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SENALIZACION DYRK2-SIAH2.

DOCTORANDO/A: PAULA MARIA MORENO CASADO

INFORME RAZONADO DEL/DE LOS DIRECTOR/ES DE LA TESIS

(se hara mencién a la evolucién y desarrollo de la tesis, asi como a trabajos y publicaciones derivados de la misma).

El documento presentado por la doctoranda Paula Maria Moreno Casado, con
titulo “Marcadores predictivos en el trasplante y la carcinogénesis pulmonar. Analisis
metabolomico y ruta de sefalizacion DYRK2-SIAH2”, corresponde a su trabajo de
tesis doctoral realizado en el periodo comprendido entre Marzo de 2011 y Enero de
2015. En este trabajo se han cumplido los objetivos establecidos al comienzo del
proyecto, de manera que se ha llevado a cabo una investigacion profunda en el campo
del trasplante pulmonar, para la busqueda de marcadores predictivos en el mismo. Del
mismo modo, a nivel experimental ha realizado un cronograma de trabajo que le ha
permitido aprender técnicas experimentales de gran relevancia y utilidad en el campo
de la investigacion.

Este trabajo ha permitido la obtencidén de resultados acerca de los marcadores
predictivos en el trasplante pulmonar, fundamentalmente en lo que respecta al uso de
donantes con criterios extendidos para solventar el problema de la escasez de
donantes pulmonares validos. En la misma linea se investigd, en primer lugar, la
posible influencia de la causa de la muerte del donante en los resultados del
trasplante, comparando los donantes fallecidos por causa traumatica con las demas
causas de muerte encefalica; seguidamente se compararon los resultados obtenidos
con la extraccion pulmonar temprana frente a la tardia en los donantes de causa
traumatica, encontrandose que Ila extraccion pulmonar temprana no afecta
negativamente los resultados a corto o largo plazo del trasplante pulmonar en
pacientes con EPOC o Fibrosis Quistica, pero si que impacta negativamente en los
receptores con Fibrosis Pulmonar.

Respecto a la busqueda de marcadores predictivos de carcinogénesis
pulmonar, se evidencio la existencia de una importante asociacion entre la expresion
de SIAH2 y el cancer de pulmén, que se relaciona ademas con el grado histoldgico y
un descenso en la expresion de algunos de sus sustratos, tales como DYRK2.
Finalmente, se analizé el perfil metabolomico del cancer de pulmén, en muestras
procedentes de pacientes intervenidos por cancer, comprandose los cambios
obervados en los metabolitos con los niveles de los mismos en el tejido sano del
mismo paciente. Las principales modificaciones metabdlicas observadas en el cancer
de pulmén correspondieron a la utilizacion de la glucosa, la oxidacion lipidica, el
metabolismo de la arginina y poliaminas, asi como el de los fosfolipidos.

La finalidad del estudio ha sido compensada con la publicacion de varios
articulos cientificos en una revista indexada dentro del primer cuartil de su area. De
manera conjunta a la elaboracion de este proyecto, se han realizado trabajos en apoyo
a otros miembros del grupo los cuales también han contribuido al avance y finalizacién



de este trabajo dando lugar a otras publicaciones. Ademas, se ha dado difusion a los
resultados obtenidos de todos los trabajos mediante la presentacién de los mismos a
jornadas y congresos siendo expuestos tanto mediante comunicaciones orales como
comunicaciones tipo poster.

PUBLICACIONES Y TRABAJOS DERIVADOS DE LA TESIS DOCTORAL
_ Publicaciones derivadas de la tesis doctoral.
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I. ABREVIATURAS

A

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADMA: Dimetilarginina asimétrica

AKT: serina/treonina kinasa, proteina quinasa B
AKAP121: Proteina quinasa de anclaje A 121

AMP: Adenosina monofosfato

APC: Adenomatous Polyposis Coli

ARN: acido ribonucleico

ARNm: ARN mensajero

ATP: Adenosina trifosfato

B

BAL: Lavado broncoalveolar

BCL2: Linfoma de células B tipo 2

BHBA: 3 hidroxibutirato

BOS: Bronchiolitis Obliterans Syndrome (Sindrome de Bronquiolitis Obliterante)
C

CCND1: ciclina D1 especifica de G1/S

CDKN2A: Inhibidor de ciclina dependiente de quinasa 2A
CDK4: Quinasa dependiente de cinlina 4

CEC: Circulacion extracorpérea

CFTR: Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (regulador de la
conductancia transmembrana de la fibrosis quistica)
CMP: Citidina Monofosfato

CMV: Citomegalovirus

CP: Cancer de pulmén

CPCP: Cancer de pulmén de célula pequeha

CPCNP: Cancer de pulmén de célula no pequefia

D

DCC: Deleted in colorectal cancer

DE: Donantes extendidos

DO: Donantes 6ptimos

DYRK2: Quinasa regulada por tirosina de especificidad dual tipo 2
E

EDTA: Acido etildiaminotetraacético
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EGFR: Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico

EML4-ALK: Proteina de fusién echinoderm microtubule-associated protein-like 4 con

anaplastic lymphoma kinase
EMT: Transicion epitelial-mesenquimal
EPID: Enfermedad Pulmonar Intersticial Difusa

EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica

ERBB2: También conocido como HER2/neu, receptor para el factor de crecimiento

epidérmico humano

E

FHIT: Fragile Histidine Triad Protein

FPI: Fibrosis Pulmonar Idiopatica

FQ: Fibrosis Quistica

G

GC-MS: Gas chromatography—mass spectrometry
gases/espectrometria de masas

GGT: Gammaglutamil transpeptidasa

GPC: Glicerolfosfocolina

G3P: Glicerol 3 fosfato

H

H-E: Hematoxilina-Eosina

HDACS3: Histona deacetilasa 3

HETE: Acido hidroxi-icosatetraenoico

HIPK2: Quinasa de interacciéon de homeodominio tipo 2
HODE: Acido hidroxioctadecadienoico.

HTAP: Hipertensién Pulmonar Idiopatica

H-O,: Perdxido de Hidrégeno

|

(GC-MS)-Cromatografia

IASLC: International Association for the Study of Lung Cancer

ISHLT: International Society for Heart and Lung Transplantation

K

KRAS: Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog.
M

MAPK: quinasa activada por mitbgeno

MET: receptor del factor de crecimiento hepatocitario

metO: Metionina sulfoxido
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miRNA: micro ARN

mTOR: mammalian Target of Rapamycin (diana en mamiferos de la Rapamicina)
MYC: Familia de protooncogenes

MYCL: V-Myc Avian Myelocytomatosis Viral Oncogene Lung Carcinoma Derived
Homolog

MYCN: V-Myc Avian Myelocytomatosis Viral Oncogene Neuroblastoma Derived
MTA: 5 metiltioadenosina

N

NaCl: Cloruro sbédico

NaF: Fluoruro de sodio

(o)

OCT: Optimal cutting temperatura (temperatura 6ptima de corte)

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

ONT: Organizacién Nacional de Trasplantes

P

PaO./FiO,: Presidn arterial de oxigeno/Fraccion inspirada de oxigeno.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

PEEP: Presidn positiva al final de la espiracion

PET/TC: Tomografia por Emisién de Positrones/Tomografia computerizada
PGD: Primary Graft Dysfunction (Disfuncién primaria del injerto)

PI3K: fosfoinositol 3-quinasa

PML: Proteina de la leucemia promielocitica

PPAR: Receptores activados pre proliferadores de peroxisomas

PHD3: Dioxigenasa de dominio prolil hidroxilasa

PHYL: Proteina de interaccion tipo phyllopod

PTEN: Phosphatase and tensin homolog (homélogo de la fosfatasa y de la tensina)
R

RA: Rechazo agudo

RAF: Familia de serina-treonina protein-quinasas

RASSF1A: Ras Association Domain-Containing Protein 1

RB1: Gen del retinoblastoma

RE: Receptores extendidos

RING: really interesting new gene

RO: Receptores 6ptimos

RQI: Indicador calidad del ARN
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S

SAH: S-adenosilhomocisteina

SAS: Servicio Andaluz de Salud

SBD: Dominio de unién a sustrato

SDS: Duodecil sulfato de sodio

SFK11: Src family of tyrosine kinases 11

SIAH2: seven in absentia homolog-2

SINA: seven in absentia

STATS3: Transductor de senal y activador de la transcripcion 3
SUVmax: maximum standard uptake value

T

THF: 5 metiltetrahidrofolato

TNM: Tumor-Node-Metastasis

TP53: Tumor Protein P53

TRAF: Factor asociado al receptor del TNF

TRAMP: Transgenic Adenocarcinoma of the Mouse Prostate
TRIS-HCL: Tris-acido clorhidrico

TTBS: tampédn Tris salino (tris(hidroximetil)aminometano) con Tween 20 0,1%
TYK2: non-receptor tyrosine-protein kinase 2

u

UNOS: United Network for Organ Sharing

UPLC-MS/MS: Ultra performance liquid chromatography - tandem mass spectrometer
Vv

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular

w

WHO: World Health Organization (organizacion mundial de la salud)
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. RESUMENY ABSTRACT

1. RESUMEN

El cancer de pulmén continGa representado la primera causa de muerte por cancer
en el mundo. Esta alta mortalidad refleja, en parte, la limitada eficacia de la terapias
actualmente disponibles. Globalmente, el cancer de pulmén supera en mortalidad a los
siguientes tres canceres mas prevalentes juntos (colon, mama y prostata), siendo
ademas el principal contribuyente de nuevos casos de cancer diagnosticado. La
supervivencia global a los 5 anos en el cancer de pulmén ha experimentado pocos
cambios en las Ultimas 3 décadas, permaneciendo en cifras tan bajas como del 11-
15%. Dada la pobre supervivencia actual del cancer de pulmén, y la evidencia
existente de que el diagnéstico precoz de la enfermedad reduce la mortalidad, en los
Ultimos afios ha cobrado especial interés la busqueda de biomarcadores del cancer de
pulmoén.

HIPK2 y DYRK2, miembros de la familia de quinasas DYRK (dual-specificity
tyrosine-regulated kinases), fosforilan SIAH2, modificando asi su actividad. En los ultimos afios
se ha atribuido a DYRK2 un posible papel relevante en el desarrollo y/o progresion tumoral
asociado con la induccion de la apoptosis en respuesta a estrés oncogénico. En este sentido,
DYRK2 fue identificado como el gen méas frecuentemente sobre-expresado en el
adenocarcinoma pulmon, asi como un marcador de prondstico favorable en este tipo
de tumores. Recientemente se ha identificado una regulacion mutua entre DYRK2 y la
ubiquitin-ligasa SIAH2, en el control de la respuesta a hipoxia y rutas de sefalizacién
en el dafio genotoxico. El reciente descubrimiento de la existencia de la deleccion de
HIPK2 (con la consiguiente inactivaciéon de p53) en fibroblastos de pulmén, sugiere la
existencia de una alteracién en la ruta proapoptética independiente de caspasas. Esta
quinasa forma parte de un grupo de enzimas altamente conservadas evolutivamente,
pertenecientes a la familia de quinasas DYRK, las cuales juegan un papel clave en la regulacion
de procesos celulares y de desarrollo, tales como la proliferacion y diferenciacion celular, la
neurogénesis y la citocinesis. El papel de la familia de quinasas DYRK en el cancer de pulmén
€es poco conocido, aunque se sabe que desempefia un papel clave en la respuesta al
dafio al ADN. Asi, DYRK2 fosforila a p53 en respuesta al dafio genotoxico, induciendo
asi la apoptosis celular.

La busqueda de nuevas dianas y estrategias terapéuticas es un paso clave
para la lucha contra el cancer de pulmén. En los Ultimos afios se ha producido un
desarrollo exponencial de las ciencias ‘omicas’, destacando especialmente la

metabolémica. La metabolomica puede definirse como un analisis contextualizado,
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tanto cuantitativo como cualitativo, de metabolitos endégenos de bajo peso molecular
presentes en un sistema biologico.

El trasplante pulmonar es la Unica modalidad de tratamiento efectiva para las
enfermedades respiratorias en situacion de insuficiencia respiratoria terminal. Se
estima que sélo el 20% de los donantes multiorganicos proporcionan pulmones validos
para el trasplante, puesto que se ha demostrado que el pulmén es el érgano mas
vulnerable en el proceso de muerte encefélica. Para incrementar el pool de donantes
pulmonares, muchos grupos han relajado los criterios de aceptacion de donantes,
aceptando pulmones “marginales”, tras evidenciarse que los resultados del TP son
equivalentes. Por otro lado, debido a la escasez de donantes comparado con el
crecimiento exponencial de potenciales receptores en la lista de espera, es crucial
seleccionar de forma cuidadosa para recibir un TP s6lo a aquellos candidatos que mas

se puedan beneficiar del procedimiento, para maximizar los resultados.
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2. ABSTRACT

Lung cancer continues to be the leading cause of cancer-related mortality
worldwide. The high mortality highlights the limited efficacy of available therapies for
lung cancer treatment. Globally, lung cancer mortality rates exceed those of the next 3
more prevalent cancers combined, the and is largest contributor to new cancer
diagnoses. Overall 5-year survival for lung cancer has shown little improvement over
the last three decades, remaining as low as 11-15%. Given the poor survival rate of
lung cancer, and considering that early diagnosis reduces mortality, special interest in
searching for lung cancer biomarkers have been made recently.

HIPK2 and DYRK2, members of the DYRK family (dual-specificity tyrosine-
regulated kinases), phosphorylate SIAH2, therefore modifying its activity. Recently, it
has been suggested a possible role of DYRK2 in the development and/or progression
of tumors, related to the induction of apoptosis in response oncogenic stress. In this
regard, DYRK2 was identified as the most commonly up-regulated gene in lung
adenocarcinomas, as well as a favourable prognostic factor in this type of tumors. In
the recent years, a mutual regulation between DYRK2 and the ubiquitin-ligase SIAH2 in
response to hypoxia and DNA-damage signaling pathways has been demonstrated.
The finding of the deletion of HIPK2 (and, subsequently, the inactivation of p53) in lung
fibroblasts suggest an alteration of the caspase-dependent proapoptotic route. This
kinase belongs to an evolutionarily conserved enzyme family, which belongs to the
DYRK family, playing an important role in the regulation of cellular processes and
development, such as cell proliferation and differentiation, neurogenesis and
cytogenesis. The role of the DYRK family in lung cancer is not well-known, although
evidence exists that it phosphorylates p53 in response to genotoxic damage, therefore
inducing cell apoptosis.

It is of paramount importance to search for new targets and therapeutic
strategies in lung cancer. In the last years, ‘omics’ sciences and, above all,
metabolomics, have developed exponentially. Metabolimics can be defined as a
quantitative and qualitative analysis of endogenous low-molecular weight metabolites
of a biological system.

Lung transplantation is the only available and effective treatment modality for
end-stage respiratory diseases. Only 20% of all multiorgan donors provide lungs
suitable for transplantation, because lung is specially vulnerable to be damaged during
brain death. In order to increase lung donor pool, several lung transplant groups have

relaxed classic acceptance criteria, accepting marginal donor lungs, as results of lung
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transplantation are, at least, equivalent. The shortage of donors for LT highlights the
need for strict selection of LT candidates, to ensure that there is a maximum benefit

and better use of such a scarce resource.

24



INTRODUCCION

25



INTRODUCCION

1. Enfermedades del aparato respiratorio

Las enfermedades del aparato respiratorio figuran entre las condiciones
médicas mas prevalentes a nivel mundial, figurando ademas entre las principales
causas de muerte. Las infecciones respiratorias (principalmente, neumonia y
tuberculosis), el cancer de pulmén (CP) y la enfermedad pulmonar obstructiva cronica
(EPOC), en conjunto, causaron 7,8 millones de muertes en el mundo en 2012,
representando la sexta parte del total de fallecimientos ocurridos [The 10 most
common causes of death in 2012. World Health Organization (WHO)
http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs310/en/].  Entre las  enfermedades
pulmonares mas prevalentes destacan la EPOC, la Fibrosis Quistica (FQ), la
Enfermedad Pulmonar Intersticial Difusa (EPID) y el CP.

La EPOC es una enfermedad pulmonar progresiva que se caracteriza por una
obstruccion irreversible al flujo aéreo (1). Actualmente, la EPOC es un problema de
salud global cuya incidencia estd aumentando a nivel mundial, especialmente en los
paises en desarrollo (2). Se estima que 15 millones de norteamericanos y alrededor de
210 millones de individuos en el mundo padecen EPOC (3). La Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) ha estimado que la EPOC sera la 3% causa de muerte en el mundo
para el afo 2030 [World Health Statistics 2012.
http://www.whoint/whosis/whostat/EN_WHS12_Full.pdf.]. La EPOC tipo enfisema y el
enfisema por déficit de a1-antitripsina se han convertido en la actualidad en la principal
indicacién de trasplante pulmonar (4).

La Fibrosis Quistica (FQ) es la enfermedad hereditaria méas letal en la raza
caucasica, con una incidencia de 1 caso por cada 3000 nacidos vivos (5). La
enfermedad se produce como consecuencia de una alteracion en el gen regulador de
la conductancia transmembranica de la FQ (CFTR) (6), con una herencia autosémica
recesiva (7). La principal funcion de esta proteina consiste en facilitar el transporte
activo de iones de cloro hacia el exterior de la membrana celular (6). La afectacidn
pulmonar, principal fuente de morbilidad y mortalidad, se caracteriza por episodios
recurrentes de infeccién e inflamacion, que desembocan en un fracaso respiratorio. La
Unica modalidad terapéutica curativa en la actualidad sigue siendo el trasplante
pulmonar (8).

Bajo el término de EPID se incluye un grupo heterogéneo de mas de 150

patologias que difieren en cuanto a su etiologia subyacente y fisiopatologia, asi como
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su prevencion, tratamiento y pronéstico, pero comparten signos radiolégicos, fisiologia
y manifestaciones patolégicas (9). La Fibrosis Pulmonar idiopatica (FPI) es el subtipo
mas frecuente de todos y el mas agresivo (10). A pesar de los avances en el
diagnostico, sigue siendo una enfermedad incurable, de forma que la mediana de
supervivencia desde el diagnostico es de unos 3 afos (11). Debido a la ausencia de
tratamiento médico eficaz, y a que la progresion de la enfermedad es inevitable, el

trasplante pulmonar sigue siendo la Unica opcion terapéutica véalida (12).

2. Trasplante de pulmén

El trasplante de pulmén constituye la Unica opcion terapéutica para una gran
variedad de enfermedades respiratorias o vasculares pulmonares en fase terminal.
Aunque el primer trasplante pulmonar en humanos lo realizé James Hardy, de la
Universidad de Mississippi, en 1963 (13), el éxito no llegd hasta los afios 80, gracias al
refinamiento en la técnica quirdrgica y al advenimiento de la ciclosporina como
tratamiento inmunosupresor (14). Desde entonces, el numero de trasplantes
pulmonares se ha incrementado de forma exponencial (Figura 1) (4).
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Figura 1: Numero de trasplantes pulmonares y cardiopulmonares realizados cada afo en el
mundo, desde 1985 hasta el ultimo afno del registro (2012). Para cada afio se muestran los trasplantes
realizados en funcion del procedimiento (unipulmonar o bipulmonar) Adaptada del registro internacional de
trasplante de pulmén (ISHLT, International Society for Heart and Lung Transplantation) (4).

La EPOC constituye la principal indicacion a nivel mundial, de manera que es
responsable de aproximadamente 1/3 de todos los trasplantes pulmonares en la
actualidad (4). La segunda indicacion es la Enfermedad Pulmonar Intersticial Difusa
(EPID), representando un 23% de las indicaciones de trasplante pulmonar (4). En
Espafia, la EPOC y la EPID suponen mas del 60% de las indicaciones (15). La tercera

indicacion por frecuencia es la FQ (16%) (4). Otras indicaciones menos frecuentes son
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la hipertensién pulmonar idiopatica (HTAP) (2%), el enfisema por déficit de a1l-
antitripsina (7%), la sarcoidosis (3%), las bronquiectasias no FQ (3%), o la
linfangioleiomiomatosis (1%) (4). En la Figura 2 se muestra la evolucién de las
indicaciones de trasplante pulmonar en el mundo, segin los datos del registro

internacional.

Trasplantes de pulmén en adultos
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100 FQ FPI HEPOC B déficit a-1 OHTAP DReTx

80
60

40

70 Q€ trasplantes

20

0o

P NP PP LSD P PSP I LT EED EO

P & PP $ FLLFSFLFS &S

GRS QOC QR IC G G i R I
o

Aiio del trasplante

Figura 2: Evolucién de las principales indicaciones de trasplante pulmonar en el mundo a lo largo
del tiempo. CF: Fibrosis Quistica; FPI: Fibrosis Pulmonar idiopéatica; EPOC: Enfermedad Pulmonar
Obstructiva Cronica; déficit al: déficit a1l antitripsina; HTAP: Hipertension pulmonar idiopatica; ReTx:
retrasplante. Adaptada del registro internacional de trasplante pulmonar (ISHLT: International Registry for
Heart and Lung Transplantation) (4).

A pesar de los cambios introducidos en la selecciébn de los candidatos a
trasplante pulmonar, el refinamiento en la técnica quirirgica, y las mejoras en los
cuidados perioperatorios, los resultados siguen siendo inferiores respecto al resto de
trasplantes de 6rganos sélidos (4). Este hecho se podria explicar, en parte, por
aspectos inherentes al trasplante pulmonar, como son la escasez de donantes
pulmonares validos, la alta prevalencia de disfuncion del injerto, o el rechazo crénico.
Se estima que sélo el 15-25% de donantes multiorganicos proporciona pulmones
optimos para el trasplante, comparado con el 88% que se objetiva con el higado o el
rindn, o el 30% de corazén (16). Esta discrepancia se explica en parte por la especial
vulnerabilidad del pulmén a sufrir dafio en el proceso de muerte encefalica y posibles
eventos asociados al mismo, tales como el traumatismo craneoencefalico, episodios
de broncoaspiracion, el dafo pulmonar asociado a la ventilacion mecanica, o el edema
pulmonar neurogénico (17). Tanto las causas de la muerte del donante (por ejemplo, el

traumatismo craneoenceféalico), como las consecuencias de la muerte encefalica

(broncoaspiracion, edema) pueden desembocar en un empeoramiento de la funcién
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pulmonar (18). Todos los factores no inherentes per se al donante pulmonar (como
son la edad o el tabaquismo), sino adquiridos como resultado del traumatismo
(contusién, inestabilidad hemodindmica, edema neurogénico) o secundarios al manejo
médico del donante en la unidad de cuidados intensivos (transfusiones de
hemoderivados, sobrecarga hidrica, ventilacibn mecénica, atelectasia, neumonia por
aspiracion) son susceptibles de intervencion, de forma que puedan recuperarse para el
trasplante donantes que inicialmente fueron considerados como no 6ptimos (19, 20).
Respecto a la influencia de la causa de la muerte del donante en la funcién del injerto
se han publicado resultados contradictorios (21, 22). Segun los datos del registro
internacional de trasplante cardiaco y pulmonar (ISHLT), la causa de la muerte del
donante no influye en la mortalidad al afio del trasplante, pero aquellos receptores de
donantes fallecidos por anoxia tienen mayor riesgo de mortalidad a los 5 afios (23).

La posible influencia del intervalo de tiempo existente entre la muerte encefalica
y la extraccion de los 6rganos del donante ha recibido poca atencion de la comunidad
cientifica. El grupo de Newcastle public6é un modelo experimental de trasplante
pulmonar en ratas, comparando los resultados entre la extracciébn temprana y la
extraccion tardia tras la muerte encefalica (24). Los autores observaron que la
extraccion tardia se asociaba a menor dafo pulmonar que la extraccion temprana,
proponiendo un papel dominante del dafio hemodinamico inicial en la severidad del
dafio por isquemia-reperfusion del érgano (24). Mas recientemente, el grupo de
Lovaina ha demostrado que la extraccién pulmonar después de periodos superiores a
10 horas tras la muerte encefalica se asocian a un incremento en la supervivencia,
sugiriendo asi que la “calidad” del injerto pulmonar podria mejorar mientras que el
organo se recupera del dafo asociado a la muerte encefalica (25).

Se han propuesto una serie de medidas para expandir el pool de donantes
pulmonares. Una de ellas se basa en las campanas de educacién publica y
concienciacion ciudadana. Cabe resefar que Espana figura entre los paises con la
tasa de donacién de 6rganos mas elevada del mundo (35,8 por millon de habitantes)
(15). Sin embargo, la tasa de trasplantes pulmonares realizados en Espana (5,6 por
millbn de habitantes) se compara negativamente con la de otros paises europeos,
tales como Austria (15,61 por millébn de habitantes) o Bélgica (9,01 por milldbn de
habitantes) (http://www.eurotransplant.org, acceso Junio 2015).

Otra medida que ha tenido como resultado en un incremento desde un 21%
hasta un 57% en la tasa de pulmones ofertados, y de un 11,1% hasta un 25,5% en la

tasa global de injertos pulmonares extraidos, ha sido el manejo agresivo del potencial
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donante multiorganico (19). Otras estrategias como el trasplante pulmonar de donante
vivo (26), la donacién en asistolia (27) o la perfusiéon pulmonar exvivo (28), pueden
incrementar también el nimero de injertos pulmonares disponibles para trasplante.
Ante la desesperada necesidad de incrementar el pool de donantes, los centros
trasplantadores han optado por relajar los criterios de seleccion de los donantes, al
obtenerse resultados aceptables a corto plazo (29-31).

La disfuncion primaria del injerto (en inglés, Primary Graft Dysfunction-PGD) es
un sindrome de dano pulmonar agudo que tiene lugar en las primeras 72 horas tras el
trasplante pulmonar (32). Supone la principal causa de muerte en los primeros 30 dias,
siendo responsable del 25% de los fallecimientos en este periodo (4). Ademas, la
disfuncién del injerto en su grado mas severo se ha asociado especificamente con la
aparicion de rechazo crénico del injerto o disfuncion crénica del injerto, que se
manifiesta en forma de sindrome de bronquiolitis obliterante (BOS) (33). EI BOS es la
principal causa de muerte después del primer ano del trasplante, suponiendo un 40%
de todos los fallecimientos (4). Se estima que la incidencia de BOS alcanza el 50% a
los 5 afios del trasplante, siendo el principal factor limitante de la supervivencia a largo
plazo (34).

3. Cancer de pulmén

3.1. Epidemiologia

El CP continlia siendo la primera causa de muerte por cancer en el mundo (35).
Asi, se estima que es responsable de mas de un millébn de fallecimientos al afo, lo
cual supone el 17,6% de las muertes por cancer (35). Globalmente, el CP supera en
mortalidad a los siguientes tres canceres mas prevalentes juntos (colon, mama y
prostata), siendo ademas el principal contribuyente de nuevos casos de céancer
diagnosticados (36). Desde el ano 1985, el CP es el tipo de cancer mas frecuente en
el mundo, en términos tanto de incidencia como de mortalidad (35). Contrariamente a
lo que ha sucedido con muchos otros canceres como el de mama o el de préstata, en
los que la supervivencia se ha visto incrementada de forma significativa, la
supervivencia global a los 5 anos del CP ha experimentado pocos cambios en las
Ultimas 3 décadas, permaneciendo en cifras tan bajas como del 11-15% (37, 38).

3.2. Etiologia

La aparicion del CP se debe a los efectos conjuntos de la exposicién a los

factores de riesgo unido a la susceptibilidad individual del sujeto a dichos factores.

Aunque se han identificado varios agentes etiologicos del CP, la causa principal es el
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tabaquismo, siendo responsable de alrededor del 80-90% de los casos (39). El tabaco
incrementa 20 veces el riesgo de desarrollar CP, asociandose a los 4 subtipos
principales (adenocarcinoma, carcinoma epidermoide, carcinoma microcitico y
carcinoma de células grandes) (40).

3.3. Clasificacion histolégica

El término CP o carcinoma broncogénico se refiere al tipo de neoplasia que se
origina a partir de las células del epitelio respiratorio de la via aérea o del parénquima
pulmonar. El 95% de los casos corresponde a 2 categorias principales, claramente
opuestos en cuanto a la forma de presentacién clinica, diseminacion metastética y
respuesta al tratamiento: el carcinoma microcitico de pulmén, o cancer de pulmén de
células pequenas (CPCP); y el carcinoma no microcitico de pulmén, o cancer de
pulmén de células no pequefias (CPCNP) (41).

El CPCP representa la variante mas agresiva, derivandose de células con
fenotipo neuroendocrino, y supone el 10-15% de todos los casos de cancer de pulmén
(42). La supervivencia a los 5 afos es inferior al 10% (43). El 85% de los casos
restantes de CP corresponden al CPCNP, el cual se subdivide a su vez en otros 3
subtipos histolégicos predominantes: adenocarcinoma, carcinoma epidermoide o
escamoso, y carcinoma de células grandes. El carcinoma epidermoide supone el 20-
30% de los CPCNP (42), relacionandose con el habito tabaquico en el 90% de los
casos. El adenocarcinoma representa el 30-40% del CPCNP, siendo actualmente el
subtipo mas frecuente de CP en muchos paises (44). El tercer tipo predominante de
CPCNP corresponde al carcinoma de células grandes, y supone un 5%-10% de todos
los CP [http://ser.cancer.gov/csr/1975_2012/ (acceso Junio 2015)]. En la Figura 3 se
muestra un esquema de los principales subtipos histolégicos del carcinoma

broncogénico, especificandose su frecuencia en forma de porcentaje.
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Figura 3: Clasificacion histolégica de los principales tipos de cancer de pulmén. Se incluye
la Gltima clasificacién del adenocarcinoma. CPCP: Carcinoma de pulmén de células pequefias. CPCNP:
Carcinoma de pulmén de células no pequefas.

3.4. Manifestaciones clinicas y formas de presentacion

El hecho de que la mayoria de pacientes con CP presentan una enfermedad
avanzada al momento del diagnéstico refleja en gran medida la agresividad bioldgica
de esta neoplasia, que habitualmente no produce sintomas hasta que causa
metastasis a distancia (45). Entre los sintomas debidos al crecimiento intratoracico del
tumor destacan, por orden de frecuencia, la tos (50-75%) (46), la hemoptisis (25-50%)
(47), el dolor toracico (20%) (48), y la disnea (25%) (46); menos frecuentes son la
disfonia (49), el derrame pleural (50), el sindrome de vena cava superior (51), o el
sindrome de Pancoast. Respecto a la diseminacién a distancia, se estima que entre
1/3 y el 50% de los pacientes presentan metéstasis a distancia en el momento del
diagnéstico (52). Los érganos mas frecuentemente afectados son el higado (53), el
esqueleto éseo (54), las glandulas suprarrenales (55) y el cerebro (56).

3.5. Diagndstico, estadificacion TNM

La clasificacion anatomica del CP como TNM-estadios es critica a la hora de
definir subgrupos de pacientes con pronéstico y estrategia terapéutica similar, y
comparar resultados entre distintos ensayos clinicos, puesto que el estadio tumoral
TNM al diagnéstico es el factor que posee mayor impacto en la supervivencia a largo
plazo (57). La 7% Edicion del TNM (T=Tumor; N=Node, ganglio; y M=Metastasis)
elaborada por la Asociacion Internacional para el Estudio del Cancer de Pulmoén
(IASLC, International Association for the Study of Lung Cancer) en 2009 es la que esta
vigente en la actualidad (58-61). Las Tablas 1-3 muestran la clasificacion TNM del

cancer de pulmoén en su 72 edicion, vigente en la actualidad.
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Tumor Descripcién

primario (T)

Tx Tumor primario que no puede ser evaluado, o se demuestra en citologia de esputo o lavado
bronquial con iméagenes y endoscopia negativas.

TO Sin evidencia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor < 3 cm en su didametro mayor, rodeado por tejido pulmonar o pleural visceral, sin evidencia de
invasién proximal al bronquio principal en la fibrobroncoscopia.

-Tla -Tumor £ 2 cm en su didametro mayor
-Tlb -Tumor > 2 c¢m, pero <3 cm en su didmetro mayor.

T2 Tumor > 3 cm, pero <7 cm en su didmetro mayor, o tumor con cualquiera de las siguientes
caracteristicas: afecta al bronquio principal, se encuentra a 2 cm o mds de la carina; invade la pleura
visceral; estd asociado con atelectasia o neumonitis obstructiva que se extiende hasta la region hiliar,
pero no afecta al pulmén entero.

-T2a -Tumor >3 cm, pero <5 cm en su didmetro mayor
-T2b -Tumor > 5 cm, pero <7 cm en su didmetro mayor

T3 Tumor > 7 cm o de cualquier tamafio que invade directamente una de las siguientes estructuras:
pared toracica (incluyendo tumores del sulcus superior), diafragma, nervio frénico, pleura
mediastinica, pericardio parietal; o tumor que se encuentre a menos de 2 cm de la carina, pero sin
invadirla; o asociado a atelectasia o neumonitis obstructiva del pulmén entero; o existencia de
nddulo(s) en el mismo Iébulo.

T4 Tumor de cualquier tamafio que invade cualquiera de las siguientes estructuras: mediastino,

corazén, grandes vasos, trdquea, nervio recurrente laringeo, eséfago, cuerpo vertebral, carina; o

un

existencia de nédulo“s” en un Iébulo diferente del pulmén homolateral.

Tabla 1: Estadificacion del cancer de pulmén, 7% edicién del TNM (2010). Tumor primario (T).
Adaptada de la 72 Edicién del TNM de pulmoén, elaborada por la Asociacion Internacional para el Estudio
del Cancer de Pulmédn (IASLC, International Association for the Study of Lung Cancer) en 2009. (58).

Ganglios Descripcion

linféticos (N)

Nx Ganglios linfaticos regionales no pueden ser evaluados.

NO Sin afectacién de los ganglios linfaticos regionales.

N1 Metéstasis ganglionares peribronquiales homolaterales y/o hiliares homolaterales,
incluyendo la afectacion por extensidn directa de los ganglios intrapulmonares.

N2 Metastasis ganglionares mediastinicas homolaterales y/o subcarinales.

N3 Metastasis ganglionares mediastinicas contralaterales, hiliares contralaterales,

escalénicas ipsilaterales y contralaterales o supraclaviculares.

Tabla 2: Estadificacion del cancer de pulmén, 7% edicion del TNM (2010). Ganglios linfaticos
regionales (N). Adaptada de la 72 Edicién del TNM de pulmén, elaborada por la Asociacién Internacional
para el Estudio del Cancer de Pulmén (IASLC, International Association for the Study of Lung Cancer) en
2009 (59).

Metastasis Descripcion

(M)
Mx Las metastasis a distancia no pueden ser evaluadas.
MO Ausencia de metdstasis a distancia.
M Existencia de metdstasis a distancia
-M1la -Existencia de ndédulo(s) en un Iébulo del pulmén contralateral; tumor con nédulos
pleurales; o derrame pleural o pericérdico maligno
-M1b -Existencia de metastasis a distancia (extratordcicas).

Tabla 3: Estadificacion del cancer de pulmoén, 7% edicion del TNM (2010). Metastasis a distancia
(M). Adaptada de la 7% Edicién del TNM de pulmén, elaborada por la Asociacion Internacional para el
Estudio del Cancer de Pulmén (IASLC, International Association for the Study of Lung Cancer) en 2009
(61)

3.6. Tratamiento, supervivencia

Ante todo paciente con sospecha de CP, los objetivos de la evaluacién inicial se
basan en confirmar la malignidad de la lesidén, para poder obtener un diagnéstico

histologico y, con ello, diferenciar basicamente entre los 2 subtipos principales (CPCP
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vs CPCNP); determinar el estadio tumoral; y corroborar la situacién funcional del
paciente. Actualmente, la cirugia de reseccion pulmonar con intencionalidad curativa
constituye la modalidad terapéutica que proporciona la mayor probabilidad de
supervivencia a largo plazo, cuando el tumor es detectado en un estadio inicial (I y Il)
(62). Desgraciadamente, la mayoria de pacientes presentan al diagndstico un estadio
tumoral avanzado (lll 6 1V) (52), siendo en estos casos el tratamiento sistémico basado
en quimioterapia y/o radioterapia el que proporciona mayor beneficio (63). La Tabla 4
representa los diferentes estadios TNM y sus posibles combinaciones en funcién de la
presencia 0 no de metastasis ganglionares o sistémicas. En cada estadio se muestra

la supervivencia esperada, empleando los datos de la 72 edicion del TNM.

TyM Subcategoria NO N1 N2 N3
- T1a (<2 cm) 1A (50-73%) 11A (36-46%) 11IA (19-24%) 11IB (7-9%)
Tib (>2-3cm) 1A (50-73%) 1A (36-46%) 1A (19-24%) 1IB (7-9%)
T2 T2a (>3-5cm) 1B (43-58%) 11A (36-46%) 1A (19-24%) 1B (7-9%)
T2b (>5-7 cm) 11A (36-46%) 11B (25-36%) 111A (19-24%) 11IB (7-9%)
T3 T3 (>7 cm) 11B (25-36%) 1IB (25-36%) 1A (19-24%) 1IB (7-9%)
T3 (invasién) 1B (25-36%) 111A (19-24%) | 1IIA (19-24%) 111B (7-9%)
T3 (nédulos mismo 11B (25-36%) 1A (19-24%) | 1A (19-24%) 11IB (7-9%)
I6bulo)
Ta T4 (extension) 1A (19-24%) 1A (19-24%) 111B (7-9%) 11IB (7-9%)
T4 (pulmén 1A (19-24%) 11IA (19-24%) 11IB (7-9%) 11IB (7-9%)
ipsilateral)
M1 M1a (derrame 1V (2-13%) IV (2-13%) 1V (2-13%) IV (2-13%)
pleural)
Mia (pulmén 1V (2-13%) IV (2-13%) 1V (2-13%) IV (2-13%)
contralateral)
M1b (a distancia) 1V (2-13%) IV (2-13%) 1V (2-13%) IV (2-13%)

Tabla 4: Grupos de estadificacion del cancer de pulmén en funcién del descriptor TNM y
sus subcategorias correspondientes. Entre paréntesis se muestra la supervivencia esperada a los 5
afios del diagnéstico para cada estadio. Adaptada de la 72 Edicion del TNM de pulmén, elaborada por la
Asociacion Internacional para el Estudio del Cancer de Pulmén (IASLC, International Association for the
Study of Lung Cancer) en 2009.

3.7. Marcadores tumorales en el cancer de pulmén

Dada la pobre supervivencia actual del CP, y la evidencia existente de que el
diagnéstico precoz de la enfermedad reduce la mortalidad, en los Ultimos afos ha
cobrado especial interés la busqueda de biomarcadores. Hasta ahora, los
biomarcadores moleculares del CP se han clasificado en los siguientes tipos:

a) Mutaciones ADN somatico: Se han descrito mutaciones en cromosomas (3p,
9p21, 12p, 17p13, 13q) tales como pérdida de heterozigosidad, traslocaciones,
delecciones y mutaciones puntuales (64, 65) .

b) Rutas del desarrollo y diferenciacion pulmonar: Recientemente se ha sugerido
que el CP se originaria a partir de células pluripotenciales capaces de
diferenciarse a uno o varios subtipos histolégicos, de tal manera que la

carcinogénesis pulmonar vendria determinada por la activacion de genes
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h)

transcripcionales y/o eventos represores que resumirian el desarrollo
embrionario pulmonar (66, 67).

Alteraciones en el numero de copias y reordenaciéon del ADN: La inestabilidad
gendmica es un hallazgo caracteristico en el CP, al igual que en otros tumores
sélidos (68). Los cambios mas frecuentes en el CP son la aneuplidia, la pérdida
alélica en 3p, 49, 9p y 17p, y la ganancia en 1q, 3q, 5p y 17q (69-71).
Metilacién: Los genes mas comunmente metilados en el CP son CDKNZ2A,
FHIT, APC, p16,y RASSF1A (72-75).

Micro-ARN: En el caso del CP se han encontrado diferencias netas en cuanto a
la expresibn de miRNA en muestras de tumores respecto al tejido sano
adyacente (76).

Angiogénesis y el microambiente tumoral: La angiogénesis es un proceso clave
del cancer, esencial para que un tumor de tamano microscOpico pueda
expandirse y ser macroscopico y con relevancia clinica. El factor de
crecimiento endotelial (VEGF) se encuentra frecuentemente sobreexpresado
en el CP y se asocia a mal pronéstico (77, 78), de modo que su inhibicién es
una importante diana terapéutica.

Activacién de oncogenes y rutas crecimiento celular. En el CP, se han descrito
la activacibn de numerosos genes como son EGFR, ERBB2, MYC, KRAS,
MET, CCND1, CDK4, MET, la proteina de fusion EML4-ALK, y BCL2. (79,
80)(81-83). Cabe destacar la activacion de la ruta RAS/RAF/MEK/MAPK, la
cual ocurre hasta en un 20% de los CP (sobre todo, adenocarcinomas) (84), la
familia de protooncogenes MYC (MYC, MYCN y MYCL) (85), o la activacion de
la ruta PISBK/AKT/mTOR (86).

Genes supresores de tumores y rutas de senalizacién inhibitorias: Se han
descrito en el CP numerosos genes supresores de tumores que se presentan
en estado inactivo, destacando TP53, RB1, STK11, CDKN2A, FHIT, RASSF1A
y PTEN (87-92). Son las mutaciones que inactivan p53 las méas frecuentes, de
modo que el gen 17p13 muestra a menudo una deleccién de un alelo y una
mutacion inactivadora del otro (93-95).

Células madre: Cada vez existe mas evidencia a favor de su existencia en
tumores solidos, incluidos el CP (96-98). (99). Se cree que las células madre
tumorales presentan una mayor resistencia a los farmacos citotoxicos y a la

radioterapia que el resto de células del tumor (100, 101).
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j) Metastasis y transicion epitelial-mesenquimal (EMT): En el CP, los marcadores
mesenquimales y los inductores de EMT (Vimentina, Twist y Snail) han sido
descritos como importantes factores prondéstico (102-104).

k) Activacion de la telomerasa: La activacion de la encima elongadora del
teldbmero en las células premalignas previene la pérdida de puntos criticos de la
porcion final del telomero, siendo esencial para la inmortalidad celular (105). La
telomerasa se encuentra activada en mas del 80% de las células del CPCNP y
en practicamente el 100% del CPCP (106, 107)(108).

Mutaciones Rutas desarrollo y Alteracidn n2 copias y Micro-ARN
ADN diferenciacion pulmonar reordenacién ADN

3p, 9p21, 12p, 17p13, 13q

Metilacién

Metdstasis y transicion
/ epitelial-mesenquimal

CDKN2A, FHIT, APC, p16,
RASSF1A

Marcadores i o
Angiogénesis y - cancer /@ﬁ/
microambiente tumoral pulmén //"’/
= : Ster=r?
o N [One |
VEGF, PDGF, FGF, IL8, TGFB
Activacion
Activacién oncogenes y Genes supresores telomerasa
rutas crecimiento tumores y sefiales
tumoral inhibitorias
EGFR, ERBB2, MYC, KRAS, MET, TP53, RB1, STK11, CDKN2A, FHIT, Células madre
CCND1, CDK4, MET, EML4-ALK, RASSF1A, PTEN

BCL2

Figura 4: Esquema de los diferentes marcadores tumorales en el cancer de pulmoén.

4. SIAH2 (Seven in absentia homolog-2)

Las proteinas SIAH (seven in abstentia homolog) son E3 ubiquitin-ligasas con
dominio RING (Really Interesting New Gene) finger. Estas proteinas participan en la
degradacién de proteinas por poliubiquitinacion por el proteasoma (109-111). Hace 2
décadas se descubrid el primer miembro de la familia, denominado seven in absentia
(sina), en Drosophila melanogaster (112, 113). Se identific6 que sina tenia un papel
critico en el correcto desarrollo del fotoreceptor R7 de Drosophila. Posteriormente se
demostr6 que sina era responsable de la degradacién proteasomal de un represor
transcripcional, siendo un evento celular clave en el desarrollo ocular de la mosca
(111). Mas adelante, se aislaron por primera vez los homélogos de sina en ratén
(Siah), evidenciandose su alta homologia entre especies (114). Se han identificado 3
genes murinos de Siah, Siah1a, Siah1by Siah2, que codifican para 3 proteinas SIAH
diferentes (115). Por el contrario, en humanos la familia de proteinas SIAH esta
formada por sé6lo 2 subunidades (SIAH1 y SIAH2), productos de 2 genes diferentes

(109-111, 116). Ambas proteinas muestran un 77% de homologia entre ellas y
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comparten el 96-98% de aminoacidos con las de ratdn (117). Ademas, Sina esta muy
conservada en mamiferos, de forma que la homologia entre Sinay SIAH es del 85%
respecto al residuo carboxi-terminal de 270 aminoéacidos (114, 116).

La funcién mejor caracterizada de la ubiquitina (Ub) es mediar la degradacién
proteica por el proteasoma, lo cual se produce a través de la adicion de cadenas de
poli-Ub a las proteinas diana (118). La maquinaria de la ubiquitinacion es considerada
en la actualidad una prometedora diana terapéutica del cancer, especialmente porque
sus componentes son enzimas potencialmente susceptibles de ser moduladas por
farmacos. Prueba de ello es la eficacia clinica de algunos compuestos inhibidores del
proteasoma como el bortezomid en algunos tipos de cancer como el mieloma multiple
o el linfoma de manto (119). El proceso de ubiquitinacién es una cascada jerarquica en
la que 3 tipos de enzimas (E1, E2 y E3) actuan secuencialmente para promover la
transferencia de Ub a los sustratos. La familia de proteinas E3 Ub ligasas son las que
poseen especificidad de sustrato. Existen 2 moléculas principales que llevan a cabo
esta funcidén: las E3 ligasas tipo HECT, con actividad E3 ligasa intrinseca, que
catalizan de forma directa la transferencia de Ub a los sustratos; y las E3 ligasas tipo
RING, que actitan como adaptadores especificos, uniéndose a enzimas E2 y sus
sustratos, permitiendo asi que las enzimas E2 catalicen la transferencia de Ub (120).

4.1. Estructura y funcion

A nivel estructural, la familia de proteinas SIAH posee un extremo N-terminal
con variabilidad en 40-80 residuos de aminoacidos, pero sin embargo esta altamente
conservada en el extremo C-terminal (de unién a sustrato) y en el anillo RING, que es
el dominio catalitico (114). En mamiferos, SIAH2 es una proteina dimérica de 324
aminoacidos. Como E3 ubiquitin-ligasa, SIAH2 recibe ubiquitina en forma de tioéster
desde una enzima E2 conjugadora de ubiquitina al dominio RING finger, desde el cual
la transfiere posteriormente a sus sustratos. En el extremo C-terminal, presenta dos
estructuras en dedos de zinc y el dominio de union a sustrato (SBD, substrate-binding

domain). En la Figura 5 se representa la estructura de SIAH2.

1 324

SIAH2 133-193 J

RING Finger Zinc Fingers SBD

Figura 5: Estructura de SIAH2. En mamiferos, la proteina estd constituida por 324
aminoéacidos. Posee un dominio RING en el extremo N-terminal, que comprende los aminoacidos 80 al
115, al cual se unen las proteinas E2 de conjugacién de ubiquitina; 2 estructuras de dedos de zinc, entre
los aminoacidos 133 y 193; y un dominio de unién a sustrato (SBD), entre los aminoacidos 130 y 322.
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La estructura en cristal del dominio de union a sustrato es homologa al receptor
del factor de necrosis tumoral (TRAF) (121), habiéndose demostrado posteriormente
que SIAH2 es un regulador de la sefalizacibn TRAF2, mediante la degradacion de
TRAF2 (122).

SIAH2 ejerce su actividad como E3 ubiquitin-ligasa directamente, mediante su
interaccion con sustratos (123, 124), o bien a través de su unibn a proteinas
adaptadoras y proteinas que interaccionan con SIAH tales como SIP (SIAH interacting
protein) o PHYL (phyllopod—link proteins) (125, 126). Se han descrito gran variedad de
sustratos de SIAH2, los cuales regulan importantes rutas de sefializacion celular. Entre
los sustratos de SIAH2 destacan PML, TRAF2, PPAR, AKAP121, HDAC3, DCC, b-
catenina, HIPK2, y la familia de prolil-hidroxilasas reguladoras de hipoxia (PHDs) (122,
123, 125, 127-132). Entre las funciones descritas de SIAH2 destacan la respuesta al
dafio en el ADN, la regulaciéon de la apoptosis, la ruta de hipoxia, el control de la
carcinogénesis y ciclo celular, la transcripcién y la sefializacion celular, la sefalizacidén
de estrogenos, la inflamacioén y la senalizacién RAS (133).

4.2. Expresion y localizacion

SIAH2, el gen que codifica SIAH2, se localiza en el cromosoma 3g25, y
presenta una homologia del 76% con sina (116). La proteina tiene un peso de 36 KDa
y 324 aminoacidos. Siah2 se expresa a nivel de ARNm tanto en tejido embrionario
como en tejidos de ratdon adulto, aunque alcanza sus mayores concentraciones en el
epitelio olfatorio, la retina, el cartilago en proliferacién del hueso en desarrollo (114). En
humanos, SIAH2 se expresa a nivel de ARNm en la mayoria de tejidos (116). En
tumores, se ha detectado una expresion de SIAH2 en la practica totalidad de los
tumores. A nivel celular, aunque SIAH2 se localiza tanto en el nicleo como en el
citoplasma, las formas fosforiladas de la proteina se localizan exclusivamente en el
nucleo y el area perinuclear, de modo que la funcion de SIAH2 se relaciona con
proteinas localizadas en esta zona de la célula (134).

4.3. Regulacién

La expresién de SIAH2 se encuentra regulada tanto a nivel de ARNm, como de
proteina mediante auto-ubiquitinacién, mientras que la regulacion de su actividad se
realiza a través de su unién a diferentes proteinas (125, 129, 135). Sin embargo, poco
se conoce acerca de la regulacidon de la actividad de SIAH2 por modificaciones
traslacionales. En ratones, Siah2 es fosforilada por p38MAPK, lo cual incrementa su
capacidad de degradar PHD3 (134). En humanos, HIPK2 y DYRK2, miembros de la

familia de quinasas DYRK (dual-specificity tyrosine-regulated kinases), fosforilan
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SIAH2, modificando asi su actividad (136, 137). Existen también varios péptidos con
capacidad de modificar la actividad de SIAH2 (138, 139). Pero, hasta ahora, s6lo un
compuesto ha demostrado ser capaz de modificar tanto los niveles de SIAH2 como su
actividad, y es la vitamina K3, mediante un mecanismo independiente de redox (140).
Por otra parte, se ha demostrado que la enzima USP13 posee capacidad de
desubiquitinar, de forma que aumenta la estabilidad de SIAH, puesto que reduce su
capacidad de degradacion tanto de si misma como de sus sustratos PHD3 y Sprouty2
(141). Otro regulador de SIAH2 identificado es la quinasa Src, que es capaz de activar
SIAH2 a través de la fosforilacion de tirosinas (124).
4.4. SIAH2 y Cancer

El papel de las proteinas SIAH en el cancer es controvertido. Actualmente, los
estudios que relacionan la expresion de SIAH con el desarrollo de cancer en humanos
son escasos Yy, ademads, presentan resultados contradictorios en cuando a la
clasificaciéon de SIAH como oncogén o como gen supresor tumoral. Por una parte,
muchos grupos han demostrado un papel oncogénico de SIAH2 en cancer de mama
(142, 143), préstata (144, 145) y hepatocarcinoma (146). Pero, por el contrario,
también se ha catalogado a SIAH (especialmente, a SIAH1) como gen supresor
tumoral en el cancer de mama (147), cancer de estdmago (148) y el hepatocarcinoma
(149). Esto podria explicarse por la diferencia existente entre ambas subunidades de
SIAH, de manera que podrian ejercer roles diferenciales, tal y como ha sido revisado
recientemente por Wong y Moller (150). En la Figura 6 se muestran los diferentes roles
descritos de SIAH2 en la carcinogénesis. Revisando la literatura, el papel de la
proteina SIAH2 en el CP en humanos sélo se ha analizado en profundidad en 2
ocasiones (151, 152). En el primer trabajo, los autores demostraron que SIAH2
desempefa un papel critico en la patogénesis del CP, abriendo asi la posibilidad de
inhibir la actividad de SIAH como nueva terapia dirigida (151). Aunque las
conclusiones se basaban fundamentalmente en experimentos realizados en lineas
celulares, una primera aproximacién empleando muestras de tejido evidencié una
fuerte asociacion entre el incremento en la expresion de SIAH y la proliferacidén celular
tumoral. Sin embargo, la critica principal a este trabajo radica en que no discriminaba
entre las 2 isoformas de la familia, SIAH1 y SIAH2. Ademas, no se analiz6 en detalle la
expresion de SIAH2 a varios niveles. Recientemente, Muller y cols. han analizado
mediante inmunohistoquimica la expresion de SIAH2 en muestras de CBCNP

procedentes de 3 cohortes de pacientes diferentes, encontrando mayores niveles de
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expresiéon en el subtipo histologico epidermoide comparado con el adenocarcinoma
(152).
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Figura 6: Funciones de Siah2 en la carcinogénesis.

5. Metabolémica

5.1. Conceptos generales

La metabolobmica puede definirse como un andlisis contextualizado, tanto
cuantitativo como cualitativo, de metabolitos endégenos de bajo peso molecular
presentes en un sistema biolégico como, por ejemplo, biofluidos, células y tejidos (153-
155). Los metabolitos son productos intermedios y finales resultantes de procesos
metabdlicos celulares, y sus niveles pueden reflejar la huella bioquimica del fenotipo
completo de un sistema biol6gico. El campo de la metabolémica integra las demas
ciencias “6micas”, tales como la gendémica, la transcriptdmica y la protedmica, con los
efectos en el entorno del sistema biologico, generando asi una visién de “arriba abajo”
de la red de genes, proteinas y el entorno, responsables de los cambios
fisiopatoldégicos en el sistema (156). Tal como se muestra en la Figura 7, el
metaboloma se encuentra en un nivel inferior respecto al transcriptoma y proteoma.
Puesto que el metaboloma de cualquier sistema es dinamico, y se ve afectado por
numerosos factores tales como la genética, la susceptibilidad individual, el tiempo y el
entorno, la mayor ventaja de la metabolomica es su habilidad para detectar cambios
metabdlicos sutiles en el metaboloma, los cuales suceden antes de poder detectarse
cambios fenotipicos groseros (157).

El término metabol6mica es un concepto amplio que incluye diferentes tipos de
andlisis, y suele clasificarse en funcion del numero de metabolitos analizados y la

relacion entre éstos y un metabolito o ruta bioquimica concreta. Una forma de clasificar
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los analisis metabolémicos es como dirigidos 0 no dirigidos. La metabolomica dirigida
consiste en el analisis cuantitativo y cualitativo de una lista conocida de metabolitos.
Generalmente, se centra en metabolitos pertenecientes a una o varias rutas
bioquimicas relacionadas entre si, y se emplea en experimentos cuyo objetivo es
responder a cuestiones bioquimicas especificas. Por el contrario, la metabolémica no
dirigida es mas global, de forma que busca medir el mayor nUmero de metabolitos
posible en una muestra determinada (158, 159).

Otra forma de clasificar la metabolémica la divide en 4 tipos de estrategias
analiticas (160): a) Huella metabolémica, que busca analizar rapidamente los procesos
biolégicos en funcién de un conjunto de metabolitos, empleando poca diferenciacion o
cuantificacién, para asi generar resultados de forma rapida; b) Perfil metabolémico,
que estudia de forma cuantitativa y cualitativa un conjunto conocido o desconocido de
metabolitos, generalmente relacionados con rutas o procesos metabdlicos especificos;
c) Anadlisis dirigido basado en isétopos, que se centra en un pequefio grupo de
metabolitos correspondientes a una ruta bioquimica, para medir el efecto directo de
una Unica mutacién génica; y d) la Metabolémica, que se basa en el metaboloma
completo de un sistema biol6gico, incluyendo la medicién cuantitativa de el mayor

namero posible de metabolitos.
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Figura 7: Esquema representativo de la metabolomica.
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5.2. Métodos y técnicas de anadlisis metabolomico

Los pasos basicos para llevar a cabo un experimento de metabolomica
comprenden la preparacién de la muestra, el analisis, la adquisicion de datos y el
analisis de los mismos, seguido de la identificacion y validacidn de metabolitos (158,
161). En la actualidad existen 2 tipos de plataformas de deteccibn para los
experimentos de metabolémica, la espectrometria de masas y la espectroscopia por
resonancia magnética nuclear, cada una con sus ventajas e inconvenientes en lo que
respecta a la preparacién de las muestras, la adquisicién de datos y el analisis (162).
Las muestras que pueden analizarse en metabolomica incluyen células in vivo o ex
vivo, fluidos o tejidos. Biofluidos tales como orina, sangre total, plasma, suero, liquido
ascitico, liquido cefalorraquideo, saliva, lavado broncoalveolar o la secrecion prostatica
se han empleado de forma rutinaria en este tipo de estudios, y son, por tanto, los mas
faciles de manejar en cuanto a adquisicion de datos y manejo de las muestras (154).
Recientemente se han desarrollado nuevas técnicas para usar directamente tejido
tumoral, lo cual implica un manejo mas dificultoso y cuidadoso de la muestra, debido a
la gran heterogeneidad de los tumores y a la posible contaminacién con el estroma
circundante, asi como a su posible degradacién (163).

5.3. Aplicacion en cancer

La existencia de cambios metabdlicos en el cancer se conoce desde hace
mucho tiempo, de forma que las caracteristicas del cancer apuntan hacia una
alteracion profunda en la bioquimica de las células tumorales (164). Asi, para poder
mantener su elevada tasa proliferativa, las células tumorales bypasean o downregulan
determinados procesos metabdlicos y upregulan otros. Uno de los primeros cambios
existentes en el metabolismo tumoral en conocerse fue el llamado efecto Warburg, por
el cual las células neoplasicas incrementan la tasa de respiracidbn anaerdbica
aumentando la glicolisis y disminuyendo el ciclo de los &cidos tricarboxilicos (165).
Actualmente, se presupone que la formacién de un tumor es el resultado de la
interaccion entre factores externos e internos, estimandose que cerca del 80% de los
tumores malignos se correlacionan con factores ambientales. Estos ultimos llevarian a
la alteracion de genes y proteinas relacionadas con la carcinogénesis, los cuales se
reflejarian como cambios en el metaboloma (164, 166-170). El conocimiento de los
cambios metabolémicos que se asocian al desequilibrio entre crecimiento, estasis
celular, apoptosis y diferenciacion que caracterizan a los tumores es clave para
mejorar la deteccion precoz del cancer. Dado que las células tumorales poseen una

elevada tasa proliferativa, tienen altos requerimientos energéticos, lo cual puede ser
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detectado por diferencias en la utilizaciébn de glucosa/energia y sus necesidades de
oxigeno respecto a las células sanas (164, 166-168). Los productos metabolémicos
pueden interactuar directa o indirectamente con moléculas diana, influenciando asi los
riesgos y complicaciones asociadas a determinadas enfermedades, incluido el cancer
(171-173). Puesto que la interaccién entre los metabolitos y determinadas dianas es
dindmica, el conocimiento acerca de la genética, los factores predisponentes y el
grado de exposicion a un agente nocivo (farmaco, téxico o un componente de la dieta)
es fundamental para conocer el metaboloma y su uso potencial como predictor y para
prevenir cambios fenotipicos precoces (174, 175). El futuro de la metabolémica reside
en su habilidad para monitorizar cambios sutiles en el metaboloma, los cuales tiene
lugar antes de que pueda detectarse un cambio grosero en el fenotipo, reflejo a su vez
de la enfermedad.

La metabolémica se ha empleado para el estudio de diversos tipos de cancer.
Asi, Giskeodegard y cols. (176) encontraron una asociacion entre el perfil metabdlico y
la afectacion ganglionar axilar en pacientes con cancer de mama, postulando que los
perfiles metabdlicos del cancer de mama podian proporcionar una informacién muy
beneficiosa para planificar el tratamiento y, por tanto, serian una herramienta valiosa
para el diagnéstico. Yang y cols. (177) llevaron a cabo estudios de metabolémica en
pacientes con carcinoma hepatocelular, encontraron unos cambios significativos en los
perfiles metabdlicos en las muestras de tumor comparado con el tejido adyacente no
tumoral.

5.4. Metaboldmica y cancer de pulmén

El analisis del perfil metabolbmico que caracteriza al CP esta aun en sus
etapas mas precoces. Hasta la fecha, pocos trabajos han demostrado la existencia de
alteraciones en la expresion de determinados metabolitos en muestras de CP.
Gottschalk y cols., (178) empleando 3 lineas celulares diferentes de CP con diferentes
resistencias a farmacos quimioterapicos, evidenciaron cambios significativos en los
niveles de metabolitos tales como colina, lipidos, lactato y glicina, entre otros (178).
Otro estudio analizd el perfili metabolobmico de muestras de carcinoma
bronquiloalveolar, después de ser tratado con erlotinib seguido de reseccion pulmonar
(179). Los autores encontraron una asociacién entre los diferentes niveles de
aminoacidos, fosfocolinas y metabolitos del ciclo de Krebs, con la sensibilidad al
erlotinib y la actividad metabdlica en la tomografia por emisién de positrones (PET).
Mas recientemente, se ha publicado un estudio en el que se empleaba cromatografia

de gases para evaluar muestras tanto de suero como de tejido tumoral en 7 pacientes
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con CP (no microcitico y microcitico) (180). Los autores identificaron 48 metabolitos
alterados significativamente en el cancer de pulmén, asi como un subgrupo de
metabolitos alterados de forma caracteristica en funcién del subtipo histolégico y el
estadio tumoral. Finalmente, otro trabajo que analizé el perfil metabolomico del CP y el
de prostata confirmé una gran actividad glicolitica en las muestras procedentes de CP
(181).
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IV. OBJETIVOS

Los objetivos de este proyecto son, por un lado estudiar factores asociados
tanto a los donantes pulmonares, como a los receptores de TP, para identificar
posibles variables que influyan de forma negativa en la funcionalidad del injerto a corto
y largo plazo, asi como a la supervivencia del paciente. Igualmente, investigar el papel
del SE y la ruta de sefializacion DYRK2-SIAH2 en la carcinogénesis pulmonar, asi
como analizar mediante metabolémica las diferencias en los perfiles bioquimicos del
cancer de pulmén en comparacién con el tejido pulmonar sano del mismo paciente.
Todo esto con el fin de identificar marcadores predictores de funcionalidad del injerto y
de supervivencia a largo plazo para el TP, asi como marcadores asociados a cancer
de pulmén que puedan servir para desarrollar nuevas dianas terapéuticas. Por tanto,

los objetivos especificos del presente trabajo han sido los siguientes:

1. Examinar las tasas de validez de injertos pulmonares ofertados para trasplante
pulmonar a lo largo del tiempo en un programa de trasplante pulmonar de
referencia regional. Estudio de los factores identificados como causales del
rechazo de pulmones ofertados para trasplante, potencialmente sujetos a
intervencién, para incrementar la tasa de donantes validos.

2. Analizar la posible influencia de las caracteristicas clinicas del paciente en
situacién de insuficiencia respiratoria terminal, candidato a trasplante pulmonar,
en los resultados del trasplante, al recibir un donante 6ptimo o marginal. Todo
ello, con la finalidad de identificar predictores de funcionalidad del injerto y de
supervivencia a largo plazo.

3. Investigar el impacto de la extraccion pulmonar en el donante de origen
traumatico realizada en las primeras 24 horas sobre la funcion del injerto y la
supervivencia. Comparacién con los resultados del trasplante cuando dicha
extraccion se lleva a cabo mas alla de las primeras 24 horas.

4. Creacibn y conservacion de wuna pequena coleccibn de muestras
criopreservadas de carcinomas broncogénicos, procedentes de pacientes.
Estudio de la expresion de los miembros de la ruta de senalizacion DYRK2-
SIAH2 en muestras de pacientes con adenocarcinoma y carcinoma
epidermoide pulmonar, y su relacidbn con la clinica patolégica y valores

pronéstico.
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5. Estudio del perfil metabdlico de adenocarcinomas y carcinomas epidermoides

de pulmoén.
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V. MATERIAL Y METODOS

1. ESTUDIO DE MARCADORES PREDICTIVOS EN EL TRASPLANTE
PULMONAR.

1.1. Poblacién y disefio del estudio

1.1.1. Anadlisis de la influencia de las caracteristicas clinicas del

receptor y del donante en los resultados del trasplante

pulmonar

Para analizar la posible influencia de las caracteristicas clinicas del paciente
candidato a trasplante pulmonar en los resultados del trasplante, al recibir un donante
optimo o marginal, se analizaron de forma retrospectiva 365 trasplantes pulmonares
realizados de forma consecutiva en el Hospital Universitario Reina Sofia entre Octubre
de 1993 y Diciembre de 2012. Se excluyeron del analisis 11 retrasplantes y 1
trasplante combinado cardio-pulmonar. Ocasionalmente se llevaron a cabo
procedimientos twinning, de forma que los 2 pulmones de un mismo donante se
implantaron en 2 receptores diferentes. Las variables clinicas que se recogieron en el
estudio fueron las siguientes:

-Donante: Sexo, edad, grupo sanguineo ABO, PaO,/FiO, en el momento de la

extraccion, duraciéon de la ventilacibn mecanica, estancia en UCI, causa de la

muerte, historia de tabaquismo, hallazgos de la radiografia de térax y resultados de
la fibrobroncoscopia.

-Receptor: a) pre-trasplante: edad, sexo, grupo sanguineo ABO, indicacion

trasplante, ventilacion mecanica pre-trasplante; b) intraoperatorias: tipo de

trasplante realizado (unipulmonar/bipulmonar), necesidad circulacion
extracorpérea, tiempos de isquemia del primer y segundo injerto; ¢) post-
trasplante: PaO./FiO, a las 24 horas del trasplante, duracion de la ventilacion
mecanica, episodios de rechazo agudo (totales, en el primer mes, entre el segundo

y tercer mes, y mas alla del tercer mes del trasplante), el sindrome de bronquiolitis

obliterante (BOS), la mortalidad a los 30 dias y la supervivencia.

Los donantes con criterios extendidos (DE) se definieron como aquellos que
cumplieron, como minimo, 2 de los siguientes criterios:

- Edad > 55 afos

- Pa02/FiO2 < 350 mmHg con PEEP de 5 cmH20

- Presencia de infiltrados pulmonares en la radiografia de térax
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- Presencia de secreciones purulentas en la fibrobroncoscopia
- Tiempos de isquemia superiores a 6 horas (en el trasplante unipulmonar) o
superiores a 9 horas en el trasplante bipulmonar
— Historia de tabaquismo superior a 20 paquetes/afio.
Se considerd el valor de la presion parcial arterial de oxigeno del donante en el
momento de la extracciébn en lugar del valor de la oferta inicial del érgano. Los
donantes con indices de oxigenacion por debajo de 300 mmHg, a pesar de un manejo
agresivo, no fueron considerados para el trasplante en ningun caso. Los donantes
ideales (Donantes 6ptimos, DO) cumplieron todos los criterios estandar de seleccién
del donante pulmonar (18). Se consideraron como receptores con criterios extendidos
(RE) aquellos que cumplieron al menos uno de los criterios siguientes:
- Diagnéstico de Fibrosis Pulmonar Idiopatica (FPI) o Hipertensién arterial
pulmonar
- Edad superior a 60 afos
- Candidatos en ventilacion mecanica antes de la realizacion del trasplante
pulmonar
- Necesidad de circulacién extracorpérea durante el trasplante superior a 2
horas
Los receptores 6ptimos (RO) cumplieron todos los criterios estandar de seleccion del
candidato a trasplante pulmonar definidos por la sociedad internacional (ISHLT) (182).
Para el propésito de investigar la influencia de las caracteristicas de los donantes y
receptores en el trasplante pulmonar, se clasificaron donantes y receptores fueron
clasificados como 6ptimos o extendidos, de modo que se crearon 4 grupos: DO, DE,
RO y RE. Se llev6 a cabo un andlisis subsiguiente comparando las 4 posibles
combinaciones:
- Grupo 1: DO aRO
- Grupo 2: DO a RE
- Grupo 3: DE a RO
- Grupo 4: DE a RE
Los objetivos principales fueron la mortalidad a los 30 dias, la aparicién de disfuncién
primaria del injerto (PGD), la aparicibn de bronquiolitis obliterante (BOS) y la
supervivencia. Los objetivos secundarios fueron la apariciébn de complicaciones post-
trasplante, la necesidad de circulaciébn extracorpérea, la estancia en UCI, y la

incidencia de rechazo agudo (RA). Se compar6 la mortalidad a los 30 dias, la aparicién
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de BOS, la supervivencia a largo plazo y otros resultados del trasplante en los DO

respecto a los DE, en los RO respecto a los RE, y entre los 4 grupos del estudio.

1.1.2. Impacto de la extraccion pulmonar en el donante de origen

traumatico realizada en las primeras 24 horas sobre Ia

funcion del injerto y la supervivencia

Para este propésito, se revisaron las historias clinicas de 356 pacientes sometidos a
trasplante pulmonar de forma consecutiva en el Hospital Universitario Reina Sofia, a lo
largo de 17 afios. Se excluyeron los donantes fallecidos por causa no traumatica
(n=220) y los retrasplantes (n=11). Un total de 132 pacientes entraron finalmente en el
analisis. Se estudiaron 53 (40%) trasplantes unipulmonares, 77 (58%) bipulmonares, 1
trasplante combinado hepato-bipulmonar, y un trasplante combinado cardio-pulmonar
(1%). La recogida de los datos se llev6 a cabo de forma retrospectiva. Entre las
variables que se analizaron del donante se incluyeron el sexo, la edad, el grupo
sanguineo ABO, el indice de oxigenacion (PaO./FiO,) en el momento de la extraccion,
la duracion de la ventilacidn mecénica, la estancia en UCI, la causa de la muerte y el
uso de donantes con criterios extendidos (DE). Las variables pre-trasplante del
receptor incluidas en el estudio fueron la edad, el sexo, el grupo ABOQ y la indicacion del
trasplante. Entre las variables intraoperatorias del receptor se analizaron el tipo de
trasplante realizado, la necesidad de circulacion extracorpérea y los tiempos de
isquemia del primer y segundo injerto. Las variables postoperatorias analizadas fueron
el indice de oxigenaci(PaO./FiO,) en las primeras 24 horas, la duracion de la
ventilacion mecanica, los episodios de rechazo agudo (RA) (totales, en el primer mes,
entre el 2° y el 3° mes, y después del 3° mes del trasplante), el BOS, la mortalidad a
los 30 dias y la supervivencia. Los pacientes fueron distribuidos entre el Grupo A, que
comprendié aquellos receptores que recibieron pulmones extraidos dentro de las
primeras 24 horas de la muerte encefélica del donante; y el Grupo B, en el que se
incluyeron los receptores que recibieron pulmones extraidos mas alla de las primeras
24 horas después de la muerte encefalica. Se examiné la influencia de la extraccion
precoz (<24h) o tardia (>24h) en la aparicion de disfuncion del injerto (PGD), BOS,

mortalidad a los 30 dias y la supervivencia.

1.2. Evaluacion del donante y técnica de extraccion y preservacion pulmonar
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Todos los potenciales donantes ofertados al Programa de Trasplante Pulmonar
del Hospital Reina Sofia fueron evaluados por miembros pertenecientes al programa,
tras recoger y discutir los datos generales del donante proporcionados por la
Organizacién Nacional de Trasplantes (ONT) tales como la edad, el sexo, el peso, la
talla, los diametros toracicos, la causa de la muerte, los hallazgos de la radiografia de
térax, el indice de oxigenacion, la serologia y la presencia de comorbilidades. Una vez
analizada inicialmente la validez del donante, y la existencia de un receptor potencial
para dicho donante, el equipo extractor viajo hasta el hospital donante para evaluar in
situ al donante y realizar la extraccidbn en caso de considerarse valido. En alguna
ocasion, la evaluacion de los donantes las realizé otro grupo trasplantador, que envid
los injertos a nuestro centro para realizar el implante (procedimientos twinning). En la
mayoria de donantes potenciales se llevé a cabo un lavado broncoalveolar (BAL) por
el cirujano toracico extractor. En algunos casos no se realizé la fibrobroncoscopia
debido a causas técnicas (donantes pediatricos con luz traqueal pequefa, para los
cuales se carece de un fibrobroncoscopio de calibre adecuado), a inestabilidad del
donante a la llegada del equipo extractor (con lo cual, no se disponia del tiempo
necesario para llevar a cabo el procedimiento), o cuando la extraccion pulmonar la
realizé otro grupo trasplantador que no realizan fibrobroncoscopias en el donante
pulmonar de forma rutinaria.

En general, los donantes fueron aceptados para el trasplante si satisficieron los
criterios clasicos de aceptaciéon: edad < 55 anos, PaO,/FiO, > 300 mmHg, radiografia
de térax sin infiltrados, tabaquismo inferior a 20 paquetes-afo, ausencia de
secreciones purulentas o signos de broncoaspiraciéon en la fibrobroncoscopia, y
ausencia de anormalidades macroscopicas en el momento de la extraccion (182). No
obstante, en casos seleccionados se aceptaron pulmones de donantes mayores de 55
afios, con infiltrados pulmonares poco relevantes, una historia de tabaquismo
presumiblemente superior a 20 paquetes-afio, secreciones purulentas en la
fibrobroncoscopia pero no muy cuantiosas, 0 con pequefios focos contusivos. Sin
embargo, nunca se aceptdé para trasplante ningin donante con un indice de
oxigenacion inferior a 300 mmHg en el momento de la extraccion.

La extraccion pulmonar se llevd a cabo segun la técnica estandar de extracciéon
cardiopulmonar combinada (183). En el momento de la esternotomia media, se le
administraron al donante 10 mg/kg de metilprednisolona (Solu-moderin®, Pharmacia &
Upjohn, Barcelona, Spain). Una vez liberados el corazédn y los pulmones, se heparinizé

al donante (300 U/kg). Se canularon la aorta y el tronco de la arteria pulmonar
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principal, y se administré6 1 mg de prostaglandina E1 (Alprostadil® 500 mcg/ml, Pfizer
Manufacturing Belgium NV/SA, Bélgica) directamente a través del tronco principal de la
arteria pulmonar, antes de clampar la aorta. Los pulmones fueron perfundidos
anterégradamnete a través de la arteria pulmonar principal, purgando el liquido de
preservacion por la orejuela izquierda. A lo largo de todo el periodo de perfusion y
extraccion, los pulmones se mantuvieron ventilados (FiO.<1) y frios, gracias al llenado
de la cavidad toracica con hielo pilé. Al finalizar la perfusion, se extrajo primero el
corazén, se ligb y seccioné la traquea tras aplicar 2 cargas de endograpadora, y se
extrajeron los pulmones insuflados. Inmediatamente después de la extraccion del
bloque, se realiz6 una segunda perfusién pulmonar con la solucion de preservacion,
por via retroégrada (a través de las venas pulmonares), para optimizar la preservacion
pulmonar mediante la perfusion de la circulacidén bronquial (184). La solucion de
preservaciéon empleada (60 ml/kg; 4°C, 30 cm H20) fue el Eurocollins modificado,
hasta el ano 2001, y el Perfadex® (Vitrolife, Goteborg, Suecia) desde entonces en

adelante.

1.3. Técnica quirurgica del trasplante pulmonar

En los receptores se realizd un trasplante uni o bipulmonar, a través de una
toracotomia posterolateral o una toracotomia anterolateral transesternal (clamshell),
respectivamente. Una vez realizada la anastomosis bronquial, se anastomosaron la
arteria pulmonar y la auricula izquierda de forma rutinaria. Se emple6 la circulacién
extracorpérea en caso de que fuera imposible mantener al paciente en ventilacion
unipulmonar durante la neumonectomia del pulmén nativo o el implante del injerto, en
caso de aparicion de disfuncion del injerto después del implante del mismo, o si el
paciente desarroll6 inestabilidad hemodinamica en cualquier fase del implante. Al
finalizar el trasplante, se realiz6 una fibrobroncoscopia para examinar el estado de la

sutura bronquial y aspirar secreciones y coagulos de la via aérea.

1.4. Manejo post-trasplante
El régimen inmunosupresor consisti6 en una triple terapia: ciclosporina o
tacrolimus + azatioprina o micofenolato mofetil + corticoides. La administracién de
metilprednisolona se inici6 de forma intravenosa en el quirdéfano (1 gr antes de la
reperfusién en total, 500 ug por cada pulmén implantado). Inmediatamente después de
finalizar el trasplante se inicié la administracion de ciclosporina (Sandimmun; Novartis,

Basle, Suiza) a una dosis suficiente como para alcanzar unos niveles séricos entre
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350—400 ng/ml, manteniéndose la administracién de metilprednisolona en dosis
decrecientes hasta el 4° dia post-trasplante, en el que se reemplazé por 1,5 mg/kg/dia
de deflazacort (Dezacor; Hoechst Marion Roussel, Barcelona, Espana). La
administraciébn de azatioprina (2 mg/kg/dia; Imurel®; Medeva Pharma, Madrid,
Espafa) se inici6 a las 48-72 horas del trasplante después de conocer los resultados
de los cultivos del donante y del receptor. Sin embargo, algunos pacientes recibieron
micofenolato mofetil (2-3 gr/dia, Cellcept®; Roche Lab., Inc. Nutley, NJ, Estados
Unidos) en lugar de azatioprina. A los pacientes con episodios recurrentes de rechazo
agudo, aquellos con toxicidad secundaria a la administracidén de ciclosporina, y los que
desarrollaron bronquiolitis obliterante, se sustituyd el tratamiento inmunosupresor con
ciclosporina por tacrolimus (Prograf®; Fujisawa, Killorglin, Kerry, Irlanda) a dosis
suficientes para alcanzar niveles séricos entre 10 y 20 ng/mL.

La administracién de antimicrobianos se basé6 en las sensibilidades antibi6ticas
obtenidas en los cultivos de esputo pre-trasplante del receptor, asi como del
broncoaspirado del donante. Se realizaron fibrobroncoscopias a las 24-48 horas del
trasplante, en el momento de extubar al paciente, y posteriormente en caso de existir
sospecha clinica de infeccion o rechazo. No se llevaron a cabo broncoscopias de

manera rutinarias mas alla de esa fecha.

1.5. Definiciones
La disfuncién primaria del injerto (PGD) se definié segun los criterios de la
Sociedad Internacional de trasplante cardiaco y pulmonar (ISHLT) (32). Para detectar
posibles casos con indice de oxigenacién bajos en las primeras 24 horas tras el
trasplante, susceptibles de mejorar precozmente (dafio por reperfusion, edema
pulmonar post-trasplante), sélo se seleccionaron aquellos casos en los que persistid
bajo el indice de oxigenacién, acompafado de infiltrados pulmonares en la radiografia
de térax, a las 72 horas tras el trasplante (PGD grados 2-3 a las 72h). En la Tabla 5
se muestra la clasificacion de la severidad de la disfuncion del injerto segun los

criterios de la ISHLT.

54



Grado PGD PaO2/Fi02 Infiltrados Rx torax

(edema)
0 >300 Ausente
1 >300 Presente
2 200-300 Presente
3 <200 Presente

Tabla 5: Criterios de definicion de la disfuncién primaria del injerto (PGD, primary graft
dysfunction) segun la Sociedad Internacional del trasplante cardiaco y pulmonar (ISHLT:
International Society for Heart and Lung Transplantation) (32).

El sindrome de Bronquiolitis Obliterante, expresion del rechazo crdnico
pulmonar, se definidé segun los criterios de la ISHLT (185). S6lo se consideraron para
el andlisis los casos de BOS grados 2 6 3. En la Tabla 6 se muestra el sistema de
gradacién de la bronquiolitis obliterante de la ISHLT.

Grado BOS Definicion

0 FEV1 > 90% basal y FEV,; ;,5>75% basal
Op FEV1 81-90% basal y/6 FEV5.,5>75% basal
1 FEV1 66-80% basal

2 FEV1 51-65%

3 FEV1 <50%

Tabla 6: Severidad del Sindrome de Bronquiolitis Obliterante (BOS) tras el trasplante
pulmonar. Criterios de la Sociedad Internacional del trasplante cardiaco y pulmonar (ISHLT:
International Society for Heart and Lung Transplantation) (185).

Las complicaciones de la via aérea se definieron como la aparicion de
dehiscencia, estenosis 0 malacia en la anastomosis bronquial, requiriendo tanto
medidas conservadoras como intervencibn médica (cirugia, dilataciébn por

broncoscopia, desbridamiento, tratamiento con laser o colocacion de stents).

1.6. Estudio estadistico

Para analizar la posible influencia de las caracteristicas clinicas del receptor y del
donante en los resultados del trasplante pulmonar, se llevé a cabo un analisis
univariante comparando DO con RO; DE con RO; DO con RE y DE con RE. Para
investigar el impacto de la extraccion pulmonar en el donante de origen trauméatico
realizada en las primeras 24 horas sobre la funcién del injerto y la supervivencia, se

realizé un andlisis univariante para comparar la influencia de cada variable del donante
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en la aparicion de disfuncién del injerto (PGD), episodios de rechazo agudo, el
desarrollo de BOS y la supervivencia a largo plazo. Se determiné la distribucién normal
de las variables continuas, que se representaron como medias + DE (desviacion
estandar). Para analizar diferencias entre variables categéricas se empled la x2 de
Pearson y el test exacto de Fisher. La t de student para muestras no pareadas y el
Test de Mann-Whitney se emplearon para comparar medias entre 2 variables
cuantitativas de muestras con distribucion normal o no normal, respectivamente. Las
comparaciones entre variables continuas de los 4 grupos correspondientes a los
posibles emparejamientos segun el género se llevaron a cabo con el analisis de la
varianza y el test de Scheffe. Se analiz6 y comparé la supervivencia y la supervivencia
libre de BOS empleando el método de Kaplan-Meier y el test de log-rank. Las variables
continuas se representaron como mediastDE (desviacion estandar). Las variables
categéricas se representaron como proporciones y sus correspondientes intervalos de
confianza al 95%. Se consider6 como estadisticamente significativo un valor de P
<0,05. El analisis estadistico se llevé a cabo con el software SPSS v20 Macintosh
(SPSS, Inc., Chicago, IL, EEUU).

2. ESTUDIO DE MARCADORES PREDICTIVOS EN CARCINOGENESIS
PULMONAR. ANALISIS METABOLOMICO Y RUTA DE SENALIZACION
DYRK2-SIAH2.

2.1. Pacientes y muestras.

Se obtuvieron de forma prospectiva muestras de tejido pulmonar procedente de
pacientes con diagnéstico de cancer de pulmén intervenidos quirargicamente con
intencionalidad curativa en el Hospital Universitario Reina Sofia (Cérdoba Espana)
entre Enero de 2011 y Diciembre de 2012. Se obtuvo la autorizacién del Comité de
Etica del Hospital Universitario Reina Sofia para poder coleccionar, utilizar y aimacenar
las muestras en el nodo de Cérdoba perteneciente al Biobanco del Sistema Sanitario
Publico de Andalucia (SAS). Igualmente, se recab6 el consentimiento informado de
todos los pacientes incluidos en el estudio para la cesion de las muestras excedentes
del diagnostico y el mantenimiento del necesario anonimato. Todas las muestras
fueron revisadas histologicamente por 2 patdlogos expertos en cancer de pulmoén,
siendo clasificadas segun la clasificacién de los tumores pulmonares de la OMS (186).

El diagnéstico patolégico de las muestras incluidas en el estudio fue de
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adenocarcinoma en 36 casos y carcinoma epidermoide en 40. Ademas del tumor, en
todos los casos se obtuvo tejido pulmonar no tumoral adyacente al tumor. Ninguno de
los pacientes incluidos en el estudio habian recibido tratamiento quimioterapico o
radioterapico previamente a la intervencidn quirdrgica

Se establecié un protocolo de envio en fresco de las piezas de reseccion
pulmonar desde el area quirurgica del Hospital Reina Sofia hasta el Departamento de
Anatomia Patologica, en un tiempo inferior a 30 minutos. Una vez recibida la pieza
quirdrgica se realizd una seleccién correcta de los tejidos a partir de los sobrantes para
el diagnéstico, lo cual fue llevada a cabo por un patélogo que determin6 en cada caso
la calidad de muestra y diseccion6 las areas de mayor interés siguiendo los criterios
institucionales para la priorizacibn de los estudios (diagnéstico, pronéstico e
investigacion). En ese momento la muestra fue conservada inmediatamente de tres
formas diferentes: una parte fue congelada inmediatamente a -80 ° C en solucion OCT
(optimum cutting temperature), otra fue sumergida en liquido de preservacion RNA-
Later® (Sigma, S. Louis-MO, EEUU) y una tercera fue incluida en parafina para realizar
estudios convencionales de histologia e inmunohistoquimica.

Uno de los puntos mas relevantes de la creacion y obtencion de este material
biologico fue poder hacer una relacion entre los resultados obtenidos de los andlisis
basicos y la clinica de los pacientes. Por este motivo, se desarrollé6 una base de datos
conteniendo las variables clinicas mas relevantes de los pacientes, de acuerdo con los
estandares internacionales actuales (Asociacién Internacional para el Estudio del
Cancer de Pulmé6n-IASLC), estando cada registro asociado con sus muestras

correspondientes de tejido tumoral y sano.

2.2. Analisis histolégico

Los estudios de inmunohistoquimica se realizaron en muestras procedentes de
tumores pulmonares fijadas en formaldehido y embebidas en parafina. Se analiz6 la
intensidad de la tincion de las células tumorales comparadas con el tejido sano
adyacente al tumor. Para ello, se obtuvieron secciones de 5 micras de grosor de las
muestras de tumores, y se montaron en cristales. Posteriormente, las secciones se
desparafinaron en xilol, y se rehidrataron gradualmente en series de etanol y agua
destilada. Se llevé a cabo una tincion con hematoxilina-eosina (H-E) y el anticuerpo
murino anti-SIAH2 24E6H3 (Novus Biologicals®, Cambridge, Reino Unido) en dilucién
1:40, o el anticuerpo policlonal de conejo anti-DYRK2 (AP7534a; Abgent, San Diego,

California; EEUU) en diluciébn 1:50, manteniendo la incubacién con el anticuerpo
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primario a 4 ° C de temperatura durante toda una noche. Para la recuperacion
antigénica de las secciones a tefiir con los anticuerpos anti-SIAH2 o anti-DYRK2, se
incubaron los cristales en vapor (98-100 ° C) durante 30 minutos, con EDTA 1 mM y un
pH de 8.0. Para la cuantificacion de células positivas para SIAH2 o DYRK2, se
inspeccionaron las secciones histolégicas con microscopio bajo un aumento de 20
veces. Se adquirieron imagenes representativas, que se almacenaron en un ordenador
mediante el software Leyca (firecam 3.2).

La evaluacion de la intensidad de la tincion frente a SIAH2 se realiz6 como
sigue: 0, no tincion o tincibn muy tenue a nivel citoplasmatico en menos del 10% de las
células tumorales; 1+, tincion tenue en mas del 10% de las células tumorales; 2+,
tincion débil-moderada a nivel citoplasmatico en mas del 10% de las células tumorales;
y 3+, tincion citoplasmatica muy intensa en mas del 10% de las células tumorales. En
el caso de DYRK2 se utilizd la escala de evaluacion publicada previamente (187). Asi,
se consideré una tincién 0 6 1+ como DYRK2 negativa, mientras que un valor de 2+ 6

3+ fue considerado como DYRK2 positiva.

2.3. Extracciéon de ARN y qRT-PCR

El ARN total fue extraido de las muestras tanto de tejido tumoral pulmonar,
como su correspondiente tejido sano adyacente, preservadas en RNALater a -80 ° C.
Para ello se seleccionaron fragmentos de tejido de unos 50 mg de peso, y se realizo
una homogeneizacion de las muestras mediante esferas de acero de 5 mm de
didmetro en un disgregador TissuelLyser LT (Qiagen®). Posteriormente se realiz6 la
extraccion del ARN en el equipo QlAcube (Quiagen®) siguiendo las recomendaciones
del fabricante mediante el uso del RNasy® Mini Kit (Qiagen®), realizando una
digestion con DNAsa durante el proceso (RNAse-free DNAse set de Qiagen®), y
eluyendo el ARN en un volumen final de 50 uL. La pureza del ARN obtenido se
cuantificé inicialmente mediante medida de absorbancia en un NanoDrop 2000c
(Thermo Fisher Scientific; Waltham, MA; EEUU), para posteriormente ser analizada
mediante microchips Experion™ RNA StdSens Analysis Kit (BIO-RAD, Madrid,
Espafa). S6lo se seleccionaron para el estudio aquellas muestras cuyo indicador de
calidad del ARN (RNA quality indicator, RQI) dio un valor igual o superior a 9.
Igualmente, se descartaron las muestras contaminadas con ADN genémico o ARNt. La
retrotranscripcion del ARNm a ADNc fue llevada a cabo mediante iScript™ cDNA
Synthesis Kit (BIO-RAD, Madrid, Espana) siguiendo el protocolo del fabricante,

empleando 1 ug de ARN total en un volumen de reaccién de 20 uL. La amplificacidén
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de los productos retrotranscritos fue realizada mediante el kit IQ™SYBR® Green
Supermix (Bio-Rad) en un sistema de deteccién iCYCLER (Bio-Rad, Madrid, Espana),
siguiendo el protocolo del fabricante. El programa de amplificacién esta compuesto por
una activacion inicial de 15 minutos a 95 ° C seguida de 50 ciclos de desnaturalizacién
de 10 segundos a 95 ° C, un anillamiento de 30 segundos a 61,4°C (para SIAH2), 30
segundos de extensidén a 72 ° C y un paso de desnaturalizacién de 1 minuto a 97 ° C.
La eficiencia de amplificaciéon fue validada y normalizada frente a la expresion del gen
B-actina, HPRT y la media de ambas (p-actina, HPRT). El cambio de expresion fue
calculado usando el método 27°4° (188). Las secuencias nucleotidicas de los
cebadores utilizados fueron las siguientes: SIAH2 forward: 5'-
CTATGGAGAAGGTGGCCTCG-3'; SIAH2 reverse: 5-CGTATGGTGCAGGGTCAGG-
3'; B-actina forward: 5’-GCTCCTCCTGAGCGCAAG-3’; p actina-reverse: 5'-CATCTGC
TGGAAGGTGGACA-3'; HPRT forward: 5°- ATGGGAGGCCATCACATTGT -3’; HPRT
reverse: 5- ATGTAATCCAGCAGGTCAGCA -3’). Todos los cebadores fueron
adquiridos de Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Alemania).

2.4. Determinacion de la expresion de proteinas mediante western blot.

En primer lugar se llevé a cabo una extraccibn de proteinas de tejido
preservado en solucién de RNALater a -80 ° C, empleando cantidades similares de
tejido tanto de tumor como de su correspondiente tejido sano adyacente. Para ello, un
fragmento de tejido de un peso maximo 50 mg fue resuspendido inmediatamente en
300 uL de tampédn de lisis (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 150 mM NaCl, 10% glicerol y 10%
NP-40) y suplementado con inhibidores de fosfatasas (500 mM NaF, 200 mM NasVOy,)
e inhibidores de proteasas (leupeptina, pepstatina y aprotinina y PMSF). Tras
centrifugar el lisado durante 15 minutos a 4 °C, se mezcld el sobrenadante con tampén
de carga SDS 1x (dodecil sulfato de sodio) y, a continuacion, se procedié a hervirlo a
95 °C durante 3 minutos. A continuacién, las proteinas fueron sometidas a
electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida 8-10% (SDS-PAGE), vy
transferidas después a una membrana de PVDF (fluoruro de polivinilideno) durante 30
minutos a 20 voltios.

Seguidamente, las membranas fueron incubadas en un tampén TTBS (tampén
tris salino con Tween-20 0,1 %) conteniendo leche desnatada disuelta al 5%, para
bloguear los sitios de unidn inespecificos, tras lo cual se lavaron 3 veces en TTBS y se
incubaron con los respectivos anticuerpos. Para ello, se sumergieron las membranas

en el anticuerpo primario diluido en la misma solucién de bloqueo durante toda la
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noche a 4 ° C y agitacion suave. Pasado este tiempo, se lavaron las membranas
durante 10 minutos con TTBS hasta en 3 ocasiones, afadiendo después el anticuerpo
secundario también disuelto en la misma solucion de bloqueo. La incubacion con el
anticuerpo secundario se llevo a cabo a temperatura ambiente, durante un periodo de
1 hora, también en agitacion suave. Finalizada la incubacién con el anticuerpo
secundario, se procedi6é a lavar las membranas de nuevo hasta en 3 ocasiones, para
ya revelarlas empleando un sistema de deteccion de quimioluminiscencia. Las
intensidades de senal de SIAH2 obtenidas en los western blots fueron analizadas y
cuantificadas empleando el software Imaged v1.45 (http://rsbweb.nih.gov/ij/) después
de normalizarlas con las intensidades de sefial de la B-actina. El anticuerpo anti -
actina (AC-74) fue adquiridos a Sigma-Aldrich. Los anticuerpos anti-SIAH2 (sc-5507) y
anti-DYRK2 (sc-66867) fueron obtenidos de Santa Cruz (Santa Cruz, CA, EEUU).

2.5. Modelo de diferenciacion a fenotipo epidermoide con células BEAS-2B

Se realizd un modelo in vitro de diferenciacién de células epiteliales bronquiales
a células de carcinoma epidermoide de pulmén. Para ello, se empleé la linea celular
BEAS-2B, que corresponde a células del epitelio bronquial humano, y que fueron
adquiridas a SIGMA (SIGMA; European Collection of Cell Cultures, Salisbury, Reino
Unido. 95102433). Las células fueron mantenidas en cultivo a 37 ° C y en una
atmosfera humidificada con un 5% de CO,, empleando el medio libre de suero LHC-9
(Life Technologies, Carlsbad, CA, EEUU). La diferenciacién a fenotipo de carcinoma
epidermoide de pulmén se logré mediante la incubacion de las células en el medio
LHC-9 pero enriquecido con un 10% de suero fetal bovino (FBS) durante 7 dias.
Después de este tiempo, las células fueron lavadas en PBS, centrifugadas, y el pellet
fue lisado en buffer NP-40 (20 mM Tris—HCI a pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM
fenilmetilsulfonilfluoruro, 10 mM NaF, 0.5 mM ortovanadato de sodio, 10 mg/mL
leupeptina, 10 mg/mL aprotinina, 10 mg/mL pepstatina, 1% (v/v) NP-40, y 10% (v/v)
glicerol). Una vez centrifugadas, se mezclaron los sobrenadantes con buffer SDS,

procediéndose después a analizar la expresion por western blot.

2.6. Metabolémica
Se llevé a cabo un andlisis del perfil metaboldmico de muestras de tejido
pulmonar tumoral (adenocarcinomas y carcinomas epidermoides) y normal
procedentes de 70 pacientes (35 adenocarcinomas y 35 carcinomas de células

escamosas). El analisis se realiz6 usando la plataforma de la compania Metabolon,
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empleando para ello muestras preservadas en OCT a -80 ° C. Las muestras fueron
preparadas empleando el sistema MicroLab STAR (Hamilton) y sometidas
posteriormente a 2 andlisis en paralelo: Ultrahigh performance liquid chromatography-
Tandem Mass Spectroscopy (UPLC-MS/MS) en condiciones acidas y basicas, y
Cromatografia de gases-espectroscopia de masas (GC-MS). Los compuestos fueron
identificados por comparacién con colecciones conocidas previamente pertenecientes

a dicha empresa.

2.7. Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico realizado a los resultados de metabol6mica se
emplearon test de significacidbn estadistica y analisis de clasificacion. Los test de
significacion estadistica utilizados fueron los siguientes: Test de Welch para comparar
2 medias, la t de student para muestras pareadas, el ANOVA de una via y de 2 vias
para el analisis de la varianza, la correlacion de Pearson para medir la asociaciéon
lineal entre 2 variables, y el test T? de Hotelling. Se consider6 un valor de la p inferior a
0,05 como estadisticamente significativo. Como la medicion de la intensidad de un
metabolito concreto carece en si mismo de relevancia clinica, siendo el valor
importante su medida relativa a la media de la muestra o de la poblacién, se determiné

el z-score, también denominado standard score o normal score.

Para los estudios de correlacion entre los datos de expresion de SIAH2 y los

datos clinicos se emplearon la X2 cuadrado de Pearson y el test exacto de Fisher para
detectar las diferencias entre variables categoéricas. La t de student para muestras
independientes se utilizb para comparar medias entre variables cuantitativas, para
datos con distribucién normal, mientras que, por el contrario, se utilizé el test de Mann-
Whitney para los casos en los que no se pudo determinar la distribucion original ni la
distribucidén de los estadisticos. Para variables con mas de 2 categorias, se empled el
test de Kruskal-Wallis. Con objeto de determinar la relacidbn entre 2 variables
continuas, se llevo a cabo un analisis de regresion lineal. Las variables continuas se
expresan como media + desviacion estandar. Las variables categéricas se expresan
como porcentajes y proporciones. Las diferencias cuyo valor de P fue inferior a 0,05
fueron consideradas como estadisticamente significativas. El andlisis estadistico se
llevé a cabo con el software SPSS (SPSS 20.0 for Mac: SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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VI. RESULTADOS
1. ESTUDIO DE MARCADORES PREDICTIVOS EN EL TRASPLANTE PULMONAR

1.1. Analisis de la influencia de las caracteristicas clinicas del receptor y del

donante en los resultados del trasplante pulmonar

Se realizaron un total de 365 trasplantes pulmonares. Hubo 136 (37,2%)
donantes extendidos (DE) comparado con 229 donantes 6ptimos (DO). Respecto a los
procedimientos realizados, se llevaron a cabo 214 trasplantes bipulmonares (58,5%) y
151 unipulmonares (41,5%). Respecto a los DE, 44 tenian una historia de tabaquismo
superior a 20 paquetes-afio (en el 17% de los donantes el antecedente de tabaquismo
no estaba disponible), 25 eran mayores de 55 anos, 24 tenian una PaO,/FiO, entre
300 y 350 mmHg, 66 tenian una radiografia de térax anormal, 168 tenian una
broncoscopia patoldgica, en 61 el tiempo de isquemia del primer injerto fue superior a
6 horas, y el del 2° injerto superior a 9 horas. El criterio extendido mas frecuente entre
los receptores (RE) fue el diagnéstico de fibrosis pulmonar o hipertensiéon pulmonar
(n=107), seguido de la edad superior a 60 afnos (n=60), la ventilacibn mecanica pre-
trasplante (n=40) y el uso de circulacion extracorpérea durante el procedimiento por

mas de 2 horas (n=13).

1.1.1. Donantes extendidos frente a donantes optimos

El analisis comparativo de los resultados del trasplante en funcion del estado
del receptor (DE vs. DO) se muestra en la Tabla 7. La distribucion por sexos fue
similar en ambos grupos de donantes. Debido a su consideracion como criterio
extendido, los DE tenian mas edad, menor PaO./FiO,, tiempos de isquemia mas
prolongados y fueron ventilados de forma mas prolongada (Tabla 7). Los pulmones
procedentes de DE se trasplantaron mas frecuentemente en receptores de mas edad
(media edad receptor 45 + 16 afos) respecto a aquellos que recibieron pulmones de
DO (40 +17 anos) (P=0,02). Del mismo modo, la proporcion de trasplantes
bipulmonares realizados fue inferior cuando se emplearon pulmones de DE que
cuando se implantaron pulmones de DO. Por el contrario, la causa de la muerte del
donante, la indicacién del trasplante, la necesidad de circulacion extracorpoérea, el
desarrollo de PGD o la mortalidad a los 30 dias no difiri6 entre ambos grupos de
donantes (Tabla 7).
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Variables Donantes IC 95% Donantes IC 95% P

extendidos optimos (DO)

(DE) (n=136) (n=229)
Edad donante (afos) 38 +16 31+13 <0,001
Causa muerte donante: 0,26
- Traumatismo 43 (32,1%) 24-40 90 (42,5) 36-48
- Cerebrovascular 66 (49,3%) 41-57 85 (40,1) 34-46
- Oftras 25 (18,7%) 12-24 37 (17,5) 12-22
Intubacion donante (h) 54 £ 54 45-63 37+34 33-41 <0,001
PaO,/FiO, donante (mmHg) 451 +88 436-466 489 +70 480-498  <0,001
Edad receptor (afios) 45 +16 40 17 0,02
Indicacion trasplante: 0,08
- EPOC 53 (39) 29-49 72 (31,4) 25-37
- FPI 40 (29,4) 22-36 62 (27,1) 21-33
- FQ 32 (23,5) 16-30 69 (39,1) 24-36
_  Otras 11 (8) 4-12 26 (11,4) 7-15
Tipo trasplante: 0,03
- Unipulmonar 70 (41,5) 43-59 81 (35,4) 29-41
- Bipulmonar 66 (48,5) 40-56 148 (64,6) 58-70
Necesidad CEC 24 (17,6) 11-23 48 (21) 16-26 0,44
Tpo. isquemia 1° injerto 341 +70 329-353 297 +43 292-302  <0,001
(min)
Tpo. isquemia 2° injerto 496 + 84 482-510 427 + 56 420-434  <0,001
(min)
PaO,/FiO, receptor (mmHg) 270 =141 246-294 309 + 152 289-329 0,04
PGD 2-372h 14 (14,1) 8-20 19 (12,7) 9-17 0,73
Mortalidad 30 dias 27 (19,9) 13-27 45 (19,7) 15-25 0,96

Tabla 7: Comparacién entre Donantes Extendidos (DE) y Donantes Optimos (DO) en la serie. Las
variables cuantitativas se muestran como medias * desviacion estandar. Las variables cualitativas
se muestran como frecuencias, con los porcentajes entre paréntesis (% dentro de cada grupo). PGD 2-3 a
las 72h: Disfuncion del injerto grados 2-3 a las 72 horas del trasplante pulmonar.

1.1.2. Receptores extendidos frente a receptores optimos

El analisis comparativo de los resultados del trasplante pulmonar en funcion del
estado del receptor (RE vs RO) se muestra en la Tabla 8. La distribucion por sexos
mostrd una predominancia hombre a mujer entre los RE. Ademas, los RE tenian mas
edad, y recibieron pulmones de donantes mas “afosos”. La media del indice de
oxigenacioén fue peor en los RE que en los RO. Como era de esperar, la indicacion del
trasplante fue significativamente diferente en los RE comparado con los RO. Puesto
que la Fibrosis Pulmonar fue un criterio de definicién de los RE en la presente serie de
pacientes, en los grupos con RE la principal indicacién del trasplante fue la fibrosis
pulmonar idiopatica (FPI), seguida de la EPOC, la Fibrosis Quistica y otras. Por el
contrario, el los RO la principal indicacion fue la EPOC, seguida de la Fibrosis Quistica
y de otras. El tipo de trasplante también difiri6 en funcién del tipo de receptores, de
manera que en los RE se llevaron a cabo mas trasplantes unipulmonares respecto a
los RO. El indice de oxigenacion del receptor a las 24 horas del trasplante fue peor en
los RE, que ademas presentaron una tendencia, aunque no significativa, a una mayor
mortalidad a los 30 dias (43 fallecimientos, 23,5% vs 29 fallecimientos, 15,9%,

respectivamente). La duracién de la ventilacibn mecénica en el donante, la causa de
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muerte del donante, el tiempo de isquemia de primero injerto y el desarrollo de PGD no

difirié entre los RO y los RE.

Variables RE (n=183) IC 95% RO (n=182) IC 95% P
Edad donante (afios) 37 £14 3014 <0,001
Causa muerte donante: 0,20
- Traumatismo 63 (34,5%) 27-41 69 (38,3) 36-48

- Cerebrovascular 88 (49,1%) 42-56 76 (42,3) 34-46

-  Otras 32 (16,4%) 11-21 37 (19,4) 12-22

Intubacién donante (h) 47 £ 48 40-54 40 +£38 33-41 0,13
PaO,/FiO, donante (mmHg) 464 +75 454-474 483 +83 480-498 0,03
Edad receptor (anos) 47 £13 37 £17 <0,001
Indicacién trasplante <0,001
- EPOC 41 (22,4) 16-28 84 (46,2) 25-37

- FPI 102 (55,7) 49-63 0 (0) 21-33

- FQ 29 (15,8) 17-29 72 (39,6) 24-36

- Oftras 11 (6) 39 26 (14,2) 7-15

Tipo trasplante <0,001
- Unipulmonar 111 (60,7) 54-68 40 (22) 29-41

- Bipulmonar 72 (39,3) 32-46 142 (78) 58-70
Necesidad CEC 43 (23,5) 17-29 29 (15,9) 16-26 0,06
Tpo. isquemia 1° injerto 330 + 60 311-329 309 + 56 292-302 0,19
(min)

Tpo. isquemia 2° injerto 466 +70 456-476 440 +73 420-434 0,02
(min)

PaO,/FiO, receptor (mmHg) 273 £144 252-294 313 £ 150 289-329 0,03
PGD 2-372h 19 (16,7) 12-22 14 (10,4) 9-17 0,14
Mortalidad 30 dias 43 (23,5) 17-29 29 (15,9) 15-25 0,06

Tabla 8: Comparacion entre Receptores Extendidos (RE) y Receptores Optimos (RO). Las variables
cuantitativas se muestran como medias + desviacion estandar. Las variables cualitativas se expresan
como frecuencias, entre paréntesis se muestran las proporciones (% de cada grupo). PGD 2-3 72h=
Disfuncion del injerto grados 2-3 a las 72 horas del trasplante pulmonar.

1.1.3. Anadlisis en funciéon de las cuatro posibles combinaciones

donante/receptor

En la Tabla 9 se muestra la comparacion entre las 4 parejas posibles de
donantes/receptores. Globalmente, la distribucién por sexos fue similar en las 4
combinaciones. Los donantes tenian més edad en los grupos DO/RE, DE/RO 7 DE/RE
comparado con el grupo DO/RO. La duracién de la ventilacibn mecanica en el donante
fue también significativamente superior en los grupos DE/RO y DE/RE. Como cabia
esperar, la indicacion de trasplante fue diferente en los grupos de RE comparado con
los del RO. Asi, las principales indicaciones de trasplante en ambos grupos de RO
fueron la Fibrosis Quistica y la EPOC, mientras que en los grupos con RE la indicacién
mas frecuente fue la fibrosis pulmonar. Respecto al tipo de trasplante realizado, el
trasplante unipulmonar fue la técnica de eleccion en los RE. El trasplante pulmonar en
un RE tuvo un impacto negativo en la duracién de la ventilacion mecéanica tras el
trasplante pulmonar y la estancia en UCI. Hubo una tendencia hacia un incremento en
el numero de episodios de rechazo agudo entre el 2° y 3° mes tras el trasplante en el

grupo DE/RO (media=0,37) y en el de DE/RE (media=0,22) comparado con los grupos
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de DO/RO y DO/RE (media= 0,16 y 0,17, respectivamente), P<0,001. Sin embargo, no
se encontraron diferencias en cuanto al nUmero de episodios de rechazo agudo ni en
el primer mes ni después del tercer mes tras el trasplante. Tampoco se encontraron
diferencias en cuanto a la causa de muerte del donante, el indice de oxigenacion del
donante, la edad del receptor, la necesidad de circulacion extracorpérea, el indice de
oxigenacién en el receptor e las primeras 24 horas, la aparicion de disfuncién primaria
del injerto o a mortalidad a los 30 dias entre todas las combinaciones posibles de

donantes y receptores.

Grupo 2

. Grupo 1 o _ o Grupo 3 o Grupo 4
Variables n=122 (33) IC 95% n(-;gt;s IC 95% n=61 (21) IC 95% n=76 (21) P
Edad donante 27 £12 35+12 37 £17 40 £ 15 <0,001
(afos)
Muerte donante
-Trauma 51 (44,8) 36-54 38 (40) 31-49 22 (36,7) 25-49 21 (28) 0,44
-Cerebrovasc. 43 (37,1) 29-45 41 (43,2) 34-52 25 (41,7) 30-54 42 (56,0)
-Otras 21 (18,1) 11-25 16 (16,8) 10-24 13 (21,7) 12-32 12 (16,0)
10T donante (h) 36 + 33 30-42 38 +35 31-45 47 47 36-58 49 + 59 <0,001
PaO,/FiO, 497 +73 484-510 480 +16 467-493 458 + 93 435-481 445 + 82 0,08
donante (mmHg)
Edad receptor 35+17 46 +17 41 +16 48 + 16 0,17
(ahos)
Indicacion:
-EPOC 51 (41,8) 33-51 21 (19,8) 13-27 33 (54,1) 42-66 20 (17,1) <0,001
-FPI 0(0) 61 (57,5) 48-66 1(1,6) 0-5 40 (52,6)
-FQ 53 (43,4) 34-52 16 (15,1) 8-22 19 (31,1) 20-42 13 (17,1)
-Otras 18 (14,7) 9-21 8(7,5) 2-12 8(10,1) 3-17 3(3,9)
Tipo trasplante:
-Unipulmonar 18 (14,8) 9-21 62 (58,5) 49-67 23 (37,7) 26-50 48 (63,2) <0,001
-Bipulmonar 104 (85,2) 79-91 44 (41,5) 32-50 38 (62,3) 50-74 28 (36,8)
Necesidad CEC 18 (14,8) 9-21 30 (28,3) 20-36 11 (18,3) 9-27 13 (17,1) 0,06
Tpo. isquemia 1° 295 + 42 288-302 300 +43 292-308 335+ 70 318-352 345 + 69 <0,001
injerto (min)
Tpo. isquemia 2° 422 + 58 412-432 442 + 49 432-452 492 + 87 471-513 501 + 81 0,001
injerto (min)
PaO,/FiO2 311 +151 284-338 308 +154 278-338 316 +149 280-352 231 +120 0,17
receptor (mmHg)
10T receptor 69 + 145 43-95 107 + 291 50-164 39 +40 29-49 104 + 204 0,01
Estancia UCI (d) 11+10 9-13 15+18 12-18 12+12 9-15 13+16 0,03
PGD 2-372 h 12 (13,5) 7-19 7 (11,7) 6-18 2 (4,3) 0-9 12 (22,6) 0,05
Mortalidad 30 (d) 17 (18,9) 8-20 28 (26,4) 18-34 12 (19,7) 10-30 15 (19,7) 0,13

Tabla 9: Comparacion entre las 4 posibles combinaciones de donante/receptor en la serie. Grupo
1=DO/RO; Grupo 2=DO/RE; Grupo 3=DE/RO; Grupo 4=DE/RE. Las variables cuantitativas se muestran
como medias + desviacion estandar. Las variables cualitativas se presentan como frecuencias, con los
porcentajes entre paréntesis (% dentro de cada grupo). VM=Ventilacion mecanica. PGD 2-3 72h=
Disfuncion del injerto grados 2-3 a las 72 horas del trasplante pulmonar.

1.1.4. Sindrome de Bronquiolitis Obliterante (BOS)

El analisis del BOS incluyé solo a aquellos receptores que sobrevivieron mas
alld del primer afio tras el trasplante. Hubo una tendencia no significativa hacia una
aparicion mas tardia del BOS en los receptores de DO (mediana 9 afos, IC 95% 7,5-
10,6) comparado con los receptores de DE (mediana 6,4, IC 95% 4,2-8,6) (P=0,61)
(Figura 8A). Por el contrario, la aparicién del BOS fue similar entre RE y RO (8 anos,
IC 95% 5,8-10,1 vs 8,5 afios, IC 95% 6,0-11,1)(P=0,35)(Figura 8B). Cuando se

compararon los 4 grupos de estudio, persistieron las diferencias sutiles en la aparicidén
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del BOS en los grupos de DO: DO/RO 8,0 afos, IC 95% 5,9-10,1; DO/RE 9,2 afios, IC
95% 6,9-11,3; DE/RO 6,7 afios, IC 95% 4,1-9,4; y DE/RE 6,4 afios, IC 95% 3,2-9,6
(P=0,54) (Figura 8C).
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Figura 8: Probabilidad acumulada de BOS. A) Comparacién de la probabilidad acumulada de BOS
entre receptores que recibieron pulmones de donantes 6ptimos (DO) y aquellos que recibieron pulmones
de donantes con criterios extendidos (DE). B) Comparacion de la probabilidad acumulada de BOS entre
los receptores oOptimos (RO) y los receptores extendidos (RE). C) Comparacion de la probabilidad
acumulada de BOS entre los 4 grupos de combinaciones posibles donante/receptor de la serie.
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1.1.5. Supervivencia

La supervivencia actuarial de los receptores de trasplante pulmonar en funcién
del estado del donante y del receptor (6ptimo vs extendido) se muestra en la Figura
10. Un hallazgo interesante fue que no se encontraron diferencias significativas en la
supervivencia de los pacientes que recibieron pulmones de donantes 6ptimos (DO,
mediana supervivencia 4,1 afios, IC 95% 2,5-5,6) y aquellos que recibieron pulmones
de donantes extendidos (DE, mediana supervivencia 6,6 afios IC 95% 1,7-11,6)(Figura
9-A). Por el contrario, los RE sobrevivieron menos que los RO (mediana supervivencia
2,7 anos, IC 95% 1,2-4,1 vs 8,5 afios, IC 95% 4,7-12,2) (P=0,002)(Figura 9-B).
Ademas, cuando se compararon los 4 grupos del estudio, los RE sobrevivieron menos
que los RO, independientemente de la calidad de los donantes: DO/RE 2,1 afios (IC
95% 0-4,4) y DE/RE 3,6 afos (IC 95% 0,3-6,9) vs DO/RO 7,0 afios (IC 95% 2,8-11,2) y
DE/RO 9,4 afnos (IC 95% 3,1-15,7)(P=0,004)(Figura 9-C).
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Figura 9: Supervivencia tras el trasplante pulmonar. A) Comparacién entre la supervivencia de los
pacientes que recibieron donantes éptimos (DO) y los que recibieron donantes extendidos (DE). B)
Comparaciéon entre la supervivencia de los receptores 6ptimos (RO) y la de los receptores extendidos
(RE). Supervivencia en los 4 grupos posibles de emparejamiento donante/receptor.
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1.2. Impacto de la extracciéon pulmonar en el donante de origen traumatico
realizada en las primeras 24 horas sobre la funcién del injerto y la

supervivencia

En la siguiente Figura 10 se representan de forma grafica los tiempos mas
relevantes en el proceso de donacion y trasplante pulmonar. Se analizaron los
resultados del trasplante pulmonar, tomando como base 2 tiempos objetivos:
intubacion del donante y extraccion pulmonar. En funcién de esto, se dividid la
poblacion de estudio en 2 grupos, en funcion de que la extraccibn pulmonar se
realizara precozmente (<24h) o de forma tardia (>24h).

<24h

>24h N\
(
Intubacién Muerte Extraccion
donante encefalica Clampaje Ao

‘\7(( V4 :\\\Alz y

Constante, corto Constante, 8-10h

Trauma Implante

‘ Tiempos estimados

Tiempos objetivos

Figura 10: Representacion grafica de los tiempos mas relevantes en el proceso de donacién y
trasplante pulmonar.

Se analizaron 132 trasplantes de donantes fallecidos por causa traumatica. Las
principales indicaciones se muestran el la Figura 11. Por orden de frecuencia, la
indicacidén de trasplante mas frecuente fue la EPOC (41 casos, 31%), seguida de la
Fibrosis Quistica (38 casos, 29%), la Fibrosis Pulmonar Idiopatica (31 casos, 23%), las
bronquiectasias (9 casos, 7%) y otras en 13 pacientes (10%). Los donantes fueron
hombres en un 76% (n=100) y mujeres en el 24% (n=32) con una media de edad de
24 +11 (7-61) afos.
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Figura 11: Indicaciones de Trasplante Pulmonar en la serie de pacientes. EPOC=
Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica; FQ= Fibrosis Quistica; FPI= Fibrosis Pulmonar
Idiopéatica. BE= Bronquiectasias no-Fibrosis Quistica.

La comparacién entre los Grupos A y B se muestra en la Tabla 10. Hubo 73
pacientes en el Grupo A (55%) y 59 en el B (45%). Hubo una ligera predominancia de
hombres a mujeres entre los donantes traumaticos en ambos grupos A y B, aunque no
significativa (P=0,466). Cabe destacar que los donantes del Grupo B eran mas jévenes
(22,1 + 12,1 anos) que los del A (26,2 + 12,1 afos, P=0,027), y lbgicamente estuvieron
intubados por periodos mas prolongados (67.1 + 44.7 vs 20.4 + 4.6, P<0.001).
Ademas, los receptores del Grupo B desarrollaron mas episodios de rechazo agudo en
el primer mes que los del Grupo A (0.83 + 0.7 vs 0.48 + 0.5, P=0.007). Otros factores
tales como la oxigenacién del donante, los tiempos de isquemia, la oxigenaciéon del
receptor al llegar a la UCI y la duracidén de la ventilacion mecénica en el receptor no
difirieron de forma significativa entre los grupos. Del mismo modo, no hubo diferencias
respecto al uso de donantes extendidos, el diagnéstico del receptor, el tipo de

trasplante realizado o la necesidad de circulacién extracorpérea (Tabla 10).

71



Variables Grupo A o Grupo B o
(n=73) IC 95% (n=59) IC 95% p
Edad donante (afios) 26.2+12.1 23.5-28.9 22.1£9.1 19.8-24.4 0.027
Sexo donante:
- Hombre 56 (77) 45-67 44 (75) 33-55 0.466
- Mujer 17 (23) 8-26 15 (25) 4-26
Edad receptor (afios) 40.9+17.5 36.9-44.9 40.1+£18.0 35.5-44.7 0.808
Sexo receptor:
- Hombre 56 (77) 45-67 37 (67) 25-49 0.088
- Mujer 17 (23) 8-26 22 (33) 10-34
IOT donante (h) 20.4+4.6 19.4-21.4 67.1+44.7 55.7-78.5 0.000
PaO,/FiO, donante(mmHg) 479+79 461-497 475483 454-496 0.773
Donante extendido 10 (13) 3-17 12 (20) 2-22 0.233
Indicacion trasplante:
Enfisema 22 (30) 12-32 19 (32) 7-31 0.477
Fibrosis pulmonar 17 (23) 8-26 14 (24) 3-25
Fibrosis Quistica 24 (31) 14-34 14 (24) 3-25
Bronquiectasias 4 (5) 0-8 5(8) 0-10
Otras 6 (11) 0-12 7 (12) 0-14
Tipo de trasplante:
Unipulmonar 30 (41) 19-41 23 (39) 11-35 0.302
Bipulmonar 42 (57) 31-53 35 (59) 23-47
Combinado 1(2) 1(2)
Necesidad CEC 11 (15) 3-19 7 (12) 0-14 0.393
Tpo. isquemia (1° injerto 322+73 305-338 33178 311-351 0.437
(min)
Tpo. isquemia (2° injerto 453+80 435-471 467162 451-483 0.424
(min)
PaO,/FiO; 24 h receptor 303+143 270-336 208+133 174-242 0.573
(mmHg)
IOT receptor (h) 99+217 49-149 100+213 46-154 0.993
Estancia UCI receptor 32+20 28-36 32+18 28-36 0.136
(dias)
Rechazo Agudo (n):
- Gilobal 0.93+1.0 0.58-1.28 1.49+1.2 1.19-1.79 0.012
- 1°mes 0.48+0.5 0.37-0.59 0.83+0.7 0.66-1.0 0.007
—  2°.3°meses 0.23+0.42 0.14-0.32 0.40+0.5 0.38-0.52 0.111
- >3°mes 0.30+0.5 0.19-0.41 0.34+0.6 0.19-0.49 0.715
Disfuncion primaria injerto 9 (16) 1-17 13 (26) 2-24 0.178
Complicaciones 12 (17) 4-20 4(7) 0-8 0.110
bronquiales
Mortalidad 30 dias 7 (10) 2 (3.5) 0.130
Mortalidad global 40 (51) 29-51 38 (49) 25-51 0.290
Causa muerte:
- Infeccién (no-CMV) 13 (33) 15 (41) 0.634
- BOS 9 (23) 12 (33) 0.446
- PGD 5(12) 5(8) 0.430
- Fallo cardiaco 5(12) 2 (6) 0.430
- Quirdrgica 5(12) 1(3) 0.130
- CMV 2 (5) 1(3) 0.510
- Rechazo Agudo 1(3) 2 (6) 0.615

Tabla 10: Comparacion entre los grupos A y B. Las variables cuantitativas se expresan como medias +
desviacion estandar. Las variables cualitativas se expresan como valores absolutos, con los porcentajes
entre paréntesis. CMV=citomegalovirus; BOS= sindrome de bronquiolitis obliterante; PGD= Disfuncién
primaria del injerto.

72



1.2.1. Mortalidad

La mortalidad global fue similar en ambos grupos: 50 pacientes (55%)
fallecieron en el Grupo A, comparado con 38 pacientes (64%) en el Grupo B (P=0,29).
La infeccibn por gérmenes distintos al citomegalovirus (CMV) junto con el BOS
causaron 2/3 de los fallecimientos en la serie (28 y 21 casos, respectivamente). Otras
causas de muerte menos frecuentes fueron el PGD (7 pacientes, 10%), el fallo
cardiaco (7 pacientes, 10%), complicaciones quirlrgicas (5 pacientes, 7%), infeccidén
por CMV (3 pacientes, 4%), o el rechazo agudo (3 pacientes, 4%). Sin embargo, estas
diferencias no fueron estadisticamente significativas. Algunos pacientes desarrollaron
mas de una complicacion. Al analizar la mortalidad a los 30 dias, s6lo 2 pacientes (3%)
del Grupo B fallecieron dentro del primer mes del trasplante, comparado con 7
pacientes (10%) del Grupo A, pero estas diferencias tampoco fueron significativas
(Tabla 10).

1.2.2. Disfuncion primaria del injerto

La incidencia global de PGD grados 2-3 a las 72 horas del trasplante fue del
17% (IC 95% 10-23%) (22 receptores). No hubo diferencias en la aparicion de PGD
entre los Grupos A y B, aunque hasta un 26% de pacientes (n=13) del Grupo B

desarrollaron PGD comparado con 9 pacientes (16%) del Grupo A (P=0,17) (Tabla 10).

1.2.3. Supervivencia

En la Figura 12 se muestran las curvas de supervivencia para ambos grupos.
La supervivencia global del Grupo A fue de 5,7 afios, comparada con 5 afios en el
Grupo B, sin existir diferencias estadisticamente significativas (P=0,93)(Figura 12-A).
Cuando se analizaron sélo aquellos pacientes que sobrevivieron al menos el primer
afio tras el trasplante pulmonar, la probabilidad de supervivencia fue también similar
en ambos grupos, de modo que la supervivencia del Grupo A fue de 11,5 afos y del
Grupo B 12,8 afios (P=0,99)(Figura 12-B). A continuacion, se llevé a cabo un analisis
de la supervivencia estratificando por la indicacién de trasplante. Se observo que la
supervivencia fue similar en los Grupos A y B para los pacientes trasplantados por
EPOC y Fibrosis Quistica (P=0,51 y P=0,96, respectivamente). Por el contrario, los
pacientes trasplantados por Fibrosis Pulmonar presentaron peor supervivencia cuando
recibieron pulmones procedentes de donantes traumaticos, extraidos en las primeras

24 horas tras la muerte encefalica (Grupo A, Figura 13). El hecho de que las
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diferencias encontradas no alcanzasen significacidbn estadistica probablemente se

deba a que no hubo supervivientes a largo plazo en el Grupo B.
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Figura 12: Probabilidad de supervivencia tras el trasplante pulmonar. A) Probabilidad de
supervivencia comparando los receptores de pulmones procedentes de donantes traumaticos extraidos
en las primeras 24 horas tras la muerte encefdlica (Grupo A), con los receptores de pulmones
procedentes de donantes traumaticos y extraidos mas alla de las primeras 24 horas tras la muerte. B)
Probabilidad de supervivencia condicional a aquellos receptores que sobrevivieron el primer afio tras el
trasplante pulmonar, comparando a los receptores de donantes traumaticos extraidos en las primeras 24
horas (Grupo A) con aquellos en los que la extraccidn se realiz6 mas alla de las primeras 24 horas (Grupo
B). Métodos de Kaplan-Meier y log-rank.
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Figura 13: Probabilidad de supervivencia en funciéon de la indicaciéon de trasplante pulmonar.
Probabilidad de supervivencia comparando los Grupos A y B, estratificando en funcion de la indicacion del
trasplante: A) EPOC; B) Fibrosis Quistica; C) Fibrosis Pulmonar. Métodos de Kaplan-Meier y log-rank.
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1.2.4. Sindrome de Bronquiolitis Obliterante (BOS)
La probabilidad de supervivencia libre de BOS fue del 82%, 72%, 37% y 22%
para el Grupo Ay del 78%, 68%, 42% y 15% para el Grupo B, alos 3, 5, 10 y 15 anos,

respectivamente. No hubo diferencias ni en la serie global (Figura 14-A, P=0,88), ni al
analizar sélo aquellos pacientes que sobrevivieron mas alla del primer afio tras el

trasplante pulmonar (Figura 14-B, P=0,91).
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Figura 14: A) Probabilidad de supervivencia libre de bronquiolitis obliterante (BOS) en los Grupos
A y B. B) Probabilidad de supervivencia libre de BOS condicional a aquellos que sobrevivieron el primer
afio tras el trasplante pulmonar, en los receptores de los Grupos A y B. Grupo A= pulmones extraidos en
las primeras 24 horas de donantes fallecidos por causa traumatica; Grupo B= pulmones extraidos mas
alla de las primeras 24 horas de donantes fallecidos por causa trauméatica. Método de Kaplan-Meier y test
de log-rank.
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2. ESTUDIO DE MARCADORES PREDICTIVOS EN CARCINOGENESIS
PULMONAR. ANALISIS METABOLOMICO Y RUTA DE SENALIZACION
DYRK2-SIAH2.

2.1. Caracterizacion de la poblacién de estudio

De los 76 pacientes incluidos en este estudio, el 88,16% (n=67) fueron
hombres y el 11,84% (9 casos) mujeres. La edad media de los sujetos del estudio fue
de 65,6 anos, con un intervalo que oscil6 entre los 36 y los 81 afos, siendo la
desviacion tipica de 9,17. El 36,7% (29 pacientes) cumplian los criterios de diagnéstico
de EPOC en el momento de la recogida de los datos. El 95% de los pacientes de la
muestra (72 casos) presentaban un antecedente de tabaquismo, siendo la media de

consumo de tabaco de 50,2 paquetes/ano (Tabla 11).

Variables Adenocarcinoma Epidermoide P
(n=36) (n=40)
Edad (Media) 62.22+9.83 68.79+7.46 0.002
Género 0.001
Hombre 297 ‘t)o
Mujer
Comorbilidades 28 37 0.02
Neoplasias 9 2 0.02
Metastasis en el 7 0 0.005
seguimiento
Tamaio tumor 3.62+1.96 4.6+2.06 0.04
SUVmax tumor 11.55:8.16 13.4+5.73 0.35
0.479
PTI':M 11 6
8 13
1B
7 8
1A
4 7
1B
5 6
A 1 0
1B
Grado diferenciacion 4 2 0.112
:I 16 18
i 18
2

N.E.

Tabla 11. Caracteristicas clinico-patologicas de la cohorte de pacientes del estudio. SUVmax:
maximum Standard Uptake Value (PET/TC); pTNM: TNM patolégico. N.E.= No evaluado.

Un 84,5% de pacientes (65 casos) presentaban comorbilidades, destacando
por orden de frecuencia las enfermedades cardiovasculares (45,6%, 35 casos),
respiratorias (36,7%, 28 casos), digestivas (22,8%, 17 casos), diabetes mellitus
(16,5%, 12 casos), neuroldgicas (12,7%, 9 casos), urolégicas (8,9%, 6 casos), y
hepaticas (3,8%, 3 casos). El 10% de la poblacion de estudio (8 casos) presentaba un
antecedente de alcoholismo en grado moderado. Cabe destacar el antecedente de
enfermedad neoplasica en el 15,2% de los individuos del estudio (12 pacientes). En la
Figura 16 se representan los diferentes tipos de neoplasias previas que presentaron

los pacientes de la serie de estudio. Cabe destacar que el antecedente neoplasico de
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laringe fue el mas prevalente en la serie, y que varios pacientes habian superado mas
de un tipo de neoplasia en el pasado.

6

Frecuencia en n2
w IS

N

Figura 16: Antecedente de neoplasia en la serie de pacientes.

Respecto a la anamnesis, un 12% de pacientes (10 casos) refirieron una
pérdida de peso significativa en el momento de la consulta. Ningun paciente present6
sintomas constitucionales ni sindromes paraneoplasicos al diagnéstico. La forma de
presentacién fue incidental en el 49,4% de los casos (39 pacientes) y sintomatica en el
resto. Entre los sintomas mas frecuentes destac6 la hemoptisis (11,4%, 9 casos), la
neumonia (11,4%, 9 casos), el dolor toracico (11,4%, 9 casos) y la tos (10,1%, 8
casos).

En la Figura 17 se muestra la frecuencia de localizacién de los tumores. La
localizaciébn mas frecuente fue el 16bulo superior derecho (36,7%, 28 casos), seguida
del I6bulo superior izquierdo (27,8%, 23 casos) y del I6bulo inferior derecho (20,3%, 16
casos). En ningun caso se seleccion6 para la intervencidén quirurgica a pacientes con
un estadio clllA por afectacién ganglionar mediastinica (N2) que hubieran recibido
quimioterapia de induccién, como tampoco a pacientes con estadios IlIB o IV. El 56%

de los pacientes intervenidos presentaron un estadio clinico | (IA+IB).
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Figura 17: Localizacion por I6bulos de los tumores resecados en la cohorte de pacientes
analizada en el estudio.

El relacién al estadiaje TNM patologico (pTNM), el 52% de los pacientes se
confirmé un tumor en estadio | (IA+IB), existiendo un incremento de pacientes con
estadio IlA respecto al TNM clinico (18% vs 13%), asi como del estadio IlIA (16% vs
13%). En cuanto a la estadificacion patolégica en funcién del predictor N (afectacion
ganglionar loco-regional), el 70,1% de los casos el tumor no se habia extendido a los
ganglios linfaticos regionales (pNO, 53 pacientes). Se determiné una afectacion de los
ganglios mediastinicos hiliares en el 15,2% de los casos (pN1, 11 pacientes), y
mediastinicos en el 12,7% (pN2, 9 pacientes). En 3 pacientes no se pudo determinar la
afectacion ganglionar por no haberse realizado una linfadenectomia durante la
intervenciéon quirdrgica (pNx, 1,3%). A lo largo del seguimiento, 6 pacientes
desarrollaron metéstasis a distancia (pM1b, 8,9%). Respecto al grado de
diferenciacion tumoral de las muestras incluidas en el estudio, el 44,3% de los tumores
(n=83) extirpados eran moderadamente diferenciados, el 38% pobremente
diferenciados (n=28), y sblo el 7,6% (n=5) eran tumores bien diferenciados. El
patélogo no determiné el grado de diferenciacion tumoral en el 10,1% de los tumores
(n=7).

El tamano medio de los tumores extirpados fue de 4,02 centimetros, con un
rango entre 0,5 cms. y 11,0 cms. y una desviacion tipica de 2,09. Atendiendo al tipo de
cirugia realizado en los pacientes, se logrd una extirpacion completa del tumor (R0) en
el 96,2% de los pacientes (73 casos); sin embargo, se detectd6 una afectacion
microscopica del margen de reseccién (R1) en 3 pacientes (3,8%). La mayoria de los
pacientes no precis6¢ tratamiento adyuvante tras la cirugia (46,8%, 35 casos). No
obstante, se administr6 quimioterapia adyuvante en el 29,1% (22 pacientes),

radioterapia adyuvante en el 2,5% (2 casos), y quimioterapia + radioterapia
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adyuvantes en el 5,1% (4 pacientes). En 13 pacientes (16,5%) no se pudo analizar si
recibieron o no tratamiento sistémico complementario tras la intervencién quirdrgica.

A lo largo del seguimiento, fallecieron como causa del cancer el 15,2% de los
pacientes (n=12). El 79,8% (60 pacientes) permanecieron vivos y libres de
enfermedad, mientras que un 3,8% (3 pacientes) estaban vivos con enfermedad
neoplasica en tratamiento. No se pudo determinar la situacién acerca del estado de

salud (vivo 0 muerto) en 1 paciente (1,3%).

2.2.Estudio de la expresion de SIAH2 a nivel de ARNm en el cancer

de pulmén
Con el objeto de determinar la expresién de SIAH2 en el cancer de pulmén, se

comenzd por investigar la expresion de SIAH2 a nivel de ARNm por PCR a tiempo real
0 PCR cuantitativa (qPCR) en muestras de tejido pulmonar tanto tumoral como en su
correspondiente tejido sano adyacente. Se examinaron 76 piezas quirdrgicas de
reseccion pulmonar por carcinoma broncogénico, comprendiendo tanto el tumor como
su correspondiente tejido sano adyacente. Por consiguiente, se analizaron un total de
152 muestras. De las 76 piezas quirdrgicas, 36 correspondieron a adenocarcinomas y
40, a carcinomas epidermoides.

Se determiné la calidad de las muestras analizadas empleando el sistema de
microchips Experion™ RNA StdSens Analysis, mediante el indicador RQI (RNA quality
indicator). Los cambios en la expresion de SIAH2 en las muestras tumorales
comparadas con las correspondientes sanas se expresaron como veces de induccion.
Como se muestra en la Figura 18, se evidenciaron cambios sutiles en la expresion de
SIAH2 tanto en el adenocarcinoma como en el carcinoma epidermoide de pulmén,

aunque las diferencias no fueron estadisticamente significativas.
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Figura 18: Expresion de SIAH2 a nivel de ARN mensajero en las muestras de CBCNP. Se
extrajo ARN total a partir de muestras de cancer de pulmon preservadas en RNALater. A continuacion, se
determind la integridad del mismo, incluyéndose en el andlisis aquellas muestras cuyo valor del RIN fue
superior a 9. Se compararon los cambios en la expresién de SIAH2 en las muestras tumorales con el
tejido sano correspondiente a cada muestra, mediante qPCR, expresandose los cambios como veces de
induccién. Los valores se normalizaron frente a B-actina y HPRT, calculandose las veces de induccién
génica empleando el método del 2728% | os datos se presentan como el valor medio+DE.

2.3.Estudio de la expresion de SIAH2 a nivel proteico en el cancer

de pulmén
A continuacion, se investigo si existian diferencias en la expresion de SIAH2 a

nivel proteico en el cancer de pulmén, comparado con el tejido pulmonar sano. Para
ello, se llevé a cabo una extraccion de proteinas de tejido de los mismos 76 casos
empleados en el anadlisis del ARNm, y se compard la expresion de SIAH2 en las
muestras tumorales con la expresion en el tejido sano correspondiente, mediante
Western blot. Se analizaron y cuantificaron las bandas de todos los geles por
densitometria. Asi, se comparé la expresion de SIAH2 a nivel proteico en los tumores
con la expresién en el tejido sano, después de normalizar con las intensidades de B-
actina. Los resultados se expresan como densidades relativas. En la Figura 19 se

muestra un gel representativo.
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Figura 19: Gel representativo de la expresion de SIAH2 a nivel de proteina en muestras de cancer
de pulmén comparado con el tejido sano correspondiente, después de normalizar frente a actina.
Los valores que se muestran bajo los geles indican las sefiales de intensidad de SIAH2 y actina,
cuantificadas empleando el software Imaged. Se calculé la expresion relativa de SIAH2 por densitometria
Optica, y se compararon los valores en las muestras tumorales con los del tejido sano, tras normalizar
frente a actina.

Se observd que la expresion de SIAH2 a nivel proteico estaba incrementada
significativamente en las muestras tumorales, tanto de adenocarcinoma como de
carcinoma broncogénico, comparado con el tejido pulmonar sano (Figura 20). Ademas,
el mayor incremento en la expresién de SIAH2 se produjo en el adenocarcinoma, en el
que la expresién se vio incrementada por 4 comparado con el carcinoma epidermoide,

en el que la expresion fue del doble.
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Figura 20: Expresion de SIAH2 a nivel de proteina en muestras de cancer de pulmén de
pacientes, comparado con el correspondiente tejido sano adyacente. (A, B): Se extrajeron proteinas
de muestras de adenocarcinoma y carcinoma epidermoide, asi como del correspondiente tejido sano para
cada una de las muestras, llevandose a cabo un andlisis de la expresion proteica por Western-blot y una
cuantificaciéon de las bandas por densitometria, tras normalizar frente a actina. Los resultados se expresan
como valores relativos de densitometria éptica, y se representan como medias + DE. (C) Se representan
los cambios en la induccion de SIAH2 en las muestras tumorales comparadas con las sanas del mismo
paciente, representandose los resultados como medias + DE.
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2.4.Estudio de la expresion de SIAH2 en funcién del grado de

diferenciacion tumoral en el cancer de pulmon

Para estudiar si la expresion de SIAH2 puede correlacionarse con la
carcinogénesis pulmonar, decidimos evaluar la expresion de SIAH2 y su patrdn de
localizacién celular en el cancer de pulmén por inmunohistoquimica. La intensidad de
senal de SIAH2 fue muy elevada en ambos tipos histoldégicos de cancer de pulmoén,
siendo la localizacién de la tincion predominantemente nuclear (Figura 21). Asi, la
intensidad de sefal fue moderada a fuerte en las muestras tumorales comparado con

el tejido sano, el cual presentaba una tincién ocasional y aislada.
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Figura 21: Expresion de SIAH2 en muestras de adenocarcinoma (A) y carcinoma epidermoide (B),
mediante técnicas de inmunohistoquimica. Se muestran imagenes representativas de cancer de
pulmén y su tejido sano correspondiente, empleando el anticuerpo anti-SIAH2 y hematoxilina-eosina (HE)
(x100).

A continuacion, se decidi6 investigar si la expresién enddégena de SIAH2 a nivel
proteico se modifica con el grado de agresividad del tumor. Para ello, se analizé la
expresibn de SIAH2 en varios tipos diferentes de carcinomas broncogénicos,
incluyendo adenocarcinomas bien diferenciados, adenocarcinomas pobremente

diferenciados y carcinomas epidermoides. Como se muestra en la Figura 22, el
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porcentaje de células tumorales que expresaban SIAH2 se increment6é con el grado
histolégico del tumor, siendo la expresidbn mas elevada en los tumores pulmonares
pobremente diferenciados. Ademas, se hizo evidente una diferencia en la expresion de
SIAH2 entre el carcinoma epidermoide y el adenocarcinoma, de modo que la

expresion de SIAH2 fue mas intensa en el carcinoma epidermoide.

Adenocarcinoma  Adenocarcinoma Carcinoma
Bien diferenciado Pobre diferenciado Epidermoide

Normal

SIAH2

Figura 22: Correlacion entre la expresion de SIAH2 y el grado histoldgico. Se presentan secciones
histolégicas representativas del andlisis inmunohistoquimico de la expresion de SIAH2 en pulmén sano,
adenocarcinoma bien diferenciado, adenocarcinoma pobremente diferenciado, y carcinoma epidermoide
de pulmén. Se objetivé una tincién ocasional para SIAH2 en el nucleo celular del tejido sano, una tincion
moderada en el adenocarcinoma bien diferenciado, y una tincibn muy intensa en el adenocarcinoma
pobremente diferenciado y en el carcinoma epidermoide. (HE: hematoxilina-eosina)(x100).

2.5.Relacién entre la expresion de SIAH2 y las variables clinico-

patolégicas
Para analizar la repercusién biolégica de la expresién de SIAH2 en el cancer de

pulmén, se analizd la posible relacién entre las diferentes variables clinico-patologicas
y los cambios en los niveles de expresién de SIAH2, a nivel tanto de ARNm como de
proteinas, en muestras tumorales comparado con el tejido pulmonar sano. No se
incorporaron los datos de la expresion por inmunohistoquimica en el analisis, puesto
que la expresion de SIAH2 fue positiva en todas las muestras analizadas. Para la
estadificacion del cancer de pulmén se empleé la 72 dltima clasificacion (7% Edicion)
tumor, ganglio, metastasis (TNM), elaborada por la Asociacion Internacional para el
Estudio del Cancer de Pulmén (IASLC) (58). Cabe destacar que se evidencié una
fuerte correlacidon positiva entre la expresion de SIAH2 a nivel de proteina y la
captacion de 'FDG (medida como el SUV maximo-maximum standardized uptake
value) por el tumor (P=0.014)(Figura 23-A). En el mismo sentido, se encontré una
correlacion positiva entre el incremento del tamafio del tumor y la captacion de '®FDG
en el PET/TC (P=0.012)(Figura 23-B).
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Figura 23: Diagrama de dispersion que muestra los resultados del analisis de correlacion de
Pearson. A) Correlacion positiva entre la expresion de SIAH2 a nivel de proteina y la captacion de '°FDG
(medida como SUV méximo) por el tumor en el PET/TC (P=0.014), r2=0.13). (B) Correlacion positiva entre
el creciente tamario tumoral y la captacion de '®FDG en el PET/CT (P=0.012, r?=0.12).

2.6.Estudio de Ia expresion de DYRK2 en el cancer de pulmon

Un trabajo previo demostré la existencia de una regulacion mutua entre SIAH2
y DYRK2 (137). En concreto, la expresidon de SIAH2 facilita la poliubiquitinacion y
degradacién de DYRK2. Para analizar la posible correlaciébn existente entre la
expresidn proteica de SIAH2 y DYRK2 en el carcinoma broncogénico, se decidié
analizar la expresibn de DYRK2 en secciones de adenocarcinoma y su
correspondiente tejido sano adyacente al tumor. Como se muestra en la Figura 24, la
expresion de DYRK2 en el adenocarcinoma estaba disminuida de forma significativa
respecto al tejido sano, sugiriendo asi que la sobreexpresion de SIAH2 se acompafia
de un descenso en la expresion de sus sustratos.

Normal Tumor

Figura 24: Analisis de la correlacion entre la expresion de SIAH2 y DYRK2 por
inmunohistoquimica. Secciones histolégicas representativas de adenocarcinoma y tejido pulmonar sano
adyacente, tefiidas con el anticuerpo anti-DYRK2. (x100).

Por ultimo, se procedi6 a corroborar los resultados obtenidos en tejido humano
empleando para ello un modelo in vitro de diferenciacion. La linea BEAS-2B
corresponde a epitelio bronquial humano normal, que conserva la capacidad de
diferenciarse a fenotipo de carcinoma epidermoide al ser mantenida en medio de

cultivo suplementado con suero. Como se muestra en la Figura 25, se observé una
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expresion inversa entre SIAH2 y DYRK2, tanto en las células del epitelio bronquial
humano normal, como cuando estas fueron sometidas a diferenciacién epidermoide.
Del mismo modo, se objetivd que la expresion de DYRK2 estaba reducida de forma
significativa en el fenotipo epidermoide comparado con las células epiteliales
normales. Por el contrario, los niveles de expresidbn de SIAH2 se incrementaron
significativamente al someter a las células a diferenciacion epidermoide. En conjunto,
estos resultados indican la existencia de una fuerte asociacion entre la expresion de
SIAH2 a nivel proteico y el carcinoma broncogénico. Paralelamente, la expresion de

los sustratos de SIAH2, como DYRK2, esta reducida de forma significativa.
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Figura 25: Analisis de la expresion de SIAH2 y DYRK2 por Western-blot, empleando un modelo in
vitro de diferenciacion celular a fenotipo de carcinoma epidermoide de pulmoén. Las células BEAS-
2B fueron mantenidas en cultivo + suero fetal bovino durante 7 dias, tras los cuales fueron lisadas para
obtener proteinas. Se determind la expresion proteica por inmunoblot, empleando los anticuerpos
primarios frente a SIAH2 y DYRK2 y los correspondientes anticuerpos secundarios. Se muestra un
western-blot representativo de 3 experimentos, indicando las posiciones de las proteinas y los
correspondientes pesos moleculares en kDa.

2.7.Analisis metabolomico del carcinoma broncogénico

2.7.1. Perfil metabolémico

Se analizaron un total de 136 muestras procedentes de pacientes con
carcinoma epidermoide y adenocarcinoma de pulmén (68 procedentes de tumores y
otras 68 del tejido sano correspondiente al mismo paciente). Tal y como se muestra en
la Tabla 12, se identificaron un total de 800 compuestos conocidos, denominados
biomoléculas, en las muestras de carcinoma epidermoide, y 443 en las de
adenocarcinoma. En el caso del carcinoma epidermoide, se detectaron cambios
significativos en el tejido tumoral frente al sano en 623 metabolitos, mientras que en el
adenocarcinoma se detectaron cambios significativos en 271 (P<0,05). Respecto al
carcinoma epidermoide, se detecté un incremento significativo en los niveles en 512
compuestos, frente a un descenso en 111. En el adenocarcinoma fueron 223 los
metabolitos cuya expresidn se vio incrementada de forma significativa, comparado con
48 en los que se vio disminuida. Con un nivel de significacion estadistica entre 0,05 y

0,10, se identificaron alteraciones en otros 30 metabolitos en el caso del carcinoma
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epidermoide y 26 en el adenocarcinoma (25 con aumento de sus niveles y 5, con

disminucion de los mismos, vs. 23 con aumento de los niveles y 3 con descenso,

respectivamente).
Metabo_llto_s. con cambios Ca. Epidermoide/Tejido sano Adenocarcinoma/Tejido
significativos sano
Total metabolitos (p<0,05) 623 271
Metabolitos (W) 512/111 223/48
Total metabolitos
(0,05<p<0,10) 30 26
Metabolitos (W) 25/5 23/3

Tabla 12: Comparaciones estadisticas en el estudio de metabolémica de los tumores
analizados (tumor vs tejido sano). Se presentan las veces de induccién en el tejido tumoral frente al
tejido sano correspondiente, en funcion de su significacion estadistica (P).

2.7.2. Metabolismo celular de la glucosa en el cancer de pulmén

Se detectd un descenso significativo en los niveles de varios compuestos
implicados en la glucolisis, tales como glucosa, 3-fosfoglicerato, 2-fosfoglicerato y
fosfoenolpiruvato, asi como de piruvato y lactato, productos finales de la glucolisis
(Figura 26). Fue también evidente una elevacion de los metabolitos de la ruta de las
pentosas fosfato incluyendo la ribosa, xilulosa-5 fosfato, sedoheptulosa-7-fosfato y
ribosa-5-fosfato, asi como de sorbitol (generado por reduccion de un exceso de
glucosa) y de fructosa. Respecto a los metabolitos de la ruta de los acidos
tricarboxilicos, se observd una elevacién de varios compuestos intermedios tales como
fumarato, malato y oxalacetato, en las células neoplasicas.

En el mismo sentido, se evidenciaron otros cambios sugestivos de un
incremento en la utilizacién de glucosa por las células neoplasicas, de forma que las
muestras tumorales presentaron una elevacion significativa de maltosa, maltotetraosa
y maltopentatosa, oligosacaridos reporteros de la sintesis-degradacion de glucogeno.
Ademas, se detectd un incremento en los niveles de alcoholes de azucares acidos
(ribulosa, ribosa, ribitol, ribonato, xilulosa, xilonato, xilitol y arabitol), aminoazucares
(Nacetil-glucosamina, N-acetil-glucosamina 6-fosfato, N-acetil galactosamina, N-acetil

manosamina y N-acetilneuraminato).
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Figura 26: Metabolismo de la glucosa en el cancer de pulmén. En rojo se muestran los

metabolitos sobre-expresados y, en verde, aquellos cuya expresién se vio disminuida, comparando los
tumores con el correspondiente tejido sano.

En la siguiente tabla se muestran los diferentes analitos del metabolismo de la
glucosa cuya expresion se vio incrementada o disminuida en el carcinoma

epidermoide y en el adenocarcinoma de pulmén (Tabla 13).
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Metabolitos Veces de P Veces de P

induccion induccion
epidermoide adenocarcinoma

glucosa 0,66 1,556° 0,66 0,0002
3-fosfoglicerato 0,19 2,65¢" 0,31 0,0000
2-fosfoglicerato 0,20 2,00e"® 0,32 0,0000
fosfoenolpiruvato 0,21 590¢™ 0,24 0,0000

piruvato 2,95 6,29 ¢ - -
lactato 3,55 0,0000 2,23 0,0000
ribosa 5,02 3,67¢"° 3,31 0,0000
xilulosa-5 fosfato 3,45 4,49 e’ 1,81 0,0106
sedoheptulosa-7-fosfato 1,63 0,0148 1,31 0,4474
ribosa-5-fosfato 6,38 4,17 e® 1,90 0,0503
sorbitol 2,83 2,00 e* 5,07 0,0000
fumarato 2,05 9,26 " 1,23 0,1975
malato 1,53 2,33 e® 2,17 0,0000

oxalacetato 47,36 573¢® - -
maltosa 1,14 0,0477 1,20 0,1398
maltotetraosa 1,24 0,0015 1,40 0,0180
maltopentatosa 2,73 0,0833 2,35 0,4230
ribulosa 6,94 6,53 e? 2,57 0,0001
ribitol 7,43 1,97¢7° 5,30 0,0000

ribonato 6,19 7,140 - -
xilulosa 4,79 2,10 1,88 0,0672
xilonato 4,90 8,79¢” 1,42 0,1814
xilitol 5,15 2,27¢" 3,31 0,0000
arabitol 2,77 4,52 e® 3,05 0,0001
Nacetil-glucosamina 4,20 486¢™ 1,64 0,2715
N-acetil-glucosamina 6- 2,60 2,05 e® 1,93 0,1396

fosfato

N-acetil galactosamina 4,37 2,74 e® 3,29 0,0000

N-acetil manosamina 6,85 3,79¢™"° - -
N-acetilneuraminato 2,66 3,29 ¢® 1,86 0,0238
Fructosa 1,89 0,0024 2,01 0,0024
S-galactoilglutation 10,11 0,0000 3,49 0,0007
Glucosa-6-fosfato 1,73 0,0698 1,32 0,2870
Fructosa-6-fosfato 3,44 0,0000 1,62 0,0159
Acetil-CoA 29,68 0,0000 1,68 0,0121

Tabla 13: Metabolismo de la glucosa en el cancer de pulmén. En rojo se muestran los metabolitos
inducidos y, en verde, los inhibidos.

2.7.3. Niveles de glutation y otros marcadores de estrés

oxidativo en el cancer de pulmoén

El glutatibn juega un papel determinante en la defensa antioxidante, la
homeostasis redox y detoxificacién de toxinas y farmacos. Se detecté un incremento
en los niveles de metionina sulfoxido (MetO), cisteina-glutation disulfuro (marcador
interno de exposicion a radicales libres), asi como una elevaciéon draméatica en los
niveles de glutatién reducido y glutation oxidado en el tejido tumoral respecto al sano.
En el mismo sentido, se detecté una elevacion de cistationina y cisteina en los
tumores, siendo ambos componentes limitantes de la sintesis de glutation.

Los gamma-glutamil aminocidos son generados por la gamma-glutamil
transpeptidasa (GGT), que transfiere la porcion gamma-glutamil del glutatibn a otro
aminoacido, regulando asi el intercambio intra y extracelular del glutatién. Se observé
una elevacion en los niveles de los gamma-glutamil aminoacidos gamma-glutamil-
cisteina, gamma-glutamil-isoleucina, = gamma-glutamil-leucina, = gamma-glutamil-

treonina, gamma-glutamil-triptéfano y gamma-glutamil-valina en el tejido tumoral
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respecto al sano. Los niveles de ascorbato y L-dehidroascorbato (forma oxidada de
ascorbato) y se encontraron elevados de forma dramética (1085 veces y 85 veces,
respectivamente) en las muestras tumorales respecto a las sanas. Igualmente, los
niveles de otros antioxidantes como a-tocoferol y y-tocoferol, ergotioneina y anserina

estaban incrementados comparados con el tejido sano (Figura 27).
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Figura 27: Esquema del metabolismo del glutation y otros marcadores del estrés
oxidativo. En rojo se muestran los metabolitos que aparecieron sobreexpresados en las muestras de
cancer de pulmon.

En la siguiente tabla se muestran los metabolitos de la ruta del glutatibn cuya
expresidn se vio modificada en las muestras de cancer de pulmén respecto al tejido

sano correspondiente (Tabla 14).

Metabolitos Veces de induccién P Veces de P
epidermoide induccién
adenocarcinoma

Metionina sulféxido (MetO) 1,61 0,0048 1,27 0,0234
cisteina-glutation disulfuro 3,35 413¢” 1,12 0,9256
glutatién reducido 335,11 58e"" 5,67 0,0299
glutatién oxidado 54,66 6,25 e® 1,06 0,1281
cistationina 4,85 4,67 e® 2,45 0,0027
cisteina 9,15 587 ¢ 3,18 0,0000

gamma-glutamil-cisteina 38,34 1,31 - -

gamma-glutamil-isoleucina 4,40 6,90 e - -
gamma-glutamil-leucina 2,03 5,00 ™ 1,51 0,0040

gamma-glutamil-treonina 1,64 0,0011 - -

gamma-glutamil-triptéfano 4,69 8,19 e” - -
gamma-glutamil-valina 4,37 8,77 e?® 1,562 0,0532
ascorbato 1085,66 4,72¢™" 16,97 0,0000
L-dehidroascorbato 84,97 1,73 e 1,36 0,2392
5-oxoprolina 1,56 0,011 1,03 0,9247

S-metilglutation 15,44 6,09 e® - -
a-tocoferol 2,42 1,26¢e” 1,85 0,0000
Y-tocoferol 1,78 0,480 1,43 0,0171
Anserina 7,36 6,15¢° 2,51 0,0007
Treonato 0,32 3,41e"° 0,38 0,0000

Tabla 14: Metabolitos de la ruta del glutation. En rojo se muestran los metabolitos sobreexpresados.
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2.7.4. Metabolismo de la arginina y poliaminas en el cancer de

pulmon

En la Figura 28 se representan los cambios observados en el metabolismo de
la arginina y las poliaminas en el cancer de pulmén. No se detectd una elevacion
significativa de arginina o del precursor de poliaminas ornitina en el tejido tumoral
respecto al sano. Sin embargo, se observé un acumulo de putrescina, espermina y
espermidina, asi como de numerosas moléculas relacionadas con las poliaminas, tales
como N(1) acetilespermina, N-acetilputrescina y 5-metiltioadenosina (MTA).

Respecto a los marcadores del remodelado de la matriz extracelular, se
evidencié una elevacién de prolina, trans-4-hidroxiprolina y prohidroxi-pro, asi como
de dimetilarginina asimétrica (ADMA) en las muestras tumorales comparado con el

tejido sano.

arginino-
succinato

aspartato fumarato

INFLAMACION- METABOLISMO
SENALIZACION ENERGETICO

citrulina L <«— INOS —arglmna —» —» creatina—» —» creatinina

b i cicLO
carbamoi UREA
fosfato
urea

ornmna

REMODELADO MATRIZ
EXTRACELULAR
PROLIFERACION putrescma prollna
5-MTA l prolina-hidroxiprolina
espermidina ) -
4-hidroxiprolina
5-MTA
espermina

Figura 28. Metabolismo de la arginina en el cancer de pulmon.

Metabolitos Veces de induccion P Veces de induccion P
epidermoide adenocarcinoma

arginina 1,13 0,812 1,25 0,1578
ornitina 0,97 0,106 1,02 0,3321
creatina 4,90 7,40 e 1,74 0,0010
putrescina 11,86 8,64 ¢ 12,01 0,0000
espermina 3,42 0,0051 1,84 0,0014
espermidina 23,05 1,61 e? 1,74 0,0014

N(1) acetilespermina 45,64 9,34¢m 1,00 -
N-acetilputrescina 105,93 5,00 ¢"° 2,93 0,0003

5-metiltioadenosina (MTA) 13,77 5,61e"° - -
prolina 5,57 6,24 ¢ 1,54 0,0000
trans-4-hidroxiprolina 1,70 1,70 1,64 0,0002
pro-hidroxi-pro 2,84 1,00e™ 2,93 0,0000
Dimetilarginina simétrica 4,44 2,63 e?® 2,21 0,0001
Sadenosilhomocisteina 5,61 1,72¢™ 2,68 0,0000
Aspartato 1,02 0,322 0,85 0,0337
Citrulina 1,30 0,330 1,10 0,2540
Fumarato 2,05 0,26 e” 1,23 0,1975

Tabla 15: Metabolismo de la arginina en las muestras de cancer de pulmén analizadas.
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2.7.5. Metabolismo de los dacidos grasos en el cancer de pulmoén

En las células tumorales se objetivd un incremento en los niveles de
monoacilglicerol, glicerol y de &cidos grasos de cadena media y larga, todos ellos
indicativos de una elevacion de la actividad lipolitica en la célula tumoral. Sin embargo,
se detectaron también niveles elevados de carnitina y acil-carnitinas como
miristoilcarnitina, palmitoilcarnitina, estearoilcarnitina y oleoilcarnitina. Ademas,
observé un incremento significativo en los niveles del cuerpo cetdnico 3-hidroxibutirato
en las células tumorales (BHBA). Por el contrario, los niveles de citrato fueron
significativamente inferiores en la célula tumoral (Figura 29).
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Figura 29: Metabolismo de los acidos grasos en el cancer de pulmoén.

En la tabla 16 se muestran los analitos del metabolismo de los acidos grasos

que presentaron una expresion significativamente diferente en las muestras tumorales

respecto al tejido sano correspondiente.
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Metabolitos Veces de induccién P Veces de P
epidermoide induccion
adenocarcinoma

Glicerol 3,24 2,90e” 1,61 0,0004
Carnitina 0,75 1,28¢”° 0,89 0,0320

Miristoilcarnitina 17,79 0,0346 - -
Palmitoilcarnitina 19,26 0,0010 1,40 0,6216
Estearoilcarnitina 46,16 3,71 e® 2,58 0,1787
Oleoilcarnitina 15,72 0,0154 0,93 0,4553
3-hidrohibutirato (BHBA) 1,25 0,1100 0,89 0,0630
Citrato 0,98 0,0014 0,60 0,0014
1-miristoilglicerol 2,46 8,69¢e® 2,25 0,1509
1-palmitoilglicerol 2,23 3,00e* 1,86 0,0389
2-palmitoilglicerol 16,45 241 3,56 0,0030
1-estearoilglicerol 1,70 9,95 e® 1,53 0,0072
1-oleoilglicerol 3,48 3,31 e® 3,34 0,0020
2-linoleilglicerol 3,78 3,81¢e” 6,61 0,0001
1-araquidonoilglicerol 2,31 1,10€® 1,85 0,0070
2-araquidonoilglicerol 3,64 1,50 ¢ 1,39 0,5735
Palmitato 1,66 594 ¢® 1,38 0,0036
Palmitoleato 3,52 567¢” 2,32 0,0244
Estearato 1,79 1,74 1,50 0,0022
Eicosenato 12,05 853e" 3,76 0,0001
Erucato 13,79 6,00 4,85 0,0000
Propionilcarnitina 0,76 379¢" 0,86 0,0065
QOctanoilcarnitina 1,56 0,0959 0,41 0,0000
Laurilcarnitina 1,73 0,353 0,59 0,0064
Deoxicarnitina 0,68 1,43 ¢ 0,70 0,0587
Acetilcarnitina 0,77 7,69¢® 0,78 0,0086

Tabla 16: metabolismo de los acidos grasos en el cancer de pulmén.

2.7.6. Marcadores de respuesta inflamatoria en el cancer de

pulmén

Se observd un incremento significativo en los niveles de &cidos grasos
esenciales tales como dihomo-linolenato y araquidonato, asi como de numerosos
precursores eicosanoides (prostaglandina E2, A2, B2) y el metabolito 6-ceto-
prostaglandina-F1a, en el tejido tumoral respecto al sano. También se objetivaron

alteraciones en otros mediadores lipidicos como el 13-HODE, 9-HODE y acido 15-

hidroxieicostatetranoico (15-HETE) (Figura 30).
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Figura 30: Marcadores de respuesta inflamatoria en el cancer de pulmén.

En la Tabla 17 se muestran los diferentes metabolitos implicados en la

respuesta inflamatoria cuya expresién se vio alterada en las muestras de cancer de

pulmén.
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Metabolitos Veces de induccion P Veces de P
epidermoide induccién
adenocarcinoma

N6-araquidonato 2,61 2686 2,33 0,0000
PGE2 9,12 6,00 e 9,75 0,0426

PGD2 1,28 0,0383 - -

PGF2a 4,22 6,56 e” -

PGE1 9,23 453¢” - .
PGA2 - - 1,33 0,0426
PGB2 - - 1,64 0,0312
PGF1a 1,84 0,181 1,54 0,7177
15-HETE 8,37 0,884 3,06 0,9860
13-HODE, 9-HODE 3,40 0,481 1,33 0,1846

Tabla 17: Metabolitos implicados en la respuesta inflamatoria con induccion de su expresion en el

cancer de pulmén.

2.7.7. Metabolismo de los fosfolipidos en el cancer de pulmdn

Comparado con el tejido sano, en el tejido tumoral se detectd un acumulo
significativo de glicerol, asi como de multiples metabolitos de fosfolipidos tales como

colin-fosfato, fosfoetanolamina, citidina-5’-difosfocolina, glicerolfosforilcolina (GPC) y

glicerol-3-fosfato (G3P) (Figura 31).
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Figura 31: Metabolismo de los fosfolipidos en el cancer de pulmén.

En la siguiente tabla se muestran los analitos cuya expresion resultd estar

alterada de forma significativa en las muestras de cancer de pulmén (Tabla 18).

Metabolitos Veces de p Veces de induccion p
induccion adenocarcinoma
epidermoide

Glicerol 3,24 2,09 e N 1,61 0,0004
Colin-fosfato 1,91 0,0112 2,60 0,0000
Fosfoetanolamina 1,78 1,32¢e® 2,77 0,0012
Citidina 5'difosfocolina 11,97 8,956 7,63 0,0000
Glicerolfosforilcolina (GPC) 8,41 831e"® 4,08 0,0000
Glicerol 3-fosfato 4,92 340e ™ 1,42 0,0540

Tabla 18: Metabolitos alterados de forma significativa en el metabolismo de los fosfolipidos en las

muestras de cancer de pulmén.
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2.7.8. Metabolismo del carbono en el cancer de pulmoén

El tejido tumoral analizado presenté un acimulo de metabolitos implicados en
varias rutas celulares diferentes. Asi, se evidencié un incremento en los niveles de
glicina, sarcosina, S-adenosilhomocisteina (SAH), metionina y 5-metil-tetrahidrofolato
(THF). Por el contrario, se detectaron menores niveles de betaina (Figura 32).
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Figura 32: Esquema representativo del metabolismo del carbono en el cancer de pulmon.

En la siguiente tabla se pueden observar los metabolitos procedentes del
metabolismo del carbono alterados significativamente en el cancer de pulmén (Tabla
19).

Metabolitos Veces de P Veces de P
induccion induccion
epidermoide adenocarcinoma
Glicina 1,97 1,20 e® 1,40 0,0047
Sarcosina (N-metilglicina) 3,60 8,92¢” 1,61 0,0300
S-adenosilhomocisteina (SAH) 5,61 1,72 e 2,68 0,0000
Metionina 1,91 6,32¢° 1,55 0,0033
5-metiltetrahidrofolato 7,44 2,47 e’ 2,42 0,0001
Betaina 0,86 0,0003 0,75 0,0081

Tabla 19: Metabolitos del metabolismo del carbono. En rojo se muestran los que incrementaron su
expresion; en verde, aquellos en los que se detecté una menor expresion.

2.7.9. Catabolismo de nucledtidos en el cancer de pulmon.

Los niveles de los metabolitos de la ruta de las pentosas fosfato (ribosa-5-
fosfato, ribulosa-5-fosfato, xilulosa-5-fosfato y adenosina monofosfato-AMP) estaban
elevados de forma significativa en el tejido tumoral. Del mismo modo, existid6 un
acumulo de adenosina y guanosina en los tumores comparado con el tejido pulmonar
sano. Cabe destacar que los niveles de mdltiples productos del catabolismo de las
purinas como inosina, hipoxantina, xantina y xantosina también estaban elevados en
los tumores.

Niveles elevados de los metabolitos de las purinas, uridina y citidina, se vieron

acompanados de los catabolitos uracil, dihidrouracil y beta-alanina (Figura 33).
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Figura 33: Esquema representativo del catabolismo de los nucleétidos en el cancer de pulmén.

La Tabla 20 recoge los principales compuestos del catabolismo de los

nucleétidos alterados significativamente en el cancer de pulmoén.

Metabolitos Veces de P Veces de P
induccion induccion
epidermoide adenocarcinoma

Ribosa 5-fosfato 6,38 417 e® 1,90 0,0503
Ribulosa-5-fosfato 3,45 4,49 e” 1,81 0,0106
Adenosina monofosfato (AMP) 10,28 2,36 e’ 2,65 0,0048
Adenosina 2,31 0,0002 1,37 0,0060
Guanosina 2,82 414 ¢® 2,11 0,0000
Inosina 3,02 1,82¢™" 2,04 0,0000
Hipoxantina 1,75 491e® 1,22 0,0056
Xantina 5,50 3,006 1,94 0,0056
Xantosina 3,51 1,207 3,44 0,0000
Uridina 2,48 4,006 1,19 0,0164
Citidina 3,41 432e° 1,63 0,0229
Uracil 2,40 3,51e® 1,85 0,0001
Dihidrouracil 10,26 1,60 ™ 4,86 0,0000
B-alanina 3,18 7,83e° 1,60 0,0108
Adenina 4,96 1,88 ¢ 1,71 0,0032
Urato 1,01 0,563 1,29 0,0157
Alantoina 0,44 1,05¢" 0,59 0,0009
Guanina 0,61 1,14 ¢® 1,38 0,6944
GMP 126,76 237¢* 1,82 0,2675
CMP 3,07 511e® 2,70 0,0000

Tabla 20: Compuestos derivados del catabolismo de los nucleétidos con expresion alterada de
forma significativa en las muestras de cancer de pulmoén. Los compuestos con incremento en su
expresion se muestran en rojo; los que disminuyeron su expresion, en verde.
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VIl. DISCUSION

1. ESTUDIO DE LOS MARCADORES PREDICTIVOS EN EL
TRASPLANTE PULMONAR

1.1. Analisis de la influencia de las caracteristicas clinicas del
receptor y del donante en los resultados del trasplante
pulmonar
El trasplante pulmonar es un tratamiento establecido para las enfermedades

pulmonares en fase terminal. Sin embargo, la escasez de donantes validos sigue
siendo un factor limitante a la hora de incrementar el nUmero de trasplantes realizados.
Dada la escasez de un bien tan preciado, se han desarrollado una serie de estrategias
para expandir el pool de donantes. Asi, muchos grupos han comenzado por liberalizar
los estrictos criterios de aceptacién de donantes pulmonares, con objeto de reducir el
gap existente entre la oferta y la demanda (31, 189), empleando pulmones de
donantes “afiosos” (31, 189-191), con indice de oxigenacidn bajo (192, 193), infiltrados

pulmonares moderados en la radiografia de térax (31), o muy fumadores (194).

En nuestro estudio, el uso de donantes extendidos no incrementé6 la necesidad
de emplear asistencia circulatoria durante el trasplante, la incidencia de disfunciéon del
injerto o la mortalidad a los 30 dias. Cuando se analizaron los resultados al trasplantar
pulmones con bajo indice de oxigenaciébn, no se observaron diferencias en los
resultados iniciales del trasplante, en cuanto a la mortalidad a los 30 dias o la
incidencia de PGD. Cabe resefiar, no obstante, que nunca se aceptaron para
trasplante injertos con un indice de oxigenacion inferior a 300 mmHg. De todas formas,
un indice de oxigenaciéon por debajo de 300 mmHg en el momento de la oferta
pulmonar no deberia de ser considerado como una contraindicacion para el trasplante,
sino mas bien como una oportunidad para comunicarse con el equipo médico del

donante, para manejar de forma agresiva al donante potencial (195).

Antes de llevar a cabo este estudio, la impresién clinica del grupo de
Trasplante Pulmonar del Hospital Universitario Reina Sofia era que el uso de donantes
extendidos no empeoraba los resultados del trasplante siempre y cuando el receptor
se encontraba en buen estado clinico, pero que los resultados eran negativos si el
receptor se encontraba en muy malas condiciones clinicas en el momento del

trasplante.
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El posible impacto del trasplante de donantes marginales a receptores en
condicién critica (receptor de alto riesgo) no se ha abordado con detalle en la literatura
cientifica. La severidad de la enfermedad en el receptor puede, de hecho, alterar los
resultados del trasplante. Asi, la ventilacibn mecanica pre-trasplante se ha asociado a
una elevada mortalidad post-trasplante, aunque un trabajo reciente que analizé 8040
trasplantes pulmonares demostrd que la supervivencia tras el trasplante pulmonar en
pacientes que se encontraban en soporte ventilatorio pre-trasplante estaba
condicionada por el diagnéstico del receptor. Segun los autores, la patologia fibrotica
pulmonar incrementaba por 3-5 veces el riesgo de fallecer en los 6 primeros meses
tras el trasplante (196). La experiencia inicial de nuestro grupo con el trasplante
pulmonar infantil (197) demostrd una prevalencia de un 35% de candidatos pediatricos
en ventilacion mecanica pre-trasplante, comparado con un 10% de adultos. Sin
embargo, no se evidenciaron peores resultados en los pacientes bajo soporte

ventilatorio, comparado con los que se sometieron al trasplante en situacion electiva.

Mas que analizar cada uno de estos criterios por separado, lo que se pretendi6é
investigar en el presente trabajo fueron los resultados del trasplante pulmonar en
funcién del estado tanto del donante (6ptimo o sub6ptimo) como del receptor (6ptimo o
de alto riesgo). Se encontr6 que en los receptores del Grupo 2 (DO/RE) se llevaron a
cabo mas trasplantes unipulmonares, y fue necesaria la asistencia circulatoria en casi
un tercio de los pacientes, comparado con el Grupo 1 (DO/RO). Ademas, hubo una
tendencia hacia una mayor mortalidad a los 30 dias, aunque no significativa. El indice
de oxigenacién en el receptor, el desarrollo de PGD, o la supervivencia a largo plazo
no fue inferior comparado con el grupo mas favorable (DO/RO), sugiriendo que,
cuando el candidato a trasplante pulmonar se encuentra en buen estado clinico, los
resultados tras el trasplante no se ven influenciados negativamente por el uso de
donantes marginales. Los resultados observados en el Grupo 4 (DE/RE) apoyan esta
aseveracion, puesto que, a pesar de tratarse de la peor combinacion donante/receptor
posible, el indice de oxigenacion del receptor a las 24 horas del trasplante, el
desarrollo de PGD o la mortalidad a los 30 dias no fueron peores que en el Grupo 1 (la
combinacién donante/receptor “ideal”) o el Grupo 3. Sorprendentemente, la mortalidad
en el grupo de DO/RE fue incluso peor. Esto contrasta con la experiencia del grupo de
Toronto, que encontrdé que la mortalidad a los 30 dias del trasplante era peor cuando
se trasplantaban donantes marginales a receptores “estandar” (15,6%), y mucho
mayor cuando los receptores no ideales recibian pulmones de donantes extendidos
22,2%) (198).
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En el presente trabajo, se observdé una tendencia hacia una aparicibn mas
tardia del BOS en pacientes que recibieron pulmones 6ptimos comparado con los que
recibieron injertos suboptimos. Por el contrario, la aparicion del BOS fue similar entre
RE y RO, sugiriendo que, como era de esperar, el desarrollo del BOS es depende méas

de la calidad del injerto pulmonar que de las caracteristicas del receptor (199).

Hemos demostrado que la supervivencia a largo plazo del receptor no depende
del estado del donante (6ptimo o extendido). Sorprendentemente, los receptores
extendidos, a diferencia de los 6ptimos, influenciaron negativamente los resultados a
largo plazo del trasplante. Asi, se observé una caida brusca de la mediana de
supervivencia en los receptores extendidos, desde 8,5 afios hasta 2,7 afios. En este
sentido, serian las propias caracteristicas del receptor las que influirian de forma
determinante en los resultados del trasplante pulmonar. En las Gltimas décadas, el
porcentaje de trasplantes pulmonares realizados en sujetos por encima de los 60 afios
de edad en el Hospital Reina Sofia se ha incrementado sustancialmente. Puesto que la
edad avanzada implica la presencia de comorbilidades asociadas, serian esperables
que los resultados tras el trasplante pulmonar fuesen peores comparados con los
candidatos mas jovenes. Con lo cual, aunque la edad pueda no constituir en si misma
una contraindicacién absoluta para el trasplante pulmonar en un sujeto que, por todo lo
demas, se encuentre perfectamente “sano”, la presencia de contraindicaciones
relativas asociadas a la edad avanzada podrian limitar la obtenciébn de buenos
resultados tras el trasplante. En la cohorte analizada, una proporcién considerable de
receptores extendidos estaban diagnosticados de Fibrosis Pulmonar, una condicién
clinica que tradicionalmente se ha asociado a peores resultados tras el trasplante
pulmonar, comparada con otras indicaciones como el enfisema o la fibrosis quistica.
En este sentido, Sundaresan y cols. postularon que cierto grado de disfuncion
pulmonar “reversible” puede ser tolerable en los trasplantes bipulmonares o
unipulmonares para pacientes con enfisema. Por el contrario, el injerto pulmonar
deberia de ser de gran calidad para candidatos con hipertensién pulmonar idiopatica, o
en trasplantes unipulmonares para pacientes con FPI (31). En nuestra opinidén, se
pueden emplear de forma segura injertos pulmonares procedentes de donantes
extendidos en candidatos 6ptimos o extendidos. No obstante, existe un subgrupo de
receptores, aquellos con FPI e hipertension pulmonar secundaria, en los que deberia
evitarse realizar un trasplante unipulmonar empleando un injerto de un donante

extendido.
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1.2. Impacto de la extraccion pulmonar en el donante de origen
traumatico realizada en las primeras 24 horas sobre la funcién

del injerto y la supervivencia

En el presente trabajo se demuestra que la extraccién pulmonar temprana en
donantes fallecidos por causa traumatica, llevada a cabo en las primeras 24 horas del
dafo cerebral, no conlleva peor funcidén del injerto ni inferiores resultados iniciales tras
el trasplante pulmonar. Ademas, la supervivencia a medio y largo plazo no se ve
comprometida por el uso de estos injertos. Sin embargo, el trasplante pulmonar
empleando injertos extraidos de forma temprana de donantes fallecidos por causa

traumatica si que se asocia a peor supervivencia a los 5 afos.

Hasta la fecha, los donantes en muerte encefalica constituyen la principal
fuente de injertos para el trasplante de 6rganos. No obstante, cabe resefiar que la
muerte encefalica se asocia a peor funcién del injerto en el trasplante renal, hepatico,
cardiaco o pulmonar. El pulmén es un érgano especialmente vulnerable, y es posible
que el dafno no llegue a manifestarse hasta después de haber realizado el trasplante.
Varios grupos han investigado el impacto de la causa de la muerte del donante en los
resultados del trasplante pulmonar, encontrando resultados contradictorios. Asi, Waller
y cols. (200) encontraron que el uso de donantes traumaticos no influia en la duracién
de la ventilacibn mecanica tras el trasplante, el indice de oxigenacion a las 24 horas, o
la mortalidad a los 30 dias. Ciccone y cols. del grupo de San Luis (21) demostraron
que los resultados iniciales y la supervivencia a largo plazo eran equivalentes
empleando donantes traumaticos y no traumaticos, aunque los receptores de donantes
traumaticos desarrollaban mas BOS y més episodios de rechazo agudo. En el mismo
sentido, una auditoria de los trasplantes cardiopulmonares llevada a cabo en el Reino
Unido no encontrd ninguna asociacion entre la causa de la muerte del donante y la
supervivencia a medio plazo tras el trasplante pulmonar (22). Por el contrario, Singhal
y cols. (201) analizaron el impacto de la causa de la muerte del donante en los
resultados del trasplante de érganos sélidos, empleando datos del UNOS (United
Network for Organ Sharing). Los autores encontraron que los accidentes
cerebrovasculares se asociaban con peores resultados tras el trasplante, comparado
con el traumatismo craneoencefélico. Sin embargo, los pacientes que recibieron
injertos pulmonares de donantes fallecidos por anoxia fueron los que mostraron mejor

supervivencia y menos rechazo.
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Mientras que algunos autores han esgrimido que los injertos procedentes de
donantes fallecidos por muerte encefalica deberian ser extraidos de forma temprana,
antes de que ocurra mas dafo debido a la consiguiente respuesta inflamatoria
sistémica (202), otros grupos como el de Newcastle (24) han sugerido que retrasar la
extraccion pulmonar podria ser beneficioso, puesto que el dano subclinico inicial
podria mejorar a la vez que el donante potencial es resucitado y estabilizado. Este
mismo grupo ha investigado también la contribucion del dafio pulmonar asociado a la
muerte encefélica (edema pulmonar neurogénico) al desarrollo de disfuncidén del injerto
tras la reperfusion del injerto. Los autores desarrollaron un modelo en ratas en el que
compararon la extraccibn pulmonar temprana (a los 15 minutos de la muerte
encefalica), con la extraccion tardia (después de 5 horas), encontrando que la
extraccion tardia se asociaba con menores cifras de resistencias vasculares
pulmonares, con una funcién del injerto no inferior, asi como tampoco mayores niveles
de inflamacién. Los autores sugirieron la posibilidad de que los pulmones mejoran su
funcion con el tiempo, una vez se atenla la tormenta simpatica en el donante.
Trasladando esto al entorno clinico, Wauters y cols. investigaron la influencia de la
causa de la muerte del donante (25) y los correspondientes intervalos de tiempo en la
supervivencia y la aparicibn del BOS tras el trasplante pulmonar. Los autores
clasificaron las causas de muerte del donante en vasculares, traumaticas y otras
(tumores, hipoxia, metabdlicas e infecciosas), y compararon los intervalos de tiempo
entre el dafio cerebral y la muerte encefélica, asi como desde la muerte enceféalica
hasta la perfusion fria, entre los diferentes grupos. La causa de la muerte no se asoci6
con la mortalidad intrahospitalaria o la supervivencia, pero los receptores de donantes
con un intervalo de tiempo entre la muerte encefélica y la perfusion fria superior a 10
horas mostraron mejor supervivencia. Los autores sugirieron que la calidad del injerto
pulmonar mejoraria con la existencia de un intervalo de tiempo prolongado entre la

tormenta simpatica en el donante y la perfusion fria.

En la misma linea que otros trabajos publicados previamente (23), en el
presente trabajo se encontr6 una ligera predominancia hombre a mujer entre los
donantes traumaticos para ambos grupos A y B, aunque no significativa. Los donantes
traumaticos son predominantemente varones porque este sexo se ve afectado mas
frecuentemente por los accidentes traumaticos comparado con las mujeres, que
fallecen mas por accidentes cerebrovasculares. Es importante resefiar que los
donantes del Grupo B eran mas jovenes que los del A. Cabria esperar que los

donantes jovenes poseyeran menos comorbilidades comparado con los donantes
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“afosos”, lo cual podria explicar por qué los donantes jovenes estuvieran intubados
durante periodos de tiempo mas prolongados antes de ser declarados en muerte
encefalica. Por otro lado, es obvio que los donantes del Grupo B estuvieran intubados
durante mas tiempo que los del A, puesto que el criterio de definicidn para este grupo
fue la extraccidbn pulmonar después de 24 horas de la declaracion de la muerte

encefalica.

En el presente trabajo, la incidencia de PGD es similar a la publicada en el
registro internacional (ISHLT) (23). Hubo una tendencia hacia una mayor incidencia del
PGD en el Grupo B respecto al A, de modo que hasta un 26% de receptores del Grupo
B desarrollaron PGD comparado con un 16% del Grupo A, aunque las diferencias no
fueron estadisticamente significativas. De todos modos, no se encontraron diferencias
significativas en los niveles del indice de oxigenacion de los donantes al estratificar
entre la extraccién temprana y la tardia. Consecuentemente, se podria especular que
los pulmones extraidos de forma tardia mostrarian peor funcién en el receptor, puesto
que, en el tiempo transcurrido desde la declaracién de la muerte encefalica hasta la

extraccion pulmonar, el donante no seria manejado de forma apropiada.

La incidencia de episodios de rechazo agudo fue diferente entre los donantes
extraidos de forma temprana y de forma tardia, como se muestra en la Tabla 10. Una
posible explicacion de este hallazgo podria ser el retraso en la extraccion pulmonar
después de la muerte encefalica de origen traumatica, pero esta aseveracion sigue

siendo hipotética y merece ser objeto de una investigacién mas profunda.

No se encontraron diferencias entre la extraccion pulmonar temprana o tardia y
la supervivencia libre de BOS, tanto en la serie global como al analizar solo los
pacientes que sobrevivieron mas alla del primer afio del trasplante. La supervivencia
libre del BOS en el Grupo A fue del 82, 72, 37 and 22%, y en el Grupo B del 78, 68, 42
and 15%, a los 3, 5, 10 y 15 afnos, respectivamente. Estos resultados coinciden con los
publicados previamente por Wauters y cols. (25). También, la auditoria del trasplante
cardiaco y pulmonar del Reino Unido, que incluyé 580 trasplantes pulmonares, no
encontroé ninguna asociacion entre la causa de la muerte del donante y el desarrollo de
BOS (22). Por el contrario, Ciccone y cols. encontraron una mayor incidencia de BOS

entre los receptores de donantes traumaticos, comparado con los no traumaticos (21).

La supervivencia global de la serie mostr6 una mediana de supervivencia de

5,7 anos para el Grupo A, y de 5 afos para el Grupo B. Para aquellos receptores que
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sobrevivieron mas alla del primer afo tras el trasplante pulmonar, la probabilidad de
supervivencia continu6é siendo similar en ambos grupos. Por el contrario, cuando se
analizo la supervivencia estratificando por la indicacion del trasplante, se encontré una
tendencia hacia una peor supervivencia entre los pacientes con fibrosis pulmonar
cuando recibieron injertos de donantes trauméaticos extraidos de forma temprana
(Grupo A), comparado con los pacientes con Fibrosis Quistica o EPOC. Sin embargo,
estas diferencias no fueron significativas, probablemente debido al hecho de que no
hubo supervivientes a largo plazo en el Grupo B. La supervivencia actual de los
pacientes trasplantados por fibrosis pulmonar al afio, 5 y 10 afios es del 74, 45 y 22%,
respectivamente, unas cifras que son significativamente inferiores que otras etiologias
de enfermedad pulmonar terminal sometidas a trasplante pulmonar. Este hecho
enfatiza la idea de que los receptores de alto riesgo, como aquellos con FPI, deberian
recibir injertos pulmonares de donantes “ideales”, y quizas, extraer pulmones de forma
tardia en los donantes fallecidos por causa traumatica no sea la mejor estrategia para

este subgrupo de receptores.

2. ESTUDIO DE LOS MARCADORES PREDICTIVOS EN EL CANCER
DE PULMON

2.1. Expresion de SIAH2 y DYRK2 en el cancer de pulmén.

Actualmente, existen datos contradictorios en la literatura cientifica respecto al
papel de SIAH en la progresién tumoral. De modo que resulta de vital importancia
investigar cada isoforma de la proteina de manera individual, para poder discriminar el
papel predominante de cada una en el desarrollo de las distintas neoplasias. De todas
formas, existen datos procedentes de estudios in vitro, modelos animales y cohortes
de pacientes que han demostrado un papel predominante de SIAH2 como oncogén en
tumores sélidos y neoplasias hematolégicas (144, 203-206). Nuestros resultados
apoyan esta hipétesis, subrayando que el incremento observado en la expresion de

SIAH2 depende del grado histoldgico del tumor.

La importancia del papel de SIAH2 en la carcinogénesis ha sido validada en
diferentes trabajos que han intentado modular tanto la abundancia de esta ubiquitin-
ligasa como su actividad. Asi, Schmidt y cols. (207) construyeron unas proteinas
Siah1 y 2 mutantes con inactivacion de la actividad E3 ligasa y, por tanto, con bloqueo

de la capacidad de auto-ubiquitinacion y degradacién de sustratos. Los autores

104



encontraron que la reduccién de la funcion de Siah incrementaba la apoptosis celular y
tenia efectos inhibitorios sobre el crecimiento tumoral, concluyendo que Siah media la
tumorigénesis mediada por Ras en el cancer de pancreas. El mismo grupo public6é por
vez primera en la literatura el primer trabajo que analizaba en detalle el papel de las
proteinas SIAH en el cancer de pulmén (151). Al igual que en el presente trabajo, los
autores demostraron una fuerte asociacion entre el incremento en la expresion de
SIAH y la proliferacién de las células tumorales. Sin embargo, los autores no llegaron a
diferenciar entre las 2 isoformas de SIAH (SIAH1 6 SIAH2).

En otro trabajo que analizé el papel de SIAH1 y SIAH2 en un modelo singénico
de cancer de mama (138), los autores observaron que el bloqueo del sitio de union a
sustrato de SIAH daba lugar a una reduccién del crecimiento tumoral y de la
angiogénesis. Estos resultados coinciden también con los publicados por Qi y cols.
(208) en un modelo murino de melanoma. En él, la inhibicién de la actividad de SIAH2
mediante la creacién de una forma mutante dominante negativa en el anillo de RING,
reducia la tumorigénesis, mientras que el bloqueo del sitio de uniéon a sustrato de
SIAH2 reducia la formacion de metastasis pero no tenia ningln impacto en la
formacion de tumores. El mismo grupo investigdb también la contribucion de SIAH2 en
el modelo TRAMP de carcinoma neuroendocrino de prostata (144). Un hallazgo
primordial de este trabajo fue que el silenciamiento génico de Siah2 atenuaba el
desarrollo de tumores neuroendocrinos de prostata. Ademas, tanto la frecuencia como
el tamano de las lesiones metastaticas se redujeron también de forma significativa. En
la misma linea, en un modelo de cancer de prostata los autores encontraron que la
pérdida de SIAH2 retrasaba la aparicién del tumor, reducia la infiltracién del estroma, e
incrementaba la perfusién del tumor a través de una vasculatura tumoral normalizada,
a la vez que disminuia la produccién de factores de crecimiento pro-angiogénicos,
conduciendo finalmente a un incremento en la sensibilidad del tumor a los farmacos

quimioterapicos (204).

Recientemente, Muller y cols. han demostrado como SIAH2 acelera la
degradacién por el proteasoma de TYK2 (Non-receptor tyrosine-protein kinase TYK2),
causando una inactivacion de STAT3 (Signal transducer and activator of transcription
3) en las células del cancer de pulmén (152). Los autores también demostraron la
existencia de una correlacién inversa entre la expresibn de ambas proteinas en
muestras de CPCNP procedentes de diferentes cohortes de pacientes. Ademas,

también evidenciaron que el carcinoma epidermoide de pulmén presenta unos niveles
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significativamente superiores de SIAH2 que el adenocarcinoma. Estas observaciones
concuerdan con las obtenidas en el presente trabajo, en el que el andlisis por
inmunohistoquimica mostré6 una mayor expresion de SIAH2 en las muestras de
carcinoma epidermoide comparado con las de adenocarcinoma. En conjunto, estos
resultados subrayan no solo la importancia de la expresién de SIAH2, sino también de
algunos de sus sustratos, que juegan papeles clave en la regulacion del crecimiento de

la célula tumoral y la carcinogénesis.

Nuestro grupo demostré previamente la existencia de una regulacibn mutua
entre DYRK2 y SIAH2, por la cual SIAH2 media la ubiquitinacién de DYRK2 y controla
su expresion en respuesta a la hipoxia (137). DYRK2 es un miembro de la familia
conservada evolutivamente DYRK (dual-specificity tyrosine phosphorylation-regulated
kinases), las cuales juegan un papel primordial en la ruta de senalizacién en respuesta
al dano al ADN y en la proliferaciéon celular. Aunque el papel de DYRK2 en la
progresion tumoral sigue sin estar claro, se ha descrito una menor expresion en los
tumores agresivos (209). Nosotros hemos demostrado como el incremento en la
expresidon de SIAH2 suprime la expresidn de DYRK2. Estos resultados sugieren la
posibilidad de que el acimulo de SIAH2 podria correlacionarse inversamente con la
expresion de proteinas clave en el control de la progresion tumoral y la invasion de los
tejidos, como DYRK2 o STAT3, sefalando a SIAH2 como una potencial diana

terapéutica.

Por vez primera, en el presente trabajo se ha evaluado la expresion de SIAH2 a
diferentes niveles en el cancer de pulmén, comparandolo con el tejido sano adyacente.
Se evidenci6 la existencia de una tendencia hacia la induccién de SIAH2 a nivel génico
en el carcinoma epidermoide de pulmén comparado con el tejido sano, aunque no fue
significativa. Por el contrario, no se encontraron diferencias en cuanto a la expresion
génica de SIAH2 en las muestras de adenocarcinoma. Esto contrasta claramente con
la expresién de SIAH2 a nivel proteico analizada por western blot, encontrandose que
estaba incrementada de forma significativa en el tejido tumoral respecto al sano, tanto
en el adenocarcinoma como en el carcinoma epidermoide. Estos resultados apuntan
claramente hacia la existencia de alguna alteracion a nivel post-transcripcional en las
células tumorales de pulmén comparado con el tejido sano. Igualmente, queda
subrayada la mayor expresion de SIAH2 a nivel proteico en el subtipo histoldgico del
adenocarcinoma comparado con el carcinoma epidermoide por western blot, puesto

que el analisis inmunohistoquimico no revel6é diferencias. No obstante, estos
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resultados coinciden con un trabajo previo que demostr6 una mayor expresion de
SIAH2 en las muestras de carcinoma epidermoide que en adenocarcinoma mediante
técnicas de inmunohistoquimica llevadas a cabo en muestras procedentes de

pacientes de 3 cohortes diferentes (152).

2.2. Perfil metabolémico del cancer de pulmén

En el presente estudio, se llevd a cabo un estudio del perfil metabolomico en
muestras tisulares de pacientes con cancer de pulmén tipo adenocarcinoma (33
pacientes) y carcinoma epidermoide (35 pacientes), comparandose la expresion de los
distintos metabolitos detectados en el tejido tumoral con la observada en el tejido sano
correspondiente del mismo paciente. El objetivo de realizar este analisis fue investigar
si la patogénesis del cancer de pulmén conduce a que se produzcan alteraciones en
los niveles de analitos de bajo peso molecular, productos finales de diferentes rutas

metabdlicas, que pudieran ser empleados en el diagnéstico del cancer de pulmoén.

En ambos subtipos histolégicos se detectaron cambios importantes en el
metabolismo del glutation, existiendo un incremento significativo en los niveles de
metionina sulfoxido (MetO), cisteina-glutation disulfuro (marcador interno de exposiciéon
a radicales libres), asi como una elevacion dramatica en los niveles de glutation
reducido y glutation oxidado. En el mismo sentido, se detectd una elevacion de
cistationina y cisteina en los tumores, siendo ambos componentes limitantes de la
sintesis de glutatién. La elevacién observada de los gamma-glutamil aminoacidos en
los tumores podria indicar un incremento en el turnover de glutatién, secundario a una
mayor utilizacion del mismo en las células tumorales. Ademés, el dramético
incremento detectado en los niveles de ascorbato y L-dehidroascorbato apuntan hacia

la existencia de una elevacion en el estrés oxidativo celular.

Se detecté una mayor actividad glicolitica en el tejido tumoral, evidenciado por
el incremento en los niveles de varios compuestos implicados en la glicolisis, tales
como glucosa, el 3-fosfoglicerato, 2-fosfoglicerato y fosfoenolpiruvato, asi como de
piruvato y lactato, productos finales de la glucolisis. Del mismo modo, se observé una
elevacién de los metabolitos de la ruta de las pentosas fosfato incluyendo la ribosa,
xilulosa-5 fosfato, sedoheptulosa-7-fosfato y ribosa-5-fosfato, asi como de sorbitol y de
fructosa. Respecto a la ruta de los acidos tricarboxilicos, se observé una elevacion de
varios compuestos intermedios, tales como fumarato, malato y oxalacetato. Igualmente

se observaron otros cambios sugestivos de un incremento en la utilizacién de glucosa

107



por las células neoplasicas, como por ejemplo la elevacibn de maltotetraosa y
maltopentatosa, oligosacaridos reporteros de la sintesis-degradacion de glucégeno.
Por tanto, la patogénesis del cancer de pulmédn alteraria los metabolitos implicados en
la glicolisis y la ruta de los acidos tricarboxilicos, asi como de las rutas de sefializacion
relacionadas con ellas. Las células neoplasicas dependen de la glicolisis anaerobia,
mas que de la fosforilaciébn oxidativa, para la produccion energética (165, 170). Las
células tumorales emplean también la glutamina como una fuente principal de energia,
lo cual les permite mantener la actividad del ciclo de los &acidos tricarboxilicos durante

la proliferacion tumoral (210).

Se detectd un incremento en la actividad lipolitica y de la B-oxidacion de los
acidos grasos en el tejido tumoral, evidenciado por la elevacién en los niveles de
monoacilglicerol, glicerol y de acidos grasos de cadena media y larga, de carnitina y
acil-carnitinas, asi como de 3-hidroxibutirato. Mientras que los &cidos grasos de
cadena larga (>12 carbonos) se conjugan con la carnitina para facilitar el transporte a
la matriz mitocondrial, en donde son sometidos a una B-oxidacion para obtener
energia, el acimulo de acil-carnitinas podria ser una indicacion del bloqueo en la B-
oxidacidén de los acidos grasos, lo cual seria consistente con el posible bloqueo que
parece existir también en la ruta de los acidos tricarboxilicos. El incremento del 3-
hidroxibutirato seria debido a que el incremento en la lipolisis y de los acidos grasos
libres seria destinado a soportar el crecimiento de la membrana y la proliferacién
celular, lo cual seria consistente también con el incremento detectado de las
poliaminas. De hecho, los niveles de citrato en los tumores fueron mas bajos que en
tejido sano, lo que iria a favor de la utilizacién de la sintesis de acidos grasos para

soportar la proliferacién de la célula tumoral.

Los fosfolipidos son unos componentes esenciales de la bicapa lipidica de la
membrana celular. Se detectdé un acumulo de glicerol y de multiples metabolitos de
fosfolipidos tales como colin-fosfato, fosfoetanolamina, citidina-5-difosfocolina,
glicerolfosforilcolina (GPC) y glicerol-3-fosfato (G3P). El acimulo de glicerol podria ser
indicativo de la hidrélisis de triglicéridos y fosfolipidos, lo que explicaria el incremento
observado en los niveles de multiples acidos grasos. Las modificaciones observadas
en el metabolismo de los fosfolipidos reflejarian el crecimiento y recambio tisular en los
tumores, y también serian producto de la degradacion de las membranas en la
apoptosis celular. En conjunto, todos estos hallazgos representarian la potenciacién de

la hidrélisis lipidica y el remodelado tisular que tendria lugar durante el desarrollo de
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estos tumores.

Las prostaglandinas son acidos grasos esenciales oxidados, que se generan
por la ruta de la ciclooxigenasa, y contribuyen a la regulacion de multiples procesos
fisiolégicos incluidos la inflamacién, la diferenciacion celular o la vasoconstriccion. El
incremento observado en los niveles de dihomolinolenato y araquidonato sugieren una
mayor disponibilidad de precursores eicosanoides en el cancer de pulmén. De hecho,
la mayor concentracion de prostaglandinas E2, A2 y B2 y del metabolito 6-ceto-
prostaglandina F1-a podrian alterar el microambiente tumoral. Se ha demostrado que
unos niveles aumentados de prostaglandina E2 puede limitar la proliferacién de
fibroblastos en humanos, incrementar la permeabilidad vascular, y afectar la capacidad
para repararse del tejido pulmonar dafado (211). Ademas, se ha demostrado que el
incremento de la prostaglandina B2 induce hipertension pulmonar (212). Ademas de
los eicosanoides, otros mediadores lipidicos se encontraron alterados en el
adenocarcinoma, como el 13-HODE, 9-HODE y 15-HETE. 9-HODE y 13-HODE son
productos de la peroxidacién lipidica que pueden funcionar como ligandos de PPAR
(peroxisome proliferator-activated receptor), y han sido relacionados con la progresiéon
de la arteriosclerosis y la hiperalgesia inflamatoria (213). Por el contrario, 15-HETE
posee propiedades antiinflamatorias, con lo que podria representar un mecanismo

compensatorio para contrarrestar el incremento en la actividad inflamatoria observada.

Se ha relacionado el folato y el metabolismo de las unidades de carbono con el
riesgo de desarrollar cancer, debido a su papel integral en la sintesis del ADN y la
metilacion (214). En el presente trabajo, se observaron alteraciones en metabolitos
pertenecientes a diferentes rutas. Se detectdé un incremento en los niveles de glicina,
sarcosina, metionina y 5-metil-tetrahidrofolato. También, se detect6 un descenso en
los niveles de betaina, lo que puede reflejar la existencia de alteraciones en el
metabolismo de las unidades de carbono. Ademas, el acimulo de sarcosina
observado resultaria del aumento en la biogénesis, mediado por la S-
adenosilhomocisteina (SAH), y se ha correlacionado con el incremento en la metilacidén
y la agresividad tumoral en otros tipos de neoplasias. El aumento del 5-
metiltetrahidrofolato puede ser indicativo de la existencia de un incremento en el pool
de unidades de carbono, para soportar la sintesis de nucle6tidos. Todo ello sugeriria
que el incremento en la sarcosina y la reduccién en la betaina contribuirian a la

patogénesis del cancer de pulmén.
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La ruta de novo de la sintesis de purinas emplea unidades de carbono.
Considerando que los metabolitos de la ruta de las pentosas fosfato ribosa 5 fosfato,
xilulosa, xilulosa 5 fosfato y adenosina monofosfato (AMP) se encontraron
incrementados en el cancer de pulmon, este hallazgo sugeriria una mayor capacidad
en la biogénesis de las purinas, evidenciado ademas por el acimulo de adenosina y
guanosina, respecto al pulmén sano. De la misma manera, estas alteraciones se
deberian a una potenciacion del turnover ATP/AMP y de su utilizacion, puesto que se
encontraron mayores niveles de multiples productos del catabolismo de las purinas
tales como la inosina, hipoxantina y la xantosina. La elevacién de estos analitos seria
indicativa de una alteracién en la homeostasis redox, puesto que la sintesis de xantina
y de urato se acompafan de la produccion de perdoxido de hidrégeno (H202). De
forma similar, el aumento observado de la uridina y la citidina se acompanaron de un
incremento significativo en los niveles de los catabolitos uracilo, dihidrouracilo y 3-
alanina. Estos resultados sugieren la existencia de una alteracion en el catabolismo de

los nucle6tidos, que contribuiria a la producciéon de radicales libres.

Ademas de la sintesis proteica, la arginina juega un papel clave en el
remodelado de la matriz extracelular y en la produccioén de poliaminas, creatina y éxido
nitrico (ON) (215). Aunque no se encontrd un incremento significativo en los niveles de
arginina en el presente estudio, si que se detectaron mayores niveles de las
poliaminas putrescina, espermidina y espermina. Las poliaminas poseen actividad
anti-glicacion y propiedades antioxidantes, estando por tanto aumentada su sintesis en
el cancer de pulmén como mecanismo compensatorio a estos agentes estresantes.
Existe evidencia de que la ornitina decarboxilasa (ODC), la enzima responsable de la
biogénesis de la putrescina, se encuentra elevada de forma significativa en muchos
tipos de cancer de pulmén, y que la terapia dirigida frente a esta enzima posee
propiedades antitumorales en las células del cancer de pulmén (216). Ademas, el
incremento en los niveles de prolina, trans-4hidroxiprolina y pro-hidroxi-pro podrian
deberse a la existencia de un incremento en el remodelado de la matriz extracelular,
coincidente con lo observado en el catabolismo de los fosfolipidos. Cabe resefiar que
el remodelado tisular se ha correlacionado con un incremento en la mortalidad en otros
tipos de tumores (217). Otro hallazgo importante fue el incremento en los niveles de la
dimetilarginina asimétrica (ADMA), la cual se genera a partir de la protedlisis de
proteinas conteniendo residuos de metilarginina. Junto con el incremento en los
niveles de SAH, reflejaria el aumento en la actividad proteolitica del adenocarcinoma

de pulmén. Con lo cual, ADMA limitaria la produccidén de 6xido nitrico y potenciaria la
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sintesis de O.- y radicales libres. En conjunto, todos estos hallazgos sugieren que el
cancer de pulmén se acompafia de un acumulo de poliaminas, un remodelado tisular,
y una elevacién de los niveles de ADMA, que reflejaria la presencia de alteraciones en

la homeostasis redox, el remodelado tisular y la funcion pulmonar.

Las alteraciones del catabolismo de las purinas y del metabolismo de la arginina
sugieren que la homeostasis redox estaria alterada en el adenocarcinoma de pulmén.
En apoyo de esta hipétesis, se detectdé un aumento significativo del antioxidante
ascorbato, acompanado de un ligero aumento de su forma oxidada (dehidroascorbato),
indicativo de su utilizacibn. Ademas, se detectd6 también un acumulo de los
antioxidantes a- y y-tocoferol, la ergotioneina y la anserina, lo cual representaria una

potenciacion de la respuesta antioxidante.
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VIIL. CONCLUSIONES

1.

10.

Los donantes extendidos pueden emplearse de forma segura para incrementar
el pool de donantes pulmonares. Se identific6 un subgrupo de candidatos a
trasplante pulmonar, los receptores de alto riesgo, que presentan peores
resultados que el resto, especialmente aquellos diagnosticados de fibrosis
pulmonar. Es esperable que estos receptores tengan peores resultados tras el
trasplante pulmonar, independientemente de la calidad del injerto pulmonar.

La escasez de donantes para el trasplante pulmonar subraya la necesidad de
seleccionar a los candidatos a trasplante de forma estricta, para asegurarse la
obtencion del maximo beneficio con el procedimiento y un mejor uso de un bien
tan escaso.

La extraccion pulmonar temprana de donantes traumaticos no afecta
negativamente los resultados a corto o largo plazo del trasplante pulmonar en
pacientes con EPOC o Fibrosis Quistica.

Por el contrario, el trasplante de injertos extraidos de forma temprana de
donantes traumaticos a candidatos con fibrosis pulmonar se asocia a una peor
supervivencia a los 5 afos.

Es imprescindible llevar a cabo un manejo activo y precoz de cualquier donante
pulmonar potencial. No seguir esta recomendacion podria dar lugar a peores
resultados tras el trasplante, especialmente en los candidatos con FPI.

Los resultados del presente trabajo indican la existencia de una importante
asociacion entre la expresion de SIAH2 y el cancer de pulmén, que se
relaciona ademas con el grado histolégico y un descenso en la expresion de
algunos de sus sustratos, tales como DYRK2.

Estos datos apuntan hacia un posible uso de SIAH2 como marcador
diagnéstico y prondéstico en el cancer de pulmén, de manera que podria
convertirse en una diana terapéutica.

El analisis del perfil metabolomico del cancer de pulmédn sugiere la presencia
de alteraciones en la utilizacion de la glucosa.

Se observaron ademas alteraciones en la oxidacion lipidica, que serian
debidos a una alteracién de la funcién mitocondrial.

Las diferencias encontradas en los niveles de arginina y del metabolismo de los
fosfolipidos serian indicativas del remodelado tisular existente en estos
tumores, mientras que la potenciacion del metabolismo de las unidades de

carbono y el incremento en los niveles de ADMA contribuiria a la alteracion de
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la funcién pulmonar y a la mayor agresividad del cancer de pulmén comparado

con otros tumores solidos.
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Abstract

OBJECTIVES: Extended donors (EDs) are safely used to increase the donor pool in lung transplantation (LT), but their influence in critically
ill patients (extended recipients [ERs]) remains controversial. We compared LT outcomes matching optimal donors (ODs) or EDs with
optimal recipients (ORs) or ERs.

METHODS: Three hundred and sixty-five LTs were reviewed. ED criteria: age >55, PaO,/FiO, < 350 mmHg, pulmonary infiltrates/purulent
secretions and ischaemic times >6 h (single LT [SLT]) and >9 h (double LT [DLT]). ER criteria: pulmonary fibrosis or pulmonary hypertension,
pretransplant intubation, age >60 years and bypass >2 h. Four groups were created: Group 1 (OD/OR), Group 2 (OD/ER), Group 3 (ED/OR)
and Group 4 (ED/ER). Thirty-day mortality, primary graft dysfunction (PGD), onset of bronchiolitis obliterans syndrome (BOS), long-term
survival and other transplant outcomes were compared between OD and ED, OR and ER and among the four groups of study.

RESULTS: There were 151 SLTs and 214 DLTs. Donors: OD (n=229) vs ED (n=136); PGD 8 vs 10% (P = 0.43); 30-day mortality 19 vs 20%
(P=0.53) and survival (1,5, 10 and 15 years) 67, 47, 34, 26 vs 69, 53, 46 and 29% (P = 0.33). Recipients: OR (n = 182) vs ER (n = 183); PGD 7 vs
10% (P = 0.10); 30-day mortality 15 vs 23% (P =0.04) and survival (1, 5, 10 and 15 years): 73, 57, 46, 30 vs 61, 42, 29 and 23% (P = 0.002).
Four donor/recipient (D/R) groups: Group 1 (n=122), Group 2 (n = 106), Group 3 (n=61), Group 4 (n=76); PGD 10, 6, 3 and 16% (P = 0.05);
30-day mortality 13, 26, 19 and 20%, respectively (P =0.13); survival (1, 5, 10 and 15 years) 74, 55, 44 and 35% (Group 1), 55, 39, 22 and
16% (Group 2), 70, 59, 48 and 26% (Group 3) and 68, 47, 37 and 22% (Group 4) (P =0.004). No differences in the onset of BOS were
observed among the four study groups.

CONCLUSIONS: LT in critically ill recipients is associated with poor early and long-term outcomes, irrespective of the quality of the donor
and length of ischaemic times.

Keywords: Lung transplantation « Lung donor criteria « Marginal donor lungs « Extended donors « Extended recipients « Lung donor pool

LT remains an established therapy for patients with parenchymal
and pulmonary vascular lung disease, limited organ supply current-
ly limits this option, and has led to an increased disparity between
the number of suitable lung donors and the number of potential

INTRODUCTION

Fifty years have passed since Hardy et al. [1] performed the first
human lung transplantation (LT). Aiming for optimal results, the

early transplant surgeons chose ideal donors: young, non-smokers,
from the own transplant group, with very short ischaemic times and
with PaO,/FiO, ratios >300 mmHg. As the LT procedure matured,
transplant groups took more risks and relaxed the previously
strict donor criteria, starting to use more marginal donors, after
several reports suggesting equivalent outcomes. Meanwhile, as the
procedure gained widespread success, the indications expanded
significantly, and the number of candidates waiting markedly over-
weighed the number of available donor lungs. At present, although

'Presented at the 21st European Conference on General Thoracic Surgery.
Birmingham, UK, 26-29 May 2013.

recipients, with many patients dying on the waiting lists.

Nowadays, brain-dead donors remain the main source of lung
grafts for transplantation, but only 20% of these donors provide
lungs suitable for transplantation [2]. A number of strategies have
been advocated to expand the lung donor pool. Regarding public
education and donor awareness campaigns, Spain is the country
with the highest organ donation rate (34.8 per million population-
ppm) [3]. However, LT rates in Spain (5 ppm) compare unfavourably
with other European countries like Austria (14.3 ppm) and Belgium
(10.1 ppm)  http://www.eurotransplant.org/cms/mediaobject.php?
file=ar_2011.pdf (accessed April 2013). Aggressive medical manage-
ment of the multiorgan donor has resulted in an increase in the rate

© The Author 2013. Published by Oxford University Press on behalf of the European Association for Cardio-Thoracic Surgery. All rights reserved.
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of organs offered from 21 to 57%, and in the overall organ procure-
ment rate from 11.5 to 25.5% [4]. Other strategies such as living-
lobar LT, organ donation after cardiac death (non-heart-beating
donors) and ex vivo lung perfusion can also increase the number of
organs available, but are technically and logistically demanding, and
thus, just a few groups perform them worldwide. Given the desper-
ate need to expand the lung donor pool, transplant centres have
relaxed the strict donor-selection criteria with acceptable short-
term outcomes [5]. But the possible influence of pre-transplant re-
cipient characteristics on LT outcomes after receiving either an
optimal or a marginal donor lung has not been thoroughly
addressed. So what is the major concern when transplanting mar-
ginal lung grafts: the fear of liberalizing lung donor criteria or of
using non-ideal grafts in very ill recipients? To answer this question,
we compared LT outcomes matching optimal or extended donors
(ODs or EDs) with optimal or extended recipients (ORs or ERs).

PATIENTS AND METHODS
Study population

Three hundred and sixty-five consecutive LTs performed between
October 1993 and December 2012 at the Reina Sofia University
Hospital were retrospectively reviewed. Eleven retransplantations
and 1 heart-LT were not included in the analysis. On occasion, pul-
monary twinning procedures were done, so both the lungs of a
single donor were transplanted into two separate recipients. EDs
were defined as those meeting, at least, two of the following criteria:
(i) age >55 years, (i) PaO,/FiO, < 350 mmHg on 100% oxygen with
5 ¢cmH,0 positive end-expiratory pressure, (iii) pulmonary infiltrates
on chest radiograph, (iv) presence of purulent secretions on bron-
choscopy, (v) ischaemic times >6 h (if single LT [SLT]) or >9 h (if
double LT [DLT]) and (vi) tobacco history >20 pack-years. Donor ar-
terial PO, was based on the final measurement before harvesting,
rather than the initial measurement at the time of lung offer.
Donors with oxygenation ratios <300 mmHg regardless of aggres-
sive resuscitation and management were not considered for trans-
plantation in any case. ODs met all of the traditionally accepted
lung transplant donor-selection criteria [6]. We considered a recep-
tor to be ‘extended’ when having at least one of the following: (i)
pulmonary fibrosis or pulmonary hypertension, (ii) age older than
60 years, (i) on mechanical ventilation before LT and (iv) on cardio-
pulmonary bypass longer than 2 h. ORs fulfilled all of the standard
criteria defined by the International Society for Heart and Lung
Transplantation (ISHLT) [7].

Study design

For the purposes of this study, donors and recipients were classi-
fied as optimal or extended, so a total of four groups were
created: OD, ED, OR and ER. A subgroup analysis was performed
among the four possible combinations: Group 1: OD to OR; Group
2: OD to ER; Group 3: ED to OR and Group 4: ED to ER. Our
primary end-points were 30-day mortality, development of
primary graft dysfunction (PGD), freedom from bronchiolitis oblit-
erans syndrome (BOS) and survival. Secondary end-points were
postoperative complications, need for cardiopulmonary bypass,
ICU stay and acute rejection (AR) episodes. Thirty-day mortality,
PGD, freedom from BOS, long-term survival and other transplant
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outcomes were compared between OD and ED, OR and ER and
among the four groups of study.

Donor lung assessment and procurement

Donor and recipient matching with regard to thoracic dimensions
and ABO compatibility was performed in every case. Lung donor
procurement followed the standard technique of combined cardio-
pulmonary extraction [8]. The lungs were flushed antegradely via
the main PA, venting the perfusate through the left atrial append-
age. Once on the back table, an additional retrograde perfusion of
the donor lung through the pulmonary veins was performed to op-
timize lung preservation [9]. Modified Eurocollins” (60 ml/kg; 4°C,
30 cmH,0) was the preservation solution used until year 2001,
when Perfadex” solution (Vitrolife, Gothenburg, Sweden) was intro-
duced routinely. The use of different lung preservation solutions
was equally distributed among the four groups of study.

Lung transplantation procedure

Recipients were chosen by the transplant team on the basis of
blood type, size match, recipient status and time on the waiting
list. Intraoperative cardiopulmonary support with standard bypass
during LT is used selectively at our Institution: (i) during the pneu-
monectomy or the implantation of the first lung graft, when the
native lung is not able to maintain adequate gas exchange, or in
case of haemodynamic instability. (ii) During the implantation of
the second graft, due to the development of graft dysfunction. A
fibreoptic bronchoscopy was performed at the end of the proced-
ure to check the status of the bronchial anastomosis and to aspir-
ate secretions.

Postoperative management

Lung transplant recipients received a triple-drug maintenance im-
munosuppressive regimen consisting of a calcineurin inhibitor
(cyclosporine or tacrolimus), plus cell-cycle inhibitors (azathiopr-
ine or mycophenolate mofetil) and steroids. Cytolytic therapy was
not used systematically. AR episodes were diagnosed by clinical
criteria and, on occasion, with the demonstration of perivascular
mononuclear cellular infiltrates by transbronchial lung biopsy. The
use of different immunosuppression regimens was equally distrib-
uted among the four groups of study.

Definitions

PGD was defined following the Statement of the ISHLT [10]. To
rule out possible cases with low oxygenation ratios within the first
24 h post-transplant that could improve early thereafter (reperfu-
sion injury, post-transplant pulmonary oedema), we only selected
those cases with persistent low PO, and pulmonary infiltrates in
chest radiographs at 72 h post-transplant (PGD grades 2-3 at
72 h). BOS was graded and defined following the criteria of the
ISHLT [11]. For the purposes of this study, BOS grades 2 or 3 were
considered for the analysis. Airway complication was defined as a
finding of dehiscence, stenosis or malacia of the anastomosis re-
quiring either intervention (surgery, dilatation, debridement, laser
therapy or stent placement) or only conservative measures.
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Data collection

The medical records of all patients who underwent LT at our
Institution from 1993 to 2012 and data from the computerized
database were retrospectively reviewed. The donor-related vari-
ables included in the analysis were gender, age, ABO blood group,
PaO,/FiO, at the time of organ retrieval, duration of mechanical
ventilation, ICU stay, the cause of death, smoking history, results of
chest X-rays and bronchoscopic findings. The preoperative recipi-
ent variables recorded were age, gender, ABO blood group, trans-
plant indication and mechanical ventilation before LT. The
intraoperative variables collected were the type of transplantation
(SLT/DLT), the need for cardiopulmonary bypass and the ischae-
mic time of the first and second lung grafts. Postoperative vari-
ables analysed were PaO,/FiO, ratio within the first 24
postoperative hours, duration of mechanical ventilation, AR epi-
sodes (overall, within 1 month post-transplant, between 2 and 3
months post-transplant and after 3 months post-transplant),
freedom from BOS, 30-day mortality and survival.

Statistical analysis

We performed univariate analysis comparing: ODs with ORs; EDs
with ORs; ODs with ERs and EDs with ERs. Pearson’s y° test and
Fisher’s exact test were used to assess differences between categorical
variables. Unpaired t-test was used to compare means between two
quantitative variables from normally distributed data, and Mann-
Whitney U-test for non-normally distributed data. Comparisons of
continuous variables among the four groups of gender pairs were
done by analysis of variance and post hoc Scheffe test.

Survival and freedom from BOS were analysed and compared
with those obtained from the Kaplan-Meier method and log-rank
test.

P. Moreno et al. / European Journal of Cardio-Thoracic Surgery

Continuous variables are expressed as means * standard devi-
ation. Categorical variables are expressed as counts and proportions
with 95% confidence intervals (95% Cls). Differences with P-values
<0.05 were considered significant. The statistical analysis was per-
formed using SPSS (SPSS 20.0 for Mac: SPSS, Inc., Chicago, IL, USA).

RESULTS

For the 365 LTs performed, we had 136 (37.2%) EDs compared
with 229 (62.8%) ODs. With regard to transplant procedures, there
were 214 DLT (58.5%) and 151 SLT (41.5%). Among the EDs, 44
had a smoking history of >20 pack-years (in 17% of donors, data
regarding smoking history were not available), 25 were older than
55 years, 24 had a PaO,/FiO; ratio between 300 and 350 mmHg,
66 presented an abnormal chest X-ray, 168 donors presented ab-
normal bronchoscopic findings, 61 had an ischaemic time for the
first graft > 6 h and 18 had an ischaemic time for the second graft
>9 h. The main extended criterion among recipients was pulmon-
ary fibrosis or pulmonary hypertension diagnosis (107 cases), fol-
lowed by age older than 60 years (60 cases), mechanical
ventilation pretransplantation (40 cases) and intraoperative car-
diopulmonary bypass longer than 2 h (13 cases).

Extended donors vs optimal donors

The comparative analysis of transplant outcomes with regard to
donor status (EDs vs ODs) is given in Table 1. Gender distribution
was similar between both groups of donors. As they were defining
criteria, EDs were older, with lower PaO,/FiO, ratios, with longer
graft ischaemic times, and were ventilated for longer periods
(Table 1). Lung grafts from EDs were transplanted more frequently

Table 1: Comparative data between EDs and ODs in the transplant series
EDs (n = 136) 95% Cl ODs (n =229) 95% Cl P-value

Donor age (years) 38+16 31+13 <0.001
Donor cause of death

Trauma 43(32.1) 24-40 90 (42.5) 36-48 0.26

Cerebrovascular 66 (49.3) 41-57 85 (40.1) 34-46

Other 25(18.7) 12-24 37(17.5) 12-22
Donor intubation (h) 54 +54 45-63 37+34 33-41 <0.001
Donor PaO,/FiO, (mmHg) 4517 + 88 436-466 489+70 480-498 <0.001
Recipient age (years) 45+16 40+17 0.02
Transplant indication

COPD 53 (39) 29-49 72(31.4) 25-37 0.08

Pulmonary fibrosis 40(29.4) 22-36 62(27.1) 21-33

Cystic fibrosis 32(23.5) 16-30 69 (30.1) 24-36

Other 11(8) 4-12 26 (11.4) 7-15
Type of transplant

Single 70 (51.5) 43-59 81(35.4) 29-41 0.03

Double 66 (48.5) 40-56 148 (64.6) 58-70
Need for bypass 24(17.6) 11-23 48(21) 16-26 0.44
Ischaemic time first graft (min) 34170 329-353 297 £43 292-302 <0.001
Ischaemic time second graft (min) 496 + 84 482-510 427 + 56 420-434 <0.001
Recipient PaO,/FiO, 24 h (mmHg) 270141 246-294 309 £152 289-329 0.04
PGD2-3 at T72 14(14.7) 8-20 19(12.7) 9-17 0.73
30-day mortality 27(19.9) 13-27 45(19.7) 15-25 0.96

Quantitative variables are expressed as means + standard deviation. Qualitative variables are expressed as frequencies and proportions in parentheses (%
within each study group). PGD2-3 at T72: primary graft dysfunction grades 2 or 3 at 72 h post-transplant.
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into older recipients (recipient mean age of 45+ 16 years com-
pared with 40 £ 17 years when optimal grafts were used, P = 0.02).
In addition, the proportion of DLTs performed was lower when
the grafts came from EDs, and oxygenation ratios in the recipients
of extended grafts were slightly worse than those in optimal grafts.
On the contrary, donor cause of death, transplant indication, need
for cardiopulmonary bypass, development of PGD and 30-day
mortality were not different between both groups of donors
(Table 1).

Extended recipients vs optimal recipients

The comparative analysis of transplant outcomes with regard to
recipient status (ORs vs ERs) is depicted in Table 2. Gender distri-
bution showed a male-to-female predominance among ERs. Also,
ERs were significantly older and received lung grafts from older
donors. Mean donor PaO,/FiO, was worse in ERs than in ORs
(Table 2). As expected, transplant indication was significantly
different in ERs compared with ORs. As pulmonary fibrosis was a
defining criterion of ERs in our series, in the groups with ERs, the
main LT indication was idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) fol-
lowed by chronic obstructive pulmonary disease (COPD), cystic
fibrosis and others. On the contrary, in the optimal group the
main indication was COPD followed by cystic fibrosis and others.
Also, the transplant procedure varied between ERs and ORs. Thus,
among the ERs, more SLTs were performed compared with ORs
(Table 2). Recipient PaO,/FiO, at 24 h post-transplant was worse
in the extended group than in the optimal group, and also there
was a trend towards an increased 30-day mortality among ERs,
although not significant (43 deaths, 23.5% vs 29 deaths, 15.9%).
The duration of mechanical ventilation in the donor, donor cause
of death, ischaemic time of the first graft and development of
PGD was not different between ERs and ORs (Table 2).
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Analysis of four donor/recipient groups

Comparative data among all donor/recipient (D/R) pairs are given
in Table 3. Overall, gender distribution was similar among the four
D/R pairs. Donors were older in the OD/ER, ED/OR and ED/ER
groups compared with OD/OR group. The length of donor intub-
ation was also significantly longer in the ED/OR and ED/ER groups
compared with OD/OR and OD/ER groups. As expected, trans-
plant indication was significantly different in ERs compared with
ORs. Thus, the main indications in both OR groups were cystic fi-
brosis and COPD, whereas in ER groups, the main indication was
pulmonary fibrosis. With regard to the transplant procedure, SLT
was the technique of choice for ERs (Table 3).

LT to an ER had a negative impact on the postoperative length
of mechanical ventilation and on the mean intensive care unit
length of stay. There was a trend towards an increase in the
number of AR episodes between the second and third months
post-transplant among ED/OR patients (mean: 0.37) and ED/ER
patients (mean: 0.22), compared with OD/OR and OD/ER patients
(mean: 0.16 and 0.17, respectively), P < 0.001. However, no differ-
ence was found in the number of AR episodes in the first month
post-transplant, after the third month post-transplant or in the
total number of AR episodes (data not shown).

There was no difference in donor cause of death, donor PaO,/
FiO,, recipient age, need for bypass, recipient PaO,/FiO; in the
first 24 h, development of PGD and 30-day mortality for the com-
bination of donors and recipients (Table 3).

Bronchiolitis obliterans syndrome

The analysis of BOS included only those recipients surviving the
first postoperative year. There was a non-significant trend towards

Table 2: Comparative data between ERs and ORs in the transplant series

ERs (n=183) 95% ClI ORs (n=182) 95% Cl P-value

Donor age (years) 37+14 30+14 <0.001
Donor cause of death

Trauma 63 (34.5) 27-41 69 (38.3) 31-45 0.20

Cerebrovascular 88 (49.1) 42-56 76 (42.3) 35-49

Other 32(164) 11-21 37(19.4) 14-24
Donor intubation (h) 47 + 48 40-54 40+38 35-45 0.13
Donor PaO,/FiO, (mmHg) 464 +75 454-474 483 +83 471-495 0.03
Recipient age (years) 47+13 3717 <0.001
Transplant indication

COPD 41(22.4) 16-28 84 (46.2) 39-53 <0.001

Pulmonary fibrosis 102 (55.7) 49-63 0(0)

Cystic fibrosis 29 (15.8) 11-21 72 (39.6) 32-46

Other 11(6) 3-9 26 (14.2) 9-19
Type of transplant

Single 111 (60.7) 54-68 40 (22) 16-28 <0.001

Double 72(39.3) 32-46 142(78) 72-84
Need for bypass 43(23.5) 17-29 29 (15.9) 11-21 0.06
Ischaemic time first graft (min) 320 +60 311-329 309 £ 56 301-317 0.19
Ischaemic time second graft (min) 466 +70 456-476 440+73 430-450 0.02
Recipient PaO,/FiO; 24 h (mmHg) 273 +144 252-294 313+150 291-375 0.03
PGD2-3 at T72 19(16.7) 12-22 14 (10.4) 6-14 0.14
30-day mortality 43(23.5) 17-29 29(15.9) 11-21 0.06

Quantitative variables are expressed as means + standard deviation. Qualitative variables are expressed as frequencies and proportions in parentheses (%
within each study group). PGD2-3 at T72: Primary graft dysfunction grades 2 or 3 at 72 h post-transplant.
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Table 3: Comparative data between D/R matching groups in the transplant series

Group 1, 95% Cl Group 2, 95% Cl Group 3, 95% Cl Group 4, 95% Cl P-value
n=122(33) n=106 (29) n=61(17) n=76(21)

Donor age (years) 27 +12 35+12 37+17 40+15 <0.001
Donor cause of death

Trauma 51 (44.8) 36-54 38 (40) 31-49 22(36.7) 25-49 21(28) 18-38

Cerebrovascular 43(37.1) 29-45 41 (43.2) 34-52 25(41.7) 30-54 42 (56.0) 45-67

Other 21(18.1) 11-25 16 (16.8) 10-24 13(21.7) 12-32 12 (16.0) 8-24 0.44
Donor intubation (h) 36+33 30-42 38+35 31-45 47 £47 36-58 49 £59 36-62 <0.001
Donor PaO,/FiO, (mmHg) 497 +73 484-510 480+ 66 467-493 45893 435-481 44582 427-463 0.08
Recipient age (years) 35+17 46+16 41+16 48+ 16 0.17
Transplant indication

COPD 51(41.8) 33-51 21(19.8) 13-27 33 (54.1) 42-66 20(17.7) 9-25 <0.001

Pulmonary fibrosis 0(0) 61(57.5) 48-66 1(1.6) 0-5 40 (52.6) 41-63

Cystic fibrosis 53(43.4) 34-52 16 (15.1) 8-22 19(31.1) 20-42 13(17.1) 9-25

Other 18(14.7) 9-21 8(7.5) 2-12 8(10.1) 3-17 3(3.9) 0-8
Type of transplant

Single 18(14.8) 9-21 62 (58.5) 49-67 23(37.7) 26-50 48 (63.2) 53-73 <0.001

Double 104 (85.2) 79-91 44 (41.5) 32-50 38 (62.3) 50-74 28 (36.8) 27-47
Need for bypass 18(14.8) 9-21 30(28.3) 20-36 11(183) 9-27 13(17.1) 9-25 0.06
Ischaemic time first graft (min) 295 +42 288-302 300+43 292-308 335+70 318-352  345+69 330-360  <0.001
Ischaemic time second graft (min) 422 £58 412-432 44249 432-452 492+ 87 471-513 501 +81 484-518 0.001
Recipient PaO,/FiO, 24 h (mmHg) 311+151 284-338 308+ 154 278-338 316 +149 280-352 231+120 205-257 0.17
Postoperative recipient ventilation (h) 69 + 145 43-95 107 £ 291 50-164  39x40 29-49 104 + 204 60-148 0.01
ICU stay (days) 11+10 9-13 15+18 12-18 12+12 9-15 13+16 10-16 0.03
PGD2-3 at T72 12(13.5) 7-19 7(11.7) 6-18 2(4.3) 0-9 12 (22.6) 13-31 0.05
30-day mortality 17 (13.9) 8-20 28 (26.4) 18-34 12(19.7) 10-30 15(19.7) 11-29 0.13

Group 1: OD/OR; Group 2: OD/ER; Group 3: ED/OR and Group 4: ED/ER. Quantitative variables are expressed as means + standard deviation. Qualitative
variables are expressed as frequencies and proportions in parentheses (% within each study group). PGD2-3 at T72: primary graft dysfunction grades 2 or 3 at

72 h post-transplant.

a delayed onset of BOS in recipients from ODs (median: 9 years
[95% CI: 7.5-10.6]) when compared with EDs (median: 6.4 years
[95% ClI: 4.2-8.6]) (P=0.61) (Fig. TA). On the contrary, the onset of
BOS was similar between ERs and ORs (8 years [95% Cl: 5.8-10.1]
vs ER: 8.5 years [95% Cl: 6.0-11.1]; P = 0.35) (Fig. 1B).

When the four groups of study were compared, subtle differ-
ences in the onset of BOS persisted within the OD groups: OD/OR
group 8.0 years [95% Cl: 5.9-10.1], OD/ER group 9.2 years [95% Cl:
6.9-11.3], ED/OR group 6.7 years [95% Cl: 4.1-9.4] and ED/ER
group 6.4 years [95% Cl: 3.2-9.6], P = 0.54 (Fig. 1C).

Survival

Actuarial survival of lung transplant recipients according to donor
and recipient status is shown in Fig. 2. Interestingly, no significant dif-
ferences in survival were observed between patients receiving grafts
from ODs (median survival: 4.1 years [95% Cl: 2.5-5.6]) and those re-
ceiving grafts from EDs (median survival: 6.6 years [95% Cl: 1.7-11.6])
(Fig. 2A). On the contrary, ERs survived less compared with ORs.
(median survival: 2.7 years [95% Cl: 1.2-4.1] vs 8.5 years [95% Cl: 4.7-
12.2]; P=0.002) (Fig. 2B). In addition, when the four groups of study
were compared, ERs survived less than ERs, irrespective of the
quality of the donor (OD/ER: 2.1 years [95% Cl: 0-4.4], ED/ER: 3.6
years [95% Cl: 0.3-6.9] vs OD/OR: 7.0 years [95% Cl: 2.8-11.2] and
ED/OR: 9.4 years [95% Cl: 3.1-15.7], P = 0.004) (Fig. 2C).

DISCUSSION

LT is an established therapy for end-stage lung disease. However,
the shortage of suitable donors remains a limiting factor in
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increasing the number of LTs performed. Given the scarcity of such
an extremely valuable asset, several strategies have been proposed
to expand the lung donor pool. Thus, many transplant centres
started to liberalize the strict donor-selection criteria to minimize
the gap between demand and supply [12,13], using lungs from
older donors [12-15], with low PaO,/FiO, [16,17], with mild pul-
monary infiltrates on chest X-rays [12] or heavy smokers [18].

In our study, the use of extended criteria donors did not in-
crease the need for cardiopulmonary bypass during the proced-
ure, the incidence of PGD or 30-day mortality. When we analysed
our results transplanting donor lungs with low oxygenation ratios,
we found that early outcomes were not different in terms of
30-day mortality or incidence of PGD (but in our study, donors
with oxygenation ratios below 300 mmHg were not considered
for transplantation in any case). Nevertheless, an oxygenation
index below 300 mmHg at the time of the organ offer should not
be considered a contraindication for LT, but rather an opportunity
to communicate with the donor team and to aggressively manage
the potential donor [19].

Before doing this study, our clinical impression was that the use
of EDs did not impair LT outcomes when the recipient fit well, but
did impair the results if the patient was in poor clinical condition.
However, the possible impact of using marginal donor lungs in
critically ill patients (the high-risk recipient) has not been carefully
assessed in the literature. The severity of recipient illness may
impact on LT outcomes. Thus, pretransplant mechanical ventila-
tion has been associated with post-transplant mortality, but a
recent study of 8040 LT demonstrated that the reduction in post-
transplant survival by pretransplant ventilator support is depend-
ent on recipient diagnosis. Patients with underlying fibrotic lung
showed 3-5-fold higher odds of death within the first 6 months
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Figure 1: ( A) Comparison of cumulative probability of BOS between patients
receiving lungs from ODs and those receiving lungs from EDs. (B) Comparison
of cumulative probability of BOS between ORs and ERs. (C) Comparison of cu-
mulative probability of BOS among the four groups of study according to donor
and recipient characteristics.

post-transplantation [20]. In our early experience with paediatric
LT [21], we reported a 35% rate of recipients on mechanical venti-
lation as opposed to only 10% of adults. However, no deleterious
effects of mechanical ventilation were observed in these patients
when compared with non-ventilated ones.

Rather than dealing with all these criteria separately, what we
really wanted to analyse were the results of LT according to donor
status (optimal or marginal) and recipient status (optimal or high
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Figure 2: ( A) Comparison of survival between patients receiving lungs from
ODs and those receiving lungs from EDs. (B) Comparison of survival between
ORs and ERs. (C) Comparison of survival among the four groups of study
according to donor and recipient characteristics.

risk). We found that among Group 2 (OD/ER), more SLTs were per-
formed, and CPB was needed in nearly one-third of cases, com-
pared with Group 1 (OD/OR). Furthermore, there was a trend
towards higher 30-day mortality, although not significant.
Recipient PaO,/FiO,, development of PGD, 30-day and long-term
survival did not compare unfavourably with the OD/OR group,
suggesting that when the LT candidate fits well, the outcomes of
LT are not impaired with the use of marginal grafts. The results
obtained in Group 4 (ED/ER) support this observation as, despite
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it was the worst possible donor-to-recipient combination, recipi-
ent PaO,/FiO, at 24 h post-transplant, development of PGD and
30-day mortality were not worse than those of Group 1 (the ‘ideal’
combination) or those of Group 3. Furthermore, mortality in the
OD/ER group was even worse. This contrasts with the experience
reported by the group of Toronto [22], which found that 30-day
mortality was higher when ED lungs were transplanted into
‘guideline’ recipients (15.6%), and much higher when ‘non-
guideline’ recipients received lungs from EDs (22.2%).

In our study, we observed a trend towards a delayed onset of
BOS in patients receiving optimal lung grafts as compared with
marginal ones. On the contrary, the onset of BOS was similar
between ERs and ORs, suggesting that, as expected, the develop-
ment of BOS is more dependent on the quality of the donor than
on recipient characteristics, as reported previously [23].

We have demonstrated that recipient long-term survival is not
influenced by donor status (optimal/extended). Interestingly, ER
status as opposed to optimal status negatively influenced long-term
outcomes of LT. Thus, we observed an acute drop in ER median sur-
vival from 8.5 to 2.7 years. In this sense, we believe that recipient
characteristics clearly determine the results of LT. In the last
decades, the percentage of LTs performed in adults older than 60
years has increased in our Institution (data not shown). As advan-
cing age itself implies associated comorbidities, one should expect
poorer outcomes following LT. It is likely that advancing age itself
might not be an absolute contraindication for LT in an otherwise
‘healthy’ recipient, but the presence of additional relative contrain-
dications might preclude successful outcomes following LT. Note
that a considerable number of patients in our ER group were diag-
nosed with IPF, a condition that has been classically associated with
worse outcomes than other indications after LT. In this regard,
Sundaresan et al. [13] postulated that some degree of reversible
lung dysfunction can be tolerable in DLT or in SLT for emphysema.
On the contrary, donor graft should be of high quality in case of
primary pulmonary hypertension, or in SLT for IPF. In our opinion,
marginally acceptable donor lungs can be safely used in both
optimal and extended criteria recipients. Nevertheless, there is a
subgroup of candidates, those with pulmonary fibrotic disease
complicated with secondary pulmonary hypertension, in which SLT
using marginal grafts appears to be avoidable.

Several limitations must be considered when evaluating the
results reported herein. (i) Data regarding donor smoking history
were missing in 17% of cases in our database (typically, in the early
years of our programme) and we were not able to obtain them
given the retrospective nature of our study. (ii) We designed our
study by stratifying donors and recipients according to optimal or
extended status, so four possible donor-to-recipient combination
groups were created. But it is important to remark that each subject
in an extended group may have fulfilled more than two definition
criteria, so it is very difficult to determine the impact of each criter-
ion on LT separately. Particularly, IPF patients are usually older and
many of them had developed secondary pulmonary hypertension
before undergoing LT, leading to an increased use of CPB. (iii) We
ignored whether the use of donor lungs with oxygenation ratios of
<300 would have impacted on our outcomes following LT, as to
date it remains a definite criterion for accepting or rejecting a lung
offer. (iv) We did not account for changes in surgical technique,
preservation methods and immunosuppressive regimens over time,
which could have had some influence on the data analysis. (v)
Defining criteria of EDs and ERs, even though following general cri-
teria of previous reports, were chosen arbitrarily. (vi) This study was
not designed to determine independent risk factors of poor

136

outcomes after LT that could be related to donor-recipient status
combinations (thus, a multivariate analysis has not been per-
formed), but to analyse the influence of such combinations on four
major end-points: 30-day mortality, PGD, BOS and long-term sur-
vival. Although we aimed at constructing a homogeneous study
group, other confounding factors might have had an influence.
These circumstances might have biased the results to some degree
but not, in our opinion, to such an extent as would invalidate the
main conclusions drawn from the study.

In summary, EDs can be safely used to increase the lung donor
pool. However, we identified a subgroup of lung transplant candi-
dates, the high-risk recipients, who behave worse, especially those
diagnosed with pulmonary fibrosis. They are expected to have
worse outcomes following LT, irrespective of the quality of the
lung graft. The shortage of donors for LT highlights the need for
strict selection of LT candidates, to ensure that there is a
maximum benefit and better use of such a scarce resource.
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APPENDIX. CONFERENCE DISCUSSION

Dr J. Dark (Newcastle Upon Tyne, UK): | have no conflicts. You very nicely showed
that the extended donor is not as much of a problem as we had thought, and this
adds to the increasing international acceptance of this information. | hate looking
at registry data, but here is a slide from the ISHLT with data on a very large
number of transplants showing that donor age really doesn't have an impact
anymore. And | might comment that your donors were not extended according
to many international modern terms. The average age was still less than 40; the
mean oxygenation index was greater than 400. The commonest reason for decid-
ing that they were extended donors was an abnormal chest X-ray, and you have
already indicated that that's a reversible phenomenon. In fact it was demonstrated
as long ago as 1995 by the St. Louis group that that could be reversed.

You have, however, demonstrated very clearly, and this is in concordance
with international data, that the recipient is important. My criticism is that you
have performed a univariate rather than a multivariate analysis. Many of the
older patients have interstitial lung disease, have IPS, and they also have pul-
monary hypertension, and you cannot disentangle from your analysis which of
these is the most important phenomenon.

I would like you to address the question of whether you are identifying some
patients who, although falling within acceptable criteria on individual variables,
might not be candidates for surgery because they are just too high-risk, the IPF
patient who is over 60 with pulmonary hypertension perhaps, and that is par-
ticularly important this year when the transplant community is reviewing the
international acceptance guidelines.

| would make a minor point that your BOS data really tells us nothing at all.
You don't even show a very convincing trend, | don't think. You talk about PGD,
and | would be interested to know how you define this. One of my questions,
though, is whether there has been a change over 20 years. This is a large cohort
from a major centre; it is a 20-year experience. Did you, for instance, look at
the first decade compared with the second decade?

Again, this brings us back to the univariate analysis problem. You demon-
strate that older patients having IPF have worse outcomes and many of them
have single-lung transplants. Can you separate out those various influences?
Here is a slide showing that single lungs in general do worse.

However, to come back to the extended donor, there are some specific vari-
ables which are emerging as important. This is a slide with some data that we
published last year looking at smoking in donors from a very large UK cohort.
There is indisputably a disadvantage if your donor smokes. It is not as great as the
disadvantage of not having a transplant, as the paper showed. Can | ask how you
discussed these particular donor variables with potential recipients? Do you
inform them of the problem of the smoking donor so vividly described here?

I think your presentation adds to the body of knowledge, and it is a pleasure
to see lung transplantation being discussed at the ESTS.

Dr Moreno: Turning to your question about the influence of the time periods
in this series, we have not analysed the impact of time on our experience.

During this time, the main changes we introduced have been the preservation
solution and the immunosuppression regimen. We used modified Euro-Collins
before 2001 and Perfadex thereafter. Regarding immunosuppression regimens,
we switched from cyclosporine to tacrolimus and from azathioprine to myco-
phenolate in many patients, not in all. However, it seems to me that if any
changes did occur during this time, they would have been distributed homoge-
neously among the four groups of the study, and furthermore, two years ago
we published our experience with donor assessment in three periods of time
and we did not find any significant differences.

Concerning your question about the multivariate analysis, | agree with you
that a multivariate analysis would have given us more information regarding
the impact of each variable on lung transplant outcomes. However, the aim of
our study was not to analyse the impact of age or smoking history or mechanic-
al ventilation before lung transplantation on our results, because this has been
already studied. Many transplant centres have published their results with the
use of these donors.

The aim of our study was to know our results when matching the four pos-
sible combinations and to identify the candidate who best fits a lung donor. We
are performing an additional analysis comparing the survival of fibrotic candi-
dates. Of course, they are old and many of them have secondary pulmonary
hypertension. We will analyse their mortality while on the waiting list compared
with their survival after lung transplantation.

In relation to the question about the single- or double-lung procedures, |
know this is a very controversial issue. If you look at the data of the last ISHLT
report, you can see that there is a long-term survival benefit of double-lung
transplantation in these recipients. However, our policy is to perform single-
lung transplantation in fibrotic recipients unless they are young or have second-
ary pulmonary hypertension. Furthermore, given the shortage of donors, we
try to perform a twinning procedure using the lungs of a single donor in two
different recipients whenever possible.

Regarding the last question about smoking, in our series we defined an
extended donor as one having a smoking history greater than 20 pack-years.
These data were not available for every patient; we didn't know these data in 17%
of patients. It seems to me that there is a difference between a 40-year-old donor
with a 20 pack-year history, current smoker, and a 60-year-old ex-smoker who
gave up smoking 20 years before.

| read with interest the work of the UK transplant group published last year.
They compared lung transplant outcomes using smoking donors and non-
smoking ones with a cohort of patients awaiting lung transplantation, and their
three-year survival was worse when using smoking donors. However, it was
better than waiting for a non-smoking one.

Dr M. Hussein (Riyadh, Saudi Arabia): | have one comment. You mentioned
the challenge test, the oxygen pressure over FiO2 less than 350. Normally the
standard challenge test is 300 and most of the centres are working on the figure
of 300, not 350.

Second, a question. Regarding your donors, did you used prolonged venti-
lated donors or not, because some centres are putting five days of ventilation
as extended donor criteria also. This nine hours of prolonged ischaemic time,
what was the highest ischaemic time? You answered the question about the
type of preservation solution, but my question is are you also using antegrade
and retrograde perfusion, because it is quite a long period, more than nine
hours, of ischaemic time.

Dr Moreno: It is our policy to use donors with an oxygenation index not lower
than 300-350 mmHg. At the beginning of our programme we were more select-
ive with the use of the donors, so it was nearer to 350 than 300. We also used
donors with prolonged mechanical ventilation before lung transplantation. This
is one of the extended criteria, and is included in this cohort of patients.

Regarding the nine hours of ischaemic time, we are in a region in the south of
Spain in which the distances are quite considerable, and we also have donors in
the Canary Islands, which are several thousand kilometres away from our centre.
So our ischaemic times are a little bit longer than other groups in Spain.

Regarding the retrograde perfusion, we performed both antegrade and
retrograde, and we published it several years previously.

Dr V. Petrauskas (Panevezys, Lithuania): | would like to ask you whether any
of the recipients underwent retransplantation during your trial, and if so, were
these excluded from the trial?

Dr Moreno: We excluded 11 retransplantations from this analysis.

Dr H. Date (Kyoto, Japan): When you have an extended recipient, very sick,
dying, with pulmonary hypertension, whatever, would you like to try to find a
good donor or bad donor? A very simple question.

Dr Moreno: |deally we would like to use a good one. But the problem is that
in our series we have a great proportion of recipients who had cystic fibrosis. So
we tried to match the ideal donors to these recipients, and obviously the rest of
the donors go to fibrotic patients who usually are older. So this is the reason we
have more extended donors to extended recipients in our series.
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