién en 12 linea de CPNCP de los tratamientos ICls, la segunda
linea de tratamiento esta en continuo estudio para determinar la mejor estrategia tras un
tratamiento con IT®. Por otro lado, en el escenario de CPNCP irresecable tratado con
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QT-RT, es decir estadios Ill, se ha aprobado el uso de durvalumab secuencial por el
incremento significativo de SLE y SG tras respuesta con QT-RT*%

The Society for Immunotherapy of Cancer publicé una guia de consenso para el uso
de la IT en CPNCP que se ir4 actualizando®. Del mismo modo, por su repercusién en
toda la Oncologia Médica, las sociedades cientificas americana (ASCO), europea
(ESMO) vy espafiola (SEOM) organizan un simposio monografico sobre IT en las
diversas patologias tumorales; asi como guias de consenso en el manejo de estas
terapias.

Como biomarcador se utiliza PD-L1 que, aunque en algunos casos no deja de ser un
poco contradictoria su capacidad de prediccion de respuesta, se sigue recomendando su
andlisis por inmunohistoquimica (IHQ) en todos los pacientes con CPNCP estadio 1V
puesto que es preciso conocer ese dato para la utilizacion de los farmacos ICIs en
monoterapia y ayuda en la toma de decisiones con respecto a otros farmacos anti PD-1 o
anti PD-L1. También es necesario su estudio para el uso de durvalumab de
mantenimiento durante un afio tras el tratamiento estandar con QT-RT. Se le dedicara
un apartado especifico mas adelante (2.6.2).

Se ha utilizado como biomarcador high tumor mutational burden (TMB > 10
mut/Mb) o alta carga mutacional en la combinacién de ipilimumab y nivolumab®; atn
esta por definir su valor predictivo.

Es logico pensar que en la evolucion tumoral y su respuesta a tratamientos con
mecanismo inmunolégico influye el MAT vy, por tanto, la presencia de infiltrado
linfoide tumoral (TIL: Tumor-Infiltrating Lymphocytes) con mayor o0 menor
intensidad®’. Parece ser que los tumores con ausencia o baja intensidad de TIL no se
beneficiarian de IT, pero son muchos otros factores, también clinicos, los que influyen
en la eficacia del tratamiento®**®. Se desarrollara mas adelante (2.6.1).

Actualmente se estd generando mucha informacion cientifica en el uso de IT en
estadios iniciales. Est4 teniendo mucha repercusion, por ejemplo, el estudio espafiol
NADIM. Se trata de un ensayo fase Il abierto, multicéntrico, de un solo brazo en el que
los pacientes con CPNCP en estadio IllIA, considerados resecables quirirgicamente,
fueron tratados con paclitaxel neoadyuvante y carboplatino méas nivolumab durante tres
ciclos, seguido de monoterapia adyuvante con nivolumab durante 1 afio (240 mg una
vez cada 2 semanas durante 4 meses, seguido de 480 mg una vez cada 4 semanas
durante 8 meses). La SG a los 36 meses fue del 81,9 % (IC del 95 %, 66,8 a 90,6) en la
poblacion por intencion de tratar, y aumenté al 91,0 % (IC del 95 %, 74,2 a 97,0) en la
poblacion por protocolo. Ni la TMB ni la expresion de PD-L1 fueron predictivos de
supervivencia. Por el contrario, los niveles bajos de ctDNA previos al tratamiento se
asociaron significativamente con una mejor supervivencia libre de progresion (SLP) y
SG (indice de riesgo [HR], 0,20; IC del 95 %, 0,06 a 0,63, y HR, 0,07; IC del 95 %,
0,01 a 0,39, respectivamente). Las respuestas clinicas segtn los criterios RECIST v1.1*
no predijeron los resultados de supervivencia. Sin embargo, los niveles indetectables de
ctDNA después del tratamiento neoadyuvante se asociaron significativamente con la



CAPITULO 1. EL CPNCP ESTADIO INICIAL HOY

SLP y la SG (HR, 0,26; IC del 95 %, 0,07 a 0,93, y HR, 0,04; IC del 95 %, 0,00 a 0,55,
respectivamente)®™. En esta linea podriamos hacer referencia a multiples ensayos
clinicos en el &mbito de la neo y adyuvancia®®.

1.5 SUBGRUPOS DE CP CONSIDERANDO LA BIOLOGIA MOLECULAR

La eficacia del tratamiento de CPNCP avanzado con farmacos inhibidores de
tirosin quinasa (ITK) en pacientes portadores de mutaciones en el EGFR (epidermal
growth factor receptor)*’*® ha servido de gufa para avanzar en el conocimiento de la
biologia tumoral, permitiendo diferenciar diferentes subtipos moleculares con
tratamientos especificos con un impacto positivo y significativo en el pronostico de los
pacientes con CP.

Las mutaciones de EGFR son de gran interés no sélo por su capacidad predictiva de
respuesta a los ITK, sino por ser la primera alteracion molecular descrita con frecuencia
en los no fumadores en comparacion con los fumadores. De hecho, la presencia de estas
mutaciones es inversamente proporcional al consumo acumulado de tabaco. Esto hace
que se busque una posible implicacidn pronostica positiva en este subgrupo de pacientes
con mutacién EGFR atin no confirmada®, independientemente de su valor predictivo de
respuesta a ITK.

Mas adelante, se analizara en este trabajo con profundidad la implicacién de esta
mutacion en la actitud terapéutica en CPNCP en la actualidad (3.4 y 3.5).

Otro subgrupo con diana terapéutica para la que se dispone de tratamiento dirigido
son los pacientes con la translocacion de ALK (anaplastic lymphoma kinase) con EML4
(echinoderm microtubule-associated protein-like4)*>,

ALK estd formado por tres regiones: extracelular, transmembrana e intracelular,
donde reside la actividad tirosina quinasa. La union del ligando induce la
homodimerizacion de ALK y la consiguiente actividad quinasa. La presencia de
reordenamientos cromosomicos en ALK se ha identificado en diferentes neoplasias:
linfoma anaplasico de célula grande, tumor inflamatorio mielofibroblastico y
neuroblastoma, entre otros. En el CPNCP se describi6 esta translocacion por primera
vez en 2007%% Los reordenamientos inducen un oncogen de fusién que da lugar a una
proteina quimérica con una actividad tirosina quinasa constitutiva e independiente del
ligando. El gen de fusion alternativo a ALK es el que induce la actividad quinasa. Se
han descrito varios reordenamientos, en el CPNCP el gen que se asocia con mayor
frecuencia es EML4; y, en concreto, el que se produce entre el intrén 13 de EML4 vy el
intron 20 de ALK, ambos localizados en el brazo corto del cromosoma 2.

Se calcula que el 2-5% de los pacientes con CPNCP tienen reordenamientos de
ALK, principalmente translocaciones, siendo de nuevo més frecuente en pacientes con
escasa 0 nula historia de tabagquismo. Estos pacientes tienden a ser jovenes, y no hay
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diferencias de sexo. Se trata en su mayoria de adenocarcinomas (ADC), con frecuencia
asociados a determinadas caracteristicas morfologicas, como por ejemplo células “en
anillo de sello” o patron cribiforme. Los reordenamientos de ALK no suelen coexistir
con las mutaciones de EGFR.

Para detectar estos reordenamientos se utilizan varias técnicas. Los ensayos
disponibles incluyen fluorescencia con hibridacion in situ (FISH), IHQ, reaccion en
cadena de la polimerasa de transcripcion inversa en tiempo real (RT-PCR), y
secuenciacion del ADN. Hay varios estudios®*>* que han comparado la concordancia de
resultados entre la IHQ y el FISH. Por su accesibilidad y bajo costo, la IHQ ha sido
propuesta como una prueba de deteccion inicial alternativa y, a pesar de que varias
plataformas de IHQ tienen sensibilidad y especificidad diferentes, cada vez es mayor la
recomendacion de utilizar IHQ y sélo FISH en caso de duda en la préactica clinica. Es
conocido también que las pruebas combinadas pueden mejorar la deteccién de casos
ALK-positivos™

En la dltima gufa clinica de ESMO de 2018° ya se incluyen hasta 4 farmacos
inhibidores especificos frente a estas alteraciones ALK que tienen eficacia clinica
demostrada, superior a la QT estandar, para utilizar en 12 0 22 linea de tratamiento. En la
Gltima actualizacion se incorporan otros farmacos de nueva generacion®

Descubrimiento
inicial
NTRK1

® Descubrimiento
de variantes HER2
adicionales
FGFR1 -
EGFR
PTEN %l_‘
PIK3CA

1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014

Figura 2: Principales biomarcadores en CPNCP y su fecha de descubrimiento
Fuente: Roche.com

Aparte del subgrupo EGFR mutado y ALK con reordenamiento, existen otras
alteraciones moleculares que definen mas subgrupos de CPNCP’>" al tener disponibles
farmacos especificos en desarrollo. En la figura 2 podemos visualizar el afio del
descubrimiento de cada uno de esos biomarcadores y sus variantes. Entre ellos destacan:
ROS1, MET, BRAF, NTRK1 y PIK3CA. Se adjunta el agoritmo de la guia clinica de
tratamiento de CPNCP con dianas terapéuticas propuesto por la SEOM (tabla 1).
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Tabla 1: Guia clinica de tratamiento de CPNCP con dianas terapéuticas

Estadios IV de CPNCP (con dianas terapéuticas)

Alectinib (1,A)
Brigatinib (1,B)*
Crizotinib (1,A)
Ceritinib (1,A)

Erlotinib (1,A) +/-bevacizumab Trametinib (11,A)
(1,B), Dacomitinib (1,A)
Osimertinib (1,A)

[Crizotinib(III,A)] Gefitinib (1,A), Afatinib (1,A) [ Dabrafenib + ]

A la progresion A la progresion

Alectinib* (1,A) [ Biopsia liquida (T790M status) ]
Ceritinib* (1,A)
Brigatinib* (I11,A)

T790M+
., [Osimertinib** (I,A)H Rebiopsia en tejido ]
A la progresién

T790M-

T790M+ T790M-

Lorlatinib (11,A)*

QT basada en platino [ QT basado en platino (I,A) ]

* En pacientes que previamente han recibido crizotinib

** En pacientes que no han recibido 12 linea osimertinib

En pacientes con oligo-progresién considerar estrategia local (cirugia o SBRT) y continuar con
terapia dirigida (I11,A)

Fuente: SEOM clinical guidelines for the treatment of non-small cell lung cancer
(2018)*°

En la practica clinica, el conocimiento de estas alteraciones moleculares ha
permitido identificar a aquellos pacientes que se podrian beneficiar de tratamientos
dirigidos y conocer mejor su pronostico. Asi se esta llegando a clasificar distintos tipos
de CPNCP, al menos dos bloques: con o sin driver, con o sin terapias dirigidas; como
podemos observar en la tabla previa. Es el comienzo de una medicina cada vez mas
personalizada.
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1.6 PRONOSTICO DEL CP ESTADIO INICIAL INTERVENIDO

Aproximadamente el 30% de los pacientes con CPNCP presentan una enfermedad
resecable en el momento del diagnostico, para la cual el tratamiento estandar actual
sigue siendo la cirugia con intencién curativa'®*3. A pesar de esta intencién curativa en
el estadio inicial, el fracaso del tratamiento y la mortalidad de los pacientes como
consecuencia de la recidiva a distancia sigue siendo elevada.

El estado general del paciente y el estadio segin TNM?® siguen siendo los dos
pilares basicos sobre los que se apoya el pronoéstico e indicacion de adyuvancia de un
paciente con CPNCP intervenido. Actualmente, el tratamiento estdndar para estos
pacientes es un régimen adyuvante a base de dos farmacos (con cisplatino), que da lugar
a una mejora de la supervivencia absoluta del 4-5% a los 5 afios®. Como deciamos, en
los Ultimos afios se han logrado importantes éxitos terapéuticos con las terapias
dirigidas y la IT en el CPNCP avanzado, lo que ha conducido a un aumento de la SG en
este contexto. En la actualidad, se estan realizando esfuerzos para reproducir estos
logros en el CPNCP en fase inicial.

Los avances en conocimiento molecular y clinico de esta enfermedad ain no
aportan datos medibles que hagan predecir la evolucion de la enfermedad y elegir un
tratamiento adyuvante en el momento del diagnéstico en un estadio inicial operable.

A proposito de lo explicado en el apartado anterior, en nuestro medio se utilizan los
ITK en pacientes con CPNCP avanzado y EGFR mutado obteniendo resultados (en
cuanto a porcentaje de mutaciones EGFR y eficacia del farmaco) similares a lo
publicado en la literatura cientifica. Sin embargo, se desconoce la presencia o no de esta
mutacion, otras alteraciones moleculares o biomarcadores en los pacientes intervenidos
en nuestro medio y si, ademas de predictores de respuesta, podrian ser factores
pronosticos.

Es conocido que la presencia de estas mutaciones pueden ocurrir en momentos
precoces de la patogénesis del CP®®. Y alin es pronto para saber el alcance de la IT en el
ambito de la adyuvancia o neoadyuvancia y su posible influencia en la mejora del
pronostico del CP en estadios iniciales.

Concluyendo este capitulo, destacar que se hace necesario conocer mejor los
factores prondsticos y predictivos en CPNCP estadios iniciales para impactar en la
evolucion de esta patologia.
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CAPITULO 2. FACTORES PRONOSTICOS EN CP

En este capitulo se analiza el impacto pronoéstico de los factores que influyen en la
evolucion de los pacientes con CP. Algunos son dependientes del propio paciente, otros
de la técnica quirargica y otros de la histopatologia propia del tumor.

2.1 CLASIFICACION TNM Y COMITE DE TUMORES TORACICOS

El diagnostico del CP supone un reto mayor que el de otros tumores. Es obvio que
el acceso al pulmé6n para tomar una biopsia es mucho mas complejo, invasivo y
peligroso que el de otros érganos de mayor accesibilidad, como la mama, el colon o la
préstata, donde se localizan los canceres mas frecuentes. Ademas, hay que tener en
cuenta que, en el proceso diagndéstico del CP, se tienen que poner en marcha una serie
de pruebas de imagen e invasivas que tienen un doble objetivo: estadificar la
enfermedad y, simultdneamente, llegar al diagndstico anatomopatoldgico definitivo.
Esto altimo es muy importante y lo desarrollaremos mas delante.

Para poder agrupar a pacientes con pronosticos similares y permitir que se
beneficien de las mejores opciones terapéuticas es fundamental realizar una descripcion
concisa y exacta del nivel de extension del CPNCP. EI sistema utilizado
internacionalmente es el TNM, propuesto inicialmente por Denoix en 1946 y
actualizado periddicamente en reuniones de consenso entre la American Joint
Committee of Cancer (AJCC), The Union for International Cancer Control's (UICC),
American Thoracic Society (ATS), Intenational Association for the Study of Lung
Cancer (IASLC) y The Japanese Cancer Association, entre otros.

Con esta divisién por estadios se pretende:

Ayudar en la planificacion del tratamiento.

Orientar sobre el pronéstico de cada paciente.

Evaluar los resultados del tratamiento.

Facilitar el intercambio de informacion entre los distintos profesionales
implicados en el tratamiento multidisciplinar.

5. Ayudar a la investigacion continuada.

Awbhe

El sistema de clasificacion TNM se basa en la extension anatomica de la
enfermedad, determinada clinica e histopatolégicamente y posee dos caracteristicas
fundamentales: sus principios basicos son aplicables a toda localizacion sin tener en
cuenta el tratamiento y, ademas, puede ser suplementada mas tarde por la informacion
disponible de la histopatologia y/o cirugia.
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El sistema TNM describe la extension anatomica de la enfermedad evaluando tres
aspectos:

Factor T: define la extension del tumor principal.

Factor N: define la ausencia o presencia y extension de metéstasis en ganglios
linfaticos regionales.

Factor M: define la ausencia o presencia de metastasis a distancia del tumor
principal.

Afadiendo nimeros a estos tres factores, se indica la extension de la enfermedad:
TO, T1, T2, T3, T4, NO, N1, N2, MO, M1.

La clasificacion TNM, como categorizador de la extension anatomica de la
enfermedad, supone el indicador prondstico mas potente para la inmensa mayoria de
tumores malignos. La tasa de supervivencia reportada a 5 afios de pacientes con CP en
estadios | y Il después de reseccion completa quirargica es aproximadamente 60%-90%
y 30%-70% respectivamente. La blsqueda de otros factores pronosticos del CP nunca
puede obviar este dato de TNM®.

La IASLC (International Association for the Study of Lung Cancer) ha desarrollado
una nueva base de datos con 94,708 casos, provenientes de 35 fuentes y 16 paises de
todo el mundo. Fruto del anélisis de los datos recogidos, nace la 82 clasificacion TNM
para el CP>®. Pretende que el margen de homogeneizacion de los pacientes con el
mismo TNM sea el maximo posible, de forma que se puedan estudiar otros factores
prondsticos distintos, independientes al estadio que puedan influir en la supervivencia o
evolucion de los pacientes.

Desde 1997 se ha actualizado tres veces esta clasificacion TNM para el CP, la 82
edicion se public en 2016 y comenzé a utilizarse en la practica clinica en enero de
2017. Los pacientes de este trabajo, al haber sido diagnosticados antes de esa fecha,
estan estadificados con la 72 edicién de TNM para CP®.

En las ultimas décadas ha influido mucho en un mejor diagndéstico clinico y
patoldgico del TNM de CP los avances técnicos en radiologia®®, medicina nuclear
(principalmente con la PET®®, tomografia de emisién de positrones), ecobroncoscopia
(EBUS, por sus siglas en inglés) y ecoendoscopia esofagica (EUS, por sus siglas en
inglés) y técnicas de biopsia con aguja fina y gruesa guiadas por tomografia
computarizada (TC) o ecografia®. En todas las gufas de practica clinica de CP existe un
algoritmo diagndstico que contempla utilizar todos estos recursos para evitar, en la
medida de lo posible en cada caso, dejar un factor del estadio como desconocido 0 “x”.

La toma de decisiones de la estadificacion debe ser personalizada para cada
paciente en un comité multidisciplinario, en el que oncélogos médicos y radioterapicos,
junto con todos los especialistas involucrados en el diagndstico, incluidos los pat6logos,
seran los que tomen la decision final sobre las mejores opciones, ya que sélo con un
proceso diagnostico completo y adecuado se conseguira el objetivo final: la mejor
opcidn terapéutica para el paciente. La implantacion de este comité en los centros
hospitalarios espafioles no es del todo homogénea y son muchas ya las recomendaciones
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para instaurarlos®®; también los items de calidad que deberian cumplirse en cada uno de
ellos, no solo para afinar en el diagnostico sino, principalmente, para decidir el mejor
abordaje terapéutico y brindar una atencion éptima a los pacientes con CP. Los equipos
multidisciplinarios son estrategias necesarias para el manejo de pacientes con CP y se
han asociado con mejores resultados, como un aumento en la calidad de vida y la
supervivencia®.

En el HUJ este comité funciona desde octubre de 2007 y, a pesar de las limitaciones
de algunos recursos mantenida en el tiempo, no deja de cumplir la mayoria de los
requisitos de excelencia citados. También promueve la realizacion de una jornada
multidisciplinar anual (ya se han celebrado siete reuniones) y la publicacion de un
protocolo de tratamiento del CP, cuya Ultima actualizacion es de 2019°%".

En el afio 2022 también se ha puesto en marcha el comité multidisciplinar de
oncologia molecular; éste pretende analizar la informacién molecular obtenida a través
de la secuenciacion de nueva generacion (NGS, por sus siglas en inglés) y proporcionar
recomendaciones de tratamiento racionales, basadas en la genémica y adaptadas a los
pacientes.

2.2 TABAQUISMO

Lamentablemente, el consumo de tabaco sigue siendo una de las principales causas
de muerte en todo el mundo®. Se prevé que dejara mas de mil millones de muertos en el
siglo XXI, después de matar a casi 100 millones en el transcurso del siglo XX. El
tabaquismo estd implicado en el 90% de la mortalidad por CP, en el 95% de la
mortalidad por Enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) y en el 50% de la
mortalidad cardiovascular®.

Aunque no se ha identificado completamente la relacion molecular causa-efecto
que induce la aparicion de cancer por el tabaco, existen suficientes evidencias
epidemioldgicas que hacen incuestionable esta asociacion. Es histéricamente conocida
la relacion entre habito tabaquico y CP™. El tabaco constituye el factor de riesgo mas
importante para sufrir un CP y cerca del 85% de los casos de CP se relaciona con su
consumo. Entre los fumadores, el riesgo de desarrollar un CP es 22 veces superior al de
cualquier no fumador. Sin embargo, sélo el 10-15% de los fumadores desarrollard un
CP. El riesgo disminuye al dejar de fumar, y se estima que un fumador tarda 10-15 afios
en igualar la esperanza de vida de un no fumador*.

El humo del tabaco contiene mas de 3000 sustancias, incluyendo carcindgenos,
cocarcindgenos (aresol, fenol) y sustancias irritantes (0xido nitrico). Los carcin0genos
mas importantes son el 4,4 benzopireno, las nitrosaminas y las aminas aromaticas. El
vinculo entre el tabaco y el cancer resulta de una poderosa alianza de dos factores: la
nicotina y los carcindgenos. La nicotina es adictiva y toxica, pero no cancerigena. Sin
embargo, esta adiccion hace que millones de personas fumen, y el tabaco contiene
muchos carcindgenos’.
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El mecanismo de carcinogénesis del humo del tabaco implica la activacion de los
carcindgenos por enzimas especificas; posteriormente, los carcindgenos activados
formaran enlaces covalentes con macromoléculas celulares, fundamentalmente ADN, y
se produciran mutaciones (por activacion de oncogenes o inactivacion de genes
supresores y de genes de reparacion del ADN) que alteraran la expresion genética de la
celula.

Se estima que solo el 10-15% de los fumadores desarrollara CP, por tanto, existe
una gran variacion interindividual. Esto podria explicarse por la existencia de una
predisposicion genética que determinaria una mayor susceptibilidad; asi, la presencia de
polimorfismos genéticos en las vias de metabolizacion del carcindgeno podria
condicionar diferentes riesgos de CP. Las variaciones mas importantes incluyen
polimorfismos en el locus del gen del citocromo P450 y en el grupo M1 de genes
glutation-S-transferasas’ ™.

El tabaco no sélo es un factor que influye en el desarrollo de CP sino que también
se relaciona con las caracteristicas clinicopatolégicas del mismo y su pronéstico’®.
Ademaés, en pacientes ya diagnosticados de CP que contindan fumando, se ha
demostrado una correlacién negativa con la supervivencia del CP""".

A todo lo anteriormente expuesto se afiade que algunos de los mecanismos
patogénicos que llevan al desarrollo de CP se caracterizan por ser trastornos genéticos
de adiccién oncogenética que permitirian controlar la proliferacion celular tumoral si se
inhibe un oncogen. La mayoria de los subtipos de CP con mecanismos de adiccion
oncogénica se desarrollan en pacientes nunca fumadores. Esto esta haciendo cambiar la
vision del CP y considerar una enfermedad distinta el CP en un paciente nunca fumador,
por las posibilidades que estan surgiendo actualmente de tratamiento dirigido y por lo
gue supone de salud basal que el paciente no haya fumado nunca.

Con lo explicado en este apartado se entiende que haya un esfuerzo internacional
por seguir disminuyendo el nimero de personas que empiezan a fumar y aumentar el de
aquellas que abandonan el habito tabaquico. La Asamblea Mundial de la Salud instituy6
el Dia Mundial sin Tabaco en 1987 para llamar la atencion mundial hacia la epidemia
de tabaquismo y sus efectos letales. La celebracion de este dia (31de mayo) es una
oportunidad para destacar mensajes concretos relacionados con el control del tabaco y
fomentar la observancia del Convenio Marco de la OMS para el Control del Tabaco®.

2.3 CIRUGIA

La cirugia sigue siendo el tratamiento de eleccidn en los estadios iniciales para el
CP. EIl objetivo del tratamiento quirrgico del CPNCP es conseguir una reseccion
completa (R0) de la lesion tumoral. Sélo los pacientes cuya lesion es potencialmente
resecable deben ser incluidos para una cirugia curativa; puesto que no existe evidencia
del beneficio de la cirugia de reduccion de volumen tumoral.
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Los principios béasicos de la cirugia oncoldgica en el CPNCP para conseguir una
reseccion completa se recogen en el “Protocolo de tratamiento del cancer de pulmoén del
subcomité de tumores tordcicos del HUJ. Actualizacion 2019” y se basan en la
definicién IASLC ampliada®:

- Extirpacion completa del tumor y el territorio de drenaje linfatico pulmonar
mediante reseccion anatomica (neumonectomia, bilobectomia o lobectomia) con
margenes de reseccion libres demostrados microscopicamente. Estos margenes deben
incluir los murfiones de arterias, venas y bronquios, los tejidos blandos peribronquiales y
cualquier margen periférico cercano al tumor o al resto del tejido resecado.

- Estudio intraoperatorio de bordes de reseccion y ampliacion, si es factible y
necesario.

- No lesionar el tumor para evitar dispersion de células tumorales. Es aconsejable
resecar en bloque con estructuras adyacentes afectas.

- Diseccion ganglionar sistemética en su forma mas amplia, o bien diseccion
ganglionar sistematica lobulo-especifica (tal como se describird mas adelante). Las
muestras deben incluir, al menos, seis ganglios, tres de las estaciones intrapulmonares
y/o hiliares y tres de las mediastinicas, una de las cuales debe ser la subcarinica.

- No debe haber extension extracapsular del tumor en los ganglios resecados de
manera aislada o en los localizados en el margen del tumor pulmonar principal.

- El ganglio mediastinico extirpado més alto debe ser negativo.

- En caso de tumores menores de 3 cm, periféricos, pacientes mayores, con baja
reserva  funcional respiratoria 'y adenocarcinoma no invasivo (antiguo
bronquioloalveolar) se contempla la reseccion sublobar.

Segun los margenes, la cirugia puede ser:

e Rx: La presencia de tumor residual no puede evaluarse
e RO: No hay tumor residual

e R1: Tumor residual microscépico

e R2: Tumor residual macroscépico

Las definiciones de IASLC de reseccion completa (ausencia de enfermedad residual
macroscopica y microscopica; diseccién ganglionar sistematica; sin extension
extracapsular en los ganglios linfaticos distales; y negatividad del ganglio mediastinico
mas alto eliminado), reseccion incierta (margenes de reseccion libres, pero con uno de
los siguientes: evaluacion del ganglio linfatico menos rigurosa que la diseccion
ganglionar sistemética; positividad del ganglio mediastinico mas alto eliminado;
presencia de carcinoma in situ en el margen bronquial; citologia de lavado pleural
positiva) y reseccion incompleta (presencia de enfermedad residual; extension
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extracapsular en los ganglios linfaticos distales; citologia positiva de derrames pleurales
0 pericardicos) se asocian con diferencias estadisticamente significativas en la
supervivencia®.

En esta cirugia, la lobectomia sigue siendo el tratamiento de eleccion para los
tumores T1 ya que la tasa de recidiva local después de una reseccion méas limitada
(segmentectomia o0 reseccion en cufia) es mayor®*®*. Los estudios que avalan esta
préactica son de hace méas de una década, por lo que, con los avances actuales en las
técnicas radioldgicas y quirurgicas, parece incierto que las conclusiones todavia sean
aplicables para lesiones més pequefias (T1a)®. De hecho, recientemente se han dado a
conocer los primeros resultados del ensayo aleatorizado norteamericano/internacional
CALGB 140503 que muestran gque para los pacientes con CPNCP periférico de 2 cm o
menos tamafio que tienen enfermedad ganglionar negativa confirmada patoldgicamente
en los ganglios linfaticos hiliares y mediastinicos principales, la reseccion sublobar no
es inferior a la lobectomia®.

La investigacion basada en grandes bases de datos sugiere un cambio de practica
limitado y segun histologias, no siempre conocidas antes de la cirugia. En el carcinoma
de células escamosas, la lobectomia es superior a la segmentectomia o la reseccion en
cufia. Para el ADC, la reseccion en cufia es inferior a la lobectomia, mientras que la
segmentectomia resulta equivalente®’. Los diferentes tipos de ADC han evolucionado en
diferencias en el patron metastasico, recidiva y supervivencia, y en base a esto, uno
podria esperar que una reseccion limitada sea adecuada en los subtipos menos invasivos
como se decia en el protocolo.

Si la cirugia se debe realizar con toracotomia abierta estandar o un procedimiento
de cirugia toracoscépica (VDT), es probablemente menos importante desde la
perspectiva oncoldgica, siempre que se pueda lograr técnicamente reseccion RO. Para
los pacientes, el mayor beneficio es la reduccion de la morbilidad y la mortalidad
postoperatorias, lo que resulta en una mejor calidad de vida y en la realizacion de VDT
como el método més atractivo en este sentido'®®.

Los pacientes que presentan maultiples primarios deben evaluarse con intencién
curativa. Se recomienda la reseccién completa, pero también se han encontrado
combinaciones de reseccién y SBRT, por lo que habria que individualizar cada caso®
%1 'Un punto de preocupacién podria ser el grado de estadificacion de los ganglios
linfaticos®?; tema que se abordaré en el siguiente apartado.

2.4 LINFADENECTOMIA

La linfadenectomia durante la reseccion del CP es clave para determinar las
opciones de tratamiento adyuvante y por tanto mejorar la supervivencia, asi como para
obtener una adecuada informacion prondstica. EI manejo de los ganglios linfaticos
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durante la cirugia esta dictado principalmente por los requisitos de estadificacion para
garantizar la reseccion completa segun la definicion de IASLC.

Existen varias publicaciones que confirman igual eficacia en la linfadenectomia
independientemente del abordaje efectuado (VDT / toracotomia)® .

Al realizar la estadificacion ganglionar mediastinica en el CP tenemos las
siguientes opciones:

1. Biopsia ganglionar selectiva: biopsia de uno o varios ganglios de aspecto
sospechoso. Estaria justificado solo para demostrar la afectacion N1 o N2
cuando la reseccion no es posible (toracotomia / videotoracoscopia exploradora).

2. Muestreo: reseccion de estaciones predeterminadas por el cirujano. Exploracion
de un numero preestablecido de estaciones ganglionares pulmonares y
mediastinicas.

3. Diseccion ganglionar sistematica: reseccion sistematica de todo el tejido
mediastinico, incluyendo las adenopatias entre los limites anatomicos. Hay que
tener en cuenta que, en los tumores del lado izquierdo, para poder acceder a las
estaciones paratraqueales altas y bajas se debe liberar el ligamento arterioso para
poder movilizar el arco adrtico lo cual puede conllevar un aumento de la morbi-
mortalidad.

4. Diseccién ganglionar sistematica lobulo-especifica: reseccion sistemética de
todo el tejido mediastinico, incluyendo las adenopatias, dependiendo del I6bulo
donde se localice el tumor. Este tipo de diseccion selectiva es aplicable a
carcinomas escamosos T1.

Las areas a explorar segun el I6bulo afectado, siguiendo las descripciones
de Naruke® y las normas del grupo cooperativo de carcinoma broncogénico de
la SEPAR? (Sociedad Espafiola de Neumologia y Cirugia Toracica) son:
diseccion y examen histologico de los ganglios hiliares e intrapulmonares
(lobares, interlobares y segmentarios) y al menos tres de las siguientes
estaciones ganglionares mediastinicas, segun la localizacion lobar del tumor
primario (figura 3):

« Lobulo superior derecho y 16bulo medio: areas 2R, 4Ry 7.

« Lobulo inferior derecho: areas 4R, 7,8y 9.

» Lobulo superior izquierdo: areas 5,6 y 7.

« Lobulo inferior izquierdo: areas 7, 8 y 9.

En total deberia incluir 6 ganglios.
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extendida:

ganglios

pulmonares y mediastinicos

contralaterales, como complemento a la diseccion ganglionar sistematica
ipsilateral al tumor. Incluye la diseccion cervical y generalmente se realiza
mediante esternotomia media. Este tipo de diseccion ganglionar no se realiza en

la préctica.
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Figura 3: Mapa de las areas ganglionares mediastinicas
Fuente: IASLC (International Association for the Study of Lung Cancer)

Se recomienda la diseccién ganglionar sistematica en los estadios I1'y I11A%,

Ultimamente se ha propuesto que, en los CPNCP con ganglios positivos, la relacion
de ganglios linfaticos (LNR), definida como la relacion entre los ganglios linfaticos
positivos y el total de ganglios linfaticos extraidos o examinados, es una herramienta de
estratificacion pronéstica més eficaz que el pN por si solo®™. Matsuguma et al.
informaron que LNR y el ndmero de ganglios linfaticos metastasicos pueden ser
indicadores de prondstico mas efectivos que la clasificacion pN actual basada en la
ubicacion de los ganglios linfaticos metastasicos. Ademas, propusieron que un mayor

nimero de ganglios

linfaticos negativos

resecados era un factor prondstico

significativamente favorable en pacientes con ganglios positivos'®. Del mismo modo,
Ludwig et al. demostraron que la supervivencia posoperatoria de los pacientes con
CPNCP se asocio con el numero de ganglios linfaticos resecados durante la cirugia, y
recomendaron que el nimero optimo de ganglios linfaticos resecados deberia ser de 11

a 16,
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El sistema de estadificacion TNM clasico proporciona un indicador conveniente y
confiable del resultado de los pacientes con CPNCP; sin embargo, se ha comprobado
que los pacientes pueden tener diferentes pronosticos incluso con los mismos estadios
T, Ny M, especialmente aquellos en el grupo N2. La clasificacion pN actual se basa en
la idea de que la metéstasis en los ganglios linfaticos ocurre inicialmente en la vecindad
del tumor primario, y luego se disemina secuencialmente a ganglios linfaticos mas
distantes, como los ganglios linfaticos mediastinicos. Sin embargo, la metastasis puede
ocurrir inicialmente en los ganglios mediastinicos sin  metastasis N1 en
aproximadamente una cuarta parte de los pacientes, y los pacientes que se pasan por alto
N2 tienen un mejor pronostico que los pacientes que no lo hacen. Este argumento y
otros como las diferencias en las técnicas de extirpacion y estudio anatomopatoldgico,
avalan cada vez més los resultados que se siguen publicando sobre LNR y su valor

prondstico independiente; un LNR més alto indica un peor pronéstico’®,

2.5 HISTOPATOLOGIA

El diagndstico histologico de CP, habitualmente se hace con fibrobroncoscopia o
biopsia guiada por TC; a menudo se amplia con la evaluacion de los ganglios linfaticos
regionales mediante EBUS (Endo Bronchial Ultra Sound) o EUS (Endoscopic
Ultrasonography). En la mayoria de los casos, esto sera suficiente para diagnosticar el
CPNCP, aunque con bastante frecuencia la cantidad de material obtenido no sea
suficiente para subclasificar el tumor con méas detalle®'%. Para las etapas més tempranas
del CPNCP, hasta hace poco, no era necesario un diagndstico patol6gico-molecular
detallado previo al tratamiento, puesto que la seleccion de la terapia méas efectiva de los
estadios I-111 CPNCP no precisaba de estos datos. Hoy en dia, como ya se ha comentado
en la introduccién, conviene conocer la biologia molecular y el estado de PD-L1 de cara
a planificar la adyuvancia. Por suerte, para el analisis molecular, la muestra obtenida a
través de EBUS de los ganglios linfaticos es a menudo suficiente'® y esto puede ayudar
en la planificacion de la neoadyuvancia cuando proceda, puesto que no se dispone de la
pieza quirdrgica antes del inicio del tratamiento.

Se han estudiado series amplias de pacientes intervenidos'® %, encontrando

relacién entre los distintos subtipos de ADC (siguiendo la clasificacion propuesta por
Travis y Bambilla'®, tabla 2a) y su pronéstico independientemente del tratamiento
realizado. Estos datos podrian influir en el tratamiento quirargico, teniendo en cuenta
que los subtipos ADC AIS (ADC in situ), MIA (ADC minimamente invasivo) y
lepidico no suelen dar metéstasis ganglionares y se podrian tratar con segmentectomia
sin linfadenectomia. Sin embargo, los subtipos micropapilar y predominantemente
solido alcanzan entre un 50-60% de metastasis ganglionares en las series estudiadas, por
lo que estaria obligado hacer lobectomia con linfadenectomia independientemente del
tamafo del tumor. Tales decisiones podrian basarse en la biopsia intraoperatoria si no se
tuviera un diagnostico histoldgico previo; examen que tiene una alta tasa de
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concordancia con la histopatologia final, pero esta lejos de ser una practica estandar
validada debido a varios problemas técnicos y logisticos'®®

Con los datos de estas series, se han propuesto tres grupos pronosticos distintos
seglin el subtipo predominante de la muestra del tumor'® (tabla 2b). De mejor a peor
pronostico serian: grupo 1 con los subtipos AIS y MIA, grupo 2 con los subtipos
lepidico, acinar y papilar y grupo 3 con los subtipos micropapilar y sélido. Sin embargo,
esta clasificacion ain no se utiliza en la préactica clinica para tomar decisiones en cuanto
a cambios en la adyuvancia o en el seguimiento tras la cirugia.

Tabla 2a: IASLC/ATS/ERS Clasificacion del ADC de pulmdn en muestras quirdrgicas

Lesiones preinvasivas
Hiperpalsia adenomatosa atipica
ADC in situ (< 3cm anteriormente BAC)

No mucinoso

Mucinoso
Mixto mucinoso/no mucinoso

ADC minimamente invasivo (< 3cm de tumor predominante lepidico con < 5mm de invasién)
No mucinoso

Mucinoso
Mixto mucinoso/no mucinoso

ADC invasivo

Predominio lepidico (antes patron BAC no mucinoso, con invasion >5mm)
Acinar predominante

Papilar predominante

Micropapilar predominante

Solido predominante con produccion de mucina

Variantes de ADC invasivo

ADC invasivo mucinoso (antes BAC mucinoso)
Coloide

Fetal (bajo y alto grado)
Entérico
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Tabla 2b: Supervivencia de acuerdo a subtipos de ADC segun la clasificacion
histologica de IASLC/ATS/ERS

IASLC/ATS/ERS clasificacion de subtipos Cantidad (%) | SLE a los 5 afios
Bajo grado
Adenocarcinoma in situ 1 (0.2%) 100%
Adgnoca_rcmoma minimamente invasivo, 7 (1%) 100%
no invasivo
A(_jenocarc!noma minimamente invasivo, 1(0.2% 100%
mMixto mucinoso y no mucinoso
Grado intermedio
Lepidico predominante 29 (6%) 90,0%
Acinar predominante 232 (45%) 84%
Papilar predominante 143 (28%) 83%
Alto grado
Micropapilar predominante 12 (2%) 67%
Sélido predominante 67 (13%) 70,0%
Coloide predominante 9 (2%) 71%
Ac_jenocarc!noma mucinoso invasivo, 13 (3%) 76%
mixto mucinoso/no Mucinoso

Las estimaciones de SLE (1-CIF o funcién de indice acumulativo) se calculan basandose en
el analisis de riesgo competitivo.

Abreviaturas de Tablas 2ay 2b: ATS, American Thoracic Society; ERS, European Respiratory
Society; IASLC, International Association for the Study of Lung Cancer; BAC, carcinoma
bronquioloalveolar.

En cuanto al escamoso o epidermoide, en 2015, la Organizacion Mundial de la
Salud revis6 la clasificaciobn para reconocer tres variantes: queratinizante, no
queratinizante y basaloide (cuando el componente basaloide es mas del 50% del tejido
con areas minimas de diferenciacion escamosa). No parece haber importancia
prondstica para los carcinomas escamosos queratinizantes versus no queratinizantes®®.
Algunos estudios sugieren un peor prondéstico para los carcinomas de células escamosas

basaloides, pero otros datos no apoyan esto.

Todas las guias clinicas recomiendan que la clasificacion patolégica NOS (las
siglas de “not otherwise specified”) en el diagnostico de un CPNCP debe usarse solo en
casos donde es imposible obtener suficiente tejido para mas clasificacion, o cuando los
pasos para clasificar ain mas el tumor no son concluyentes.
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En definitiva, se conoce la importancia de la clasificacion histologica en el
pronostico y planteamiento terapéutico del CPNCP, pero aln no tiene repercusion esta
subclasificacion en la practica clinica habitual.

2.6 MICROAMBIENTE TUMORAL (MAT)

El interés creciente por el MAT surgido en las ultimas décadas se asocia a la
importancia de la IT en CP. Una mejor comprension de los mecanismos por los cuales
el tumor es capaz de desarrollarse y progresar sin ser destruido por el sistema
inmunitario ayudaria a entender qué caracteristicas del MAT pueden influir en el
beneficio o no con IT.

Los tumores, ademas de estar constituidos por células malignas, se rodean de
variedad de células no-transformadas propias del hospedador (células estromales,
endoteliales e inmunocompetentes). ElI término MAT no solo hace referencia a los
distintos componentes del mismo sino también a la gran diversidad de interacciones que
se establecen entre las células transformadas y las no-transformadas. Curiosamente,
tanto la evolucion como la estructura y las actividades que llevan a cabo las células del
MAT tienen muchos paralelismos con los procesos de curacion de heridas e
inflamacion. Aunque se precisan mas estudios en este sentido, muchos de los ya
existentes subrayan la relacion entre inflamacion crénica y el desarrollo tumoral**®.

Este trabajo se centrara en revisar lo conocido hasta ahora sobre TIL, expresion de
PD-L1 en el tumor y TGF-B (transforming growth factor-4).

26.1TIL

El estudio de TIL ha avanzado en los Gltimos afios demostrando que tiene impacto
en el curso clinico de varios tumores soélidos. Los TIL se pueden ver en
aproximadamente 25% de los pacientes con CP, con mayor frecuencia en carcinomas
poco diferenciados y en tumores con invasion vascular microscépica™.

El infiltrado inmunitario en tumores solidos comprende todos los tipos de células
inmunitarias que pueden estar presentes en un tumor: macréfagos, granulocitos
neutrdfilos, células dendriticas, células natural killer (NK), mastocitos, células B y
células T; pero los linfocitos T constituyen el 80% de los TIL, y entre ellos, los
linfocitos citotoxicos CD8+ son el brazo efector de la inmunidad adaptativa*2. Varios
estudios publicados muestran un efecto prondstico positivo del infiltrado de las células
T citotdéxicas CD8+ en diferentes tumores, especialmente en cancer colorrectal, pero
también en tumores de mama, cancer de ovario, esofagico y pancreéatico™.

Los estudios publicados que analizan la influencia pronostica de los TIL en el
CPNCP tienen resultados contradictorios o no siempre validados. La serie publicada por
Ruffini y su equipo en 2009, concluye que la presencia de TIL se correlaciona con una
mejor supervivencia en los carcinomas de células escamosas, particularmente en las
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primeras etapas™. En 2011 se publicaron dos series que también encontraron una
mayor supervivencia en pacientes con estadio | con TIL totales aumentados, beneficio
mayor si, ademés, no habifa invasion linfovascular* y el tumor es grande'™. En 2020
un metaandlisis concluye que las altas densidades de TIL, CD3+ TIL, CD4+ TIL, CD8+
TIL y CD20+ TIL son biomarcadores de pronostico favorable para pacientes con
CPNCP, y Foxp3+ TIL es un biomarcador de mal prondstico™*®.

En una serie publicada en 2015 de 552 microarrays de tejidos, las células T CD3+y
CD8+ se asociaron con un mejor resultado, pero solo el CD8 proporcioné un valor
prondstico independiente en CPNCP. En esta serie, el grado de infiltracion linfocitica
no tuvo valor prondstico™*’.

En 2016 Brambilla publica el andlisis del valor prondstico de TIL en un grupo de
pacientes con CPNCP intervenido™®. Los autores validaron el valor predictivo de TIL
en pacientes incluidos en dos ensayos aleatorizados de QT adyuvante (mas de 700
pacientes en cada ensayo). La intensidad de TIL se dividi6 en dos categorias, TIL
intenso y no intenso. El analisis mostré una SG y SLE mayor en el grupo de pacientes
con un TIL intenso (p = 0,001). Los resultados de validacion en los ensayos de QT
adyuvante también fueron similares. SG y SLE fueron mayores en el grupo TIL intenso
(85% SG a 5 afios en comparacion con 58% y 79% SLE a 5 afios en comparacion con
50%).

En una revision publicada también en 2016 sobre el papel de los TIL en el
desarrollo, la progresion y el pronéstico del CPNCP, se incluyeron 17 estudios™. La
mitad de ellos establecieron que las células T CD8+ eran un factor de pronostico
positivo independiente para los pacientes con CPNCP. En esta revision también se
recoge la ubicacién de la infiltracion linfocitica, analizada en varios estudios. Diferentes
publicaciones muestran que las poblaciones de células inmunitarias se distribuyen
estratégicamente dentro de los diversos compartimentos tisulares: el nucleo del tumor,
el estroma del tumor o el margen invasivo. Todas estas caracteristicas, tipo de célula,
densidad y ubicacidn, constituyen lo que se denomina “contexto inmunitario”.

Schalper y su equipo sugieren gue la ubicacién espacial de los subtipos de células
inmunitarias en relacién con las células cancerosas puede tener relevancia biolégica''’.
En el estudio de Brambilla no se diferencid los subtipos de células inmunitarias entre
TIL, por lo tanto, los autores no pudieron evaluar si el efecto de la infiltracion
linfocitica intensa podria estar relacionado con un subtipo de células inmunitarias
(CD4+, CD8+, CD20 o células T reguladoras). Sin embargo, en 2015, Donnem y sus
colaboradores publicaron que la densidad de las células T estromales CD8 + era un
fuerte factor de prondstico positivo independiente sobre la SLE, la SG y la

supervivencia especifica del CPNCP*.

También esta aumentando la evidencia que analiza el valor prondstico de los TIL
en los diferentes compartimentos; los TIL estromales parecen tener un impacto
prondstico  superior que los epiteliales’*®!?. Brambilla tampoco incluye esta
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discriminacion estromal y epitelial de la infiltracion linfocitica, porque los autores creen
que podria agregar confusion y perjudicar la reproducibilidad interobservador.

El concepto de “inmunoediting” (figura 4) se refiere a la capacidad del sistema
inmunoldgico para reconocer a los tumores emergentes. Este proceso describe las
interacciones entre las células inmunitarias y tumorales. Implica tres fases: en la primera
fase, las células innatas y adaptativas destruyen los tumores iniciales. La segunda es la
fase de equilibrio, en la cual aquellas células que no han sido eliminadas se mantienen
latentes. La ultima fase es la fase de escape, en la que las células tumorales producen
citoquinas y factores de crecimiento que inducen un estado inmunosupresor, de modo
que las células tumorales pueden evitar el reconocimiento inmunitario y llevar al
crecimiento tumoral**®.

Transformed cells Normal tissue

&\' | Immunosuppressive cells

Elimination Escape

S Highly immunogenic transformed cell
@ Poorly immunogenic transformed cell

Genetic instability/tumor heteroieneiti I

Immune selection

Figura 4: Fases del proceso inmunoediting.

Fuente: The Role of Tumor-Infiltrating Lymphocytes in Development, Progression, and

Prognosis of Non—Small Cell Lung Cancer™™.

Este proceso puede ser dual'®®; puede suprimir el crecimiento tumoral pero también
promoverlo mediante la seleccion de células cancerigenas que pueden evadir la
vigilancia. Como se sugiere en la serie publicada por Chiba'?® y Ruffini''!, los TIL
pueden tener un efecto de vigilancia inmunitaria contra el crecimiento de las micro-
metastasis. Ese efecto podria explicar por qué algunos pacientes en etapa temprana
desarrollan metastasis a distancia poco después de una reseccion pulmonar.

A pesar de que el estudio de Brambilla no identificd ninguna interaccion entre TIL
y el tratamiento de QT, plantean la pregunta sobre la idoneidad de utilizar TIL como
factor de estratificacion en ensayos que prueban la IT. Esto se apoya en los resultados
obtenidos en otras neoplasias malignas, como el cancer de mama, donde una gran
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cantidad de células T CD4+ infiltradas después de la QT paliativa se ha relacionado con
una mejor respuesta clinica™®*.

En la revision de Bremnes'® desarrollaron un Inmuno-score que clasifica la
densidad de células T CD8+ en el estroma tumoral de pacientes con CP en tres
categorias (baja, intermedia o alta). Lograron demostrar un impacto pronostico del
Immuno-score dentro de 1A a II1A pStages similar a TNM pStages. Estos resultados
deben validarse en grandes estudios prospectivos antes de que se puedan implementar,
pero en el futuro podrian ser una herramienta para predecir la respuesta del paciente a
las terapias inmunitarias.

Como conclusion de este apartado se podria decir que la presencia de TIL y su
repercusion pronostica, confirma que el sistema inmunoldgico juega un papel clave en
la evolucion del tumor y del paciente. Por tanto, la deteccion de la densidad de TIL en el
diagnostico patoldgico sera Util para guiar el tratamiento y el pronostico de los pacientes
con CPNCP; queda por definir los criterios claros para hacerlo. Lo deseable para un
futuro proximo seria el desarrollo validado de un puntaje inmuno-TNM como
herramienta para identificar pacientes que se beneficiarian de IT; aunque los datos
actuales sugieren que la presencia de TIL per se no es predictiva, sino que depende de la
naturaleza precisa de la infiltracion TIL y el estado funcional de TIL'®.

A dia de hoy, como ocurre con la subclasificacion histologica, no se utiliza esta
caracteristica en la practica clinica para tomar decisiones en cuanto a tratamiento en un
CPNCP estadio inicial: tratamiento quirdrgico, adyuvancia o seguimiento tras la cirugia.
Sin embargo, el interés por descubrir nuevos factores pronosticos Utiles para mejorar la
evolucion del CP hace que en muchos informes de anatomia patoldgica se incluyan cada
vez mas caracteristicas analizadas en este sentido.

2.6.2 Expresion de PD-L1

Tanto las células tumorales como las células inmunitarias son capaces de expresar
sefiales inhibitorias de la respuesta celular T. Asi los tumores son capaces de evadir la
respuesta inmunitaria e inducir tolerancia a esta. El conjunto de estas sefiales
inhibitorias es lo que se conoce como proteinas reguladoras del control inmunolégico o
ICls. Ya se ha hablado en el apartado 1.4 del eje PD-1/PD-L1 como el mas conocido y
estudiado en CP al existir anticuerpos monoclonales dirigidos contra esas proteinas
convirtiéndose en un pilar fundamental del tratamiento antineoplasico en CP y otros
tumores actualmente.

Aunque se sabe gue PD-L1 desempefia una funcién importante en la supresién de la
respuesta inmunitaria, su valor pronéstico aun se esta discutiendo y su papel en el MAT
aun no se ha dilucidado por completo?®. De hecho, la expresion de PD-L1 por IHQ es
particularmente controvertida como biomarcador de ICls debido a resultados
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discordantes en investigaciones recientes”’. A pesar de que algunos estudios
encontraron una fuerte correlacion entre la expresion alta de PD-L1 y un peor
pronéstico'® y la respuesta al tratamiento después de QT y RT simultaneas® *?, sigue
habiendo estudios que sugieren que la expresion alta de PD-L1 no tiene importancia
pronostica’®. Esto va en linea con la evidencia reciente™ donde se concluye que la
expresion de PD-L1 esta influenciada por el estadio del tumor, con la limitacién que
esto supone como indicador predictivo y pronostico.

La incidencia de expresion de PD-L1 en pacientes con CPNCP resecables es
relativamente menor en comparacion con pacientes con un estadio méas avanzado. Este
hecho también es consistente con el bajo porcentaje de valores elevados de PD-L1
observados en nuestra poblacién. Al respecto, Tuminello et al.®® también concluyeron
que las caracteristicas de los pacientes, como el sexo y el estadio, pueden influir tanto
en la composicion inmunitaria del MAT como en la supervivencia posquirurgica y, por
lo tanto, pueden distorsionar su verdadera relacion. Més recientemente, datos analizados
por el grupo aleman** también han confirmado que la expresion tumoral de PD-L1 no
parece afectar el prondstico del CP en etapa temprana. La disparidad en los resultados
entre los estudios puede explicarse por la falta de estandarizacion de las diversas
técnicas analiticas disponibles (es decir, el uso de diferentes anticuerpos, plataformas y
umbrales de corte) y la variacion entre observadores™**,

Por otro lado, hay muchos esfuerzos centrados en la busqueda de biomarcadores
predictivos de respuesta a los farmacos ICls. Algunos biomarcadores potenciales que se
han propuesto son la infiltracion de linfocitos T que, como ya veiamos arriba precisa de
mas investigacion, la carga mutacional o la expresion de PD-L1.

Por el momento, esta Ultima, es la Gnica que ha demostrado ser util en la seleccién
de pacientes diagnosticados de CPNCP. La expresion de PD-L1 ha sido el primer
biomarcador predictivo de respuesta incorporado en la practica clinica para dirigir el uso
de farmacos anti-PD-1/PD-L1 en algunos escenarios clinicos. No obstante, es un
biomarcador imperfecto: una mayor expresion se correlaciona generalmente con una
mayor probabilidad de respuesta/beneficio clinico; sin embargo, ni su expresion elevada
garantiza la respuesta, ni la falta de expresion garantiza la ausencia de beneficio y, por
tanto, no puede usarse para excluir del tratamiento con estos farmacos a pacientes sin
expresion, salvo contadas excepciones, asociados principalmente al disefio de los
ensayos clinicos™*. El valor predictivo puede depender también de la histologia
tumoral.

En el CPNCP se ha estudiado ampliamente el valor predictivo de la expresién de
PD-L1, observando asociacion con la SG en los pacientes tratados con distintos
inhibidores de PD-1/PD-L1 en monoterapia*™®.

El desarrollo clinico y la aprobacién de los distintos farmacos se ha realizado en
base a distintas pruebas diagnédsticas para la cuantificacién de la expresién de PD-L1.
Las diferencias criticas entre estas pruebas derivan del uso de distintos resultados, el



CAPITULO 2. FACTORES PRONOSTICOS EN CP

estudio del marcador en diferentes tipos celulares y compartimentos tisulares, asi como
136

el umbral de positividad de tincion definido en cada estudio™.

En el momento actual, y a falta de que un mejor conocimiento de la biologia de la
interaccion PD-1/PD-L1 que permita el desarrollo de nuevos test de valoracion, la
determinacion de ausencia o presencia de expresion de PD-L1 en las membranas
celulares se sigue realizando mediante técnicas IHQ efectuadas sobre tejido fijado en
formol e incluido en parafina (Brahmer 2012, Topalian 2012'%®, Taube 2014%).
Algunos estudios valoran la presencia o ausencia de expresion de PD-L1 Gnicamente en
las células neopléasicas, mientras que otros valoran también la positividad para dicho
marcador en los TILs y en los macréfagos asociados al tumor (TAMs)!¥8140-144. ge
hecho, en uno de los ensayos la mayor tasa de respuesta objetiva al tratamiento se
encontré en la cohorte con porcentajes de positividad mas altos en los TILs**. En todos
los ensayos los anticuerpos han sido evaluados sobre muestras de tejido; ninguno de
ellos ha validado sus resultados en muestras citoldgicas, en las que, entre otras
dificultades, seria dificil valorar resultados en el componente de celulas inmunes
asociadas al tumor'®.

En el caso de los anticuerpos anti-PD-L1, cada uno de ellos identifica diferentes
epitopos de la molécula dependiendo del clon utilizado, pudiendo estar dirigidos frente
a su dominio extracelular (SP263, 22C3 y 28-8) o intracelular (E1L3N y SP142)'*. El
empleo de clones diferentes puede, por tanto, dar resultados diferentes'®. La tincién
puede ademéas verse modificada en virtud del sistema quimico de visualizacion
utilizado. Por todo ello, en cada test el uso de un determinado clon lleva aparejada la
utilizacion de un test de deteccion IHQ concreto a la hora de valorar la positividad o
negatividad del tejido tumoral para dichos antigenos. Como en cualquier otro estudio
IHQ, el estado de conservacion y fijacion del tejido, su manipulacion y procesamiento
previos, incluyendo la fase de desenmascaramiento antigénico, son factores muy
importantes en la valoracion del resultado final.

2.6.3 TGF-B

El TGF-B es una potente citoquina pleiotropica, con propiedades inmunosupresoras
y antiinflamatorias. En condiciones fisiologicas, el TGF-B tiene un papel bien
documentado en la embriogénesis, la proliferacion celular, la diferenciacion, la
apoptosis, la adhesion y la invasion'®’. Se han identificado tres isoformas: TGF-pl1,
TGF-B2 y TGE-B3.

El papel del TGF-p en el cancer es complejo y paraddjico, y varia segun el tipo de
célula y el momento de la carcinogénesis. En etapas tempranas, el TGF-B actiia como
un supresor de tumores, inhibiendo la progresion del ciclo celular y promoviendo la
apoptosis. Mas tarde, el TGF-p favorece la invasion y la metéstasis al inducir la
transicion epitelial-mesenquimatosa (EMT)®. En la induccién del cancer, el TGF-p
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ejerce un efecto supresor de tumores a través de la regulacion al alza del inhibidor de la
quinasa dependiente de ciclina (CDKI) p21 y la regulacién a la baja de c-Myc®.
Usando modelos murinos en los que se ha estudiado la ruta de sefializacién de TGF-3
se encontrd que, los epitelios altamente proliferativos (como el rectal y el genital),
desarrollaron carcinomas de células escamosas espontaneos en ausencia del receptor
TBRII para TGF-B. Ademas, en este trabajo se describid una progresion acelerada del
carcinoma, mutaciones de Ras y reduccién de la apoptosis**, lo que sugiere que una via

TGF-p deficiente contribuye a la carcinogénesis.

Existe evidencia consistente que demuestra que los cambios de sefializacion de
TGF-B estan involucrados en el desarrollo de cancer humano. Se ha observado un
aumento del ARNm vy la proteina de TGF-B1 en el carcinoma gastrico, el CPNCP y el
cancer colorrectal y de préstata™:, y la delecién o mutaciones del receptor de TGF-p se
han asociado con el cancer colorrectal, de prostata, de mama y de vejiga , lo que se
correlaciona con un carcinoma mas invasivo y avanzado, mayor grado de invasion y
peor prondstico™.

En el MAT, las fuentes comunes de TGF-B son las células cancerosas y las del
estroma, incluidas las células inmunitarias y los fibroblastos'*®. La matriz 6sea también
es una fuente abundante de TGF-B y un sitio comun para la metastasis en muchos
canceres, lo que se correlaciona con los efectos invasivos y promotores de tumores de
esta citoquina™”.

La terapia especifica dirigida a esta citoquina en pacientes con cancer avanzado ha
mostrado resultados prometedores en estudios preclinicos y clinicos, usando inhibidores
de TGF-B, especificamente trampas de ligando, oligonucledtidos antisentido,
inhibidores de receptor quinasa y aptameros peptidicos. Sin embargo, se han
documentado efectos secundarios graves debido a la administracién sistémica de
inhibidores de TGF-B, lo que indica que se requieren mas ensayos clinicos para evaluar
terapias localizadas, seguras y de dosis efectiva®®.

La expresion de TGF-B en las células tumorales, no tiene ain un método
estandarizado. En el apartado 5.4 se desarrolla cbmo se ha realizado este analisis en
nuestra muestra.

En este contexto, la expresion de TGF-f ha surgido como un posible mecanismo
desencadenante de las diferentes respuestas a los ICls. Asi, la inhibicion del TGF-p
afecta a la produccion de células T reguladoras y puede aumentar potencialmente el
efecto de los inhibidores de PD-1/PD-L1. De hecho, hay ensayos clinicos que
demuestran la seguridad y la actividad de los enfoques terapéuticos dirigidos
simultaneamente a las vias PD-1/PD-L1 y TGF-B, y ya se han publicado los primeros
datos prometedores a este respecto™. Estas pruebas sugirieron la importancia de la
expresion de TGF-B en el CP y, por tanto, su posible uso como biomarcador pronéstico
y predictivo de esta enfermedad. Ademas, el TGF-$ desempefia un papel importante en
la alteracién de las células cancerosas epiteliales tempranas a células cancerosas
metastasicas invasivas mediante la promocién de la EMT™®, y recientemente se ha
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afirmado que su alta expresion podria predecir significativamente un mal prondstico en
pacientes con CPNCP, ya que también estimula la angiogénesis e induce la
inmunosupresion®>’.

Igual que ocurre con la subclasificacién histoldgica y los TIL, estos hallazgos sobre
el papel de TGF-B en el CPNCP atin estan en fase de investigacion y aln no se estan
utilizando en la asistencia practica para tomar decisiones terapéuticas.
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Al ser la primera diana terapéutica con tratamiento eficaz en CPNCP ha servido de
guia y estimulo para el estudio y desarrollo del resto de alteraciones moleculares. En
este capitulo se desarrollard la importancia de esta mutacion en el CPNCP y su
repercusion diagnostico-terapéutica en estos ultimos afios. Se entendera asi el interés
por conocer el posible impacto de esta caracteristica molecular en los estadios iniciales
de esta patologia.

3.1 AVANCES EN BIOLOGIA MOLECULAR EN CP

Gracias a la investigacion en biologia molecular, a lo largo de las Gltimas décadas
se han identificado genes con un papel clave en la carcinogénesis pulmonar™®.
Conforme se han descrito diferentes alteraciones genéticas asociadas al desarrollo de
CPNCP, se han formado subgrupos genéticamente definidos de acuerdo con la
frecuencia de dichas alteraciones. El desarrollo de las terapias dirigidas ha demostrado,
ademas, que esta division segin sus caracteristicas moleculares es una estrategia
terapéutica adecuada, ya que hay inhibidores especificos dirigidos contra los productos
de estas alteraciones genéticas cuya eficacia ha sido o estd siendo probada en ensayos
clinicos™.

Por tanto, en los pacientes con CPNCP avanzado es necesaria no solo la
informacidn anatomopatoldgica sino también el resultado de biomarcadores predictivos.
Hoy en dia se recomienda en todas las guias clinicas®® el estudio de las mutaciones de
EGFR, de la translocacion de ALK, el reordenamiento de ROS1 y la mutacion de
BRAF en pacientes con CPNCP no escamoso estadio 1V independientemente del habito
tabaquico, y en los no fumadores independientemente de la histologia. Ultimamente se
han afiadido RET (rearranged during transfection), MetEx 14 (mesenchymal epithelial
transition factor exon 14) y KRAS (kirsten rat sarcoma virus). Ademas, en todas las
histologias independientemente del habito tabaguico se recomienda analizar la
expresion de PD-L1y NTKR (neurotrophic tyrosine receptor kinase)®.

Este capitulo se centrara en la mutacién activadora de EGFR en CPNCP. El éxito
sin precedentes del tratamiento de CPNCP avanzado con farmacos ITK en pacientes
portadores de mutaciones en EGFR ha servido de guia y ha hecho evidente la necesidad
de definir molecularmente subgrupos de pacientes con CPNCP.
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3.2 CAPACIDAD ONCOGENICA LIGADA A LA ACTIVACION DE EGFR

EGFR es uno de los cuatro componentes de la familia de receptores de la tirosina
quinasa ErbB, que incluye a su vez a Erb-2/HER2, ErbB-3 y ErbB-4. Estructuralmente
cada uno de estos receptores estd compuesto de una porcién extracelular o dominio de
unién al ligando, un dominio transmembrana y un dominio intracelular. Estos receptores
sufren procesos de homodimerizacion y heterodimerizacion tras la union extracelular de
un ligando, como el factor de crecimiento epidérmico (EGF, epidermal growth factor) o
el factor-a transformador del crecimiento (TGF-a, transforming growth factor alpha),
que en Ultimo término llevan a la autofosforilacion y la consiguiente activacion tirosina
quinasa y la estimulacion de vias de sefalizacion intracelular que dan lugar a
proliferacion celular, proteccion frente a la apoptosis, y mayor supervivencia y
transcripcion génica'®® (figura 5). Tanto las células neoplésicas como las normales
dependen de las sefiales mediadas por EGFR, en las células normales esta ruta se
encuentra estrictamente regulada, no ocurre lo mismo en las células tumorales que
muestran lo que se ha denominado “adiccion” a esta ruta.

ErB receptor specific ligands
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Figura 5: Familia de receptores del factor de crecimiento epidérmico
Fuente: Epidermal growth factor receptor tyrosine kinase inhibitors for non-small cell

lung cancer. World J Clin Oncol 2014 *®*

Los mecanismos que confieren capacidad oncogeénica ligada a la activacion de
EGFR son numerosos y se han descrito con frecuencia en distintos tipos de tumores
solidos. En el CPNCP las anomalias observadas en EGFR incluyen sobreexpresion,
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amplificacion y mutacion del receptor. Aungue la expresion de EGFR es un hecho
frecuente en el CPNCP (30-75%), no puede considerarse como un factor predictivo de
beneficio clinico con los ITK. De igual modo, el gran nimero de copias de EGFR
determinado por FISH, observado hasta en el 30% al 45% de los CPNCP, no ha
mostrado resultados concluyentes como factor predictivo para el tratamiento con
ITK,

Si se ha demostrado este valor predictivo para las mutaciones sométicas de EGFR,
conocidas como mutaciones activadoras (actEGFRm), que inducen una activacion de la
actividad tirosina quinasa del receptor dependiente de la unién al ligando, que resulta en
la puesta en marcha de vias de sefializacion intracelular potencialmente oncogénicas.
Estas mutaciones fueron identificadas por primera vez en 2004%%1%.

3.3 MUTACIONES ACTIVADORAS DE EGFR (ACTEGFRM)

Las actEGFRm se han reportado en 10%-15% de pacientes caucasicos, pero en
hasta 60% de poblaciones asiaticas seleccionadas con CPNCP (mujeres, nunca
fumadoras y ADC)'®. En una revision de Mitsudomi et al., de més de 2800 pacientes
con mutaciones EGFR, se observo que estas mutaciones se asociaban claramente con la
raza (32% asiaticos frente a 7% caucasicos), el sexo (38% mujeres frente a 10%
hombres), el habito tabaquico (47% no fumadores frente a 7% fumadores) y el subtipo
histolégico (30% ADC frente a 2% otros subtipos histolégicos)™®®. Estas mutaciones se
han descrito de forma anecdética en otros subtipos histolégicos, como carcinoma de
células escamosas y el carcinoma microcitico.

Se trata también de la primera alteracién molecular descrita con frecuencia en los
no fumadores en comparacion con los fumadores. Asi, la presencia de esta mutacion es
inversamente proporcional al consumo acumulado de tabaco. Estos hallazgos sugieren
que los tumores con mutacion EGFR en los pacientes no fumadores ocurren por
mecanismos alternativos a los desencadenados por los carcindgenos presentes en el
humo de tabaco.

Las mutaciones de EGFR se han detectado en el epitelio de las vias respiratorias
normales (43% de pacientes con ADC y actEGFRm)®®. También se han descrito en
lesiones precoces como la hiperplasia atipica adenomatosa®’. Todo esto indica que las
actEGFRm ocurren en momentos precoces de la patogénesis de CP.

Las mas frecuentes actEGFRm en CPNCP son deleciones en el exon 19
(EGFRDel19, =60%) y mutacion puntual L858R en el exén 21 (EGFRL858R, =30%).
Otras mutaciones menos frecuentes (5%) son las inserciones y las mutaciones puntuales
del exdn 18 (p. ej., G719S). Ademas, se han descrito algunas mutaciones asociadas a
resistencia a los ITK, entre las cuales la mas frecuente es la que ocurre en el exén 20



CAPITULO 3. MUTACION ACTIVADORA DE EGFR EN CPNCP

(T790M). En la tabla 3 pueden verse esquematicamente las mutaciones mas frecuentes,
su frecuencia y si estan asociadas a sensibilidad a ITK.

Tabla 3: Mutaciones mas frecuentes de dominio tirosina cinasa del gen EGFR

Localizacién

Asociadas a sensibilidad
al tratamiento

Frecuencia

Asociadas a resistencia
al tratamiento

Frecuencia

EXON 18°

G719C

5%

G719S

G719A

V689M

N700D

E709K/Q

S720P

Exon 19

Del E746_A750

~45%

D761Y

<1%

Del E746_T751

Del E746_T750 (ins R/P)

Del E746_T751 (ins A/l)

Del E746_T751 (ins VA)

Del E746_S752 (ins
AIV)

Del L747_E749 (A750P)

Del L747_A750 (ins P)

Del L747_T751

Del L747_T751 (ins P/S)

Del L747_S752

Del L747_752 (E746V)

Del L747_752 (P7535)

Del L747_S752 (Ins Q)

Del L747_P753

Del L747_P753 (ins S)

Del S752_1759

Exon 20

V765A*

<1%

T790M (50%)

~5%

T783A°%

D770_N771% (ins
NPG)

D770 _N771°

(ins SVQ)

D770 _N771°

(insG)

V769L°

S7681°
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Exon 21 L858R ~45%

L861Q°

# La evidencia clinica de la sensibilidad o de la resistencia que confieren estas mutaciones es
limitada.

Fuente: Garcia-Foncillas et al. Rev Esp Patol. 2011; 44:17-31*%

Los pacientes con CPNCP con actEGFRm se vuelven aparentemente dependientes
de la actividad de EGFR para estimular rutas de sefializacion para mantener el fenotipo
maligno ("adiccion al oncogén”). Por lo tanto, el bloqueo de las vias de la familia de
EGFR/HER con ITK puede suprimir la proliferacién de células tumorales e iniciar la
apoptosis.

3.4 TRATAMIENTO CON ITK ANTI-EGFR EN CP AVANZADO

En la dltima década, la familia EGFR/HER se ha convertido en un objetivo
terapéutico potencial que ha cambiado en gran medida el paradigma de tratamiento para
pacientes con CPNCP. Actualmente estan aprobados 5 farmacos (gefitinib, erlotinib,
afatinib, dacomitinib y osimertinib) para su uso en el tratamiento de primera linea de
CPNCP metastasico con actEGFRm (EGFRDel19 y EGFRL858R), segun los resultados
de varios ensayos clinicos que demuestran que estos ITK son superiores a la QT
estandar en términos de seguridad, eficacia y calidad de vida'®®. Desde la introduccién
de la primera generacion EGFR/HER-ITK (gefitinib y erlotinib), han surgido una
segunda generacion (afatinib, dacomitinib y neratinib) y una tercera generacién
(osimertinib, rociletinib)

Los de segunda generacion mejoraron de manera similar la SG de pacientes con
actEGFRm pero no superaron la resistencia adquirida a EGFRT790M que aparecia en el
transcurso del tratamiento con ITK en aproximadamente el 50% de los pacientes con
resistencia. Los ITK de tercera generacion estan selectiva e irreversiblemente dirigidos a
la mutacion EGFRT790M y actEGFRm. Parecen eficaces para pacientes resistentes a
ITK con mutaciones EGFRT790M vy, de hecho, ha sido su primera aprobacién, como
tratamiento de segunda linea en caso de resistencia adquirida T790M.

Esta mutacion del exon 20, descrita en un principio como mutacién de resistencia
adquirida, podria estar involucrada en algunos mecanismos de resistencia primaria, al
estar presente desde el momento inicial del desarrollo tumoral, con una frecuencia muy
superior a la reportada inicialmente (puede llegar hasta un 35% en estudios

170

publicados)™".
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Existen descritas mas mutaciones resistentes a ITK: inserciones en el exon 20
(insG, insSVQ) y diferentes mutaciones del exon 19 (D761Y y T854A), entre otras. El
incremento constante en el conocimiento de las distintas variantes de mutaciones de
EGFR ha puesto de manifiesto que las diversas mutaciones confieren distinta
susceptibilidad al tratamiento con ITK. Analisis retrospectivos evidencian que erlotinib
y gefitinib son mas eficaces en SLP y SG en aquellos pacientes con delecion del exdn
19, en comparacién con los que presentan mutacion del exén 21, Datos que se han
repetido en los ensayos con los ITK de segunda generacién como afatinib™ .

3.5 DATOS SOBRE ADYUVANCIA CON ITK ANTI-EGFR

El descubrimiento de las mutaciones de EGFR y su alto valor predictivo de la
respuesta a ITK ha supuesto un avance histérico en el tratamiento del CPNCP
avanzado. Por este motivo, han sido multiples hasta la fecha los estudios encaminados a
buscar eficacia de estos avances en CPNCP estadio inicial'’®. Se tiene un alto interés
cientifico y clinico en conocer si actEGFRm es factor de buen prondstico en CPNCP
intervenido y si el tratamiento adyuvante con ITK tras cirugia aporta beneficio en SG y
SLE.

En 2012 se publicaron los datos del Memorial Sloan-Kettering Cancer Center
con 1118 pacientes intervenidos de CPNCP y tratados de forma asistencial o dentro de
ensayo con ITK adyuvante durante dos afios si tenian actEGFRm. En este estudio se
concluye que los pacientes con CPNCP estadio I-11l resecados y actEGFRm tienen un
menor riesgo de muerte en comparacion con los pacientes sin mutacion de EGFR. Esto
podria deberse al tratamiento con EGFR-ITK. Los autores, afirman que deberia
plantearse la realizacion del estudio de mutaciones de EGFR en los ADC pulmonares
resecados para proporcionar informacion pronostica e identificar a los pacientes para el
reclutamiento en ensayos clinicos prospectivos de ITK adyuvantes.

En 2014 se publican los datos de una serie de 354 pacientes de Obha y
colaboradores que afirman que la presencia de actEGFRm fue un factor predictivo de la
respuesta al tratamiento con EGFR-ITK en pacientes con ADC en estadio | resecado,
pero no fue un factor prondstico. Sin embargo, la presencia de una mutacién del gen K-
RAS fue un factor de mal prondstico.

En 2017%° los datos retrospectivos de més de 900 pacientes intervenidos de
CPNCP (ADC también) concluyen que actEGFRm es un factor prondstico favorable en
pacientes con ADC pulmonares resecados quirurgicamente; pero los subtipos de
mutacion de EGFR (mutacion del exon 21 L858R o eliminacion del exén 19) no
muestran impacto pronostico. Este articulo de Takamochi y su equipo, refleja las
limitaciones que tiene esta conclusion; ser un estudio retrospectivo, realizado en un
unico centro y con la posible influencia del tratamiento con ITK en los pacientes con
recaidas posquirdrgicas.
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Por tanto, considerando estas series comentadas y otras similares no queda claro
aun, si la presencia de actEGFRm en un CPNCP intervenido es un factor pronéstico
independiente favorable o si su influencia en la SG y SLE se debe a la eficacia de ITK
utilizados en el contexto de la adyuvancia o a una posterior recaida.

Uno de los primeros estudios prospectivos sobre adyuvancia con ITK en CPNCP
fue el RADIANT"" que se publicé en 2015. El reclutamiento se realiz6 entre 2007 y
2010. Se utiliz6 como marcador predictivo de respuesta a ITK la sobreexpresion o
amplificacion de EGFR; dichos marcadores no han mostrado resultados concluyentes
como factor predictivo para el tratamiento con ITK*®2 Sus conclusiones, por tanto, -que
erlotinib adyuvante durante 2 afios no aumenta la SLE en pacientes con CPNCP que
expresan EGFR- confirman que la sobreexpresion o amplificacion de EGFR no son
marcadores predictivos de respuesta.

En un estudio paralelo (SELECT, fase 11)!"® se trataron 100 pacientes con CPNCP
en estadio IA-I11A con actEGFRm con erlotinib 150 mg/dia durante 2 afios después de
completar la QT adyuvante estandar y/o RT. Se concluye que la SLE mejora en los
pacientes tratados 2 afios con erlotinib en comparacion con los controles de genotipo
coincidentes histdricos. Las recurrencias son poco frecuentes en estos pacientes y la
mayoria ocurre en los 12 meses después de la interrupcién, lo que sugiere que una
mayor duracién del tratamiento adyuvante puede ser beneficioso. Los casos recurrentes
después de tratamiento con el ITK permanecen generalmente sensibles a EGFR TKI. Al
ser un estudio fase Il sin rama control experimental, tampoco determind si debia
incluirse la adyuvancia con ITK en pacientes con actEGFRm intervenido.

En enero 2018 se publicaron los datos de un estudio prospectivo'” en el que se
seleccionaron 483 pacientes (entre el 19 de septiembre de 2011 y el 24 de abril de
2014); de los que 222 pacientes fueron asignados al azar, 111 a gefitinib (24 meses) y
111 a vinorelbina mas cisplatino adyuvante (4 ciclos). El objetivo era comparar la
eficacia del gefitinib adyuvante versus vinorelbina méas cisplatino en pacientes con
CPCNP con actEGFRm en estadio II-11IA (N1-N2) completamente resecado. La
interpretacion de los resultados es que gefitinib adyuvante dio lugar a una SLE
significativamente mayor en comparacion con la de QT estdndar en estos pacientes
(28,7 meses versus 18 meses). Con base a este resultado, la toxicidad reducida y mejor
calidad de vida, gefitinib adyuvante podria ser una opcion de tratamiento potencial en
comparacion con la QT adyuvante en estos pacientes. Sin embargo, la duracion del
beneficio con gefitinib después de 24 meses podria ser limitada y los datos de SG aun
no eran concluyentes.

El ensayo clinico prospectivo fase 111 ADAURAX 8 pretende dar respuestas

sobre la adyuvancia con un ITK de tercera generacion: osimertinib. En este estudio los
pacientes intervenidos (IB a 111A) con actEGFRm fueron aleatorizados 1:1 para recibir
osimertinib o placebo durante 3 afios. La QT adyuvante antes de la aleatorizacion no era
obligatoria, segun la eleccion del médico y del paciente. En 2022 se han presentado los
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siguientes datos, teniendo en cuenta el analisis preespecificado y exploratorio del uso de
QT adyuvante®: 410 de 682 pacientes (60 %) recibieron QT adyuvante (osimertinib, n
= 203; placebo, n = 207) durante una mediana de 4,0 ciclos. El uso de QT adyuvante fue
mas frecuente en pacientes: menores de 70 afios (338 de 509; 66%) versus mayores 0
iguales a 70 afios (72 de 173; 42%); con estadios Il a I11A (352 de 466; 76 %) versus
estadio IB (57 de 216; 26 %); y se inscribieron en Asia (268 de 414; 65 %) versus fuera
de Asia (142 de 268; 53 %). Se observo un beneficio de SLE a favor de osimertinib
versus placebo en pacientes con (cociente de riesgos instantaneos de SLE = 0,16,
intervalo de confianza del 95 %: 0,10-0,26) y sin QT adyuvante (cociente de riesgos
instantaneos = 0,23, intervalo de confianza del 95 %: 0,13-0,40), independientemente de
la etapa de la enfermedad. Por tanto, estos hallazgos respaldan que osimertinib
adyuvante se considere un tratamiento eficaz para los pacientes con CPNCP en estadios
IB a IlIA EGFRm tras la cirugia, con o sin QT adyuvante previa.

Los datos para SG aln son incipientes, pero la consistencia de mejoria en SLE ha
hecho que osimertinib se posicione en la adyuvancia del CPNCP EGFRm. Ademas, se
refuerza lo dicho con los datos de calidad de vida relacionada con la salud (HRQoL) del
estudio ADAURA, también publicados recientemente®®*,

Con lo repasado hasta aqui, se puede decir que no existe informacion certera sobre
actEGFRm como factor pronostico y si como factor predictivo de respuesta; incluso en
adyuvancia, mejorando con creces la SLE de los pacientes intervenidos que presentan
esta alteracion molecular.
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Como ya se ha ido explicando, este trabajo de Tesis Doctoral se plantea para estudiar
el impacto en la préctica clinica habitual de diversos factores pronésticos en CPNCP
intervenidos en el HUJ durante un periodo de 4 afios completos.

Conocer la realidad clinica, histoldgica, molecular y terapéutica de estos pacientes
desde un punto de vista cientifico permitird aplicar los nuevos avances que se esperan
en los préximos afios y ayudara a entender qué alcance real tendran éstos en nuestro
medio.

A continuacién, se enuncia la hipétesis del trabajo y los objetivos del mismo.

4.1 HIPOTESIS DEL TRABAJO

Aparte del TNM, las caracteristicas histoldgicas, el MAT vy las alteraciones
moleculares influyen en la SLE y en la SG de los pacientes con CPNCP, también en
estadios iniciales, no sélo en avanzados y, por tanto, es importante incluir estos datos en
el manejo asistencial del CPNCP estadio inicial.

4.2 OBJETIVOS

Nuestro trabajo consiste en estudiar aquellos pacientes operados de CPNCP en
nuestro centro en el intervalo 2010-2013 (4 afios completos) con los siguientes objetivos
de interés observacional, clinico e investigacional:

« Describir las caracteristicas histologicas, clinicas y de estadio de los pacientes
operados en este periodo de tiempo.

 Verificar la capacidad pronostica del TNM en nuestro medio.

« Analizar la existencia de nuevos factores pronosticos del MAT vy su implicacién
prondstica:

v" infiltrado linfoide tumoral (TIL: Tumor-Infiltrating Lymphocytes),
v’ expresion de PD-L1
v' TGF-B (transforming growth factor-5)

* Analizar las mutaciones de EGFR en todos los pacientes no fumadores,
exfumadores de mas de 15 afios y en todos los no escamosos (como se haria en
CPNCP avanzado), determinar la frecuencia de estas mutaciones y su
implicacion prondstica.

« Analizar los tipos de recidiva, su relacion con la SG y la SLE.
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A continuacion, se describe nuestra poblacion de estudio, los métodos utilizados y el
estudio estadistico realizado.

La poblacion de estudio analizada estd constituida por 94 pacientes valorados en la
Unidad de Oncologia Médica del HUJ con CPNCP que han sido intervenidos entre
2010-2013, es decir, que eran resecables y, por tanto, estadios iniciales de CPNCP;
aparte de operables.

5.1 CRITERIOS DE INCLUSION-EXCLUSION Y RECOGIDA DATOS

El criterio de inclusion ha sido: CPNCP estadios iniciales intervenidos entre 2010-
2013 de la provincia de Jaén que posteriormente continuaran seguimiento en nuestro
centro hospitalario para poder acceder a toda la informacion clinica prevista en la base
de datos. El Unico criterio de exclusion, por tanto, era no tener acceso a ninguna
informacién de su historia clinica. Podemos asegurar que la muestra es practicamente
completa, es decir, todos los casos de la provincia intervenidos en esos 4 afos.

Toda la informacion ha sido recogida en el sistema informético de historia clinica
del SAS (Sistema Andaluz de Salud): Diraya. Las variables principales recogidas se
enumeran en la tabla 4.

Tabla 4: Variables recogidas de toda la poblacion de estudio

Edad al diagndstico

Sexo
CP
N Cancer mama
Antecedente familiar | Otros antecedentes .
o Cancer de colon
familiares
Otros
Si -paquetes/afio-
Fumador al No
Caracteristicas diagnostico Exfumador
clinicas
HTA

Diabetes
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Caracteristicas
clinicas

Cardiopatia isquémica

Si

Obesidad No
Desconocido

Otros tumores Previo o sincrénico
Tos

Sindrome constitucional

Primer sintoma Infeccion respiratoria

Dolor

Otros

Tipo de cirugia

Reseccion atipica

Lobectomia (LSD, LM, LID, LSI, LII)

Neumonectomia derecha

Neumonectomia izquierda

ADC
Epidermoide
Células Grandes
Otros
Indiferenciado
Grado histolégico Moderado
Hispatologia de la Bien diferenciado
pieza Intensa
Necrosis tumoral Moderada
Ausente
Invasién Presente
linfovascular Ausente
Tamaio Mayor de 4cm
Menor de 4cm
Intenso
TIL Moderado
Leve

Ausente
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Negativo
EGFR Desconocido

Mutado
Estadiaje patologico definitivo segun la séptima clasificacion TNM

Adyuvante
Tratamiento QT
. Neoadyuvante

adyuvante realizado

Radioterapia

En una segunda fase del estudio, en 55 pacientes con muestras disponibles, se
analizo la presencia de TIL, expresion de PD-L1y TGF-f.

Se han recogido datos evolutivos hasta el 30 de junio de 2018 por lo que la mediana
de seguimiento es de 5 afios. No sélo se ha sefialado la fecha de defuncion, sino también
de recidiva y si esta es local o a distancia. Aparte de recoger segundos tumores en los
casos que se han presentado.

5.2 COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION

Al tratarse de un estudio retrospectivo sin repercusion clinica ni préctica en los
pacientes, se ha tenido en cuenta el consentimiento firmado por el paciente previamente
a su intervencién quirurgica donde expresamente se le pide autorizacién para la
conservacion y utilizacion posterior de sus muestras bioldgicas para investigacion
relacionada directamente con la enfermedad que padece. No se considerd, por tanto,
necesaria la repeticion personalizada de otro consentimiento informado.

Con estas condiciones, este proyecto tiene un informe favorable previo al inicio de
recogida de datos por parte del Comité de Etica de la Investigacion de la provincia de
Jaén, actualizado con un dictamen favorable a la modificacién en julio 2020 (cédigo:
8.2.2.09.2014). En el anexo pueden consultarse ambos certificados y el documento de
consentimiento informado para reseccion pulmonar.

5.3 CARACTERISTICAS DE LA POBLACION

El 83% de la poblacidén son hombres (78 pacientes), quedando entonces un 17% de
mujeres. La media de edad esta en 63,8 afios.

Hasta un 80% tienen algun tipo de antecedente familiar oncol6gico, aunque sélo un
8,5% (8 pacientes) esta relacionado con CP.
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El 90,4% de los pacientes han sido fumadores en algun momento y 46 pacientes
(48,9% de la poblacién del estudio) fumaban al diagndstico; tan s6lo 9 pacientes (9,6%)
son no fumadores reales.

En cuanto a diagnostico previo de EPOC hasta un 46,8% estaban diagnosticados de
algun grado de EPOC; siendo severo en 9 pacientes (9,6%) y no EPOC conocido en 50
pacientes (53,2%).

Si hablamos de otros procesos neoplésicos: 5 pacientes lo habian tenido previamente
al diagnostico de CPNCP, dos pacientes lo tuvieron de forma sincronica (ambos de
vejiga) y hasta 12 pacientes fueron diagnosticados de un tumor posterior al tratamiento
de su CPNCP, 50% de éstos se tratd de un 2° primario de pulmon. Les dedicaremos un
apartado especifico por su relevancia.

La mayoria de los pacientes se diagnosticaron por un hallazgo casual en radiografia
de tdrax realizada por otro motivo, hasta un 53,2% (50) de los pacientes. De éstos, un
34% (17 pacientes) en el seguimiento de su EPOC. En cuanto a sintomas que se recogen
en la primera visita, destacan: tos (24,5%), infeccidén respiratoria (24,5%), disnea
14,9%, dolor (9,6%) y sindrome constitucional, que tan sélo se objetiva en un paciente
(1,1%).

La situacion basal del paciente en la primera visita era, en general, muy buena.
Hasta un 87,2% presentaban un ECOG 0 (escala de estado basal de la Eastern
Cooperative Oncology Group) y el resto se tipificé como ECOG 1.

El 53,2% (50 pacientes) son diagnosticados histolégicamente antes de la
intervencion, la mayoria (82%) por fibrobroncoscopia que, tedricamente, se realiza en
todos los pacientes antes de la cirugia.

En la tabla 5 se puede ver un resumen de las caracteristicas mas importantes de
nuestra poblacién:

Tabla 5: Caracteristicas de la poblacion de estudio

CARACTERISTICAS n (%)
Hombre 78 (83%)
Sexo -
Mujer 16 (17%)
Edad (Media + DE.) 63,8 (9,85)
Tos 23 (24,5%)
Sd. constitucional 1(1,1%)
Primer sintoma Infeccidn respiratoria 23 (24,5%)
Dolor 9 (9,6%)
Disnea 14 (14,9%)

Otros 3 (3,2%)
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Estudio preoperatorio 10 (10,6%)
Hallazgo casual Seguimiento EPOC 17 (18,1%)
Otros 23 (24,5%)
No-fumador 9 (9,6%)
Habito tabaquico Fumador 46 (48,9%)
Ex-fumador 39 (41,5%)
No 50 (53,2%)
EPOC SI leve 13 (13,8%)
Si-Moderada 22 (23,4%)
Si-Grave 9 (9,6%)
Reseccion atipica 7 (7,4%)
Bilobectomia 4 (4,3%)
Lobectomia superior derecha 31 (33%)
Lobectomia media 2 (2,1%)
Cirugia Lobectomia inferior derecha 10 (10,6%)
Lobectomia superior izquierda | 13 (13,8%)
Lobectomia inferior izquierda 8 (8,5%)
Neumonectomia derecha 5 (5,3%)
Neumonectomia izquierda 14 (14,9%)
Acinar 24 (25,5%)
Lipidico 5 (5,3%)
ADC Micrppapilar 1(1,1%)
Mucinoso 4 (4,3%)
Papilar 5 (5,3%)
Sélido 7 (7,4%)
Histologia Escamoso 37 (39,4%)
Adenoescamoso 1(1,1%)
Carcinoma célula
grande 3(3.2%)
Otros [ carcinoide 5 (5,3%)
Carcinoide tipico 1(1,1%)
Sin neoplasia 1(1,1%)
I 52 (55,3%)
Estadio patolégico I 29 (30,9%)
I 12 (12,8%)

5.4 ESTUDIO HISTOLOGICO

Las muestras fueron analizadas en primera instancia por la patdloga de referencia en
CP de nuestro centro revisando de forma exhaustiva y metddica las caracteristicas que
pretendiamos analizar; siguiendo los criterios patoldgicos estandar.
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5.4.1 Evaluacion de la expresion de PD-L1

Se realiz6 anélisis de IHQ (Santa Clara, CA, EE. UU., Dako Autostainer® Link 48)
en secciones de 3 um utilizando el clon 22C3 de Dako. Para evaluar la expresion de PD-
L1 se utiliza la puntuacion de proporcion tumoral (TPS) descrita en el manual de
interpretacion de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx-NSCLC (consultado en junio de 2021)*%°.
TPS es el porcentaje de células tumorales viables que muestran cualquier intensidad de
tincion parcial o completa de la membrana (>1+) con respecto al numero total de células
tumorales viables presentes en la muestra. Se ha considerado que la expresion de PD-L1
estd presente si la TPS > 1%, y una TPS de > 50% se defini6 como alta expresion de
PD-L1. Esta interpretacion fue realizada por dos pat6logos especialistas independientes.
Las fotografias de ambas situaciones se muestran en la figura 6.

5.4.2 Evaluacién de TIL

La presencia de TIL se analizo6 al microscopio Optico seleccionando el area
infiltrante tumoral representativa tefiida con hematoxilina y eosina, y en la que hubiera
suficientes células tumorales viables sin necrosis. Se evalué la densidad de la
infiltracion linfocitica intratumoral a bajo aumento (10x) y se clasificdé en dos
categorias, "intensa" y "no intensa". La intensidad alta se definié como una infiltracion
intensa equivalente a la densidad observada en un ganglio linfatico metastasico, como la
descrita por Brambilla et al''®. Esta clasificacion fue realizada por dos patélogos
independientes, y los casos discordantes se consensuaron en un segundo paso. Los
infiltrados linfociticos observados en nuestras muestras eran peritumorales y no se
distinguid entre los diferentes tipos de células linfociticas. En la figura 6 se muestran
fotografias de TIL intensos y no intensos.

5.4.3 Evaluacion de la expresion de TGF-p

Se trataron secciones (4 mm) de las muestras de CPNCP fijadas en formol e
incluidas en parafina para su desparafinizacion, rehidratacion y recuperacion de
antigenos mediante procedimientos estandar (reactivos EnVision FLEX, Agilent,
Dako). Se utilizaron anticuerpos frente a TGF-p (Abcam 190503/1:50 dilucién) para la
inmunotincion realizada en un sistema automatizado (Autostainer link 48, Dako). Tras
la recuperacion del antigeno, dos patdlogos pulmonares examinaron de forma
independiente los portaobjetos obtenidos mediante microscopia Optica. Se realizaron
dos evaluaciones de la expresion de TGF-B en las células tumorales, dada la ausencia de
un método estandarizado para este procedimiento.

En primer lugar, se realiz6 una evaluacion inmunohistoquimica semicuantitativa,
como se describié previamente en Xue et al. 2011'®" y Huang et al. 2014%. Teniendo
en cuenta la intensidad de la tincién y el namero de células positivas, se establecid una
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clasificacion en cuatro categorias: negativa (-): ausencia total de tincion; debil (+):
tincion débil -independientemente del porcentaje de células positivas- o cuando se
observa una tincién moderada en <30% de las células; moderada (++): se identifica una
tincion moderada en >30% de las células o una tincion intensa en <50%; intensa (+++):
tincion intensa en >50% de las células.

En segundo lugar, se valoré la tincién nuclear como factor adicional, ya que otros
estudios sobre ADC pancreético, como el de Javle et al. 2014, consideraron la tincién
nuclear como criterio para definir la expresion de TGF-f en células tumorales de forma
analoga a la interpretacion de otros biomarcadores, como el anticuerpo anti-IDH1-
R132H en tumores gliales'®. El analisis de tincién nuclear de TGF-B, se llevé a cabo
considerando su presencia inequivoca en mas del 1% de las células cancerosas viables
como positividad de TGF-p tumoral (figura 6).

5.4.4 Mutaciones de EGFR

El andlisis de mutaciones de EGFR se ha realizado en el laboratorio del Hospital
Virgen del Rocio siguiendo la técnica Kit Therascreen con la que se analizan mediante
PCR en tiempo real mutaciones a nivel de los exones 18, 19, 20, 21 del gen EGFR.
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Figura 6: Algoritmo histoldgico de evaluacion de expresion de PD-L1, TILsy TGF-B en
nuestra muestra y distribucion de frecuencias para dichos biomarcadores.
Las estrellas de seis puntas muestran los linfocitos intraepiteliales. Todas las iméagenes estan
representadas a 20x (zoom digital) excepto la tincion nuclear de TGF-p (40x%).
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5.5 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos recogidos sobre las variables dependientes e independientes mencionadas
en este estudio se han registrado en una base de datos anonimizada, construida para tal
fin y procesadas estadisticamente mediante el programa estadistico SPSS v21. En
primer lugar, se realiz6 un andlisis estadistico descriptivo de cada una de las variables
de la base de datos, para ello en el caso de las variables cualitativas se presenta una tabla
de frecuencias (nUmero de casos y porcentaje) y como representacion gréfica el grafico
de sectores o el diagrama de barras apliladas. Para el caso de las variables cuantitativas
se presenta para cada una de ellas: media, mediana, desviacion tipica, minimo y maximo
y como representacion grafica el diagrama de caja y bigotes.

Para determinar los factores que se encuentran relacionados con la mortalidad y con
la recidiva se llevaron a cabo los correspondientes analisis de supervivencia de Kaplan-
Meier, considerando el tiempo hasta la muerte o el tiempo hasta la recidiva. Se uso el
test de log-rango para comparar la supervivencia entre las curvas de supervivencia.

También se calcularon sendas regresiones de Cox en las que se determind qué
factores son de riesgo para sufrir la defuncion o una recidiva, ajustando el efecto de
otras variables, y en qué medida lo son estos, obteniendo en cada caso las hartz ratio y
sus correspondientes intervalos de confianza al 95%. Los resultados fueron
representados graficamente a través de forest plot.

Para estudiar las posibles diferencias entre las caracteristicas de los pacientes con
muestra analizable y de los que no se disponia de dicha muestra, se llevd a cabo un
andlisis bivariante. Para ello si las dos variables son cualitativas se calculé el test chi-
cuadrado o el test de Fisher (segun la distribucion de la tabla). En el caso de las
variables cuantitativas, se estudid la normalidad de esta a través del test de Shapiro-
Wilk. Para estudiar las diferencias entre una variable cuantitativa y otra cualitativa con
dos modalidades, se utiliz6 el Test t-Student para muestras independientes o el test no
paramétrico U-Mann Whitney.

Para todos los anélisis se consider6 significativo un valor 0=0.05.
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CAPITULO 6. RESULTADOS Y DISCUSION

Este capitulo expone los resultados del analisis de los datos. Se ha realizado la
discusion de dichos datos con la revision exhaustiva de cada apartado de forma
conjunta.

En el apartado 6.1 se analizan los datos de SG y SLE de la poblacién de estudio y en el
aparatado 6.2 se establecen subdivisiones segin las distintas caracteristicas
analizadas. En el apartado 6.2.11 tratamos de una poblacién de 55 pacientes con
muestra disponible en el momento del anélisis.

6.1 SG Y SLE TOTALES

A 30 de junio de 2018, tras una mediana de seguimiento de 61,5 meses (1-99
meses), el 55,3% de la poblacion del estudio sigue viva. El tiempo mediano de
supervivencia esperado a la defuncion desde la cirugia es de 86 meses. Del total de la
poblacion, el 39,4% de los pacientes sufren una recidiva, el resto, no tiene recaida en el
evolutivo.

En la curva de supervivencia se puede comprobar la distribucién de las muertes y de
los pacientes censurados a lo largo del periodo de seguimiento. Se comprueba que a los
24 meses habian fallecido 17 pacientes, el 81,9% de los pacientes contintan vivos. Por
lo que el 40,4% del total de fallecimientos se producen en los dos primeros afios tras la
cirugia.

En cuanto a SLE, a los 24 meses habian sufrido una recidiva 24 pacientes, el 74,7%
de los pacientes contintan sin recidiva. Otra forma de exponerlo es que, en el total del
seguimiento, en este periodo de 2 afios, se producen el 64,8% del total de las recaidas;
por lo que se podria decir que este periodo es clave en el seguimiento (grafica 2).
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Gréfica 2: SG y SLE en la poblacion de estudio

Analizando la curva de SLE y los fallecimientos, se comprueba que existe relacion
estadistica, mueren antes y mas aquellos pacientes con recidiva (grafica 3).
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Gréfica 3: SG relacionada con las recaidas
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Nuestros datos de SG para CPNCP E I-111 superan una serie espafiola publicada en
marzo de 2018 sobre CPNCP E | y Il del &rea de La Corufia donde la mitad de los
pacientes diagnosticados fallecen a los 57 meses del diagnéstico'®*. Se hara referencia a
los datos de EEUU por estadios en el apartado 6.2.5.

Estas supervivencias a 5 afios no dejan de ser escasas Si se tiene en cuenta que se
trata de pacientes con CP estadios iniciales. Comparado con otras neoplasias como el
cancer de mama o colorrectal que, junto al CP son los tumores mas frecuentemente
diagnosticados en el mundo, se queda muy atrds en SG a 5 afios y, por tanto, en
prevalencia. De hecho la SG a 5 afios estimada para el cancer de mama es 90,6%'% y
para cancer colorrectal es de 65,1%'%, ambos datos incluyendo también diagndsticos

metastasicos.

Se comprueba que la cirugia en CP, aunque influye de forma evidente en la
supervivencia, no es curativa en todos los casos. En torno a la mitad de los pacientes
intervenidos falleceran en el transcurso de 5 afios. Por ello, se hace imprescindible
buscar factores pronosticos y relevantes donde poder actuar para aumentar la
supervivencia.

Un posible punto de reflexion seria considerar las recaidas y su tratamiento. En
nuestra serie se he puesto de manifiesto que presentar una recidiva temprana es un
factor de riesgo para el fallecimiento. Los pacientes con una recidiva temprana tienen
5,78 veces més riesgo de fallecer que los pacientes que no presentan la recidiva antes de
los 24 meses; HR=5,78 1C 95% (3.06; 10.91). De hecho, los pacientes que recaen en los
primeros 2 afos después de la cirugia fallecen el 87,5%. Y de todas las recaidas en
nuestra serie, se acumulan en los 2 primeros afios el 64,8%.

Los apartados siguientes muestran y discuten los datos de SG y SLE segun las
distintas caracteristicas de los pacientes.

6.2 SG Y SLE SEGUN LAS DISTINTAS CARACTERISTICAS
6.2.1 Sexo

En nuestra serie, como deciamos, el 83% de la poblacién son hombres (78
pacientes) y un 17% de mujeres (16). Esta proporcidn es similar a otras series espariolas
publicadas'® vy, a la vez, se sabe que estd cambiando puesto que la incidencia de
diagnostico de CP en la mujer estd aumentando y, sin embargo, en el hombre esta
disminuyendo.

Segun la estimacién del namero de nuevos casos publicada por SEOM, en 2022,
8.632 mujeres serian diagnosticadas en Espafia de CP; asi, se mantiene como tercer
tumor mas incidente en mujeres en 2022, desde que en 2019 pas6 de ser el cuarto tumor
mas diagnosticado en mujeres en las estimaciones para el afio 2015 al tercero mas
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incidente. Este hecho esta en relacion con el aumento del consumo de tabaco en
mujeres a partir de los afios 70",

En este sentido, es muy significativa la grafica sobre mortalidad por sexos en CP
publicada por SEOM en los ultimos afios, se muestra la captura de la obtenida en el
2022 en la gréfica 4.

Tasa estandarizada por edad {mundial) por 100.000

Gréfica 4: Mortalidad por CP en Espafia segun sexo

Fuente: Las cifras del cancer en Espafia 2022, SEOM.

Como sefiala el trabajo del Dr. Martin-Sanchez'*® “Las tendencias divergentes en la
prevalencia de tabaco podrian explicar el aumento de la mortalidad por cancer de
pulmon entre las mujeres espaniolas desde los inicios de los afios noventa”. Con este
estudio se pretendia describir la tendencia de la mortalidad por CP por sexo y edad
desde 1980 hasta 2013 en Espafia y se objetiva que, entre mujeres, la tasa de mortalidad
ajustada por edad aumento desde 1989 y este aumento es mas pronunciado desde 1997
con respecto a los hombres.

Estos datos deberian provocar reacciones mas contundentes en prevencion y
programas antitabaco. Tema ya tratado en el punto 2.2 del presente trabajo.
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Segun estudios de principios de este siglo, el CP en la mujer podria tener un
comportamiento bioldgico diferente al varon. De hecho, la tasa de supervivencia a los 5
afos era del 15,6% en las mujeres frente al 12,4% en varones. Cuando se analiza por
estadios, también la supervivencia es superior. Del mismo modo, la supervivencia de las
mujeres es superior cuando se comparan series de pacientes sometidos a reseccion
completa del tumor o a RT 0 a QT**°.

En nuestra poblacion no hay diferencias en cuanto a SLE o SG segun el sexo, y esta
variable tampoco se identifica como factor de riesgo (gréfica 5).

Tampoco se han detectado diferencias estadisticamente significativas en la edad de
los pacientes segun el sexo, p_valor = 0,061, ni en el estadiaje que presentan hombres y
mujeres, p_valor = 1,000.
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Gréfica 5: SG y SLE segun el sexo en nuestra poblacion

6.2.2 Habito tabaquico

En el apartado 2.2. se ha analizado el tabaquismo como factor pronéstico en el CP.
En el contexto quirtrgico, el tabaco, disminuye la oxigenacion tisular, empeora el
aclaramiento mucociliar, tiene un efecto inmunosupresor y también enlentece la
curacion de la herida quirdrgica. Ademas, fumar también puede predisponer a otras
comorbilidades sobre todo cardiovasculares, incrementando el riesgo perioperatorio.

En nuestra poblacion, todos los pacientes han sido intervenidos de CP, 85 pacientes
(90,4%) habian sido fumadores en algin momento y 46 pacientes (48,9% de la
poblacién del estudio) fumaban al diagnostico; tan solo 9 pacientes (9,6%) son no
fumadores reales. La mediana de paquetes/afio es de 55 y la media de 58,5.
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El analisis de supervivencias segun el habito tabaquico en nuestra poblacion refleja
que el tiempo medio esperado de supervivencia desde la cirugia es de 69,6 meses para
los pacientes NO fumadores, 69,8 meses para los fumadores, y de 61,3 meses para los
pacientes exfumadores (gréafica 6).
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Gréfica 6: SG segun habito tabaquico (3 grupos) en nuestra poblacion

Si analizamos la SG agrupando en 2 grupos: no-fumadores y fumadores
(incluyendo a los exfumadores) tampoco se encuentran diferencias significativas
(grafica 7). Datos similares si analizamos SLE (gréfica 8).
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Gréfica 8: SLE segun habito tabaquico (2 grupos) en nuestra poblacion

Sin embargo, si analizamos SLE dividido en tres grupos encontramos diferencias en
las curvas de supervivencia de forma global (p_valor = 0,028), en concreto, las
diferencias se producen entre exfumador y fumador, con una p_valor = 0,009 a favor de
los fumadores curiosamente (gréafica 9).
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Gréafica 9: SLE segun habito tabaquico (3 grupos) en nuestra poblacion

Estos resultados podrian justificarse por la poblacion tan pequefia de no-fumadores
y por la heterogeneidad de los tiempos de exfumador y la cantidad de tabaco que
fumaba cada paciente. El dato objetivo es que, mas del 90% de la poblacién del estudio
ha fumado en algin momento; esto refleja lo que ya se sabe, que el tabaco es el factor
de riesgo mas importante para padecer CP.

Otro dato conocido, es que el tabaco se relaciona con las caracteristicas
clinicopatolégicas del CP y su pronéstico’™®. Si se observan los datos obtenidos por
Okamoto™, se comprueba que la influencia del tabaquismo en la SG se entrecruza con
la histologia, mostrando los no fumadores un prondstico significativamente mejor que
los fumadores entre los pacientes con ADC, mientras que los fumadores ligeros tuvieron
un pronostico significativamente peor que los fumadores pesados entre los pacientes
con histologia escamosa. En nuestra poblacién, no hay un efecto conjunto entre el
habito tabaquico y la histologia (escamosos vs no escamosos) del paciente que influya
en el fallecimiento, estadisticamente hablando. Ni tampoco tienen un efecto conjunto
para el desarrollo de la recidiva.
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En cuanto al estudio de Zhang'®, ya antiguo, intuye que diferentes cantidades de
tabaco puede afectar la quimiosensibilidad en el CP, con resultados distintos en
adyuvancia. Por tanto, podemos decir que el tabaquismo se podria considerar un factor
que altera la evolucion del proceso cancerigeno y los tratamientos que se van pautando.

Otro dato interesante, con respecto a la supervivencia a largo plazo, es que la
supervivencia a los 5 y 10 afios empeora para los pacientes con CP estadio | entre los
fumadores activos en comparacion con los ex fumadores y no fumadores. Sin embargo,
no se han encontrado diferencias con respecto a las pruebas de funcién pulmonar
después de la cirugia por el hecho de dejar de fumar antes de la intervencion'®’.

A pesar de lo anteriormente descrito, se debe alentar a los pacientes que van a ser
sometidos a una cirugia de reseccion de CP a la cesacion tabdquica previa a la
intervencion porgue se reducen las complicaciones perioperatorias. Ademas, se asocia a
una mejor calidad de vida y mayor rentabilidad quirtrgica. También se ha visto que
puede haber una reduccion en el desarrollo de tumores metacrénicos al abandonar el
habito tabaquico. La mayoria de los expertos recomiendan iniciar la deshabituacion al
menos 6-8 semanas previas a la cirugia. Los pacientes fumadores activos deben ser
sometidos a terapia antitabaco previo a la cirugia de CP con un grado de recomendacion
1C198.

La persistencia en el consumo de tabaco en pacientes con CP puede reducir la
supervivencia, incrementar el riesgo de la aparicion de un segundo primario y disminuir
la efectividad del tratamiento médico, asi como una pérdida en la calidad de vida. El
tabaquismo activo durante el tratamiento oncoldgico (QT y/o RT) aumenta el riesgo de
efectos secundarios con respecto a los no fumadores. El tabaco puede disminuir la
respuesta a la QT y afectar a la farmacocinética y al perfil de toxicidad de algunos
farmacos. En consecuencia, cada vez se estd fortaleciendo méas el reconocimiento de
integrar el tratamiento del tabaquismo dentro del contexto oncoldgico.

Los pacientes con CP que van a someterse a cirugia tedricamente estan muy
motivados para dejar de fumar por lo que deben recibir consejo antitabaco por parte del
personal sanitario y se les debe informar acerca del impacto negativo de ser fumador
sobre su tratamiento. Asi mismo es importante derivarlos a centros especializados en el
tratamiento del tabaquismo, dado que las tasas méas elevadas de abandono se consiguen
combinando la farmacoterapia con el asesoramiento.

Los programas intensivos y prolongados en el tiempo que engloben consejo, terapia
conductual, terapia farmacoldgica y un amplio seguimiento presentan una elevada
eficacia, son coste-efectivos y un componente decisivo de calidad en el tratamiento y en
los cuidados del paciente con CP**°.
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6.2.3 Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica

En cuanto al diagnéstico previo de EPOC, hasta en el 46,8% de nuestra serie fueron
diagnosticados de algun grado de EPOC; siendo severo en 9 pacientes (9,6%). 50
pacientes (53,2%) eran no EPOC conocido.

Se ha descrito que en pacientes de nuevo diagnéstico de CP la prevalencia de
EPOC varia entre un 40 y un 50%°%; porcentaje muy similar al de nuestra muestra. A la
vez, los pacientes con CP tienen seis veces mas de riesgo de tener EPOC que en
fumadores “sanos”. La inflamacién crénica de la EPOC constituye un papel clave en
la patogénesis del CP: algunas citoquinas inhiben la apoptosis, interfieren en los
mecanismos de reparacion celular y promueven la angiogénesis. Otro de los
mecanismos potencialmente implicados en el desarrollo de CP en pacientes con EPOC
seria el aumento tanto bronquial, sistémico y muscular, de estrés oxidativo.

Frecuentemente se hace el diagndstico inicial de EPOC durante la historia natural
de pacientes con CP que requieren intervencion quirurgica, sefial del infradiagnostico de
la enfermedad obstructiva respiratoria. A menudo hay pacientes con EPOC que no son
considerados candidatos a esta cirugia porque la EPOC plantea serios problemas a la
hora de indicar los limites no tolerables en una reseccion. El riesgo de complicaciones
aumenta en un 10% por cada 5% de descenso en la funcion pulmonar predicha
postoperatoria y mayor riesgo aun si presentan indicacion de oxigenoterapia cronica
domiciliaria. La EPOC es frecuentemente un factor de riesgo también para
complicaciones pulmonares postoperatorias. Un 50% de los pacientes con EPOC
presentan exacerbaciones tras cirugia de reseccion de pulmoén; de hecho en las guias de
reseccion tiene un papel protagonista la funcién pulmonar®®. En las guias del manejo
perioperatorio, se pone el foco en la rehabilitacion respiratoria, fisioterapia y manejo de
secreciones. Las guias internacionales de CP recomiendan el abandono del tabaquismo
y la rehabilitacion respiratoria sin establecer de forma explicita un tratamiento de EPOC
intensivo a corto plazo diferente a lo establecido en las guias especificas de la
enfermedad®®.

En un estudio reciente se objetiva que la EPOC tiene un impacto negativo en la SG
en los pacientes con CPNCP en estadio IV y en cancer de pulmdn microcitico que se
sometieron a QT?%,

En nuestra serie no existen diferencias estadisticamente significativas en SG o SLE
entre los grupos de pacientes con o sin EPOC (graficas 10 y 11). Solo presentaban
EPOC severa 9 pacientes (<10%), por lo que parece asumible la no influencia de este
factor en la supervivencia. Es muy dificil recoger el dato de cuantos de estos pacientes
con EPOC han sufrido reagudizaciones tras la cirugia.
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Gréfica 10: SG entre los grupos de pacientes con o sin EPOC
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Gréfica 11: SLE entre los grupos de pacientes con o sin EPOC

6.2.4 Tipo de intervencion

Los tipos de intervencion realizadas en nuestra serie se pueden ver en la siguiente
tabla:

Tabla 6: Tipo de intervenciones quirdrgicas

Tipo de intervencion
Neumonectomia, n (%) | 19 (20,2)
Lobectomia, n (%) 68 (72,3)
Reseccion atipica, n (%) | 7 (7,4)

De las 19 neumonectomias, 14 fueron izquierdas y 5 derechas. De las lobectomias:
21 fueron izquierdas; 8 inferiores y 13 superiores. Mientras que derechas fueron 51: 32
superiores, 6 medias y 13 inferiores. En este hemitdrax 4 fueron bilectomias.
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Si se analiza la supervivencia segun tipo de intervencién, no se encuentran
diferencias significativas ni en SG ni en SLE en ninguna de las agrupaciones del tipo de
intervencion (gréfica 12 y 13).
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Gréfica 12: SG segun tipo de intervencion
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Gréfica 13: SLE segun tipo de intervencion

En el estudio multivariante tipo de intervencion — estadio del CP, se demuestra que,
de estas dos variables, realmente, solo el estadio patoldgico es un factor de riesgo para
el fallecimiento.

En nuestra serie no hay ningan fallecimiento en el postoperatorio inmediato ni se
han relacionado los fallecimientos con la cirugia como causa directa; por lo que el
porcentaje de mortalidad es 0. Muy mejorado del descrito por la SEPAR en el afio
2005%® que rondaba entre el 5% para lobectomias y resecciones sublobares y el 14%
para neumonectomias.

La mortalidad y morbilidad después de reseccion pulmonar anatémica han
disminuido en las ultimas décadas de acuerdo con los informes anuales de la Sociedad
Europea de Cirujanos Torécicos (ESTS). Asi, los indices de mortalidad no configurados
han disminuido de 3,9% a 1,7% en los dltimos cinco afios y la morbilidad
cardiorrespiratoria después de lobectomia ha caido del 20% en 2009 al 15,2% en 2018;
esto tiene mucho que ver con el descenso del nimero de neumonectomias y el
incremento de la tasa de procedimientos minimamente invasivos®®.
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6.2.5 Estadio tumoral

Como se ha visto en el capitulo 2.1, la clasificacion TNM supone el indicador
prondstico mas potente para la inmensa mayoria de tumores malignos. Las tasas de
supervivencia reportadas a 5 afios de pacientes con CP en estadios | y Il después de
reseccion completa quirdrgica son aproximadamente 60%-90% y 30%-70%
respectivamente™. Segun el registro americano, a los 5 afios la supervivencia relativa en
los tumores localizados es del 61,2% y de los localmente avanzados (111) 33,5%%"".

En nuestra serie es el factor pronostico mas potente para SLE y SG. A los 5 afios
siguen vivos el 75% de la poblacion estadio | y, sin embargo, el 66,7% de los E-I1l han
fallecido en ese punto de corte.

Podemos ver en la tabla 7 los porcentajes de cada estadio y los fallecimientos que
han ocurrido en cada grupo:

Tabla 7: Estadio tumoral y fallecimientos

Estadio N pacientes Ne fallecimientos Censurados
patologico (%) N° | Porcentaje
| 52 19 (36,5%) 33 63,5%
T 29 15 (51,7%) 14 48,3%
Il 12 8 (66,7%) 4 33,3%
Global 93 42 (45,2%) 51 54,8%

El 36,5% de los pacientes con estadio | han fallecido, un 51,7% de estadio 11 y el
66,7% de estadio Ill. El resto de pacientes se consideran censurados pues no sufren el
evento de estudio a fecha del ultimo seguimiento.

En el total de pacientes analizados faltaria uno, porque se utiliza el estadio
patoldgico y uno de los pacientes de nuestra serie fue intervenido tras tratamiento con
QT y RT haciendo una respuesta patologica completa, por lo que su estadio seria y
TONOMO; no entrando en este analisis.

Conociendo la heterogeneidad del estadio Il puede interesar ver graficamente la
distinta evolucién en SG agrupando estadios I-11 versus estadios Ill, grafica 14.
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Grafica 14: SG segun estadio I-11 vs 111

Si se analiza la SG considerando los tres estadios, quedaria como se observa en la
grafica 15.
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Grafica 15: SG segun estadios I, 1, 1

Para determinar entre qué grupos se observan las diferencias se calculan los
correspondientes test de Log-Rank. Este test indica que las diferencias se encuentran
entre los pacientes con estadio | y estadio 111, p_valor = 0,001. Entre el resto de grupos
no existen diferencias significativas.

En cuanto a SLE ocurre algo similar, al analizar los datos entre los tres estadios, las
diferencias se encuentran entre estadio | y 11l p_valor = 0,003, también hay diferencias
entre el estadio 1 y Il, p_valor = 0,032 (grafica 16).
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Gréfica 16: SLE segun estadios I, 11, 111

Ante estos hallazgos y revisando la literatura, se comprende el esfuerzo por
encontrar la forma de llegar a un diagnéstico precoz de CP en estadios mas iniciales
para mejorar la evolucion y prondstico de esta enfermedad. Son muchos los estudios
sobre cribado de CP en poblacién de riesgo con discusiones en torno a como definir esa
poblacién de riesgo, los coste-beneficios de instaurar esos programas de screening, las
caracteristicas de la TC u otras pruebas complementarias que habria que realizar, etc.

El cribado de CP se ha convertido en una realidad en Estados Unidos tras la
finalizacion del National Lung Screening Trial (NLST)'. La brecha cultural existente
entre Estados Unidos y Europa junto con la diferencia entre ambos sistemas de salud,
crearon cierto escepticismo en la comunidad europea con respecto al beneficio potencial
de los programas de deteccion del CP en nuestro continente. Los resultados del estudio
Dutch-Belgium Randomized Lung Cancer Screening (NELSON)? pueden mitigar esas
preocupaciones y proporcionar un impulso muy necesario para los esfuerzos
relacionados con la implementacion del cribado de CP en Europa. Ambos ensayos
investigaron la funcion de la tomografia computarizada de baja dosis de radiacion

(TBDR) como la herramienta de deteccién de eleccion®®.
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En ambos ensayos se destaca la reduccion de la mortalidad por CP. No hay
diferencias en la SG en comparacion con el grupo control. En siguiente imagen se
muestran mas detalles de ambos ensayos (tabla 8).

Tabla 8: Tabla comparativa entre los estudios NLST y NELSON.

Edad (afios) 55-74 50-74
Hahito tabaquico 230 paquetes-afio =15 paquetes-afin
=15 afios del abandono =10 afios del abandono
TC Basada en el didmetro Basada en el volumen
Tamafio de muestra 53.454 15.822
Namero de rondas 3 4
Intervalos 1 afio 0.1, 2y25afios
Adherencia 95% TBOR group 87.6%
Niamero de canceres 1.060 (645/100.000 personas-afio) | 5,58/1.000 personas-afio
Estadios iniciales 40% estadio 1A 50% estadio 1A
Test positivos 24% 2.1%
VPP 3.8% 43,5%
Reduccion de la mortalidad por CP 20% =20%
Poblacion Norteamericana Eurapea
CP: cancer de pulmdn; TC: tomografia computarizada; YPP: valor predictivo positivo.

A pesar de no contar en Espafia con un programa de cribado en CP de caracter
nacional, diferentes grupos de distintas comunidades autonomas han obtenido
resultados favorables para la implementacion de un programa de cribado. Un ejemplo
de ello es la participacion de tres centros espafioles en la cohorte internacional ELCAP,
con méas de 12.000 individuos incorporados a sus programas de deteccion precoz?®.

En 2017 se publicd en Archivos de Bronconeumologia un documento de consenso
sobre las bases de un programa de cribado en Espafia, respaldado por distintas
sociedades cientificas, como la SEPAR, la SEOM, la Sociedad Esparfiola de Radiologia
Meédica (SERAM) y la Sociedad Espafiola de Cirugfa Toracica (SECT)*.

Actualmente estd en marcha la creacion del grupo CASSANDRA (Cancer
Screening, Smoking Cessation And Respiratory Assessment), un proyecto cuyo objetivo
consiste en aprovechar toda la experiencia adquirida en nuestro pais y elaborar las bases
de un programa de cribado de CP de caracter nacional, respaldado por todas las
sociedades cientificas implicadas en su diagnostico y tratamiento.

El cribado poblacional del CP, a pesar de haber demostrado una reduccion de la
mortalidad, no esta exento de criticas y de problemas para su implementacion que,
tedricamente, se pretenden solventar o encauzar con la ejecucion y andlisis de este
proyecto.
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6.2.6 Escamosos vs No escamosos

En nuestra serie, sin considerar a los 6 pacientes con diagnostico de tumor
carcinoide por su evolucion claramente distinta, de los pacientes clasificados como “No
escamosos” (51 ptes) sufren una recidiva el 56,9% (29 ptes), mientras que para los de
histologia escamosa (37 ptes) el porcentaje de recidiva es del 24,3% (9 ptes).

Si se analiza la SG entre histologias, no se encuentran diferencias estadisticamente
significativas (grafica 17). Y, sin embargo, considerando la SLE si se observan
diferencias a favor de la histologia escamosa (grafica 18).
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Gréfica 17: SG segun histologia Escamoso / No escamoso
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Gréafica 18: SLE segun histologia Escamosos / No escamoso

Histoldgicamente es conocido que el carcinoma epidermoide 0 escamoso presenta
diferenciacion escamosa, por lo que puede formar puentes intercelulares y queratina. La
mayoria de estos tumores surgen de los bronquios principales, lobares o segmentarios,
aungue esto es relativo, y mas de un 53% de los carcinomas epidermoides se identifican
en la periferia. Ademas, pueden presentar un crecimiento endobronguial o invasivo y
suelen cavitarse. Tedricamente, tienden a ser localmente agresivos, mientras que su
diseminacion a distancia podria ser menos frecuente que en el ADC.

El ADC se caracteriza por tener una diferenciacion glandular, poder producir
mucina, localizarse habitualmente en la periferia del pulmén, donde provoca un
engrosamiento focal de la pleura con retraccion de la misma y presentarse de forma
aislada o multiple.

Segun los manuales de Oncologia Médica, los distintos estudios que evaltan el
valor prondstico del subtipo histolégico no obtienen datos concluyentes. En resumen,
parece que el carcinoma de células grandes y el ADC tienen un peor prondéstico que el
carcinoma epidermoide. En estadios avanzados este prondstico teorico de los ADC
parece suplirse por el aumento de opciones terapéuticas en los distintos subtipos
moleculares. Esto podria justificar los anteriores resultados.
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Se tienen datos mas concluyentes sobre otros rasgos patologicos que se han
relacionado con el pronostico: presencia de necrosis, alto indice mitético, elevado
pleomorfismo celular, escasa diferenciacion histolégica o la infiltracion de la pleura se
relacionan con un peor pronéstico, mientras que el patrén ocupante de espacio alveolar
parece tener una evolucion mas favorable. Se analizan algunos de estos datos
histologicos a continuacion.

A raiz de la nueva clasificacion de ADC (capitulo 2.5.), se han recogido datos de
series amplias de pacientes intervenidos, intentando relacionar las caracteristicas
histologicas y supervivencia. Por estos datos, se analizaron las posibles diferencias de
evolucion entre los distintos tipos de ADC en nuestra serie. No se han encontrado
diferencias estadisticamente significativas, posiblemente por el nimero de la muestra
que hace que haya pocos casos para cada modalidad de ADC.

Ultimamente también se esta estudiando la influencia de la localizacion del tumor
en su evolucién®'!. EI ADC central se asocia con una peor supervivencia que el ADC
periférico y la menor tasa de cirugia en pacientes con ADC central es una razon
importante para esto. La ubicacion del tumor pulmonar juega un papel critico en la
prediccion del pronostico y en la eleccidon de estrategias terapéuticas. Situacion que
vivimos semanalmente en el subcomité de tumores toracicos del hospital.

De los pacientes analizados en esta serie, ninguno se clasifica NOS (“‘not otherwise
specified”), 10 que pone de manifiesto la profesionalidad de nuestros patologos de
referencia.

6.2.7 Grado de diferenciacion y necrosis

Con respecto al grado de diferenciacion, los patologos, habitualmente, utilizan esta
clasificacion:

- GX: no se puede determinar

- G1: bien diferenciado

- G2: moderadamente diferenciado

- G3: poco diferenciado

- G4: indiferenciado

En nuestra serie se han unificado G3 y G4 para facilitar que los grupos analizados
fueran mas numerosos para la comparacion, al tratarse de una serie pequefia. En general,
se conoce que los tumores poco diferenciados tienen una mayor agresividad bioldgica
que aquellos que son bien diferenciados.

En la tabla 9 se distribuyen por grado histologico los pacientes de esta serie
(eliminado los 6 carcinoides, uno indefinido y el caso “sin tumor™).
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Tabla 9: Distribucion por grado histologico

. N° de Censurado

Grado Histologico N° total

eventos :
N° Porcentaje

Indiferenciado 32 19 13 40,6%
Moderadamente diferenciado 40 16 24 60,0%
Bien diferenciado 14 6 8 57,1%
Global 86 41 45 52,3%

No existen diferencias estadisticamente significativas entre las curvas de SG o SLE
entre los tres grupos (graficas 19 y 20).
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Grafica 19: SG segun grado histoldgico
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Gréfica 20: SLE segun grado de diferenciacion

La presencia de necrosis tumoral se conoce como un factor de mal prondstico??,
como ya se ha comentado previamente. Se suele clasificar el grado de necrosis en
intensa, moderada o ausente. No deja de ser una caracteristica cualitativa y, por tanto,
dependiente del observador.

En nuestra serie, la necrosis tumoral parece no influir en SG ni en SLE como se
puede ver en las gréaficas 21y 22.
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Gréafica 21: SG segun necrosis tumoral
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Grafica 22: SLE segun necrosis tumoral

6.2.8 Invasion linfovascular

La invasion linfovascular se considera un factor de peor pronéstico en el CPNCP
intervenido. Asi lo demuestra un metaanalisis de 2011* con mas de 16.000 pacientes
analizados, aunque recomienda estudios prospectivos.

Se recoge esta caracteristica histologica en nuestra serie en dos opciones: ausente 0
presente; con los siguientes datos (eliminando los 6 carcinoides, uno indefinido y el
caso “sin tumor”) reflejados en la tabla 10:

Tabla 10: Presencia de invasion linfovascular en nuestra poblacion

Invasién linfovascular
Ausente, n (%) | 46 (52,9)
Presente, n (%) | 40 (46,0)
Perdidos, n (%) 1(1,1)
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En la grafica 23 y 24 mostramos que no se encuentran diferencias significativas ni
en SG ni en SLE comparando ambos grupos.
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Gréfica 23: SG segun invasion linfovascular
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Gréfica 24: SLE segun invasion linfovascular

6.2.9 Tamario tumoral

En el TNM se sigue utilizando el tamafio tumoral (medido como mayor didmetro
del tumor) para clasificar la T, sin embargo, actualmente se esta viendo que el volumen
tumoral (medido de forma semiautomatica a partir de TC utilizando un programa de
software de imagenes) es mas Util como factor pronostico independiente que la T de
forma individual®"”.

Para la decisién de administrar adyuvancia en un CPNCP E-IB intervenido, se
considera el tamafio del tumor y otras caracteristicas de mal prondstico descritas
anteriormente (grado diferenciacion e invasion linfovascular) que nos hagan inclinarnos
por administrar dicha adyuvancia. EI ECOG debe tenerse también en cuenta y esto ya
no s6lo como aspecto clinico evidente, sino estadisticamente demostrado: en un estudio
reciente, para los pacientes con ECOG 0 se observo una mejor SG a 5 afios en el grupo
que recibi6 adyuvancia con QT (79,3% vs 91,6%, p = 0.001) y, por el contrario, para los
pacientes con ECOG 1, la SG a 5 afios mejor6 significativamente en el grupo de
observacion (58,6% vs 17,2%, p = 0.021)?*°.
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Strauss et al. mostraron en el estudio CALGB 9633, que la QT adyuvante tenia un
efecto positivo en pacientes con tumores en estadio IB que midieran més de 4 cm?™.
Ademas, las directrices de la NCCN (National Comprehensive Cancer Network) indican
desde hace afios, que la QT adyuvante se puede usar para pacientes con CPNCP en
estadio IB que tienen factores de alto riesgo, como tumor poco diferenciado, invasion
vascular, reseccion en cufia, tamafio del tumor > 4 cm, invasion pleural y muestreo de
ganglios linfaticos incompletos. Sin embargo, la evidencia para apoyar esta guia es
insuficiente?’.

Por estos motivos, en nuestra serie utilizamos ese punto de corte de 4 cm para
analizar posibles diferencias en SG y SLE en cuanto a tamafio tumoral no encontrando

diferencias significativas como podemos ver en las gréaficas 25 y 26.
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Gréfica 25: SG segln tamafio > 6 <4 cm
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Gréfica 26: SLE segn tamafio > 6 <4 cm
6.2.10 EGFR

Como ya se ha descrito en el capitulo 3, para contextualizar los datos de nuestra
serie, recordar que, uno de los objetivos de esta tesis ha sido analizar las mutaciones de
EGFR en todos los pacientes no fumadores, exfumadores de mas de 15 afios y en todos
los no escamosos (como se haria en CPNCP avanzado) y determinar la frecuencia de
estas mutaciones.

El 58,5% de la poblacion (55 pacientes de los 94) cumplen esos criterios clinicos
para analizar si tenian algun tipo de mutacién EGFR. A esta poblacion de 55 pacientes
la llamaremos en este apartado poblacion seleccionada.

Como deciamos, el estudio de mutaciones de EGFR se ha realizado en el
laboratorio del Hospital Virgen del Rocio siguiendo la técnica Kit Therascreen con la
que se analiza mediante PCR en tiempo real mutaciones a nivel de los exones 18, 19,
20, 21 del gen EGFR. Es la técnica que se utiliza habitualmente en la practica clinica
asistencial. Este andlisis ha sido financiado por FIBAO (Fundacion para la
Investigacion Biosanitaria de Andalucia Oriental).
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Andlisis descriptivo

Los datos de nuestra muestra los podemos ver en la tabla 11. Tan s6lo en 5
pacientes encontramos mutaciéon EGFR, lo que supondria un 5,3-5,6% de nuestra
poblacion (con o sin carcinoides respectivamente) y un 9% de la poblacion
seleccionada. Este porcentaje es menor al encontrado en estudios de grandes series de
pacientes con CPNCP avanzado o metatasico’® donde la actEGFRm se ha reportado en
el 10-15% de la poblacion caucasica. En este dato inferior puede influir que en 10
pacientes de los seleccionados clinicamente no se ha podido analizar la mutacion
actEGFRm por distintos motivos (poca calidad de la muestra, fallo del analisis, etc). En
la tabla 12 mostramos las mutaciones encontradas en nuestros 5 pacientes.

Tabla 11: Resultado del andlisis de actEGFRm en la poblacién seleccionada

actEGFRm
wt, n (%) 40 (72,7)
Mutado, n (%) 5(9,1)
No valorable, n (%) 10 (18,2)

Tabla 12: Distribucion de mutaciones EGFR encontradas

Mutaciones
EXON 19 (deleccion), n (%) 1 (20,0)
EXON 20 (S7681) / EXON 18 (G719X), n (%) | 2 (40,0)
EXON 21 (L858R), n (%) 2 (40,0)

De esto cinco pacientes dos son mujeres y tres hombres, ninguno es fumador. Sélo
un paciente tenia criterios leves de EPOC, el resto, no. Todos son ADC, tres de ellos del
subtipo acinar. Los 5 se intervinieron siendo un estadio | (la 2 pacientes y Ib 3
pacientes). Tan solo un paciente precisd de adyuvancia con QT. Dos de ellos han
recidivado a distancia, pero ninguno ha fallecido a fecha del corte de seguimiento.

Andlisis de supervivencia

Es muy interesante analizar el dato de SLE (grafica 27) y SG (grafica 28)
comparando la poblacion seleccionada (pacientes no fumadores, exfumadores de mas
de 15 afios y todos los no escamosos) con el resto. Se comprueba que existen
diferencias en SLE a favor de los “no seleccionados” y, sin embargo, no hay diferencias
en SG. Se podria decir que, aunque recaen mas los seleccionados clinicamente,
finalmente no hay diferencias en SG.
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Gréfica 27: SLE poblacion seleccionada vs no seleccionada
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Gréfica 28: SG poblacidn seleccionada vs no seleccionada

Se obtienen datos similares si excluimos del analisis a los 6 pacientes carcinoides;
p_valor = 0,002 para SLE y p_valor = 0.192 para SG.

En las cuatro tablas siguientes se describen las recidivas y fallecimientos en la
poblacion total (con o sin carcinoides) segun estudio de EGFR.

Tabla 13: N° de recidivas en poblacidn total segln estudio de EGFR

Estudio NS total N° de Censurado
EGFR recidivas N° Porcentaje
No 39 7 32 82,1%
Si 55 31 24 43,6%

Global 94 38 56 59,6%
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Tabla 14: N° de recidivas en poblacion total sin carcinoides segun estudio de EGFR

Estudio N© total N° de Censurado
EGFR recidivas Ne° Porcentaje
No 33 7 26 78,8%
Si 55 31 24 43,6%

Global 88 38 50 56,8%

Tabla 15: N° de fallecimientos en poblacién total segin estudio de EGFR

Estudio NO total N° de Censurado
EGFR fallecim. No° Porcentaje
No 39 14 25 64,1%
Si 55 28 27 49,1%

Global 94 42 52 55,3%

Tabla 16: N° de fallecimientos en poblacion total sin carcinoides segun estudio de

EGFR
Estudio NO total N° de Censurado
EGFR fallecim. No° Porcentaje
No 33 13 20 60,6%
Si 55 28 27 49,1%
Global 88 41 47 53,4%

Ninguno de los 5 pacientes mutados ha fallecido (tabla 17). Al analizar la SG
dentro del grupo de 55 pacientes seleccionados, se observa que hay diferencias
estadisticamente significativas (grafica 29); las diferencias se encuentran entre las
curvas de la categoria no mutado y mutado, p_valor = 0,028.

Tabla 17: Resultado del andlisis de actEGFRm en la poblacion seleccionada

N° de Censurado
Mutado N® total Fallecim. | N° | Porcentaje
wt 40 25 15 37,5%
Mutado 5 0 5 100,0%
No valorable 10 3 7 70,0%
Global 55 28 27 49,1%
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Gréfica 29: SG segun resultado actEGFRm en la poblacion seleccionada

Realizando el mismo andlisis incluyendo todos los pacientes de la muestra no se
observan diferencias estadisticamente significativas (graficas 30 y 31). Esto puede
deberse a que al ser una n tan pequefia de mutados, no tiene peso suficiente para

encontrar diferencias significativas.
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Gréfica 31: SLE en poblacion mutada vs resto de la poblacién total

Aungue seglin grandes estudios®®®", las actEGFRm ocurren en momentos precoces
de la patogénesis de CP, en nuestro trabajo se encuentra un porcentaje inferior al
esperado. Ya se ha comentado que por distintos motivos técnicos no se ha podido
evaluar la presencia de estas mutaciones en 10 pacientes seleccionados clinicamente.
Aun asi, parece que la repercusion asistencial de la administracion de adyuvancia con
osimertinib va a ser muy puntual, 1-3 casos por afio. Por su eficacia, ya descrita
previamente, se hace necesario hacer el esfuerzo de diagnosticar a aquellos pacientes
que tienen esta alteracion molecular. De hecho, ya se esta estudiando su uso también en
neoadyuvancia (NeoADAURA, NCT04351555%%).

6.2.11 Expresion PD-L1, TIL y TGF-B

De los 94 pacientes incluidos en este trabajo, 55 pacientes tenian muestras
disponibles para el analisis de expresion de PD-L1, TIL y TGF-B. Un anélisis
comparativo entre los pacientes con muestra analizable (n = 55) y los que no la tenian (n
= 39) no encontré diferencias significativas en la distribucion de las variables
consideradas mas importantes en la evolucion de la enfermedad: sexo, edad, histologia



escamosa Vs. no escamosa, estadio (I, 11, 111), tipo de cirugia y administracion de QT

(tablal18).

Tabla 18: Estudio comparativo de pacientes con y sin muestra analizable.
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Muestra
No Si
(n=39) (n=55) | P-valor
Sexo, n (%) 0.111
Hombre| 29 (74.4) 49 (89.1)
Mujer| 10 (25.6) 6 (10.9)
Edad, media (DE) 63.62 (10.13) | 63.93 (9.74) | 0.881
Histologia, n (%) 1.000
carcinomal oy | 23 (42.6)
£5camosos
No escamoso| 19 (57.6) 31 (57.4)
Estadio, n (%) 0.350
I| 19(50.0) 33 (60.0)
| 15(39.5) 14 (25.5)
Il 4 (10.5) 8 (14.5)
Tipo de cirugia, n
(O/f) g 0.937
Segmer_rfectomla~o 3(7.7) 4(73)
reseccion en cuia
Lobectomia| 29 (74.4) 39 (70,9)
Neumonectomia| 7 (17.9) 12 (21.8)
uimioterapia, n
8/0) P 0.230
No| 17 (43.6) 33 (60.0)
Adyuvante | 17 (43.6) 15 (27.3)
Neo Adyuvante| 5 (12.8) 7(12.7)
Las variables categéricas se representan por frecuencia vy
porcentaje. La edad se representa mediante la media y la
desviacion estandar (DE). Los valores p se calcularon mediante la
prueba t-Student, la prueba chi-cuadrado o la prueba exacta de
Fisher, segun procediera.

Las caracteristicas de los pacientes con muestra disponible para evaluacion y la
comparacion de la distribucion segun las variables en estudio se muestran en la tabla 27
(en anexo). De los 55 pacientes, mas del 48% habian fallecido, el 38,18% habian
recaido (21 recaidas) y el 12% (7 pacientes) habian desarrollado un segundo tumor
pulmonar (3 pacientes) u otro cancer primario. Se determin0 la SG y la SLE en nuestra
muestra mediante un modelo de regresion de Cox en funcion de las siguientes
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caracteristicas: sexo, edad, histologia escamosa frente a no escamosa, estadio, tipo de
cirugia, mutacion del EGFR y administracion de QT. Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la SG segln la estadificacion. Asi pues, se confirma
que en esta seleccion de muestras disponibles, la estadificacion fue el Gnico factor
pronostico independiente en términos de supervivencia, y que una estadificacion mas
baja significaba una tasa de supervivencia mas alta.

Expresion de PD-L1

El andlisis de la expresion de PD-L1 se realizo cualitativamente de dos formas: en
tres blogques <1% (41 pacientes), entre 1-49% (5 pacientes) y >50% (9 pacientes); o en
dos bloques, agrupando >1% global (14 pacientes) frente a <1% (41 pacientes). Tras el
analisis de ambas clasificaciones de PD-L1, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas ni en la SG ni en la SLE. Los datos de la comparacion
PD-L1 >1% frente a <1% se representan en la gréfica 32.
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Gréfica 32: Andlisis de la SG (A) y la SLE (B) segun la expresion de PD-L1 <1% o =>

1%

Adj. p: valor p del modelo de regresion de Cox ajustado por estadio.

Se considera que estos resultados debian ajustarse por la variable estadiaje, ya que
se conocia su influencia en la SG. Como se observa en la grafica, no se encontraron

diferencias al ajustar por estadiaje.

También se ajustaron los resultados de la expresion de PD-L1 por sexo y edad y, en
ultima instancia, por sexo y estadio, sin obtener resultados estadisticamente relevantes

en ninguno de los dos casos.

Por lo tanto, la variable PD-L1 no aparecié como un posible factor de riesgo para la
SG o la SLE, incluso cuando se ajustd por sexo, edad y estadio. Del mismo modo,
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nuestro analisis no arrojo ninguna relacion entre la expresion de PD-L1 y las otras dos
variables estudiadas (TILs y TGF-B), con un p-valor de 0,306 para TILs, 0,172 para
TGF-B y 1,000 para tincion nuclear, respectivamente.

Aunque se sabe que PD-L1 desempefia una funcién importante en la supresion de la
respuesta inmunitaria, su valor prondstico sigue siendo objeto de debate (apartado 2.6.2)
y su papel en el MAT adin no se ha dilucidado por completo?. La expresién de PD-L1
por IHQ es particularmente controvertida como biomarcador de ICls debido a los
resultados discordantes en investigaciones recientes*?’. A pesar de que algunos estudios
han hallado una sélida correlacion entre la expresion elevada de PD-L1 y un peor
pronéstico'® y la respuesta al tratamiento tras QT y RT concurrentes®?, nuestro
analisis sugiere que la expresion elevada de PD-L1 no tiene importancia pronostica.
Esto concuerda con estudios recientes™! que revelan que la expresién de PD-L1 estd
influida por el estadio del tumor, lo que puede limitar su uso como indicador predictivo
y prondstico. La incidencia de la expresion de PD-L1 (por 22C3) en pacientes con
CPNCP resecable es relativamente menor en comparacion con los pacientes con un
estadio mas avanzado. Este hecho también concuerda con el bajo porcentaje de valores
elevados de PD-L1 observado en nuestra poblacién. A este respecto, Tuminello et al.*?®
también concluyeron que las caracteristicas de los pacientes, como el sexo y el estadio,
pueden influir tanto en la composicion inmunitaria del MAT como en la supervivencia
posquirurgica y, por tanto, pueden distorsionar su verdadera relacion. Mas
recientemente, los datos analizados por el grupo GILT** también han confirmado que
la expresion tumoral de PD-L1 no parece afectar al pronostico del CP en estadio
temprano. La disparidad de resultados entre los distintos estudios puede explicarse por
la falta de estandarizacion de las diversas técnicas analiticas disponibles (es decir, el uso
de diferentes anticuerpos, plataformas y umbrales de corte) y la variacion entre
observadores'**.

Nuestros resultados, por tanto, concuerdan con lo publicado hasta la fecha. La
expresion de PD-L1 interesa por su implicacion como biomarcador predictivo de
respuesta a ICls, pero no orienta como biomarcador prondstico, sobre todo en estadios
iniciales donde su expresion es menor.

Presencia de TIL

Como se ha descrito previamente, la presencia de TIL se ha evaluado de forma
dicotdmica (intensa, no intensa). En nuestro estudio, 39 pacientes presentaban TIL
intensos, mientras que 16 tenian TIL no intensos. Nuestro analisis revel6 indicios muy
moderados de significacion, con un mejor prondstico en términos de SG con TIL
intensos (grafica 33). No hubo diferencias estadisticamente significativas en la SLE
entre los dos grupos. El ajuste de estos datos con la variable de estadificacion tampoco
gener0 cambios estadisticos. Los ajustes por sexo y edad, y sexo y estadio, tampoco
modificaron nuestros hallazgos.
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Gréfica 33: Andlisis de SG (A) y SLE (B) segln la expresion intensa o no intensa de
TIL

Adj. p: valor p del modelo de regresion de Cox ajustado por estadio.

Por lo tanto, la variable TIL no se manifesté como un factor de riesgo para la SG y
la SLE, ajustada por sexo, edad y estadio. Posteriormente, se evalud la posible relacion
estadistica con las otras variables (PD-L1 y TGF-B), y como ya se ha mencionado
anteriormente, no se encontré ninguna relacion entre esta variable y PD-L1. Nuestros
resultados tampoco hallaron ninguna asociacion significativa, con valores de p de 0,402
con respecto al TGF-B y de 0,645 con respecto a la tincion nuclear.

Teniendo en cuenta el tedrico valor prondstico negativo de la expresion elevada de
PD-L1 y el valor pronoéstico positivo de los TIL intensos, analizamos ambas variables
conjuntamente sin encontrar datos estadisticamente relevantes, pero si objetivamos que
nuestra muestra cumplia estas tendencias (grafica 34).
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Gréafica 34: Analisis de SG (A) y SLE (B) segun expresion de PD-L1 <1% o >
1% y TIL intenso - no intenso

Los TIL han ganado actualmente una atencién creciente en el tratamiento y
prondstico del CPNCP, ya que constituyen un reflejo histopatologico local de la
respuesta inmunitaria del huésped contra las células tumorales. En este sentido, varios
estudios™ %% ‘incluido el nuestro, analizaron la densidad de linfocitos infiltrantes de
tumores y su papel en la progresion del cancer, revelando que niveles elevados de TIL
se correlacionaban con una mayor SG y que los TIL se expresaban en mayor medida en
estadios tempranos de la enfermedad. De hecho, nuestro analisis mostr6 una mayor
expresion de TIL en pacientes con CP operable en estadios tempranos e indicios
moderados de significacibn con un mejor prondstico en términos de SG con
puntuaciones intensas de TIL. Cabe destacar que la expresiéon de TIL no se ve alterada
por la posible pérdida de antigenicidad tisular, un factor que podria influir en la
expresion de PD-L1. En general, estos hallazgos pueden sugerir que los TIL parecen ser
un mejor marcador prondstico de supervivencia que PD-L1, al menos para el CP en
estadio temprano.

Sin embargo, nuestros resultados estan en consonancia con pruebas
recientes**13?!° que no apoyan la expresién de PD-L1, el estado de los TIL o la
combinacion de ambos como indicadores pronosticos significativos para el CPNCP
resecable. Independientemente de la evidencia, la presencia de TIL elevados pone de
manifiesto el papel clave que desempefia el sistema inmunitario en la evolucion tumoral
y en el prondstico del paciente. Asi, articulos recientes empiezan a sugerir que la
infiltracion inmunitaria podria utilizarse para determinar qué pacientes se beneficiarian
més de la inmunoterapia adyuvante o neoadyuvante 22", Por ejemplo, en el estudio
PIONeeR*®, los pacientes con CPNCP avanzado que respondian a ICls antiPD-L1
(nivolumab, pembrolizumab o atezolizumab) tenian un mayor porcentaje de células
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tumorales PDL1-positivas y una mayor infiltracion de linfocitos citotoxicos infiltrantes
de tumor. En este sentido, existen varios intentos de clasificar los tumores en funcion de
la expresion de PD-L1 y de la infiltracion linfocitica?*?, con las consiguientes
implicaciones terapéuticas. De hecho, el desarrollo de una puntuacién inmunologica
puede surgir como un posible enfoque novedoso para identificar a los pacientes que se
beneficiarian de nuevas terapias inmunoldgicas.

Por lo tanto, la evaluacion de la infiltracion de células inmunitarias y de la
expresion de PD-L1 deberia ser una practica habitual en el tratamiento de los pacientes
con CP, a pesar de su escasa relevancia pronostica.

Evaluacion de la expresion de TGF-$

La expresion de TGF-B se estd postulando como un posible mecanismo
desencadenante de las diferentes respuestas a los ICIs. Asi, la inhibicion del TGF-$
afecta a la produccion de células T reguladoras y puede, potencialmente, aumentar el
efecto de los inhibidores de PD-1/PD-L1. De hecho, los ensayos clinicos han
demostrado la seguridad y la actividad de los enfoques terapéuticos dirigidos
simultaneamente a las vias PD-1/PD-L1 y TGF-B, y ya se han publicado los primeros
datos prometedores a este respecto™. Estas pruebas sugirieron la importancia potencial
de la expresion de TGF-B en el CP y, por tanto, su posible uso como biomarcador
prondstico y predictivo de esta enfermedad. Ademas, el TGF-B desempefia un papel
importante en la alteracion de las células cancerosas epiteliales tempranas a células
cancerosas metastasicas invasivas mediante la promocion de la EMT™®, y recientemente
se ha afirmado que su alta expresion podria predecir significativamente un mal
prondstico en pacientes con CPNCP, ya que también estimula la angiogénesis e induce
inmunosupresion®’.

En este sentido, se consideré interesante evaluar el valor prondstico del TGF-B en
nuestra poblacién muestral dividiendo sus valores de expresion en dos grupos (baja
expresion y alta expresion), tal y como se realizé en los estudios de Xue et al. 2011 y
Huang et al. 2014, Ademas se procuré mejorar la metodologia para evaluar la
expresion de TGF-p mediante la evaluacion IHQ de la tincion nuclear de forma similar
a otros marcadores en otras patologias*®*'%°, ya que, hasta donde es conocido, adn no se
habia aplicado para evaluar la relevancia pronostica de TGF-$ en el CPCNP.

Por tanto, se clasificaron nuestros pacientes en dos categorias: aquellos con baja
expresion de TGF-B (n = 7) y aquellos con alta expresion (n = 48); ningun paciente fue
analizado como negativo. En nuestro analisis estadistico, no se encontraron diferencias
significativas entre todos los pacientes TGF-f unificados en baja o alta expresion (1
frente a 2-3). La grafica 35 muestra estos datos y su ajuste por estadiaje, como en las
variables anteriores.
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Gréfica 35: Andlisis de SG (A) y SLE (B) en funcion de la baja o alta expresion de
TGF-B

Adj. p: valor p del modelo de regresion de Cox ajustado por estadio.

Sin embargo, al analizar la tincién nuclear de TGF-p, segln la variable dicotomica
ausente (n = 25) y presente (n = 30), se encontrd significacion estadistica en las curvas
de SLE a favor de la tincion nuclear ausente, con un valor p de 0,045. Este resultado no
se observo en la SG; sin embargo, la significacion se mantuvo al ajustar el resultado con
las variables edad y sexo [p-valor: 0,044, HRa: 2,832, IC HRa: (1,029-7,794)], y
también se mantuvo muy cerca de la significacion si el ajuste se realiza por estadiaje [p-
valor 0,064, HRa: 2,597, IC HRa: (0,946 - 7,126)], como se muestra en la gréafica 36.
Por lo tanto, la presencia de tincion nuclear puede ser un posible factor de riesgo de
recaida en los pacientes operados de CPNCP en estadio temprano, ya que el riesgo es
mas del doble en los pacientes con tincion presente que en los pacientes sin tincion
nuclear.
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Gréfica 36: Andlisis de SG (A) y SLE (B) segun la ausencia o presencia de tincién
nuclear de TGF-$

Adj. p: valor p del modelo de regresion de Cox ajustado por estadio.

No obstante, no se observé ninguna asociacion estadisticamente significativa entre
el TGF-p o la tincion nuclear y el resto de las variables consideradas. El valor p
obtenido entre el analisis de TGF-B y la tincion nuclear fue de 0,226. El analisis de SLE
y SG combinando TIL y tincion nuclear tampoco mostrd datos estadisticamente
significativos. El gréfico, sin embargo, es coherente con lo ya comunicado hasta ahora
en la literatura y descrito en este estudio. Asi, los pacientes con TIL intensos y sin
tincién nuclear podrian tener una mejor tasa de supervivencia, mientras que, por otro
lado, los pacientes con TIL no intensos y que presentan tincion nuclear podrian tener un
peor pronostico (grafica 37).
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Grafica 37: Andlisis de SG (A) y de SLE (B) en funcién de la intensidad o no intensidad
de los TIL y de la ausencia o presencia de tincion nuclear de TGF-p

Asi pues, en nuestro estudio, al considerar la presencia de tincion nuclear
inequivoca en >1% de las células tumorales viables (presentes 0 ausentes) como un
posible factor de riesgo adicional, las curvas de SLE revelaron una clara significacién a
favor de la tincién nuclear de TGF-p ausente; es decir, los pacientes que presentan
tincién nuclear pueden tener mas probabilidades de recaida.

Nuestros hallazgos parecen prometedores y pueden abrir una nueva linea de
investigacién. Como resultado de su capacidad para promover la aparicion de tumores,
el TGF-B y su via de sefalizacion ofrecen oportunidades potenciales para la terapia
dirigida. Como se ha mencionado anteriormente, se han estudiado o se estan
desarrollando y evaluando en ensayos clinicos varios agentes dirigidos a diversos
componentes de esta via™>>°*??*224 sin embargo, se sabe poco sobre la expresion del
TGF-p en general y en el CPNCP en particular.

Reconocemos, que nuestro trabajo*® tiene dos limitaciones principales. En primer

lugar, se trata de un estudio retrospectivo con un tamafio de muestra pequefio, por lo que
nuestros resultados deberian confirmarse con andlisis adicionales en una cohorte mas
amplia. En segundo lugar, la interpretacion de nuestros hallazgos puede verse limitada,
ya que los estudios previos que evaltan el impacto prondéstico del TGF-f en el CPNCP
suelen referirse a los niveles plasmaticos de TGF-B, mientras que los que estan
investigando su posible actividad terapéutica con inhibidores no reflejan datos sobre la
expresion de TGF-B en los pacientes tratados. No obstante, este trabajo propone un
enfoque metodoldgico novedoso para la evaluacion de la tincion nuclear de TGF-p
como posible factor de riesgo de recurrencia en el CPNCP resecable, que puede tener un
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impacto pronostico y predictivo para esta patologia. Por tanto, si se validaran las
técnicas de esta valoracion del TGF-B y se confirmara en otros estudios su relacion con
la recidiva en el CPNCP intervenible, se podria concluir que los pacientes que
presentaran este biomarcador en sus células tumorales viables se beneficiarian de algin
tipo de terapia inhibidora del TGF-B en combinacion con ICIs. Esto implicaria la mejora
de las tasas de SLE vy, en consecuencia, podria aumentar la calidad de vida de los
pacientes con CP.

6.3 RECIDIVAS, FALLECIMIENTOS Y SUS CAUSAS

Ya se ha comentado en el punto 6.1 que, a los 24 meses, habian sufrido una recidiva
24 pacientes de nuestra serie y el 74,7% contintan sin recidiva. En este periodo de 2
afios, se producen el 64,8% del total de las recaidas; y, en consecuencia, que este
periodo es clave en el seguimiento (gréfica 2). Ademas, analizando la curva de SLE y
los fallecimientos, se comprueba que existe una relacion estadistica, mueren antes y en
mayor proporcion aquellos pacientes con recidiva (gréafica 3).

En este apartado se analizaran los tipos de recidiva, su relacion con la SG y la SLE.
Ademas, se examinara el tipo de recaidas segun histologia. También los fallecimientos
Yy Sus causas.

En nuestra base de datos queda recogido si la recidiva (12, 22 o sucesivas) era local
(pulmonar o mediastino) o a distancia (pulmonar, hepatica, hueso, ganglionar, cerebral
u otras). Los datos quedan reflejados en la grafica 38 y en la tabla 19. En las tablas 20,
21y 22 se describen los tipos de recidiva en tres grupos: 12, 22 o 32 recidiva.

N¢ recidivas

= Sinrecidiva = Una recidiva Dos recidivas = Tres recidivas

Gréfica 38: Porcentaje de numero de recidivas en nuestra poblacion
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Tabla 19: Porcentaje segun n° de recidivas

N° de recidivas

Sin recidiva, n (%)

56 (59,6)

Una recidiva, n (%)

25 (26,6)

Dos recidivas, n (%)

7(7,4)

Tres recidivas, n (%)

6 (6,4)

Tabla 20: Distribucion de primeras recidivas

Localizacion de primera recidiva

Local, n (%)

12 (31,6)

Distancia, n (%)

23 (60,5)

Local y distancia, n (%)

3(7,9)

Tabla 21: Distribucion de segundas recidivas

Localizacion de segunda recidiva

Local, n (%)

4(30,8)

Distancia, n (%)

9 (69,2)

Tabla 22: Distribucion de terceras recidivas

Localizacion de tercera recidiva

Distancia, n (%)

4 (66,7)

Local y distancia, n (%)

2 (33,3)

En el analisis descriptivo se observa que hay mas recaidas a distancia que locales,
dato que vuelve a mostrar que el acto quirtirgico de nuestros pacientes es muy

satisfactorio. En la tabla 23 se muestra la distri
primera recidiva que se dan en nuestra muestra.

bucion mas detallada de los tipos de
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Tabla 23: Distribucion de la localizacion de las primeras recidivas

Tipo de primera recidiva

Local Distancia I__ocaI y

distancia
Segundo primario pulmonar 3 0 0
Local 6 0 2
Local-Mediastino 3 0 1
Distancia-Hepatica 0 4 0
Distancia-Cerebral 0 7 2
Distancia-Hueso 0 4 0
Distancia-Pulmonar 0 10 1
Distancia-Ganglionar 0 5 0
Distancia-Otros 0 8 0

Contrastados con los resultados de grandes muestras de pacientes donde el
seguimiento estandarizado revel6 que durante los primeros 4 afios después de la cirugia,
el riesgo de recurrencia vario del 6% al 10% por persona por afio, pero luego disminuy6
al 2%%%. Dentro de este periodo, se puede reconocer un patrén, durante el primer y
segundo afio que la recurrencia es principalmente local y rara después, mientras que al
final del segundo afio hasta el final del cuarto afio, la recurrencia esta dominada por
metastasis distantes que disminuyen con el tiempo®*®. Después de 5 afios, estos estan
practicamente ausentes.

El riesgo de desarrollar un segundo cancer primario de pulmoén exhibe un patrén
méas uniforme con el tiempo, que varia del 1% al 6% por persona por afio y no
disminuye con el tiempo?”. Esto no se limita a los canceres que se desarrollan en los
fumadores, sino que se observé con una magnitud similar en los no fumadores?’.

El seguimiento después del tratamiento con intencion curativa solo es atil si la
deteccion de una recurrencia, local o a distancia, o la deteccion de un segundo primario
metacrénico pueden tratarse con actitud curativa o potencialmente prolongadora de la
SLE. Este tipo de tratamiento después de una recurrencia local, a menudo, no es posible
y eso se refleja en la peor SG encontrada en aquellos pacientes que tienen recidivas
tempranas (grafica 3) y en las tasas de supervivencia a 5 afios en torno al 15% de series
antiguas®®.

Para los segundos primarios, el resultado es mejor con tasas de supervivencia a 5
afios que van del 25% al 60%22°. Esto ilustra que la deteccién de recurrencia local o un
primario metacronico convendrian hacerla puesto que puede conducir a una terapia que
resulte en una SLE prolongada. Por lo tanto, es probable que la evaluacion periddica
tras una intervencién de CP valga la pena. La mayoria de las guias clinicas®®*®
recomiendan durante los primeros dos afios después de la cirugia una visita de
seguimiento cada 6 meses en ese periodo, y anualmente a partir de entonces. Un nuevo
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hallazgo detectado a través de la historia, el examen fisico y / o las imagenes
(preferiblemente TC) generalmente debe analizarse por un equipo multidisciplinario
experimentado, teniendo en cuenta que un nuevo hallazgo podria ser una complicacién
del tratamiento, una metéstasis o un nuevo primario. De ahi la importancia de tener
consolidado el grupo de trabajo del comité de tumores toracicos como se ha comentado
en el apartado 2.1.

En general, se recomienda hacer seguimiento con TC y, sin embargo, la evidencia
para apoyar esa recomendacion ha sido pobre, en ausencia de datos aleatorios hasta los
resultados del ensayo IFCT-0302%. Se trata de un ensayo aleatorizado multicéntrico
que compara 2 programas de seguimiento para estadios completamente resecados. Los
resultados publicados recientemente muestran que con un reclutamiento de 1775
pacientes asignados aleatoriamente a un grupo de seguimiento (888 pacientes al grupo
de seguimiento minimo; 887 pacientes al grupo de seguimiento basado en TC), la
mediana de SG no fue significativamente diferente entre los grupos de seguimiento (8,5
afios [IC del 95% 7,4 - 9,6] en el grupo de seguimiento minimo frente a 10,3 afios [8,1 -
no alcanzado] en el grupo de seguimiento basado en TC. La SLE tampoco fue
significativamente diferente entre los grupos de seguimiento. Ahora bien, se detecto
recurrencia en 246 (27,7%) de 888 pacientes en el grupo de seguimiento minimo y en
289 (32,6%) pacientes de 887 en el grupo de seguimiento basado en TC;
diagnosticandose, ademas, un segundo CP primario en 27 (3,0 %) pacientes en el grupo
de seguimiento minimo y en 40 pacientes (4,5 %) en el grupo de seguimiento basado en
TC. Por tanto, la adicién de TC torécica durante el seguimiento no resulté en una
supervivencia mas prolongada entre los pacientes con CPNCP intervenidos. Sin
embargo, permitié la deteccion de més casos de recurrencia temprana y segundo CP
primario, que son mas susceptibles al tratamiento con intencion curativa, lo que
respalda el uso del seguimiento basado en TC, especialmente en paises donde ya se
implemento la deteccion del CP, junto con otras medidas de apoyo. Es importante
afiadir que no se informaron eventos adversos graves relacionados con los
procedimientos del ensayo.

En nuestro centro esta protocolizado el siguiente seguimiento tras la cirugia (tabla 24).
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Tabla 24: Seguimiento de los pacientes intervenidos en HUJ

Periodo Pr ueba de Estudios complementarios Frecuencia
imagen
1° afio TAC toracico * Analitica Cada 3 meses
2°-3° afio TAC toréacico * Analitica Cada 6 meses
=
4°ano en TAC toracico Analitica Anual
adelante

*Una vez al afio, se solicitara TC toraco-abomino-pélvico.
- Analitica: hemograma, perfil medicina interna/oncologia/digestivo. CEA y Cal25.
- Se solicitara PET-TC si en TC se sospecha recidiva o progresién. No de forma rutinaria.

- Tras la cirugia, cirugia toracica (CT) realizara una revisién al mes de la cirugia y otra a los 3-6
meses. Posteriormente el seguimiento se realizara en oncologia médica si ha recibido
adyuvancia y si no, el propio servicio de CT.

- Revisidn anual por parte de neumologia, para realizacién de pruebas de funcién respiratoria 'y
control de EPOC si el paciente lo presentase.

En cuanto a la causa de fallecimiento distinguimos si es por evolucion tumoral u
otras causas (respiratoria, cardiaca, cardiorrespiratoria, infecciosa u otras).

En la grafica 39 se observa el porcentaje de cada una de las causas de fallecimiento,
siendo un 59,5% por evolucion tumoral, l6gicamente tras recaida; y 40,5% por otra
causa.

Causa de fallecimiento

® Evolucion tumoral = Otra causa

Gréfica 39: Porcentaje segun causa de fallecimiento
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En la gréfica 3 se muestra la relacion entre recaida y fallecimiento; estadisticamente
se ha ampliado el anélisis realizando la regresion de Cox entre ambas variables
obteniendo que la presencia de alguna recidiva es un factor de riego para sufrir el
fallecimiento, siendo estos resultados estadisticamente significativos, p_valor < 0,000.
Los analisis indican que los pacientes que presentan una, dos o tres recidivas tienen
3,32; 4,27 y 6,40 veces mas riesgo respectivamente, de sufrir el fallecimiento que los
pacientes sin recidiva (gréafica 40).

Regresion de Cox para el riesgo de fallecer seg(in n° de recidivas

Variable HR cruda [CI] 95%]

- |
Dos recidivas 4 278 [1.530-11.965] ——
Tres recidivas 65.403 [2.394-17 126] —u—

Sin recidiva (Cat. Ref)

I T T T T T T TTTTTTITITIT
a1 10 18 28037 455 7391118154
Odds Ratic [Cl 95%]

Gréfica 40: Regresion de Cox para el riesgo de fallecer segin el nimero de recidivas.
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En la tabla 25 podemos ver ese 40,5% de la poblacion que fallece por causas
distintas a la evolucién tumoral, frecuencias y porcentajes detallados.

Tabla 25: Causas de fallecimiento de la poblacion que no fallece por evolucion tumoral

Otras causas de fallecimiento
Cardio-Respiratoria, n (%) 3(17,6)

Cirrosis hepatica, n (%) 1(5,9)
Infecciosa, n (%) 1(5,9)
Ot_ra enfgrmedad (Leucemia 1(5.9)
Mieloblastica aguda), n (%) ’
Otro tumor en progresion, n
(%';’ g 1(5,9)
Respiratoria, n (%) 10 (58,8)

En los estudios publicados sobre CP estadio inicial, no siempre es recogida la causa
de muerte. Un estudio noruego®* pretende analizar las causas especificas de muerte de
maés de 700 pacientes intervenidos de CP. Llegan a la conclusion de que la probabilidad
de morir de CP continué aumentando mas de 5 afios después de la operacion; por lo que
recomiendan el seguimiento de estos pacientes mas alla de los 5 afios. Los factores que
contribuyeron a aumentar el riesgo de muerte por otra causa o por CP fueron: edad,
funcion pulmonar reducida, ECOG >2, examen preoperatorio sin emision de positrones
tomografia / tomografia computarizada (PET-TC), diagnoéstico histolégico de tumor que
no sea ADC y carcinoma de células escamosas y estadio localmente avanzado.

Por experiencia y datos similares a los reflejados anteriormente, en nuestro
protocolo se ha consensuado hacer seguimiento de los pacientes intervenidos de CP
hasta cumplir los 10 afios poscirugia.

6.4 SEGUNDOS TUMORES

En este apartado se analizara la aparicion de segundos tumores en nuestra muestra y
qué proporcion son CP tratables. En la tabla 26 podemos ver que 11 pacientes presentan
un segundo tumor tras la cirugia de CP.
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Tabla 26: Distribucion de la poblacion con segundo tumor

2° primario pulmonar, n (%) | 6(6,4)
Otro primario, n (%) 5 (45,5)
Total, n (%) 11 (11,7)

Eso supone que el 11,7% de nuestra poblacidn tiene un segundo tumor y el 6,4% un
225

segundo CP; porcentaje que coincide con las grandes muestras publicadas®.

La actitud diagnostico-terapéutica ante un posible segundo CP es la misma que en
el inicial; en el sentido de que si el paciente cumple criterios de operabilidad y
resecabilidad la cirugia debe ser el primer tratamiento que se plantee. En un importante
nimero de pacientes, la funcion pulmonar estard ya comprometida para una
intervencion con lobectomia (alin mas para neumonectomia si fuera el caso, que no
podria realizarse) por lo que se podria optar por una reseccion menor (en cufia,
sublobectomia o atipica). Hay datos que confirman que, probablemente, lo maés
importante es poder intervenir con mérgenes libres y no tanto la reseccion anatémica en
estos segundos tumores, sobre todo en aquellos tumores metacronicos de 2 0 menos cm
de tamafio®*2%%,

En ocasiones se tiene que optar por tratar el segundo tumor con RT (principalmente
con SBRT) o, incluso, no tratarlo, por las caracteristicas clinicas del paciente o la
funcién pulmonar comprometida. Los resultados, segun grandes revisiones
retrospectivas en esta situacion, orientan a que los pacientes quirtrgicos tuvieron una
supervivencia estadisticamente mas larga que los pacientes tratados con radiacion o no
tratados con cirugia o radiacion®*.

Se analizan los 6 pacientes con un segundo tumor CP, comprobamos que los 6 son
varones, con una mediana de edad al diagndstico de 63 afios y todos habian sido
fumadores en algin momento (50% fumadores y el otro 50% exfumadores), cinco con
un consumo acumulado de tabaco de méas de 40 pag/afio. Cuatro de ellos tenian un
diagnostico inicial de carcinoma escamoso. Dos fueron intervenidos de inicio con una
neumonectomia izq. La mitad se trataba de un E-I patoldgico y la otra mitad E-II.

So6lo uno de ellos pudo intervenirse del segundo CP. Tres de ellos recibieron SBRT
(uno sin opcion a diagnostico histoldgico de ese segundo tumor). En el momento del
corte de nuestra recogida de datos, habian fallecido dos de los seis, ambos por causa
respiratoria.

En las gréficas 41 y 42 podemos ver la SLP desde la cirugia hasta segundo CP y la
SG desde segundo tumor hasta fallecimiento. Siendo el tiempo medio esperado de
supervivencia hasta segundo CP de 63,5 meses y el tiempo medio esperado a
fallecimiento desde ese segundo tumor de 27 meses.
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Gréfica 41: SLP desde cirugia hasta segundo CP
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Gréfica 42: SG desde segundo CP hasta fallecimiento
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Las conclusiones de este trabajo de Tesis Doctoral son:

1. Las cifras de recaidas y mortalidad en CPNCP intervenidos siguen siendo
demasiado altas. Presentar una recidiva temprana (antes de los 24 meses) es un
factor de riesgo para el fallecimiento. Por tanto, poder predecir esta recaida abre
una posibilidad de rescate terapéutico o adyuvancia més eficaz.

2. En nuestra serie se confirma que el TNM es el factor prondstico mas potente
para SLE y SG. A los 5 afios siguen vivos el 75% de la poblacién estadio 1y, sin
embargo, el 66,7% de los E-I1I han fallecido en ese punto de corte.

3. PD-L1 se expresa poco en estadios iniciales, por lo que no parece buen
biomarcador en estas circunstancias. TIL valorado como intenso y no intenso
puede ayudar a seleccionar a aquellos pacientes con mejor prondstico en los que
presentan TIL intenso.

4. El anélisis de TGF-p con el método de IHQ semicuantitativa no aporta nada
como factor pronostico. Se propone una nueva forma de andlisis de TGF-B
valorando la tincién nuclear y considerando su presencia inequivoca en mas del
1% de las células cancerosas viables como positividad de TGF-B tumoral. La
tincién nuclear es factor de riesgo de recaida; de hecho, en nuestra serie el riesgo
es méas del doble en los pacientes con tincion presente comparado con los
pacientes sin tincion nuclear.

5. Dada su capacidad para promover la aparicion de tumores, el TGF-f y su via de
sefializacion ofrecen oportunidades potenciales para la terapia dirigida. Se estan
desarrollando y evaluando en ensayos clinicos en CP varios agentes dirigidos a
diversos componentes de esta via.

6. Es preciso incorporar datos moleculares (mutacion de EGFR al menos) y del
MAT (PD-L1) de la pieza quirdrgica para el planteamiento adyuvante del
paciente con CPNCP estadios iniciales.

7. El nimero de pacientes intervenidos que presenta mutacion de EGFR esta por
debajo del 10%; no obstante, deben diagnosticarse para poder hacer un
tratamiento adyuvante con ITK segun los datos actuales.

8. La deteccién de recurrencia local o un primario metacrénico conviene hacerla
puesto que puede conducir a una terapia que resulte en una SLE prolongada. Por
lo tanto, la evaluacion periddica tras una intervencion de CP es eficiente. En este
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sentido se requiere el buen funcionamiento de un comité multidisciplinar de
tumores torécicos.
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Abstract: Nowadays, the impact of the tumor-immune microenvironment (TME) in non-small-cell
lung cancer (NSCLC) prognosis and treatment response remains unclear. Thus, we evaluated the
expression of PD-L1, tumor-infiltrating lymphocytes (TILs), and transforming growth factor beta
(TGF-p) in NSCLC to identify differences in TME, detect possible new prognostic factors, and assess
their relationship. We retrospectively analyzed 55 samples from patients who underwent NSCLC
surgery and had over a 5-year follow-up. PD-L1 expression was determined by immunohistochem-
istry following standard techniques. The presence of TILs was evaluated at low magnification and
classified into two categories, “intense” and “non-intense”. Cytoplasmic TGF-p staining visualization
was divided into four categories, and unequivocal nuclear staining in >1% of viable tumor cells
was defined as “present” or “absent”. Our aim was to identify differences in disease-free survival
(DFS) and overall survival (OS). Tumor stage was the only objective prognostic factor for OS. PD-L1
expression and the presence of TILs had no prognostic impact, neither their combination. There seems
to be a lower expression of PD-L1 and a higher expression of TILs in early stages of the disease. Our
TGF- nuclear staining analysis was promising, since it was associated with worse DFS, revealing
this protein as a possible prognostic biomarker of recurrence for resectable NSCLC.

Keywords: PD-L1; TILs; TGF-p; prognostic factors; checkpoint inhibition; early-stage lung cancer

1. Introduction

Lung cancer (LC) is a devastating disease and a major therapeutic burden with poor
survival rates. Nowadays, it is the second most common tumor worldwide and is responsi-
ble for the highest number of cancer deaths [1]. Despite current evidence [2—4], screening
tests have not yet been standardised in routine clinical practice to improve early diagnosis.
In fact, almost 80% of cases are still diagnosed at advanced, inoperable stages.

Recently, the identification of comprehensive lung cancer molecular profiles has im-
proved the understanding of this pathology, which has become the paradigm of molecular
oncology. Thus, the discovery of driver genetic alterations and potential molecular targets
has led towards a better staging and diagnosis of the disease, allowing the development
of personalized treatments for an increasing number of patients [5-9]. In the early stages
of NSCLC (stage I and II), surgery remains the standard treatment in clinically operable
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patients [10], with a 5-year OS ranging from 92% (stage IA1) to 41% (stage IIIA) [6]. Adju-
vant chemotherapy (CT) maintains its benefit for patients with N1 and N2 disease (stages
IT and III), with an overall improvement in absolute survival of 4% to 5% at 5 years [11].
The studies on neoadjuvant CT are less comprehensive, and the results comparison of both
therapies did not show a significant difference in OS [12].

These poor survival rates make necessary the identification of new biomarkers that
can be used as prognostic factors for lung cancer (neo)adjuvant targeted therapies [13].
In this line, Osimertinib has recently been approved for use as adjuvant therapy after
complete tumor resection in patients with stage IB-IIIA NSCLC with epidermal growth
factor receptor (EGFR) exon 19 deletions or exon 21 L858R mutations [14].

Prior research in the field of advanced NSCLCs led to an expanded reach and impact
of immune checkpoint inhibitors (ICIs), a new therapeutic setting as part of a frontline
treatment strategy. Similarly, their use along with CT in neoadjuvant IB-IIIA NSCLC has
also shown an increased pathological complete response rate compared to CT alone [15].
Likewise, adjuvant ICIs with anti-PD-L1 has led to increased DFS when compared to best
supportive care for patients with PD-L1-positive tumors [16]. Additionally, a phase II
clinical trial supports the addition of neoadjuvant Nivolumab to platinum-based CT in
patients with resectable stage IIIA NSCLC [17].

So far, however, conflicting data have been obtained about the prognostic and pre-
dictive power of the newly discovered biomarkers and treatments under study [17-20].
In this sense, strict, precise, and sensitive biomarkers are still lacking in ICIs treatment
to select responders, as is the case with targeted therapies. Hence, there continues to
be much interest and, indeed, much progress in elucidating molecular targets that assist
with prognosis assessment and treatment selection for patients with operated early-stage
NSCLC, with the future moving towards precision medicine and individualised patient
management. Ultimately, the development of affordable and reproducible biomarkers
has become essential to predict the adjuvant therapeutic efficacy and recurrence rate for
these patients. In this sense, nuclear TGF-f staining meets these criteria and arises as a
potential molecular target whose expression may significantly predict a worse prognosis for
resectable lung cancer patients at its early stage [21]. In addition, TGF-f inhibition has an
impact on the production of regulatory T cells and may enhance the effect of PD-1/PD-L1
inhibitors, leading to improved responses to these therapies [22].

Here, we aimed to evaluate the association of clinicopathologic characteristics and
the prognostic value of PDL-1 expression and TILs, and explored the immune microen-
vironment by assessing their relationship, since they have been suggested as clinically
applicable predictive biomarkers in surgically resectable NSCLC. Furthermore, we studied
TGF-f expression and proposed a more simple and efficient way for its assessment (nuclear
staining), since this molecular target has been outlined as a potential prognostic biomarker
that may open a new line of research pointed towards TGF-f inhibitor therapies in NSCLC,
in combination with ICIs in those patients with a worse prognosis.

The chi-squared test, Fisher’s exact test, and the student’s f-test were used to study the
differences in patient characteristics according to their results in the previous biomarker
analyses of PD-L1, TILs, and TGF-beta expression. The normality study of the numerical
variables was carried out using the Shapiro-Wilk test. The evaluation of the differences in
survival curves, obtained by Kaplan-Meier, was carried out using the log-rank test. Cox
regression was applied to obtain the crude hazard ratio (HRc) of the study variables and
the adjusted hazard ratio (HRa) according to the stage, sex, and age of the patients. We
used a significance level of 5%. Statistical analyses were carried out with IBM SPSS V21
and R version 4.0.3.

2. Results
2.1. Baseline Patient and Tumor Characteristics

A comparative analysis between patients with an analyzable sample (n = 55) and
those without (n = 39) found no significant differences in the distribution of the variables
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that we consider most important in the evolution of the disease: sex, age, squamous
vs. non-squamous histology, stage (I, II, III), type of surgery, and administration of CT
(Supplementary Table S1).

The characteristics of the patients with a sample available for assessment and a com-
parison of the distribution according to the variables under study are shown in Table 1. Of
the 55 patients with an available tumor sample for our analysis, more than 48% of them
had died, 38.18% had relapsed (21 relapses), and 12% (7 patients) had either developed a
second lung tumor (3 patients) or another primary cancer.

We determined OS and DFS in our sample using Cox model regression according
to the following characteristics: sex, age, squamous vs. non-squamous histology, stage,
type of surgery, EGFR mutation, and CT administration. Statistically significant differences
were found in OS according to staging. Thus, we confirmed that staging was the only
independent prognostic factor in terms of survival, with lower staging meaning a higher
survival rate.

2.2. PD-L1 Expression

PD-L1 expression analysis was performed qualitatively in two ways: in three blocks
<1% (41 patients), between 1-49% (5 patients) and >50% (9 patients); or in two blocks,
pooling >1% overall (14 patients) versus <1%.

After the analysis of both PD-L1 classifications, we found no statistically significant
differences in either OS or DFS. Data of the PD-L1 >1% vs. <1% comparison is represented
in Figure 1. We considered that these results should be adjusted for the staging variable, as
we knew its influence on OS. No differences were found when adjusting for staging. This
information is also provided in Figure 2.

We also adjusted PD-L1 expression results for sex and age, and, ultimately, for sex
and stage, without obtaining statistically relevant results in either case. Hence, the PD-L1
variable did not appear as a possible risk factor for OS or DFS, even when adjusted for sex,
age, and stage.

Likewise, our analysis yielded no relationship among PD-L1 expression and the other
two variables studied (TILs and TGF-3), with a p-value of 0.306 for TILs, 0.172 for TGF-§,
and 1.000 for nuclear staining, respectively.

2.3. Presence of TILs

As previously described, the presence of TILs has been dichotomously assessed (intense,
non-intense). In our study, 39 patients presented intense TILs, whereas 16 had non-intense
TILs. Our analysis revealed very moderate indications of significance, with a better prog-
nosis in terms of OS with intense TILs (Figure 3). There were no statistically significant
differences in DFS between the two groups. Adjusting these data with the staging variable
also generated no statistical changes. Adjustments for sex and age, and sex and stage, did
not modify our findings either. Therefore, the TILs variable did not manifest as a risk factor
for OS and DFS, adjusted for sex, age, and stage.

We then decided to evaluate the possible statistical relationship with the other variables
(PD-L1 and TGF-p), and as already mentioned above, no relationship between this variable
and PD-L1 was found. Our results reported no significant association, with p-values of
0.402 regarding TGF-f and 0.645 with respect to nuclear staining. Considering the negative
prognostic value of high PD-L1 expression and the positive prognostic value of intense
TILs, we analyzed both variables together without finding statistically relevant data, but
we did discover that our sample complied with these trends (Figure 4).
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Table 1. Characteristics of the patients with available sample, and comparison of the distribution according to the study markers.

PD-L1 TIL TGF-B TGF-B Nuclear Staining
Total (n = 55 Non- Weak High
T GTh ST v e QNS pwee g Bgmde v (50 QTG v
Sex, n (%) 1.000 0.165 0577 1.000
Male 49 (89.1) 36 (87.8) 13 (92.9) 33 (84.6) 16 (100) 6(85.7) 43 (89.6) 22 (88.0) 27 (90.0)
Female 6(10.9) 5(12.2) 1(7.1) 6(15.4) 0(0) 1(14.3) 5(10.4) 3(12.0) 3(10.0)
Age, mean (SD) 63.93 (9.74) 6476 (10.17) 61,50 (8.19) 0.284 64.08 (9.73) 63.56 (10.07) 0.861 67.57 (11.23) 63.40 (9.52) 0.294 6548 (10.19)  62.63(9.32) 0.285
Histology, n (%) 0.097 0.626 0.686 0.095
sq:::::fn’f" 23 (41.8) 14 (34.1) 9(64.3) 15 (38.5) 8 (50.0) 2(28.6) 21 (43.8) 14 (56.0) 9 (30.0)
non-squamous 32(58.2) 27 (65.9) 5(35.7) 24 (61.5) 8 (50.0) 5(71.4) 27 (56.3) 11 (44.0) 21 (70.0)
Staging, n (%) 0.189 0585 1.000 0.864
I 33 (60.0) 27 (65.9) 6 (42.9) 22 (56.4) 11 (68.8) 4(57.1) 29 (60.4) 14 (56.0) 19 (63.3)
1l 14 (25.5) 10 (24.4) 4(28.6) 10 (25.6) 4(25.0) 2(28.6) 12 (25.0) 7(28.0) 7(23.3)
1 8(14.5) 4(9.8) 4(28.6) 7(17.9) 1(6.3) 1(14.3) 7 (14.6) 4(16.0) 4(133)
Type of surgery, n (%) 0.099 0.698 0.211 0.542
Limited resection
(segmentectomy or 4(7.3) 4(9.8) 0(0) 3(77) 1(6.3) 1(14.3) 3(63) 3(12.0) 1(3.3)
wedge resection)
Lobectomy 39 (70.9) 31(75.6) 8(57.1) 26 (66.7) 13 (813) 6(85.7) 33 (68.8) 17 (68.0) 22 (733)
Pneumonectomy 12 (21.8) 6 (14.6) 6(42.9) 10 (25.6) 2(125) 0(0) 12 (25.0) 5(20.0) 7(233)
EGF Rn'?,z;’““" 0.742 0313 0.761 0039
Positive 2(3.6) 2(4.9) 0(0) 1(26) 1(6.3) 0(0) 2(42) 0(0) 2(6.7)
wt 31 (56.4) 24 (58.5) 7 (50.0) 24 (615) 7 (43.8) 5(71.4) 26 (54.2) 11 (44.0) 20 (66.7)
Unknown 22 (40.0) 15 (36.6) 7 (50.0) 14 (35.9) 8 (50.0) 2(28.6) 20 (41.7) 14 (56.0) 8(26.7)
Chemotherapy, 0.099 0527 0346 0541
n (%)
No 33 (60.0) 27 (65.9) 6(42.9) 25 (64.1) 8 (50.0) 4(57.1) 29 (60.4) 17 (68.0) 16 (53.3)
Adjuvant 15 (27.3) 8(19.5) 7 (50.0) 10 (25.6) 5(31.3) 1(14.3) 14 (29.2) (24.0) 9 (30.0)
Neo Adjuvant 7(12.7) 6 (14.6) 1(7.1) 4(103) 3(18.8) 2(28.6) 5(10.4) 2(8.0) 5(16.7)

Categorical variables are represented by frequency and percentage. Age is represented by the mean and standard deviation (SD). The p values are calculated through the t-Student test,
chi-squared test, or Fisher’s exact test.
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2.4. Assessment of TGF-p Expression

Regarding TGF-  expression, we classified our patients into two categories: those
with low TGF-f expression (n = 7) and those with high expression (n = 48); no patient was
tested as negative. They were also divided in two groups according to the absence (n = 25)
or presence (n = 30) of TGF-p nuclear staining.

In our statistical analysis, no significant differences were found among all TGF-8
patients unified in low or high expression (1 vs. 2-3). Figure 5 shows these data and their
adjustment for staging, as in the previous variables.

PDL1 expression

B8 ¥ 88

No expression (<1%) Expression (21%)

)

Tits
0
«©
E o
20
N .
o
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&0
0
«
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F-J
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b4
%
p-3
\ ’ i
. . . b=
Nuclear TGFB absent Nuclear TGFB present Absent (<1%) Present (21%)

Figure 1. Histological algorithm of evaluation (as described in Sections 4.2—4.4 of Section 4) and
frequency distribution for the biomarkers of interest. The six-pointed stars show intraepithelial
lymphocytes. All images at 20x magnification (digital zoom) except for TGF-B nuclear staining
(40x).
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Figure 2. Analysis of overall survival (A) and disease-free survival (B) according to PD-L1 expression
<1% or >1%. Adj. p: p-value from Cox regression model adjusted by stage.
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Figure 3. Analysis of overall survival (A) and disease-free survival (B) according to intense or
non-intense TIL expression. Adj. p: p-value from Cox regression model adjusted by stage.
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Figure 4. Analysis of overall survival (A) and disease-free survival (B) according to PD-L1 expression
<1% or > 1% and intense or non-intense TIL.
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Figure 5. Analysis of overall survival (A) and disease-free survival (B) according to low or high
TGEF-p expression. Adj. p: p-value from Cox regression model adjusted by stage.

When analyzing TGF-f nuclear staining, according to the dichotomous variable absent
and present, we found statistical significance in the DFS curves in favor of absent nuclear
staining, with a p-value of 0.045. This outcome was not observed in OS; however, signifi-
cance was maintained when adjusting the result with the variables age and sex (p-value:
0.044, HRa: 2.832, IC HRa: (1.029-7.794)), and it also remained very close to significance if
the adjustment was performed by staging (p-value 0.064, HRa: 2.597, IC HRa: (0.946-7.126)),
as is shown in Figure 6. Therefore, present nuclear staining may arise as a potential relapse
risk factor in operated early-stage NSCLC patients, since the risk is more than twice as high
for patients with present staining versus patients with absent staining.
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Figure 6. Analysis of overall survival (A) and disease-free survival (B) according to absent or present
TGF-p nuclear staining. Adj. p: p-value from Cox regression model adjusted by stage.
Unfortunately, there was no statistically significant association between TGF-f or
nuclear staining and the rest of the variables under consideration. The p-value obtained
between TGF-p and nuclear staining analysis was of 0.226. The analysis of DFS and SG
combining TIL and nuclear staining did not show statistically significant data either. The
graph, however, is consistent with what has already been reported so far in the literature
and described in this study. Thus, patients with intense TIL and no nuclear staining may
have a better survival rate, whereas, on the other hand, patients with non-intense TIL and
who present nuclear staining could have a worse prognosis (Figure 7).
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Figure 7. Analysis of overall survival (A) and disease-free survival (B) according to intense or
non-intense TIL and absent or present TGF-p nuclear staining.
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3. Discussion

The success of targeted therapies and new immunotherapy approaches has created a
new paradigm of personalized therapy in lung cancer. Thus, the identification of clinically
relevant cancer biomarkers as potential new targets for drug development is in critical
demand. In this sense, herein we have studied PD-L1 expression, TILs status, and TGF-f3
expression in early-stage resectable NSCLC patients to assess their value as predictive and
prognostic biomarkers.

Although PD-L1 is known to play a major function in suppressing the immune re-
sponse, its prognostic value is still being discussed and its role in tumor microenvironment
has not been fully elucidated yet [23]. Indeed, PD-L1 expression by IHC is particularly
controversial as an ICI biomarker due to discordant results in recent research [24]. Despite
some studies finding a robust correlation between high PDL1 expression and a worse prog-
nosis [25] and treatment response after concurrent chemotherapy and radiotherapy [26,27],
our analysis suggested that high PD-L1 expression has no prognostic significance. This goes
in line with recent evidence [19] revealing that PD-L1 expression is influenced by tumor
stage, which may limit its use as a predictive and prognostic indicator. The incidence of
PD-L1 expression (by 22C3) in patients with resectable NSCLC is relatively lower compared
to patients with a more advanced stage. This fact is also consistent with the low percentage
of high PD-L1 values observed in our population. On this matter, Tuminello et al. [23] also
concluded that patient characteristics, such as gender and stage, may influence both the im-
mune composition of the TME and post-surgical survival, and, therefore, may distort their
true relationship. More recently, data analyzed by the GILT group [18] have also confirmed
that PD-L1 tumor expression does not seem to affect early-stage lung cancer prognosis.
The disparity in results across studies may be explained by the lack of standardization of
the diverse analytical techniques available (i.e., use of different antibodies, platforms, and
cut-off thresholds) and the inter-observer variation [28].

Regarding other potential biomarkers, TILs have currently gained increasing attention
in the treatment and prognosis of NSCLC, as they constitute a local histopathological
reflection of the host’s immune response against tumor cells. In this sense, several stud-
ies [29-31], including ours, analyzed tumor-infiltrating lymphocyte density and its role
in cancer progression, revealing that high levels of TILs correlated with longer overall
survival and that TILs were more highly expressed in early stages of the disease. Indeed,
our analysis showed higher expression of TILs in early-stage operable lung cancer patients
and moderate indications of significance with better prognosis in terms of OS with intense
TILs scores. It is worth highlighting that TILs expression is not altered by the possible
loss of tissue antigenicity, a factor that could influence PD-L1 expression. Overall, these
findings may suggest that TILs appear to be a better prognostic marker for survival than
PD-L1, at least for early-stage lung cancer. However, our results are in line with recent
evidence [18-20], not supporting PD-L1 expression, TILs status, or the combination of both
as significant prognostic indicators for resectable NSCLC.

Regardless of the evidence, the presence of high TILs highlights the key role that the
immune system plays in the tumor evolution and the patient’s outcome. Thus, recent
articles are starting to suggest that immune infiltration could be used to determine which
patients would benefit most from adjuvant or neoadjuvant immunotherapy [23,24]. For
example, in the PIONeeR study [32], patients with advanced NSCLC responding to anti-
PD-L1 ICIs (nivolumab, pembrolizumab, or atezolizumab) had a higher percentage of PD-
L1-positive tumor cells and a higher infiltration of cytotoxic tumor-infiltrating lymphocytes.
In this regard, there are several attempts to classify tumors according to PD-L1 expression
and lymphocytic infiltration [33,34] with the consequent therapeutic implications. In fact,
the development of an immune score may arise as a novel possible approach to identify
patients who would benefit from new immune therapies. Therefore, the evaluation of
the immune cell infiltration and PD-L1 expression should be a standard practice in the
management of lung cancer patients, despite their limited prognostic relevance.
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In this context, TGF-p expression has emerged as a possible mechanism triggering
the different responses to ICIs. Thus, TGF-f inhibition affects the production of regulatory
T cells and may potentially increase the effect of PD-1/PD-L1 inhibitors. Indeed, clinical
trials have demonstrated the safety and activity of therapeutic approaches simultaneously
targeting the PD-1/PD-L1 and TGF- pathways, and the first promising data in this regard
have already been published [35]. This evidence suggested the potential significance
of TGF-p expression in lung cancer and, therefore, its possible use as a prognostic and
predictive biomarker for this condition. Furthermore, TGF-p plays an important role in the
alteration of early epithelial cancer cells to invasive metastatic cancer cells by promoting
epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) [36], and it has recently been stated that its
high expression could significantly predict poor prognosis in patients with NSCLC, since it
also stimulates angiogenesis and induces immunosuppression [21].

Herein, we aimed to assess the prognostic value of TGF-f in our sample population
by dividing its expression values into two groups (low expression and high expression), as
performed in Xue et al. 2011 [37] and Huang et al. 2014 [38], without finding significant
differences, as previously explained. We, therefore, set out to improve the methodology
for assessing TGF-f expression by using the immunohistochemical assessment of nuclear
staining in a similar way to other markers in other pathologies [39,40], since, to our knowl-
edge, it had not yet been applied to evaluate TGF- prognostic relevance in NSCLC. Hence,
a second analysis was conducted by assessing nuclear staining to define TGF- expression
in tumor cells. When considering the presence of unequivocal nuclear staining in >1% of
viable tumor cells (present or absent) as an additional possible risk factor, the DSF curves
revealed clear significance in favor of absent nuclear staining; that is, patients presenting
TGF-B nuclear staining may be more likely to relapse.

As a result of its tumor-promoting abilities, TGF-p and its signaling pathway offer
potential opportunities for targeted therapy. As mentioned above, several agents targeting
various components of this pathway have been studied or are being developed and evalu-
ated in clinical trials [22,35,36,41]. However, little is known about the expression of TGF-f§
in general and in NSCLC in particular.

Our findings seem promising and may open a new line of research. We recognize,
however, that our work has two main limitations. First, this is a retrospective study with
a small sample size, so our results should be confirmed with further analysis in a larger
cohort. Second, the interpretation of our findings may be constrained, since previous
studies evaluating the prognostic impact of TGF-f in NSCLC usually refer to plasma
levels of TGF-, whereas those that are investigating its possible therapeutic activity with
inhibitors do not reflect data on TGF- expression in treated patients.

Notwithstanding, this work proposes a novel methodological approach for the as-
sessment of TGF-f nuclear staining as a possible risk factor for recurrence in resectable
NSCLC, which may have a prognostic and predictive impact for this condition. Therefore,
if this TGF- assessment’s techniques were validated and its relationship with relapse in
interventional NSCLC were confirmed in other studies, we could conclude that patients
presenting this biomarker in their viable tumor cells would benefit from some type of
TGF-B inhibitor therapy in combination with ICIs. This would lead us to the improvement
of disease-free survival rates, and, consequently, may increase the quality of life for lung
cancer patients.

4. Materials and Methods
4.1. Patients

From the 94 patients who underwent surgery for pathological stages I to IIIA NSCLC
at the University Hospital of Jaén between 2010 and 2013, 55 samples available for analysis
were included in this retrospective study. Tumor characteristics, histological subtype,
differentiation, size, invasive depth, and lymph node metastatic status were assessed by
specialized pathologists. We used the seventh edition of the International Association for
the Study of Lung Cancer (IASLC), which was current at the date of patient diagnosis.
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The median follow-up time from diagnosis was 5.0 (0-8.0) years. Tissue collection and
analytical methods were performed in accordance with the Declaration of Helsinki and
were approved by the Provincial Research Ethics Committee of Jaén.

4.2. Assessment of PD-L1 Expression

We performed immunohistochemistry (IHC) analysis (Santa Clara, CA, USA, Dako
Autostainer® Link 48) on 3 um sections using Dako clone 22C3. The tumor proportion score
(TPS) described in the PD-L1 IHC 22C3 pharmDx-NSCLC PD-L1 interpretation manual
(accessed June 2021) [42] was used to assess PD-L1 expression. TPS is the percentage of
viable tumor cells showing any intensity of partial or complete membrane staining (>1+)
with respect to the total number of viable tumor cells present in the sample. We considered
PD-L1 expression to be present if TPS > 1%, and a TPS of > 50% was defined as high PD-L1
expression. This interpretation was carried out by two independent specialist pathologists.
Photos of both situations can be found in Figure 1.

4.3. Assessment of Tumor-Infiltrating Lymphocytes (TILs)

The presence of tumor-infiltrating lymphocytes (TILs) was analyzed under a light
microscope by selecting the representative tumor infiltrating area stained with hematoxylin
and eosin, and in which there were sufficient viable tumor cells without necrosis. We
assessed the density of intratumorally lymphocytic infiltration at low magnification (10 x)
and classified it into two categories, “intense” and “non-intense”. High intensity was
defined as a strong infiltration equivalent to the density seen in a metastatic lymph node,
such as that described by Brambilla et al. [29]. This classification was performed by two
independent pathologists, with discordant cases being agreed in a second step. The lym-
phocytic infiltrates observed in our samples were peritumoral and we did not distinguish
between lymphocytic cell types. Photos of intense and non-intense TILs are shown in
Figure 1.

4.4. Assessment of TGF-B Expression

Sections (4 mm) of formalin-fixed-paraffin-embedded NSCLC biopsies were treated for
deparaffinization, rehydration, and antigen retrieval using standard procedures (EnVision
FLEX reagents, Agilent, Dako). Antibodies against TGF-beta (Abcam 190503 /1:50 dilution)
were used for immunostaining performed on an automated system (Autostainer link 48,
Dako). After antigen retrieval, the slides obtained were independently examined by two
pulmonary pathologists using light microscopy.

Two assessments of TGF-beta expression in tumor cells were performed, given the
absence of a standardized method for this procedure. First, a semi-quantitatively immuno-
histochemical assessment was conducted, as previously described in Xue et al. 2011 [37]
and Huang et al. 2014 [38]. Taking into account the intensity of staining and the number of
positive cells, a classification into four categories was established: negative (—): complete
absence of staining; weak (+): weak staining—regardless of the percentage of positive
cells—or when moderate staining is observed in <30% of the cells; moderate (++): mod-
erate staining is identified in >30% of the cells or intense staining in <50%; intense (+++):
intense staining in >50% of the cells (Figure 1). Secondly, nuclear staining was assessed
as an additional factor, since other studies on pancreatic adenocarcinoma, such as the one
by Javle et al. 2014 [39], considered nuclear staining as a criterion for defining TGF-beta
expression in tumor cells in a manner analogous to the interpretation of other biomarkers,
such as the anti-IDH1-R132H antibody in glial tumors [40]. Thus, we performed the TGF-
beta nuclear staining analysis, considering its unequivocal presence in more than 1% of
viable cancer cells as tumor TGF-beta positivity (Figure 1).

4.5. Statistical Analysis

Quantitative variables were represented by mean and standard deviation, whereas qualitative
variables were defined by frequency and percentage (see Table 1 and Supplementary Table S1).
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5. Conclusions

To date, it remains challenging to delay or avoid tumor relapse in patients with NSCLC.
Although cancer immunotherapy with immune checkpoint inhibitors has revolutionized
the treatment of this condition, we still lack accurate prognostic and predictive biomarkers
to help in clinical decision-making. Our preliminary results suggested that TGF-beta
staining may predict poor prognosis in operable early-stage NSCLC patients, even though
further research should be conducted to confirm these findings. Thus, the incorporation of
TGF-p nuclear staining as a potential prognostic factor of resectable lung cancer should
be studied in future work to confirm whether it may represent a viable powerful tool for
the identification of patients with a high risk of recurrence being priority candidates for
adjuvant treatment with ICIs and TGF-p inhibitors.
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ANEXO

2. Formulario de informacién y consentimiento informado escrito para
la realizacion de una reseccion pulmonar.

JUNTR DE ANDALUCIA CONSEJERIA DE SALUD

FORMULARIO DE INFORMACION Y CONSENTIMIENTO INFORMADO ESCRITO
Orden de 8 de julio de 2009 (BOJA n° 152 de fecha 6 de agosto) por la que se dictan instrucciones a los
Centros del Sistema Sanitario Pablico de Andalucia, en relacion al procedimiento de Consentimiento
Informado.

CENTRO SANITARIO SERVICIO DE

A.Complejo Hospitalario de Jaén

1. DOCUMENTO DE INFORMACION PARA () LA REALIZACION DE UNA
RESECCION PULMONAR. Extirpacion de parte del pulmén o del pulmén

Este documento sirve para que usted, o quien lo represente, dé su consentimiento para esta intervencion. Eso significa
que nos autoriza a realizarla.

Puede usted refirar este consentimiento cuando lo desee. Firmarlo no le obliga a usted a hacerse la intervencion. De su
rechazo no se derivard ninguna consecuencia adversa respecto a la calidad del resto de la atencion recibida. Antes de
firmar, es importante que lea despacio la informacion siguiente.

Diganos si tiene alguna duda o necesita mas informacion. Le atenderemos con mucho gusto.

(*) Indicar el nombre del procedimiento/intervencion a realizar; si es posible, ademds del nombre técnico que siempre
debe figurar, puede tratar de expresarlo con un nombre mas sencillo.

1.1 LO QUE USTED DEBE SABER:

EN QUE CONSISTE. PARA QUE SIRVE:

La intervencion a la que usted va a someterse consiste en la extirpacion de una porcién de pulmén
que puede ser desde un segmento, un I6bulo, dos I6bulos hasta el pulmén completo segin se
necesite para la erradicacion de la enfermedad. En determinadas ocasiones ademds del pulmén se
extirpan otros tejidos como ganglios linfaticos, pared tordcica, diafragma, etc.

Sirve para erradicar la zona de pulman enferma y en caso de enfermedades tumorales ademas poder
conocer en qué fase se encuentra la enfermedad para poder sentar las bases del tratamiento que
mejor se adapte a su caso.

COMO SE REALIZA:
La toracotomia estandar es la intervencion mas habitual en estos casos. Requiere una anestesia
general, ventilacin separada de ambos pulmones, colocacion de diversas sondas y catéteres
corporales para la monitorizacion de las funciones vitales durante la intervencion. Estas
intervenciones pueden requerir uso de sangre y/o hemoderivados durante la cirugia o en el
postoperatorio. También la colocacion y mantenimiento postoperatorio durante un periodo de tiempo
variable de uno o dos drenajes tordcicos. El periodo postoperatorio inicial trascurird en la sala de
reanimacion o en la unidad de cuidados intensivos (UCI) segln valoracion del médico, donde el
paciente podréd ser visitado por su familia en el horario establecido en la unidad.
Las opciones de esta operacion son:

- Neumonectomia: se extirpa todo el pulman.

- Lobectomia/bilobectomia: se extirpa uno o dos l6bulos

- Segmentectomia: se extirpa una porcion de pulman inferior a un l6bulo

- Linfadenectomia: se extipan los ganglios linfaticos locales /regionales al tumor.
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QUE EFECTOS LE PRODUCIRA:

Desde el punto de vista respiratorio se produce una merma de la funcién pulmonar proporcional a la
cantidad de pulmdn extirpado.

Molestias postoperatorias variables en intensidad y tiempo. Cicatriz tordcica.

La desaparicion del tumor o zona del pulmén enferma.

EN QUE LE BENEFICIARA:
Curacion radical de las enfermedades benignas, ademas de ser el mejor fratamiento disponible en
enfermedades malignas de pulmén.

OTRAS ALTERNATIVAS DISPONIBLES EN SU CASO:

Cuando se ha indicado la reseccion pulmonar se entiende que se ha agotado la posibilidad de
encontrar cualquiera otra terapia menos agresiva y de mayor eficacia.

En la mayoria de los tumores sdlidos pulmonares el tratamiento con quimioterapia y o radioterapia no
ha igualado ni mejorado los resultados obtenidos con el tratamiento quirirgico. Estos tratamientos se
usan fundamentalmente para casos de enfermedad extendida o como opcion en caso de no poderse
realizar una extraccion por cualquier motivo.

En su caso:

QUE RIESGOS TIENE:

Cualquier actuacion médica tiene riesgos. La mayor parte de las veces los riesgos no se materializan, y la intervencion no
produce dafios o efectos secundarios indeseables. Pero a veces no es asi. Por eso es imporante que usted conozca los
riesgos que pueden aparecer en este proceso o intervencion.

o LOSMAS FRECUENTES:
Hemorragia intraoperatoria o postoperatoria que puede requerir el uso de sangre y/o
hemoderivados, colocacion de nuevos drenajes tordcicos e incluso realizar una nueva
operacién para solucionar el problema. Infeccion de la herida quirdrgica con o sin
infeccion pleural (zona de los pulmones) que igualmente puede requerir colocacion de
nuevos drenajes, e incluso nuevas operaciones para su solucion, ademas de uso de
antibidticos y otros productos farmacéuticos.
Es de especial gravedad la infeccion de la cavidad pleural vacia después de la
extirpacion de todo un pulmén, que generalmente se acompafia de aperura de la sutura
del mufidn bronquial y fistula (herida), obliga a dejar abierto el térax (toracostomia
abierta).
Infeccion pulmonar (neumonia) bien por el empeoramiento y extension de una infeccion
previa, bien por ser adquirida en el hospital. Dolor postoperatorio que en muy raras
ocasiones puede derivar en neuralgia persistente.

o LOSMAS GRAVES:
Hemorragia, Infeccion, Neumonia en grados importantes.
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« LOS DERIVADOS DE SUS PROBLEMAS DE SALUD:

SITUACIONES ESPECIALES QUE DEBEN SER TENIDAS EN CUENTA:

Los pacientes fumadores o con excesivo consumo acumulado de tabaco, al igual que los pacientes
que presentan Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crdnica (EPOC) o cualquiera otra enfermedad
pulmonar severa tiene potencialmente aumentado el riesgo de padecer complicaciones respiratorias.
Otras enfermedades de otros aparatos pueden ocasionar mayor riesgo de complicaciones
relacionadas con estas enfermedades pre-existentes que el que tienen los pacientes que no las
padecen.

La edad no es una contraindicacion absoluta para la realizacion de una intervencion, pero puede
aumentar el riesgo de complicaciones cardiovasculares y neurovasculares y trastornos psiquicos.

OTRAS INFORMACIONES DE INTERES (a considerar por el/la profesional):

En determinadas circunstancias puede resultar dafiado el nemvio frénico (que hace moverse al
diafragma) cuya consecuencia mas notable es un grado variable de insuficiencia ventilatoria. En otros
casos, sobre todo cuando se opera sobre el pulmdn izquierdo, puede danarse el nemvio laringeo
recurrente lo que se traducird posteriormente en cambios en el tono de la voz.

OTRAS CUESTIONES PARA LAS QUE LE PEDIMOS SU CONSENTIMIENTO:

- A veces, durante la intervencion, se producen hallazgos imprevistos. Pueden obligar a tener que modificar la forma de
hacer la intervencion y utilizar variantes de la misma no contempladas inicialmente.

- A veces es necesario tomar muestras biologicas para estudiar mejor su caso. Pueden ser conservadas y utilizadas
posteriormente para realizar investigaciones relacionadas con la enfermedad que usted padece. No se usaran
directamente para fines comerciales. Si fueran a ser utilizadas para otros fines distintos se le pediria posteriormente el
consentimiento expreso para ello. Si no da su consentimiento para ser utilizadas en investigacion, las muestras se
destruiran una vez dejen de ser (files para documentar su caso, segin las normas del centro. En cualquier caso, se
protegerd adecuadamente la confidencialidad en todo momento.

- También puede hacer falta tomar imagenes, como fotos o videos. Sirven para documentar mejor el caso. También
pueden usarse para fines docentes de difusion del conocimiento cientifico. En cualquier caso serdn usadas si usted da su
autorizacion. Su identidad siempre sera preservada de forma confidencial.



001530

JUNTA DE ANDALUCIA

1.2 IMAGENES EXPLICATIVAS:

CONSEJERIA DE SALUD

ANEXO

(En este espacio podran insertarse con caracter opcional imagenes explicativas, esquemas anatémicos, pictogramas etc.

que faciliten y permitan explicar de manera mas sencilla la informacion al paciente.)

subdivide en segmentos.

El pulmén derecho tiene tres ldbulos y el
izquierdo dos. Cada uno de los Iébulos se

Canaling

En la reseccion hay que cerrar y cortar una o unas
arterias, una o unas venas u un bronquio.

Habitualmente se extirpan los ganglios linfaticos para su
analisis
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CENTRO SANITARIO SERVICIO DE CIRUGIA TORACICA

A.Complejo Hospitalario de Jaén

2. CONSENTIMIENTO INFORMADO

(En el caso de INCAPACIDAD DEL/DE LA PACIENTE sera necesario el consentimiento del/de la representante legal)

(En el caso del MENOR DE EDAD, cuando se considere que carece de madurez suficiente, el consentimiento lo daran sus representantes
legales, aunque el menor siempre sera informado de acuerdo a su grado de entendimiento y, si tiene mas de 12 afios, se escuchara su opinion.
Si el paciente esta emancipado o tiene 16 afios cumplidos sera él quien otorgue el consentimiento. Sin embargo, en caso de actuaciéon de grave
riesgo, segun el criterio del facultativo, los rep legales ién seran informados y su opinién sera tenida en cuenta para la decision.)

2.1 DATOS DEL/DE LA PACIENTE Y DE SU REPRESENTANTE LEGAL (si es necesario)

APELLIDOS Y NOMBRE, DEL PACIENTE DNI/ NIE

APELLIDOS Y NOMBRE, DEL/DE LA REPRESENTANTE LEGAL DNI/NIE

22 PROFESIONALES QUE INTERVIENEN EN EL PROCESO DE INFORMACION Y/O

CONSENTIMIENTO
APELLIDOS Y NOMBRE FECHA FIRMA
APELLIDOS Y NOMBRE FECHA FIRMA
APELLIDOS Y NOMBRE FECHA FIRMA
APELLIDOS Y NOMBRE FECHA FIRMA
APELLIDOS Y NOMBRE FECHA FIRMA

2.3  CONSENTIMIENTO

Yo, D/Dia , manifiesto que estoy
conforme con la intervencion que se me ha propuesto. He leido y comprendido la informacion anterior. He
podido preguntar y aclarar todas mis dudas. Por eso he tomado consciente y libremente la decision de
autorizarla. También sé que puedo retirar mi consentimiento cuando lo estime oportuno.

_SI___NO Autorizo a que se realicen las actuaciones oportunas, incluyendo modificaciones en la forma
de realizar la intervencion, para evitar los peligros o dafios potenciales para la vida o la salud, que pudieran
surgir en el curso de la intervencion.

__SI___NO Autorizo la conservacion y utilizacién posterior de mis muestras biolégicas para investigacion
relacionada directamente con la enfermedad que padezco.

_SI__NO Autorizo que, en caso de que mis muestras biologicas vayan a ser utilizadas en otras
investigaciones diferentes, los investigadores se pongan en contacto conmigo para solicitarme
consentimiento.

_SI__NO Autorizo la utilizacion de iméagenes con fines docentes o de difusion del conocimiento
cientifico.

(NOTA: Marquese con una cruz.)

En a de de

EL/LA PACIENTE Consentimiento/Visto Bueno de EL/LA REPRESENTANTE LEGAL

Fdo.: Fdo.:
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24 RECHAZO DE LA INTERVENCION
YU, D/Dna. , no autorizo a la

realizacion de esta intervencion. Asumo las consecuencias que de ello puedan derivarse para la
salud o la vida.

En a de de
EL/LA PACIENTE Consentimiento/Visto Bueno de EL/LA REPRESENTANTE LEGAL
Fdo.: Fdo.:

2.5 REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

Yo, D/Dia , de forma libre y consciente
he decidido retirar el consentimiento para esta intervencion. Asumo las consecuencias que de ello
puedan derivarse para la salud o la vida.

En a de de

EL/LA PACIENTE Consentimiento/Visto Bueno de EL/LA REPRESENTANTE LEGAL

Fdo.: Fdo.:
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Tabla 27. Caracteristicas de los pacientes con muestra disponible y comparacion de la distribucion segun los marcadores de estudio.

PD-L1 TIL TGF-p Tincién nuclear TGF-p
('rl]'g;asl) <1% =>1% p- in’t\le?l_so Intenso p- expl)gr?sa:c’)n exp')br\(let;c’)n p- | Ausente | Presente | p-
(n=41) (n=14) | valor (n=39) (n=16) | valor (n=7) (n=48) valor | (n=25) | (n=30) | valor
1.00 0.16
Sexo, n (%) 0 5 0.577 1.000
22
Varén | 49 (89.1) | 36 (87.8) | 13 (92.9) 33 (84.6) | 16 (100) 6 (85.7) | 43 (89.6) (88.0) 27 (90.0)
Mujer| 6(10.9) | 5(12.2) | 1(7.0) 6(15.4) | 0(0) 1(14.3) | 5(10.4) 3(12.0) | 3(10.0)
63.93 64.76 61.50 | 0.28 | 64.08 63.56 0.86 67.57 63.40 0.294 65.48 62.63 0285
Edad, media (DE) (9.74) | (1017) | (8.19) | 4 | (9.73) | (10.07) | 1 | (11.23) | (952) | (10.19) | (9.32) |~
0.09 0.62
Histologia, n (%6) 7 6 0.686 0.095
14
Escamoso 23(41.8) | 14 (34.1) | 9 (64.3) 15(38.5) | 8(50.0) 2(28.6) | 21(43.8) (56.0) 9 (30.0)
11
NO ESCAITOSO 32(58.2) | 27 (65.9) | 5(35.7) 24 (61.5) | 8(50.0) 5(71.4) | 27 (56.3) (44.0) 21 (70.0)
0.18 0.58
Estadio, n (%) 9 5 1.000 0.864
/| 33(60.0) | 27 (65.9) | 6 (429) 22 (56.4) | 11 (68.8) 4(57.1) | 29 (60.4) (5%340) 19 (63.3)
11| 14 (25.5) | 10 (24.4) | 4 (28.6) 10 (25.6) | 4 (25.0) 2(28.6) | 12(25.0) 7(28.0)| 7 (23.3)
| 8(145) | 4(9.8) | 4(28.6) 7(179) | 1(6.3) 1(14.3) | 7(14.6) 4 (16.0) | 4 (13.3)
0.09 0.69
Tipo de cirugia, n (%) 9 8 0.211 0.542
Reseccion limitada
(segmentectomiao| 4 (7.3) 4(9.8) 0(0) 3(7.7) 1(6.3) 1(14.3) 3(6.3) 3(12.0)| 1(3.3)
reseccion en cufia)
17
Lobectomia | 32 (70-9) | 31(75.6) | 8 (57.1) 26 (66.7) | 13 (81.3) 6 (85.7) | 33 (68.8) (68.0) 22 (73.3)




ANEXO
Neumonectomia| 12 (21.8) | 6 (14.6) | 6 (42.9) 10 (25.6)| 2 (12.5) 0(0) | 12(25.0) 5(20.0) | 7 (23.3)
0.74 0.34
EGFR mutacién, n (%) 2 3 0.761 0.039
Positiva| 2(3.6) | 2(49) | 0(0) 1(26) | 1(6.3) 000) | 2(42) 0(0) | 2(6.7)
| 31(66.4) | 24 (58.5) | 7(50.0) 24 (61.5)| 7 (43.8) 5(71.4) | 26 (54.2) (420) 20 (66.7)
14
Desconocida | 22 (400) | 15 (36.6) | 7(50.0) 14 (35.9)| 8 (50.0) 2(28.6) | 20 (41.7) 6.0 | 8(27)
QT, n (%) 0'8 ’ 0'52 0.346 0.541
No| 33 (60.0) | 27 (65.9) | 6 (42.9) 25 (64.1)| 8 (50.0) 4(57.1) | 29 (60.4) (6?0) 16 (53.3)
Adyuvante | 15 (27.3) | 8(19.5) | 7 (50.0) 10 (25.6)| 5 (31.3) 1(14.3) | 14 (29.2) 6 (24.0)| 9(30.0)
Neo adyuvante | 7 (12.7) | 6(14.6) | 1(7.1) 4(10.3) | 3(18.8) 2(28.6) | 5(10.4) 2(8.0) | 5(16.7)

Las variables categdricas se representan por frecuencia y porcentaje. La edad se representa mediante la media y la desviacion estandar (DE). Los p_valores se
calculan mediante la prueba t-Student, la prueba chi-cuadrado o la prueba exacta de Fisher.
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