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Introduccion

1.1. Carcinoma de pulmén:

1.1.1. Epidemiologia:

La incidencia del cancer de pulmoén ha ido aumentando progresivamente a lo
largo de la segunda mitad del siglo XX, llegando a constituir la primera causa de
mortalidad en ambos sexos conjuntamente en paises desarrollados. El tabaco es el factor
de riesgo mas importante, asi como principal causante de muerte evitable por cancer.

El registro internacional GLOBOCAN, auspiciado por la OMS, en su ultima
actualizaciéon de 2008 mostrd que este tumor se diagnostica anualmente en 1.608.800
personas (1.095.200 hombres y 513.600 mujeres), causando 1.378.400 muertes
(951.000 en hombres y 427.400 en mujeres), constituyendo un 13 y 18% de
diagnosticos y muertes por cancer y la primera causa de mortalidad por cancer en
hombres y la segunda en las mujeres tras el de mama (1).

Segun las estadisticas de la sociedad americana de c&ncer, constituyo el 14% del
total de canceres diagnosticados, practicamente igualada la incidencia en hombres y
mujeres, con 226.000 casos, 111.470 en hombres y 109.690 en mujeres, provocando
160.340 muertes. En dicho pais el cancer es la primera causa de muerte tanto en
hombres como en mujeres, acercandose al 30% y la probabilidad de desarrollarlo a lo
largo de la vida se acerca al 6,7% en hombres y al 4,9% en mujeres (2).

En Europa se diagnostican 400.000 nuevos casos al afio, causando en torno a
unas 375.000 muertes con 80/20% de hombres respecto a mujeres. En 2004 fue la causa
del 20% de muertes por cancer, siendo la primera causa de cancer no cutaneo y la
primera causa de mortalidad por cancer. Esta incidencia y mortalidad varian geogréfica-
mente, con mayor incidencia en hombres en el Este de Europa, menor en el Norte. En
mujeres ocurre lo contrario, con mayor incidencia y mortalidad en el Norte que en Sur y
Este, probablemente en relacién con los distintos habitos tabaquicos regionales (3).

En el afio 2006 en nuestro pais la prevalencia total estimada fue de 1.175 casos
de cancer por 100.000 habitantes (4). La ultima actualizacion del atlas de mortalidad por
cancer realizada en 2009 por el Instituto de Salud Carlos 111 pone de manifiesto el ligero
aumento de la mortalidad, con 17.265 hombres fallecidos con una media de edad de
68,75 afo y un total de 3.115 mujeres con una media de edad de 65,97 afios. Las cifras
de incidencia y mortalidad presentan variaciones en las distintas areas geograficas.

En Asturias, el analisis realizado en 2001 por la Direccion General de Salud

Publica de la Consejeria de Salud y Servicios Sanitarios mostrd una supervivencia del
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Introduccién

11% a los 5 afios entre los pacientes diagnosticados de cancer pulmonar en 1992, siendo
la segunda comunidad en mortalidad, por encima de la mortalidad estandar en Espafia.

La mayoria de los pacientes se diagnostican en la quinta y sexta década de la
vida, con una curva ascendente para cada sexo en funcién de la edad. Presenta una gran
disparidad geografica y étnica, siendo mas frecuente en los paises desarrollados. Entre
las mujeres norteamericanas la mortalidad es similar en blancas y negras, pero 26%
mayor en los hombres negros que en los blancos. La mortalidad de hispanos,
americanos nativos y asiaticos es significativamente inferior que en los negros.

Hasta hace unas décadas, el subtipo histolégico méas frecuente era el
epidermoide seguido del microcitico, con un aumento progresivo en la incidencia del
adenocarcinoma en los ultimos afios, convertido incluso en el méas frecuente en algunos
paises, hecho que podria estar en relacion con la mejoria en las técnicas diagnosticas, asi
como con en el cambio en las caracteristicas de los cigarrillos con modificaciones en los
carcindgenos. El prondstico es aun pobre, con una supervivencia relativa ajustada por
edad a los cinco afios del 12% en hombres en Espafa, y cifras generalmente inferiores

en el resto de los paises europeos.

1.1.2. Factores de riesgo:

Causas ambientales:

Tabaco: la mayoria de los carcinomas de pulmdn estan causados por el habito
de fumar. Los primeros estudios que asociaron tabaco y cancer de pulmén son historia
de la epidemiologia clinica (5-7). Todas las formas y tipos de tabaco se asocian a un
mayor riesgo, que aumenta con la dosis, tanto en fumadores activos como pasivos, en
todos los tipos histologicos. El abandono del habito tabaquico hace disminuir el riesgo,
aungue uno de cada cuatro casos se diagnostica en ex-fumadores.

El tabaco contiene mas de 300 sustancias, y entre ellas hay 40 carcindgenos,
siendo los méas importantes los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP), entre los
que destaca el Benzopireno (BP). Entre el resto destacan las nitrosaminas, aminas
aromaticas, aminas heterociclicas (naftilamina), aldehidos (formaldehido), compuestos
orgénicos volatiles (benzeno) y otros compuestos organicos (6xido de etileno, cloruro
de vinilo, acrilamida) e inorganicos (As, Be, Ni, Cr, Cd) (8). La forma activa, BPDE
crea aductos en las guaninas (G) del ADN, dando lugar a mutaciones tipo transversién
G>T (timina) por errores de replicaciéon. El espectro mutacional del gen p53 tras la

exposicién a este agente presenta un predominio de cambios G>T, con una distribucion
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Introduccion

no aleatoria y preferencia por ciertos codones (157, 158, 245, 248, 273), espectro tipico
y especifico de los tumores pulmonares a diferencia de la practica totalidad del resto de
neoplasias, con predominio (30 frente a 10%) de estas transversiones en fumadores, lo
que constituye una huella molecular tipica del cancer de pulmon (9-10).

Exposicion ambiental y ocupacional: varios agentes quimicos aumentan el
riesgo de carcinoma pulmonar, y algunos son compartidos o potenciados por el tabaco.
Entre ellos destaca el asbesto, fibra de silice, compuestos organicos como el cloro-metil-
éter, gases diesel y la polucion aérea, asi como ciertos metales y radiaciones ionizantes.

Radiacién: Hay un aumento de riesgo del diagnostico de cancer de pulmon en
pacientes que han recibido radioterapia previa. Este riesgo se ha descrito
fundamentalmente en pacientes con el diagnostico previo de carcinoma de mama que
recibio radioterapia complementaria y que eran fumadoras (11).

Dieta: la dieta rica en B-carotenos asi como en Vitamina C podrian asociarse con
menor riesgo de carcinoma pulmonar. También se han visto menores niveles de folato
en pacientes con cancer de pulmén, que podrian tener relacién con una menor capacidad

reparadora del ADN en estos pacientes.

Predisposicién genética:

A diferencia del cancer de mama o de colon, en los que hay descritos genes
relacionados con sindromes de agregacion familiar, en el carcinoma pulmonar no hay
evidencias contundentes bien definidas a favor de la herencia, aunque ciertos estudios
epidemioldgicos que demostraban cierta asociacion con la historia familiar
proporcionaron las primeras pruebas de la posible susceptibilidad genética (12).

Entre los genes implicados, destacan la mutacién germinal en p53, pRb, asi
como mutacion germinal en EGFR (13). Mas recientemente, como se ha comentado
previamente, se ha encontrado un SNP en 15924 y 15025.1 (14-15), en relacion con el
receptor nicotinico de Acetilcolina (Ach), que aumenta el riesgo de carcinoma. También
se ha relacionado con mutaciones germinales en genes reparadores como ERCC1 (16).

Genes de alta penetrancia y poco frecuentes: se analizan en estudios de
agregacion familiar, en base al grado de ligamiento. De este modo se ha encontrado el
locus 6g23-25 aunque aun no se sabe el gen responsable.

Genes de baja penetrancia pero relativamente frecuentes: de este modo se

analizan genes candidatos por su funcion previamente conocida, que podrian tener un
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papel en la reparacion tumoral, como por ejemplo genes relacionados con el
metabolismo de sustancias tdxicas, genes reparadores de ADN, de ciclo celular, etc.

Entre los genes metabdlicos destacan CYP1Al y GSTML1, conociéndose
polimorfismos que confieren un aumento de riesgo, aunque modesto. Para CYP1ALl se
conocen dos polimorfismos que confieren una mayor actividad de la enzima que
convierte el BP en BPDE, activando su actividad carcinogénica y aumentando sus
niveles, y en GSTM1 se conoce una deleccién que limita su funcidén conjugante de
compuestos electrofilicos con glutation, aumentando el producto tdxico (17).

Genome wide association studies (Estudios de asociacion gendmica,
GWADS): consisten en el genotipado de gran numero de variantes de unico nucle6tido
(SNP) en el genoma, proporcionando un escrutinio de las variaciones genéticas mas
comunes e identificar rasgos genéticos que constituyen mayor riesgo para una
determinada enfermedad. Esto es posible desde que se dispone de la secuencia del
genoma humano, y gracias al proyecto HapMap de genotipado poblacional.

Se conocen dos locus asociados a mayor riesgo de cancer de pulmoén, uno en
5p15.33 (SNP rs8034191), que contiene dos genes, el TERT (telomerasa transcriptasa
reversa), y el CLPTMLL (cisplatin resistance-related gene); el otro en 15¢25, que
contiene seis genes, incluyendo dos subunidades de los receptores nicotinicos de Ach
CHRNA3 y CHRNADS, asociados a la dependencia nicotinica. Los receptores
nicotinicos se expresan en el tejido pulmonar y son activados por nitrosaminas del
tabaco, y aunque en principio se creia que el aumento de riesgo relacionado con estos
polimorfismos se deberia al aumento del habito tabaquico, se cree que su relacion es
directa puesto que no se asocian significativamente al incremento del habito y también

incrementa el riesgo en no fumadores (14-15).

1.1.3. Clasificacion histolégica de las neoplasias de pulmon:

La clasificacion actual realizada por la OMS en 2004 diferencia cuatro tipos de
histologia, escamoso, adenocarcinoma, células grandes y célula pequefia (microcitico),
con variantes adicionales (18). Aunque esta clasificacion sigue vigente, en el afio 2011
la Asociacién Internacional para el Estudio del Cancer de Pulmén (IASLC) cre6 una
nueva propuesta para redefinir los subtipos de adenocarcinoma pulmonar (19),
desapareciendo en ella los subtipos Bronquiolo-alveolar (BAC) y adenocarcinoma
mixto. Aparecen lesiones precoces como adenocarcinoma minimamente invasivo y

adenocarcinoma in situ, los carcinomas invasivos son reclasificados segun el patron
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predominante y los antiguos BAC pasarian a llamarse adenocarcinoma de pulmén con
patrén lepidico no mucinoso. (Ver anexo).

Clasicamente se solia simplificar ain mas dividiendo el carcinoma pulmonar
entre microcitico (CPM) y no microcitico (CPNM), dado que su manejo variaba
radicalmente de uno a otro. Posteriormente comenz0 a cobrar importancia el subtipo
histoldgico en los CPNM, con la trascendencia clinica del adenocarcinoma. Hoy dia la
diferenciacion va mas alla, y no s6lo es importante el subtipo histolégico, sino los

diversos subtipos moleculares.

1.1.4 . Manifestaciones Clinicas:

o Tos: presente entre el 50-75%, sobre todo en tumores centrales como el
carcinoma escamoso Yy el microcitico. Se asocia a neumonia post-obstructiva.

o Hemoptisis: 25-50% de los diagnosticados la presentan, aunque la primera causa
de hemoptisis es la bronquitis cronica.

o Dolor toracico: suele ser debido a la afectacion de pared toracica o pleura (por
tanto sobre todo en los tumores periféricos), aunque en ocasiones la afectacion
central y subsiguiente neumonitis post-obstructiva también pueden causar dolor.

o0 Disnea: aparece en un 25% de los casos y suele ser de origen multifactorial.

o0 Afonia: en el caso del carcinoma pulmonar ocurre por afectacion del nervio
laringeo recurrente, que puede ser directa por invasidbn o indirecta por
compresion. Confiere mal prondstico sobre todo en el primer caso.

o Sindrome de vena cava superior: se manifiesta en forma de dilatacién venosa del
cuello, edema en esclavina y enrojecimiento. Cursa con dolor, embotamiento y
disnea y es una urgencia oncoldgica. Su principal causa dentro del grupo de
tumores pulmonares es el CPNM.

o Sindrome de Pancoast: debido a tumores pulmonares en el sulcus superior. Se
manifiesta con dolor (hombro, antebrazo, escdpula y dedos), sindrome de
Horner, destruccion 6sea y atrofia de los musculos del brazo y mano.

o Sindromes paraneoplasicos: alteraciones de tipo hormonal o neuroldgico que
producen sintomatologia independientemente de la existencia o no de metéstasis.
Los mas frecuentes son el SIADH, la hipercalcemia por HPTH y varios

sindromes neuroldgicos como el Eaton-Lambert.

11



Introduccién

1.1.5. Diagnéstico:

La exploracién fisica ira seguida de pruebas de laboratorio con hemograma
completo, iones, calcio, albumina, pruebas hepaticas y funcion renal. Nos valen para
valorar el estado general del paciente y para valorar la afectacion a distancia. La
presencia de pruebas hepaticas alteradas obliga a descartar metastasis hepaticas, a
hipercalcemia metastasis dseas o sindrome paraneoplasico con hiperparatiroidismo, la
elevacion aislada de fosfatasa alcalina metastasis hepaticas u 0seas si la GGT es normal
y la anemia suele manifestar enfermedad avanzada.

En cuanto a las pruebas de imagen, la prueba inicial debe ser la radiografia de
torax, seguida de una TC toraco-abdominal, que permite iniciar la estadificacion TNM.
Es util para estadificar el tumor primario y descartar o confirmar la presencia de
metastasis a distancia, siendo menos fiable que la PET para la afectacion ganglionar
sobre todo en el mediastino y si los ganglios son menores de 1-1,5 cm. Siempre que la
TC de entrada no descarte enfermedad a distancia, hay indicacién para hacer PET, que
sirve para enfermedad a distancia, siendo superior al TC en todas las localizaciones
salvo cerebro e higado, asi como para estadificar el mediastino, al detectar lesiones en
ganglios de tamafio normal, con gran VPN pero pobre VPP, por lo que precisa siempre
confirmacion histolégica. EI scan dGseo se reserva para pacientes sintomaticos o
alteracion en pruebas de laboratorio sugestivas, con menor valor tras la llegada de la
PET. La RM cerebral so6lo estaria indicada si hay signos o sintomas neuroldgicos,
aunque util para descartar la afectacion metastasica dado que la PET es menos fiable.

En cualquier lesion tumoral es mandatorio un diagndstico histoldgico para
realizar cualquier actitud terapéutica y en el carcinoma de pulmoén es un aspecto
complicado, por la dificultad en su obtencion y por ser necesario ademas para la
realizacion de pruebas moleculares. Si la lesidn esta limitada al térax, habra que obtener
material histologico a partir de una broncoscopia o en su defecto una puncion
transtoracica, que nos podrian ayudar a obtener la mejor muestra histolégica posible, la
Biopsia con Aguja Gruesa (BAG). Cuando esto no es posible se recurre a la Puncion
aspiracion con aguja fina (PAAF), tanto de cualquiera de las lesiones adenopaticas,
como de posibles localizaciones metastasicas. También es posible el diagnostico a
través de liquido pleural o esputo, pero en este caso s6lo daria rentabilidad para realizar
un diagnostico histoldgico. Hoy en dia, la necesidad de realizar estudios moleculares

hace que el diagndstico histoldgico exclusivo sea insuficiente.
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1.1.6. Estadificacion:

Se utiliza el sistema TNM, que valora tumor primario (T), afectacion ganglionar
regional (N) y diseminacion a distancia (M). La version vigente hoy es la séptima
edicion de la clasificacion "TNM Classification of Malignant Tumors", aceptada por la
UICC y la AJCC y publicada en 2009 (20-21). Se diferencia de la previa
fundamentalmente en la reclasificacion del derrame pleural y pericérdico (pasan a
considerarse metastasis, M1a) y de los nddulos satélites (pueden ser T3). Otros cambios
incluyen nuevos puntos de corte en el tamafio y nuevas subdivisiones de T1 (en Tlay
T1b), T2 (en T2ay T2b), y M1 (Mlay M1b). (Ver anexo).

1.1.7 . Tratamiento de la neoplasia pulmonar:

1.1.7.1. Estadios tempranos (I y Il) (Pacientes resecables):

Pacientes operables: sin no hay afectacion metastasica 0 mediastinica el

tratamiento adecuado es la cirugia, siendo la lobectomia la mejor opcién siempre que
sea posible, ya que la neumonectomia esta relacionada con peor supervivencia (22). Se
ha de realizar linfadenectomia mediastinica reglada, pues es un elemento fundamental
para la estadificacion quirurgica. El protocolo de la ESTS recomienda la reseccion de al

menos 6 ganglios y 3 estaciones ganglionares, que deben incluir la infracarinal (23).

Pacientes no operables: en ocasiones existen comorbilidades que impiden al

paciente soportar una cirugia a pesar de poder ser curativa. No hay un papel para la
quimioterapia, pero si para la radioterapia estereotaxica extracraneal, consiguiéndose un

control local de hasta el 97% y con menor toxicidad que la radioterapia clasica (24).

1.1.7.2. Estadios localmente avanzados (llI-A y B) (No resecables):

Es un tema controvertido actualmente quedando la cirugia relegada a un papel
minimo, dado el escaso beneficio para los pacientes con afectacion mediastinica.
Estadios I11-A sin afectacion mediastinica (T4NO0-1) serian los mejores candidatos a una
induccién con quimioterapia previa a cirugia con intencién curativa, mientras que en los
estadios I11-A N2 el tratamiento seria multimodal con quimio y radioterapia como
pilares del tratamiento curativo. En los I11-B las opciones curativas son ain menores y

la quimioterapia asociada o no a la radioterapia son las mejores armas disponibles.
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Ouimioterapia neo-adyuvante o primaria:

En estadios precoces (I a 111A) los estudios son contradictorios, mostrando un
trabajo francés mejoria en la respuesta, supervivencia libre de enfermedad (SLE) asi
como metéstasis a distancia, pero no en supervivencia global (SG) al administrar un
triplete de cisplatino, manteniéndose las diferencias en los IB y Il (25). Un grupo
americano inicio otro estudio con carboplatino y taxol en estadios IB a IlIA, sugiriendo
alguna ventaja del tratamiento previo, pero no confirmada al cerrarse precozmente (26).

En los estadios clinicos I11A resecables (mediastino positivo por histologia), tres
trabajos con asignacion aleatoria compararon cirugia sola frente a quimioterapia previa,
utilizando todos combinaciones de cisplatino de segunda generacion y confirmandose
ventaja significativa en supervivencia a favor de la quimioterapia neo-adyuvante en dos
de ellos (27-29). Un estudio de nuestro centro ha demostrado que no hay diferencias
entre la administracion de dos o tres drogas en un esquema de cisplatino de tercera
generacion como induccién o neo-adyuvante (3 ciclos) a cirugia o radioterapia (30).

Para los estadios clinicos 1A no quirargicos y 1B, las opciones de tratamiento
se basaban en la radioterapia exclusiva con una la mediana de supervivencia de un afio y
un 5-10% a los 5 afios (31). Posteriores estudios mostraron mejoria al asociar quimio
neoadyuvante a la radioterapia radical, confirmada en dos meta-analisis, con reduccion
del 13% de la mortalidad y mejoria de un 4% en la supervivencia a 2 afios (32-33). A
partir de entonces diversos estudios han sugerido mejor supervivencia en estadios Ill
con quimio y radioterapia concurrente frente a su administracion secuencial con un
reciente meta-analisis que ha mostrado que la concomitancia aporta un beneficio de un
5,7% y un 4,5% a los tres y cinco afios en SG, a expensas de mejor control local. Sin
embargo el aumento de la toxicidad, fundamentalmente la esofagitis, hace que su
utilizacion se limite a pacientes con buen estado general y funcion respiratoria (34).

Globalmente la incorporacion de quimioterapia neoadyuvante a la radioterapia
y/o cirugia, sugieren la posibilidad de alcanzar un 15-20% de largos supervivientes sin
poder delimitar una clara diferencia entre un tratamiento local con cirugia, radioterapia
0 ambas en pacientes estadio I, existiendo dos estudios que comparan quimioterapia
con o sin radioterapia previa a cirugia o radioterapia con intencién curativa.

El estudio europeo traté a pacientes N2 con una combinacion de platino y los
gue no progresaron tras la induccién (332 pacientes) se asignaron a cirugia o
radioterapia sin encontrar diferencias en la mediana de supervivencia global (16 vs 17

meses) ni en porcentaje de vivos a los 5 afios (15,7 vs 14), con peor supervivencia en los
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neumonectomizados (35). EI americano asigno aleatoriamente a 396 pacientes estadio
T1-3N2 a un esquema con cisplatino y etop6sido concurrente con radioterapia (45 Gy)
seguido de cirugia o radioterapia con dosis radicales (61 Gy) sin cirugia. Volvi6 a
demostrar ausencia de diferencia en SG (23 vs 22 meses) y en porcentaje de vivos a los
5 afios (27 vs 21%), pero si en SLE a favor de la induccion con quimio-radioterapia
seguida de cirugia (22 vs 11 meses). La ausencia de diferencia en SG podria estar en
relacion con el alto porcentaje de neumonectomias entre los operados y por otro lado en
gue un menor porcentaje de los operados llegaba a recibir la quimioterapia de
consolidacién (36). Andlisis secundarios ponen de manifiesto que solo si se produce
esterilizacion mediastinica, la cirugia posterior mejora la supervivencia.

Por lo anterior, la indicacién de cirugia se podria considerar sélo si existiera
infraestadificacién del mediastino tras la induccién evitando la neumonectomia (37),
siendo controvertida la cirugia tras radioterapia radical (>60 Gy) por la alta tasa de

complicaciones y discutibles ventajas (38), aunque posible con dosis menores (45 Gy).

1.1.7.3. Tratamiento adyuvante:

Quimioterapia: Diversos trabajos promueven el uso de quimioterapia

adyuvante cuando la enfermedad es potencialmente curable y se ha resecado por
completo (39-43), estando indicada en pacientes con estadio Il y Ill, aunque
ultimamente se discute también en los IB de >4 cm (43-44), siendo la neumonectomia
un factor en contra del tratamiento quimioterdpico por mayor riesgo de fistula
postquirargica. EIl esquema mas adoptado utiliza Cisplatino y Vinorelbina (41).

Radioterapia: La principal indicacion de la radioterapia pacientes resecados es
la afectacion mediastinica como hallazgo quirtrgico. Otra de las indicaciones es la
presencia de bordes afectos tras la cirugia de reseccién radical (R1-2). Los tumores T3,
con afectacion de pared toracica presentan una mayor dificultad para lograr resecciones
completas (R0), por lo que este subgrupo se podria beneficiar del tratamiento adyuvante
con radioterapia, pero siempre que no se haya hecho reseccion RO (45).

Un reciente meta-analisis compar6 cirugia mas quimioterapia versus cirugia
exclusiva, con beneficio significativo para lo primero, con un aumento absoluto de la
supervivencia del 4% a los 5 afios. En el mismo articulo se publicaba otro meta-analisis
que comparaba cirugia mas radioterapia y quimioterapia versus cirugia y radioterapia
solamente en los casos indicados, con beneficio significativo al afiadir quimioterapia,

representando un incremento absoluto en la supervivencia del 4% a los 5 afios (44).
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1.1.8. Biologia molecular del carcinoma de pulmén:

El carcinoma de pulmén es uno de los tumores cuyo conocimiento molecular y
su aplicacion clinica directa mas ha cambiado en los Gltimos tiempos, con multitud de
nuevas alteraciones que se descubren afio tras afio. EI adenocarcinoma pulmonar es la
histologia que méas ha evolucionado, con el descubrimiento de alteraciones moleculares
especificas con repercusion predictiva de respuesta a farmacos en algunos casos y en
otros prondstica. En el carcinoma escamoso esta labor ha ido mas lenta y ha sido mas
dificil encontrar mutaciones especificas aunque en todo caso parece que comienza a
haber resultados. El carcinoma microcitico es poco estudiado, por su menor frecuencia y
porque no suele ser subsidiario de cirugia, motivo por el cual se carece de material
tumoral adecuado y/o suficiente en muchos casos.

Los trabajos iniciales identificaron diversas alteraciones cromosomicas,
fundamentalmente delecciones en 3p14-25, 9p21 (incluye p16), y 17p13 (incluye p53),
conteniendo todos estos loci genes supresores tumorales. Posteriormente el estudio se
centrd en la basqueda de alteraciones génicas de tipo puntual, que pudieran favorecer el
desarrollo de terapias dirigidas. Asi se conocen mutaciones puntuales, bien en
oncogenes como EGFR, HER-2, KRAS, PIK3CA, 0 en genes supresores como p53,
LKB1, RB1 y pl6INK4A, siendo mas frecuente en este ultimo la metilacion que la
mutacion (12). Mucho maés recientemente se ha se ha descrito la presencia de activacion
por translocacion de genes como ALK, ROS1 o RET.

Las mutaciones en EGFR se encuentran principalmente en adenocarcinomas, en
aproximadamente el 10% de la poblacion caucéasica y en el 40% de la asiatica, mas en
mujeres y no fumadores, y se asocian a respuesta a los inhibidores de tirosina kinasa de
EGFR (TKI en inglés). La mayoria de las mutaciones ocurren en el exon 21 (variante
L858R) y en el exon 19 (E19del) y ambas confieren mejor pronostico y respuesta a los
TKI (46). En pacientes resistentes se ha identificado una mutacion en el exén 20
(T790M).

Otros genes de la via como HER2 se han encontrado amplificados y podrian
relacionarse con sensibilidad a los TKI aunque parece que su alteracion relevante en
pulmén es por mutacion. La via de Ras-Raf-MAPK también tiene interés, en base a la
activacion de KRAS por mutaciones activantes, fundamentalmente en adenocarcinomas
en pacientes fumadores, siendo practicamente excluyente su mutacion con la de EGFR
(14).
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En 2007 se demostro que una inversion en el cromosoma 2p daba lugar al gen de
fusion EML4-ALK, con lo que éste Gltimo estaba constitutivamente activado (47). La
activacion del gen ALK (Anaplastic Lymphoma Kinase) es mas frecuente en histologia
no escamosa y no fumadores, (aunque puede aparecer en carcinomas escamosos), en
hombres y méas jovenes que EGFR (48-49). Su principal compariero de translocacion es
EML4, aunque no es exclusivo y parece que lo importante es la activacion de ALK,
existiendo un inhibidor de dicha proteina (crizotinib) con importancia clinica.

Recientemente ha sido descrita la translocacion del receptor tirosina kinasa
ROSL1 de la familia del receptor insulinico. Su frecuencia ha sido cuantificada en torno
al 2% en un screening de 1000 pacientes. Solo aparece alterado en adenocarcinomas,
sobre todo en no fumadores y mujeres alrededor de 50 afios de edad. EI mismo
crizotinib parece ser capaz de inhibir lineas celulares con ROS1 alterado (50-51). Aln
mas recientemente se han descubierto translocaciones activadoras en RET, también en
no fumadores, adenocarcinomas y exclusivas con el resto de las previamente descritas.
En este caso fue descrito por tres grupos independientes y el gen con el que RET se
transloca es KIF5B, conociéndose 7 variantes distintas en total (52-55).

El gen LKB1, responsable del sindrome de Peutz-Jeghers, es un supresor
tumoral que puede estar mutado en adenocarcinomas y la via PI3K-Akt-mTOR puede

estar activada en la carcinomas pulmonares con mutaciones en PIK3CA (53).

AKT1 __MAP2K1 _ROSI KIF5B-RET

| (fusiones)

HER2

ALK (fusiones)

DESCONOCIDO

Fig. 1. Subtipos moleculares de Adenocarcinoma pulmonar. Modificada de Pao &
Hutchinson, Nat Med 2012.
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En carcinomas escamosos se ha descubierto recientemente una alteracion
interesante, la amplificacion de FGFR1, presente en el 22% de los mismos y ademas en
fumadores, lo que supondria un gran avance en este subtipo de enfermedad tan falto de
medicamentos novedosos y basados en la biologia del tumor (56).

La heterogeneidad genetica de los tumores pulmonares es la principal causa de
que los pacientes con el mismo estadio e histologia presenten distinta evolucién. Por
ello se han desarrollado perfiles genéticos y proteicos que intentan diferenciarlos en su
prondstico con independencia de los factores clasicos. Un ejemplo son los microarrays
de expresion, y entre ellos Metagen predice la evolucién de pacientes con estadio 1A
mejor que los factores clasicos (57), habiéndose identificado en otro caso un grupo de 5
genes que predice de forma independiente la supervivencia global y libre de enfermedad
(58). Recientemente un grupo californiano ha desarrollado un test que analiza la
expresion de 14 genes en muestras de parafina de adenocarcinomas pulmonares
resecados, en los cuales identifica 3 grupos de bajo, intermedio y alto riesgo de
recurrencia. Dicho test se valido en 2 cohortes independientes de 433 y 1006 pacientes y
parece ser independiente del estadio, siendo util en estadios I, 11 y Ill. Los perfiles de
expresion de miRNA aun estan en fase precoz de desarrollo clinico (59). Ninguno de los
modelos desarrollados hasta la fecha ha pasado la barrera de la clinica, a diferencia del
carcinoma de mama en el que existen 2 test de expresion génica y 1 de expresion
proteica en el mercado (60-63) .

También podria ser util el andlisis de dichas alteraciones en sangre periférica,
habiéndose demostrado que es posible aislar ADN o células tumorales circulantes en en
pacientes con carcinoma pulmonar, analizando mutaciones especificas. (64-65).

El perfil de expresion de mRNA (o miRNA), no siempre se correlaciona con los
niveles proteicos y no explica las interacciones proteina-proteina y las modificaciones
post-translacionales como la fosforilacion, que podrian ser criticas para la regulacion de
la actividad proteica (como ocurre con P-p38) (66). La forma mas utilizada y sencilla de
analizar proteinas de forma individual es la inmunohistoquimica (IHQ), que puede ser
util en el prondstico y/o la prediccion de respuesta a tratamiento. Mas recientemente
estdn surgiendo técnicas protedmicas como la espectrometria de masas o los
microarrays proteicos que permiten ver redes de sefializacion completas en vez de
individualmente. Estas técnicas son aplicables al tejido tumoral y a la sangre de los
individuos enfermos, y se ha encontrado por ejemplo un perfil proteémico de prediccion

prondstica en pacientes resecados de carcinoma pulmonar (67).
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1.1.9. Factores prondésticos y predictivos:

Un marcador pronostico es un indicador de la supervivencia global del paciente
con independencia del tratamiento que reciba, es decir, es un indicador de la agresividad
innata del tumor o del huésped. Un marcador predictivo es un indicador de la eficacia
terapéutica, es decir, existe una relacion entre una caracteristica del paciente o del tumor
y el tratamiento de cara al resultado terapéutico en el paciente. Clasicamente, los
factores relacionados con el prondstico en CPNM han sido el estadio de la enfermedad y
el estado general del paciente, y en menor medida el género y la histologia (68-69). En
los Gltimos tiempos el conocimiento de la biologia del CPNM conduce a un tratamiento
adaptado a las caracteristicas moleculares tumorales y no sélo a los aspectos clinico-
patoldgicos tradicionales (21, 70). Algunos de estos marcadores son:

Excision Repair Cross-Complementing 1 (ERCC1):

Es una enzima del sistema del sistema de reparacién por excision de nucledtidos,
que reconoce Yy elimina los aductos de platino. Sus niveles bajos de mRNA estudiados
por RT-PCR se han relacionado con mayor supervivencia en pacientes con CPNM
tratados con cisplatino y gemcitabina. EI mecanismo seria la apoptosis celular por la
incapacidad de reparacion del dafio provocado por el platino cuando los niveles del
mismo son bajos. Esos bajos niveles podrian ser factor de buen pronéstico (71).

Breast Cancer Gene 1 (BRCAL):

Niveles bajos de esta proteina implicada en la reparacion por recombinacion
homologa, que también participa en la reparacion del dafio platino, parecen también
correlacionarse con mejor sensibilidad al tratamiento con cisplatino (72).

Subunidad M1 de la Ribonucleotido Reductasa (RRM1):

Es una proteina esencial para la sintesis del ADN, transformando el
ribonucledtido 5° difosfato (R5D) a deoxirribonucledtido 5° difosfato. La gemcitabina
compite con el R5D en su incorporacion al ADN, y la sobreexpresion de RRML1 se
relaciona con menor eficacia de este agente, como se ha comprobado en un estudio en
que los pacientes tratados con cisplatino y gemcitabina con baja expresion tumoral de
RRML tenian mejor supervivencia que los que tenian niveles elevados (73).

Timidilato sintasa (TS):

Es una proteina implicada en la via del metabolismo del &cido félico.
Adenocarcinomas y carcinomas de célula grande tienden a mostrar un menor nivel de

expresion de la misma, con mejor supervivencia tras tratamiento con cisplatino-
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pemetrexed (que interfiere la via del folato), que aquellos con nivel altos, en especial los
carcinomas escamosos (74).

Epidermal growth factor receptor (EGFR):

Esta proteina pertenece a la familia del receptor del factor de crecimiento
epidérmico y acta como tirosina quinasa, pudiendo activar entre otras, la via de las
MAPK. Para determinar su estado se utilizan fundamentalmente 3 métodos, analisis
mutacional, determinacion de nimero de copias génicas y nivel de expresion de EGFR.

A nivel clinico el mas utilizado es el analisis mutacional por su relacion con
respuesta a un tratamiento especifico. Las mutaciones con relevancia clinica son la
deleccion del exon 19, la mutacion L858R en el exon 21, ambas por relacionarse con
mejor respuesta. La T790M se relaciona con resistencia tanto primaria como secundaria.

En principio la prediccion de respuesta a inhibidores de la actividad quinasa de
EGFR (gefitinib o erlotinib) se basaba en aspectos clinicos como sexo femenino, raza
asiatica, no fumadores y la variante bronquioloalveolar del adenocarcinoma. Sin
embargo en los Gltimos afios, numerosos estudios fase I11 han probado que la presencia
de mutaciones parece ser el factor predictivo mas importante, tanto para gefitinib como
erlotinib. Los principales estudios se han dirigido a la primera linea en enfermedad
metastasica (75-81), aunque también podrian tener un papel en la segunda linea y
siguientes (82-86), asi como en el mantenimiento en pacientes no seleccionados (87). El
efecto prondstico de dichas mutaciones no esta claro, dado que la mayoria de los
estudios se limitan a pacientes en tratamiento activo, y quizas la mayor supervivencia en
los tratados tiene ademas que ver con un mejor prondstico. Lo que si parece claro es que
en un futuro nuevos inhibidores que reviertan la resistencia a los ya comercializados se
unirdn al espectro terapéutico ya disponible (88), siendo el afatinib (un inhibidor
irreversible de la kinasa de EGFR) de los mas avanzados en desarrollo clinico, aunque
quizas también en primera linea, como muestra el estudio LUX-LUNG3 (89) y no en la
progresion a inhibidores previos, donde parece no ser tan eficaz (90).

El analisis del nimero de copias de EGFR (FISH, Fluorescence in situ
hibridization) podria tener un papel como factor predictivo de respuesta a Ac anti-EGFR
(Cetuximab), aunque el trabajo inicial que proponia mejores resultados en pacientes con
aumento del nimero de copias, no ha podido ser reproducido posteriormente, no
encontrdndose diferencias entre ambos subgrupos (aumento y no aumento) (91-92).

La expresion de EGFR analizada por IHQ no ha podido ser claramente

relacionada con la prediccion de respuesta a farmacos, tanto Anticuerpos monoclonales
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como Cetuximab o inhibidores de la actividad tirosin-quinasa como Gefitinib (93-94),
ademas no se ha demostrado correlacion entre la existencia de mutacion y expresion por
IHQ (95). Lo que si parece es tener un importante papel definiendo un grupo de peor
pronostico (96). Ha sido descrita su sobreexpresion en lineas celulares y muestras
tumorales de pacientes con CPNM, asociandose con aumento en la proliferacion, peor
diferenciacion, mayor incidencia de metastasis en ganglios linfaticos, asi como una peor
supervivencia. En un trabajo se estudié junto con HER-2, considerandose ambos
factores de mal prondstico y en otro similar junto con p53 y HER-2, en el cual EGFR
fue considerado peor aunque no significativamente, con similares resultados para p53y
muy pocos casos con expresion de HER-2 (97-98). Se ha descrito méas frecuentemente
asociado a estadios Il y fundamentalmente al subtipo histolégico escamoso,
encontrandose en este Gltimo que el prondstico empeoraba si la expresion de EGFR se
asociaba a la de p53 (99-100). Un reciente meta-analisis sugeria que la expresion por
IHQ de EGFR podria ser un factor de peor pronéstico en pacientes con CPNM (101).
pS3:

Es una proteina nuclear que bloquea la progresiéon de las células en el ciclo
celular, con un papel fundamental en la regulacién de los eventos nucleares,
particularmente en respuesta al dafio del ADN, radiacion ionizante y varios
carcindgenos, por lo que es considerado uno de los principales genes supresores
tumorales (102). Como comentado previamente, las mutaciones en p53 son el evento
mas frecuente en los carcinomas pulmonares de fumadores (9-10).

La presencia de mutacion en esta proteina evitaria su degradacion y favoreceria
su acumulo nuclear, detectable por medio de IHQ (103). Esta teoria motivd la
realizacion de multiples estudios que intentaron ver la influencia de dicha alteracion en
la supervivencia de los pacientes. Trabajos iniciales en carcinoma de vejiga parecian
comprobar este hecho, al mostrar que habia relacion entre acumulacion nuclear de p53 y
mutacion de dicha proteina, asi como la tendencia a progresion y peor prondstico entre
lesiones iniciales en aquellos con acimulo anémalo de p53 en nacleo (104).

Sin embargo, y sobre todo en carcinoma de pulmon, los trabajos posteriores han
sido contradictorios y poco concluyentes. Una de las razones es la heterogeneidad en el
método de deteccion de la alteracion, en unos casos mutacion y en otros expresion
nuclear por IHQ, con una concordancia entre mutacion y expresion IHQ mas baja de lo
esperable (entorno al 55%) (105-106). Ademas la expresion de p53 por IHQ podria

ocurrir sin la necesidad de la existencia de la mutacion genica, simplemente por
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sobreexpresion de la proteina normal, pudiendo ser dicho acimulo una respuesta al
dafio del ADN o a la alteracién de otras vias tumorales (107-108). Ldgicamente, en
ocasiones puede ocurrir lo contrario, la presencia de mutacion en p53 sin poder detectar
dicha proteina en la IHQ (105).

Los multiples trabajos que analizan el papel de p53 en la supervivencia de los
pacientes con carcinoma pulmonar han sido revisados en dos meta-analisis publicados
hace una década. Uno de ellos mostré que la alteracion de p53 por IHQ y mutacién se
relacionaba con peor pronostico, pero tan solo era consistente en los adenocarcinomas,
no en los carcinomas escamosos (109). En el otro se encontré que en ambas histologias
era peor prondstico, tanto para la IHQ, con independencia del anticuerpo utilizado,
como para la presencia de mutacion (110). Sin embargo la heterogeneidad de los
trabajos al respecto es muy grande, tanto en la forma del analisis (mutacion o
sobreexpresion), las caracteristicas clinico-patoldgicas de los pacientes (distinto estadio,
tratamiento o no con quimio o radioterapia), asi como en cuanto al niUmero de pacientes
incluidos. Como consecuencia no ha sido posible que p53 pueda ser establecido como
un factor prondstico estandar en carcinoma de pulmén, aunque si a tener en cuenta.

Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 (HER-2):

HER2 pertenece también a la familia del receptor del factor de crecimiento
epidérmico, con gran importancia clinica establecida en carcinoma de mama y gastrico,
aunque en carcinoma de pulmén hay pocos trabajos con la suficiente potencia
estadistica para obtener conclusiones.

La sobreexpresion de HER2 por IHQ en CPNM puede considerarse baja,
pudiendo variar entre 5-30%, aungue parece correlacionarse con un mayor estadio y con
la histologia adenocarcinoma, e incluso parece ser mayor en las metastasis (cerebrales)
que en el primario (98, 111-112). La presencia de la sobreexpresion se correlacion6
generalmente con peor pronoéstico, que podria limitarse al adenocarcinoma (111, 113-
114). Su asociacién con otros marcadores como p53 podria influir en el peor prondstico,
incluso en estadios | (115).

En carcinoma de pulmédn la amplificacion por FISH de HER2 no ha podido ser
demostrada con contundencia, pudiendo considerarse un 2-5% de positividad global.
Dicha amplificacion por FISH estaria limitada a los casos 3+, aunque no todos los casos
3+ podrian ser posteriormente FISH positivos (116). Méas recientemente se han descrito

mutaciones en HER2 en CPNM, siendo el dominio alterado el equivalente a la mutacion
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L858R del EGFR, lo que podria conferir sensibilidad a farmacos especificos en un
futuro, aunque su frecuencia es baja (117).

Translocacion ALK:

Como se ha comentado previamente, la presencia de esta translocacion hace que
se active dicha proteina tirosina quinasa. La forma de analizarla, en el momento actual
es la realizacion de un FISH. Probablemente en un futuro sea suficiente con la
realizacion de IHQ, pero aun no se ha logrado demostrar dicha posibilidad.
Recientemente se ha publicado un ensayo fase Il que demostraba una importante y
duradera respuesta a un inhibidor de ALK llamado crizotinib, en un grupo de pacientes
que previamente habian recibido quimioterapia, seleccionados por presentar dicha
traslocacion (118). Incluso se conocen ciertos mecanismos de resistencia al tratamiento,
siendo publicados a la vez que los primeros resultados de actividad del farmaco, lo que
conllevo su aprobacion, incluso antes de ensayos fase I11 ain en marcha (119).

ROS 1y RET:

Con respecto a estas alteraciones mas recientemente descritas, cabe destacar que
el grupo que describié la translocacion de ROS 1 referia en el mismo reporte que un
paciente portador de dicha alteracién habia hecho una respuesta mantenida al menos 6
meses (50-51). Con respecto a RET, aun no se ha publicado nada al respecto en
carcinomas pulmonares, aunque si existen inhibidores de RET en ensayos clinicos

publicados en otras patologias (120-121).

Probablemente en el futuro se impongan los métodos de analisis gendmico
masivo en vez del analisis gen a gen actual, abaratando costes y tiempo. Para ello se han
creado el Internacional Cancer Genome Cosortium y el Cancer Genome Atlas (122).
Proponen la secuenciacion del ADN completo (en un principio solo la porcion
codificante) de cientos de tumores, incluyendo carcinomas pulmonares, pareados con
tejido sano, con el fin de identificar la presencia de alteraciones genéticas recurrentes
que permitan establecer nuevas dianas terapéuticas asi como grupos pronostico.

En esa misma linea de pensamiento podria plantearse el cambio tanto en la
forma de seleccionar pacientes como en la forma de realizar los ensayos clinicos. En
cada paciente se deberia analizar su genoma en busca de mutaciones, su epigenoma en
busca de aberraciones epigenéticas y su perfil de expresion diferencial, para asi poder
identificar alteraciones que se han denominado “accionables” en referencia a aquellas

sobre las cuales puede incidirse de forma farmacoldgica (123).
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1.2. Via de las MAPK:

1.2.1. Via de las MAPK y procesos de sefalizacion celular:

En los Gltimos afios se ha descrito que en la biologia del cancer no so6lo es
importante la célula tumoral por si misma, sino también el entorno que la rodea y las
relaciones que establece con él, tanto de forma local como a distancia, adquiriendo una
serie de cualidades que le permiten sobrevivir en condiciones adversas. Entre dichos
mecanismos, que han sido revisados recientemente, esta la autosuficiencia proliferativa
en ausencia sefiales de crecimiento, que normalmente sélo ocurre en situaciones
fisiologicas como el desarrollo embrionario, o patolégicas como la cicatrizacion o la
regeneracion epitelial (124). Para ello la célula tumoral utiliza para su beneficio factores
de sefializacion extra e intracelular, agrupados en cascadas de sefializacion.

Una de las principales vias es la de las MAPK (mitogen-activated protein
kinases), que consiste en un conjunto de proteinas altamente conservadas
filogenéticamente cuya mision es fosforilar a otras y asi regular el crecimiento,
proliferacion, diferenciacion, migracion y apoptosis celular (125). Esta via consiste en
una cascada de protein-kinasas que conectan las sefiales extracelulares de crecimiento
con la transcripcién nuclear. De forma genérica los receptores de factores de
crecimiento situados en la membrana celular y diversas tirosin-kinasas activan Ras, que
luego activa a Raf, éste a MEK vy finalmente las MAPK, que se trasladan al nucleo y
regulan la transcripcién a través de la fosforilacion de diversos factores. De forma muy
resumida se puede decir que la sefializacion por MAPK consiste en tres modulos de
kinasas que se fosforilan de forma consecutiva de modo que la MAPK es fosforilada
por una MAPKK (MAPK kinasa, MAP2K), que a su vez se activa por una MAPKKK
(MAPKK kinasa, MAP3K) (126).

Este conjunto de factores tiene importancia clinica en cancer, en el diagnéstico
(translocacion COL1A1-PDGFRA en dermatofibrosarcoma protuberans), prondstico
(HER-2 neu en cancer de mama, EGFR en carcinoma de pulmén), prediccion de
respuesta (HER 2 en cancer de mama, EGFR en cancer de pulmon, mutacion de KRAS
en cancer de colon), y tratamiento (cetuximab y panitumumab, Ac monoclonales anti-
EGFR; trastuzumab, anticuerpo monoclonal anti-HER2; erlotinib y gefitinib, péptidos
miméticos TKI de EGFR; imatinib, inhibidor TK de PDGFRA y c-kit; sorafenib,
inhibidor de Raf, PDGFRA y varias kinasas mas, asi como vemurafenib, inhibidor de
BRAF V600E en melanoma) (127-129).
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Hasta la actualidad se conocen seis tipos de MAPK, que se pueden agrupar en
tres fundamentales: Extracellular signal-regulated kinase (ERK), Jun N-terminal kinase
(INK), y p38 MAPK. JNK y p38 se denominan SAPK (MAPK activadas por estrés) y
actan en respuesta a estimulos como hipoxia, ausencia de nutrientes, inflamacion y
estrés metabdlico por desregulacion de procesos energéticos, activandose también por
estrés genotoxico y farmacologico derivados del tratamiento con quimio y radioterapia,

con gran importancia en la inflamacion, respuesta al dafio en ADN y apoptosis.

La via de ERK, que es la méas estudiada, es una via proliferativa y se considera

pro-oncogénica, encontrandose alterada en un tercio de los tumores humanos. ERK 1/2
es la MAPK, MEK la MAPKK, y Raf la MAPKK, que es activado por Ras. A
diferencia de las otras dos MAPK, ERK se activa por factores de crecimiento y su papel
es fundamental en la trasnsduccion de sefiales al interior celular, pudiendo considerarse
el prototipo clasico de MAPK. Una vez activada, actta fosforilando numerosos factores

de transcripcion, proteinas del citoesqueleto u otras proteinas reguladoras que incluyen

otras kinasas (130).
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Fig. 2. Esquema general del funcionamiento de la via de las MAPK, con la activacion
genérica por la via Ras-Raf-MEK-ERK y vias alternativas. Modificado de Biocarta.
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En cuanto a JNK, la familia estd formada por tres genes, jnk 1, 2 y 3, cuya

expresion es variable dependiendo de los tejidos (125). Su activacion requiere una doble
fosforilacion, y una vez activada se transloca al ndcleo desde el citoplasma. Como se
describe mas adelante, junto con p38, con la que presenta multiples interrelaciones,
regula numerosos procesos fisiologicos y patologicos, estando implicada en patologia
inflamatoria, enfermedades degenerativas asi como en el desarrollo tumoral (131). En
este ultimo apartado, el papel de JNK se puede considerar como dual, ya que puede
comportarse como un supresor tumoral en respuesta a estimulos lesivos (estrés
oxidativo o genotdxico), bien a través de p53, o por su efecto pro-apoptético como
antagonista de NF-«xB y por el otro lado, puede comportarse de modo pro-oncogénico
siendo su prinicipal sustrato el factor de transcripciéon c-Jun, que refuerza la actividad
transcripcional de AP-1 (132-133). Lo mas probable es que su efecto global en el
desarrollo tumoral provenga del balance entre ambas funciones, que sera distinto en

cada situacion celular (134).
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Fig. 3. Resumen de la sefalizacion por JNK y p38MAPK, donde se aprecian las

interconexiones entre ambas. Modificado de: Wagner & Nebreda. Nat Rev Cancer 2009.
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1.2.2. Caracterizacién funcional y estructural de p38MAPK:
La proteina p38 MAPK, también llamada RK, SAPK2A 6 CSBP esta codificada

por el gen MAPK14 localizado en el cromosoma 6p21.3-p21.2. Se han descrito otras
tres isoformas, codificadas cada una por un gen distinto. Por ello tenemos 4 isoformas:
p38a, B, vy (ERK6 6 SAPK3) y & (SAPK4), siendo las més relevantes y estudiadas la o y
la B. Mientras que a y P tienen un patron de expresion mas ubicuo, y y & tienen un
patron mas limitado a masculo esquelético, corazon y pulmon (135).

El gen de p38uaMAPK es el ortélogo mamifero del Hogl de la levadura
Saccharomyces cerevisiae, que codifica a HOG (high osmolarity glycerol response),
MAPK osmosensora descubierta a principios de los 90 (136). Posteriormente se
describié al homdlogo mamifero como una MAPK estimulada por endotoxinas e
hiperosmolaridad, que se diferenciaba del resto de MAPK por la fosforilacidn especifica
en Thrl80 y Tyr 182 de la proteina p38a, formando el triplete aminoacidico TGY a
diferencia del TEY del resto de MAPK (137). Poco después fue descrita en células
humanas formando parte de una cascada de protein-kinasas activadas en respuesta a
diversos tipos de estrés, que activaban proteinas de choque térmico (138).

La via de p38 es activada por diversos tipos de estrés, como el choque osmético,
citoquinas inflamatorias, lipopolisacérido (LPS), luz ultravioleta y factores de
crecimiento. Esta activacion se produce tras su fosforilacion por MAPKK kinasas, como
MTK1, MLK2-3, DLK y TAK1 vy las subsiguientes MAPK kinasas, como MKK3-4-6,
las cuales juegan un papel como marcadores de su activacion. También se han descrito
otras dos formas de activacion no canonicas, mediadas por autofosforilacion en
respuesta a la interaccion con MAP3K7IP1/TABL, que participa en la respuesta al
TGFB, o por la activacion del TCR en linfocitos, que fosforila una Tyr diferente (139).

Una vez activada se separa del complejo que la mantiene estable en el
citoplasma y se transloca al nucleo, aunque se conoce también su actividad citoplasmica
(140). Sus sustratos incluyen a otras kinasas, como MK-2, reguladores transcripcionales
como ATF2, MEF2C, reguladores del ciclo celular, como CDC25B, y supresores
tumorales como p53. Su actividad es inhibida por fosfatasas duales de MAPK (que
actan sobre JNK y p38), como son las protein-fosfatasas 2C y Wipl (Wild type p53
induced phosphatase 1), que eliminan sus residuos fosfato. Un trabajo reciente que
analiza expresion génica ha mostrado como distintas vias de activacion de p38

conducen a distintos patrones de expresion dependientes de p38 (141).

27



Introduccién

Segun lo descrito, p38 se regula por fosforilacion, no por transcripcion, por lo
que sus niveles de expresion no se modifican sustancialmente tras su activacion, sino su
nivel de fosforilacion, por lo que es dificil estudiar su papel mediante el anlisis de la
expresion génica, y hay que recurrir al estudio de los niveles de fosforilacion o la
deteccion de la proteina fosforilada, y también seran dtiles las nuevas tecnologias que

permiten analizar perfiles protedmicos y arrays de kinasas.

1.2.3. Papel de p38 en distintos procesos fisio—patoldgicos:

Existen numerosas evidencias a favor del papel de p38a como supresor tumoral,
que estd mediado por la regulacion negativa de la progresion del ciclo celular y la
induccion de la apoptosis, mientras que la induccion de diferenciacion terminal
contribuye de forma positiva a sus funciones supresoras tumorales (142). Sin embargo
p38a puede tener funciones oncogénicas, mediadas por su relacién con procesos clave
en la progresion del cancer como son la invasion, inflamacion y angiogénesis (143).
Antes de estudiar el papel de p38 en tumorigénesis, se analizara su papel en procesos no
directamente implicados en cancer de una forma directa, pero con relevancia clinica y

relacion indirecta que permitiran conocer mejor su funcion.

1.2.3.1. Papeles fisioldgicos de p38:

Desarrollo embrionario: En Drosophila, p38 participa en la posicién de los ejes
corporales (144). En mamiferos su estudio es mas complicado, por la existencia de
varias isoformas redundantes, aunque tiene un papel crucial en la embriogénesis (145).

Diferenciacion celular: p38 participa en la diferenciacion de diversos tipos
celulares, como las células B pancreéticas (146), o los progenitores hemopoyéticos, por
lo que se ha postulado su posible inhibicidn terapéutica en la anemia aplasica (147).

Organogénesis: p38a se localiza en las porciones distales de las ramificaciones
broncogenicas en las células endodérmicas y su inhibicién provoca disminucion del
namero de ramificaciones (148), que podria ser mediado por la regulacién negativa de
E-Cadherina. Un modelo knockout condicional de p38 Cre-Lox en células epiteliales
bronquiales resalta su papel en la regulacion de la homeostasis pulmonar in vivo (149).

Migracion celular: p38a esta implicada en la transmision de senales
quimiotacticas al interior celular, claves para la motilidad celular. Por ello podria ser

importante en embriogénesis y reparacion de dafio tisular.
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1.2.3.2. Papel de p38 en procesos patolégicos no tumorales:

Inflamacion: p38 participa en respuesta a la lesion celular de forma fisioldgica,
aungue lo mas conocido es su papel patolégico (150). Regula la sintesis de citoquinas y
otros mediadores inflamatorios a nivel traduccional, al interaccionar con la region ARE
en los 3’-UTR de dichos genes (151). El papel indirecto de p38 en las enfermedades
inflamatorias ha hecho que se estudien inhibidores de en el tratamiento de las mismas,
aungue de momento la eficacia es limitada y la toxicidad importante (152).

Dolor: p38, asi como el resto de MAPK son elementos muy importantes en la
via del dolor, tanto por la via inflamatoria como por un mecanismo directo por su
activacion glial, comprobado en modelos de dafio neuronal (153).

Disfuncién cardiovascular: en modelos animales p38 se relaciona con el
desarrollo de hipertension y apoptosis-necrosis tras lesiones isquémicas cardiacas, al
alterar el citoesqueleto y provocar hipertrofia por las sefiales de estrés (154).

Enfermedad de Alzheimer: se ha demostrado que el acimulo de B-amiloide y
la microglia activan la via p38, siendo tanto p38 como JNK capaces de fosforilar a Tau,
por lo que junto con otros mecanismos, podrian contribuir a su hiperfosforilacion y asi

al aumento de acumulo de sus neurofilamentos (155-156).
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Fig. 4. Resumen de los distintos mecanismos fisiopatoldgicos en los que se implica a
p38 MAPK. Modificado de Cuenda, A et al. Biochimica et Biophysica Acta, 2007
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1.2.3.3. Regulacion de la tumorigénesis por p38 «:

p38MAPK se considera supresor tumoral por su accién reguladora negativa del
ciclo celular, en relacién con la respuesta al estrés por contacto y al dafio por radicales
libres (139), relacionados directa o indirectamente con la senescencia inducida por
oncogenes y dormancy. Sin embargo exhibe también funciones tumorigénicas, en
relacion con la inflamacidn, migracién celular, invasion y angiogénesis (142).

Regulacion del ciclo celular: p38 regula negativamente la progresion del ciclo
celular, a nivel G1/S y G2/M. El retraso en la transicion G1/S, se produce por p38 en
respuesta a estrés, tanto a nivel transcripcional (disminuyendo la ciclina D1), como
fosforilativo (degradacion de Ciclinas D, Cdc25A, etc.) (139). Modula la expresion y
actividad de p53, y puede bloguear el ciclo en G1/S en la inhibicion celular por
contacto, a través del inhibidor de CDK p27X"*, asi como activando a los inhibidores de
G1 p16™**y p19”RF (142). p38a inhibe la transicion G2/M en respuesta a radiacion
gamma o citotoxicos por medio de MK2, al unirse Cdc25B fosforilado al inhibidor
mitdtico 14-3-3 (157). Sin embargo también puede regularlo positivamente en funcion
del tipo y grado de malignidad celular, como se ha visto en condrosarcomas (158).

Regulacion de la supervivencia celular y apoptosis: Suele inducir apoptosis
en respuesta a estrés (159), fosforilando e inactivando factores anti-apoptéticos,
activando proteinas pro-apoptéticas o fosforilando a EGFR, provocando su
internalizacion y consecuente apoptosis via p53 (160). Se ha demostrado su implicacion
en el balance apoptosis-autofagia en respuesta a fluoropirimidinas (161). En ocasiones
es anti-apoptética, al inducir diferenciacién y parada del ciclo y reparacién de ADN,
como se ha observado en células de CPNM tras exposicion a radiacion (162).

p38 y Senescencia: Consiste en un estado celular irreversible de reposo celular,
provocado por estimulos de estrés como acortamiento telomérico, drogas, oxidantes,
etc. Junto a ERK1/2, p38a contribuye a la activacion de la senescencia inducida por
oncogenes (OIS), con la participacion de sus efectores entre los que esta p53 (163).

“Dormancy”: Es un estado celular similar a la quiescencia, con parada en GO0-1,
sin crecimiento ni proliferacion celular y resistencia a quimioterapia, lo que favoreceria
la aparicion de metastasis tardias. El dialogo entre microambiente y célula tumoral
juega un papel muy importante en la induccion de dormancy, que precisa de la
inhibicion de vias de proliferacion, como la disminucion de uPAR y secundariamente

EGFR y ERK, asi como la activacion de vias de estrés como p38MAPK. En dormancy
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por tanto, el ratio ERK/p38 suele ser bajo, mientras que las lesiones metastasicas
activas, con alto indice de proliferacion tumoral, presentan elevacion del mismo (164).

Inflamacion, migracion, angiogénesis y metéstasis. p38a regula la induccion
de COX2 vy citoquinas como TNFa, Il-1 e IL-6 (interleuquinas), que tienen actividad
pro-inflamatoria, pro-supervivencia y angiogénica, pero también podria favorecer la
invasion tumoral y angiogénesis de forma independiente a la inflamacion, con cambios
en la matriz extracelular (165), o aumentando la extravasacion tumoral (166).

Otra via seria la regulacion positiva de VEGFA, factor inductor de supervivencia
tumoral y angiogenesis, y de HIF1a, clave en la expresion de factores angiogénicos tras
hipoxia y una revision reciente ha puesto de manifiesto que la sefializacion por la via de
p38 participa en los diferentes pasos del proceso metastasico, sugiriendo que la célula
tumoral necesita modular de forma adecuada la actividad de p38MAPK para conseguir
metastatizar de forma eficaz (167).
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Fig. 5. Resumen de la regulacion de la tumorigénesis por p38MAPK.

1.2.4. Quimioterapia y p38 MAPK:

Diversos estudios han implicado a esta proteina con la regulacién de la accién de
distintos agentes quimioterapicos, la resistencia a los mismos, sus efectos adversos y su
toxicidad, aunque la mayoria de ellos se han realizado de forma preclinica, con lineas
celulares y/o modelos animales. Clasicamente se ha atribuido a dicha proteina un papel

en la resistencia a platino, aunque interacciona con muchos otros agentes.
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1.2.4.1. Mediacién de respuesta y resistencia a CDDP por MAPK:

El Cisplatino (Cis-diamin-dicloro-platino, CDDP) es el principal representante
de su familia, introducido hace 35 afios y basico en el tratamiento de diversos tumores,
incluido el pulmon. Su accion antitumoral se atribuye a la produccion de aductos inter-
intracatenarios con el ADN, alterando su estructura, transcripcion y reparacion (168). A
pesar de que la unién del CDDP al ADN vy los dafios producidos inducen muerte celular,
so6lo el 10% del mismo se une a ADN, mientras que el resto se une a ARN, proteinas del
citoesqueleto y membrana celular, por lo que se especula que podrian existir
mecanismos alternativos de apoptosis por platino desconocidos (169).

Dado el papel de las MAPK en la respuesta al estres celular, en los Gltimos afios
ha surgido el interés por su estudio en relacion con los efectos del CDDP, siendo su
activacion fundamental en la decision del destino celular en respuesta al mismo, aunque
su papel es controvertido, pudiendo inducir no solo apoptosis sino lo contrario en
funcion del tipo celular, grado de diferenciacion o estado proliferativo, pero si esta claro
que las MAPK y en particular p38a, regulan los efectos del CDDP de forma crucial y la
alteracion en su sefializacion podria ser uno de los mecanismos de resistencia (170).

En CPNM se ha investigado la modulacion por p38 de la respuesta a platino en
relacion con el balance entre sus MAPK kinasas, MK3 y MKG6. La sensibilidad celular
al CDDP precisa de la presencia de P-p38, mientras que el didlogo entre MK3 y MK6
regularia la resistencia, de modo que las células resistentes presentan mayor nivel de
MK3 basal, impidiendo la activacion de p38 en respuesta a CDDP (171). Entre otros
mecanismos esta el papel de p38 en la internalizacién de EGFR, permitiendo al CDDP
provocar muerte celular (160), o la activacion tras el dafio al ADN de c-Abl, que a su
vez activa p38, haciéndose las celulas deficientes en c-Abl resistentes a la apoptosis al

no poder activar p38; al contrario Rac-1 impide la apoptosis mediada por p38 (172).

1.2.4.2. p38 y toxicidad de la quimioterapia

p38 se ha implicado en la mediacion de la toxicidad de la quimioterapia, debido
a su conocido papel en la respuesta inflamatoria. En este sentido, la astenia inducida por
quimioterapia podria estar regulada por medio de p38, puesto que un estudio puso de
manifiesto que la administracion de distintos agentes (doxorrubicina, etoposido ¢ 5-
Fluorouracilo) aumentan la produccion de citoquinas pro-inflamatorias macrofagicas

tras ser activada esta proteina, disminuyendo dicho efecto con su inhibicion (173).
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Otro estudio realizado también en un modelo murino in vivo, investigo el papel
de p38 en la nefrotoxicidad inducida por CDDP, demostrando que la activacion de
TNFa en el tabulo renal mediaba en parte el dafio tubular. Dicha activacion es mediada
por p38 y su inhibicion impedia la produccién de TNF, disminuyendo el dafio renal
(174). Un estudio posterior reprodujo los resultados viendo atenuada la nefrotoxicidad
del CDDP con inhibidores de p38 (175).

1.2.5. p38 y MAPK (JNK, ERK) en tumores humanos y su

implicacién clinica:

Aungue existen numerosos trabajos que investigan el papel de las MAPK en
cancer, la gran mayoria han sido realizados en modelos murinos y lineas celulares
tumorales humanas investigando la via de p38, JINK o ERK en particular o la de las
MAPK en general, habitualmente analizando el papel de las mismas en la regulacion de
la proliferacion celular y tumoral, en la mediacion de la respuesta a drogas
antitumorales o en su toxicidad. Sin embargo, son escasisimos los trabajos que lo hacen
estudiando cohortes de pacientes para analizar las alteraciones de las mismas en relacion
con otras variables clinico-patologicas como estadio o agresividad tumoral y
secundariamente con el pronostico de estos pacientes.

En relacion con la mutacion de las MAPK, p38 practicamente no se ha
encontrado mutada en tumores humanos, aunque si se han encontrado dichas
alteraciones en proteinas implicadas en su via de sefializacién en mamiferos y lineas
celulares humanas, tanto en proteinas de la via candnica de MAPK, con mutaciones
inactivantes en MKK4, en el 5% de canceres pancreaticos, pulmonares, mama, colon y
préstata (176), como en las fosfatasas inhibidoras de MAPK PPM1D y DusP26 (177-
178). Estudios de secuenciacion a gran escala han identificado mutaciones somaticas en
varios puntos de la via de p38 MAPK en un pequefio nimero de tumores, pero no la
proteina p38 en particular (179). Estrictamente en p38 y en tumores humanos sélo se ha
descrito una mutacion definida en una linea celular (P322RL) y en otro estudio
simplemente la existencia de mutacion en menos de un 1% de las muestras (180).

La activacion de la via, estudiada por medio de anticuerpos anti-proteina
fosforilada (P-p38, P-JNK o P-ERK), ha sido descrita en varios trabajos que se
describiran a lo largo de este epigrafe. En un principio se comentaran los trabajos

generales, para luego focalizar la revision en tumores pulmonares.
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1.2.5.1. Trabajos no centrados en CPNM:

Un estudio inicial con muestras tumorales humanas de neoplasias de mama,
pulmon, colon, ovario, rifion, etc., encontré que la activacion de p38 era escasa
en los tumores y se correlacionaba con el estadio, mientras que era intensamente
positiva en tejidos normales y o6rganos adyacentes, por lo que se especulaba que
seria detectable en tejidos sanos, pero no en tejido tumoral donde su actividad
estaria inhibida (181). Sin embargo este hallazgo no se corresponde con lo
observado en la mayoria de los trabajos, como se detallara a continuacion.

Un analisis de P-p38 en carcinoma de colon por western-blot, puso de manifiesto
la positividad nuclear y citoplasmica en un 90% y 70% de casos, con
negatividad practicamente absoluta en tejido sano. Esta activacion no se asocio
con las variables clinico-patolégicas edad, sexo, estadio, o histologia (182).

En un trabajo sobre carcinoma de mama, se utiliz6 IHQ cuantitativa para
analizar P-p38 y también P-JNK. P-p38 no se correlacioné con el tamafio
tumoral, ganglios axilares ni con los receptores hormonales, encontrandose
niveles elevados de P-p38 fueron mas frecuentes en pacientes menores que
mayores de 50 afios, sin analizar la supervivencia (183).

Otro trabajo en carcinoma de mama centrado en la expresion de COX-2, analiz6
P-ERK y P-p38, por medio de IHQ. En este caso considerd positiva la presencia
de tincion nuclear de p38 si era mayor o igual al 50% y también la citoplasmica
(aunque con distintos pardmetros), mientras que para ERK la simple presencia
de tincidn nuclear se considerd positiva. No se analiz6 supervivencia en funcion
de las mismas y no se modifico su nivel en funcion de los niveles de COX-2,
mostrando ambas aproximadamente un 40% de positividades (184).

En la misma época se publicd otro trabajo en carcinoma de mama que estudio
los niveles de las tres MAPK fosforiladas por medio de IHQ e inmunoblotting
(IB) en pacientes con derrame pleural metastéasico. Para la IHQ en este caso se
consider6 un score de 0 a 4 nuclear para las MAPK, considerandose positivo
cualquier tincién a partir del 5%. La expresion nuclear por IHQ de JNK y p38
fue mayor en los liquidos afectos que en los tumores primarios, con casi un
100% de liquidos pleurales positivos por IB para ERK, JNK y p38. Esta ultima
se correlacionaba significativamente con peor supervivencia (185).
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P-p38 también ha sido estudiada en carcinoma renal por IHQ, construyendo un
score basado en la intensidad y el porcentaje de células positivas. Los niveles de
P-p38 aumentaban con el grado tumoral y con el grado de apoptosis (al contrario
de lo presumido) a pesar de que P-p38 se relacionaba inversamente con bcl-2.
No se asoci6 con tamarfio tumoral, ni parecio influir en la supervivencia (186).
Un trabajo que analiz6 también por medio de IHQ la via de MAPK (P-ERK, P-
JNK y P-p38) en melanomas y lesiones melénicas premalignas, considerd
positiva cualquier tincién en mas del 5% de las células. Se encontr6 que JNK
parecia ser muy frecuentemente expresada en lesiones premalignas, y también
aunque menos en lesiones malignas primarias y metastasicas. También se
encontro expresion de p38, asi como ERK en nucleo y citoplasma en las lesiones
malignas. La expresion de las tres MAPK se mostraba asociada entre si y para
JNK y p38 significaba tumores mas agresivos y peor supervivencia libre de
recurrencia, concluyendo los autores que probablemente el papel de JNK sea
distinto en funcion del proceso evolutivo tumoral, protegiendo en fases iniciales
y confiriendo agresividad cuando la malignidad esta establecida (187).

En un trabajo reciente, el analisis de la expresién IHQ de ERK y p38 en 99
adenocarcinomas pancredticos mostrd una relacion entre la expresion de los
mismos y peor supervivencia tanto global como libre de recurrencia, entre los
pacientes que no recibieron quimioterapia adyuvante. También se analizaba la
MKK4, que se asocid a un mayor indice proliferativo (188).

Otro trabajo reciente, en este caso en carcinomas del area ORL tratados con
radioterapia, se midieron los niveles en plasma de p38 antes, durante y después
del tratamiento, demostrando en los pacientes respondedores que sus niveles de
p38 descendian significativamente. Se trataba de una cohorte fundamentalmente
con estadios T altos y N positivos y curiosamente los niveles de p38

pretratamiento eran superiores entre aquellos con menor estadio inicial (189).

1.2.5.2. Trabajos centrados en CPNM:

Un estudio analizé globalmente las tres MAPK en 19 casos de CPNM y CPM,
por medio de western-blot e IHQ, analizando la activacion de la via estudiando la
presencia de proteina fosforilada en los tres casos, observando que la Gnica de las

tres rutas activada fue la de p38. No se encontro correlacion entre la histologia,
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estadio y otras variables clinicas con la activacion de p38. Tampoco se encontrd
activacion de p38 tras hipoxia en lineas celulares de CPNM (190).

Un trabajo publicado en dos articulos observé la via de MAPK por medio de IHQ
en 108 tumores pulmonares resecados. Se considerd positiva p38 y ERK cuando
lo era en al menos el 15% de células, tanto en ndcleo como citoplasma, con
correlacion entre casos positivos en nicleo y citoplasma para ERK; para JNK se
considerd expresion positiva si al menos 50% de las células la presentaban. Los
resultados mostraron que JNK se asociaba sobre todo a tumores iniciales,
mientras que ERK lo contrario, sin diferencias para p38. En el caso de las SAPK
(JNK'y p38) en ambas hubo tendencia a mejor pronostico en los casos positivos,
mientras que ERK se correlaciond con peor prondstico. (191-192).

El analisis de una poblacion asiatica, que estudié P-p38 y Smad4 en CPNM
resecados, puso de manifiesto el mejor prondstico con la baja expresion por IHQ
de P-p38, que asimismo se correlacionaba con los niveles de Smad 4 y con el
estadio (193). Un estudio previo del mismo grupo correlacion6 P-p38 con el
estadio tumoral y la afectacion ganglionar, P-ERK con el subtipo histoldgico,
estadio y ganglios y P-JNK con la localizacion tumoral. Construyeron un modelo
multivariante en el que los pacientes con CPNM con expresion negativa de P-
p38, estadio clinico I, ausencia de metastasis ganglionares y buena diferenciacion
tumoral tenian mejor prondstico (194). En ambos estudios los pacientes no
habian recibido quimioterapia.

Otro grupo también cuantifico por IHQ las tres MAPK fosforiladas en 188
muestras quirdrgicas de adenocarcinoma pulmonar sin quimioterapia previa,
correlacionando los resultados con la historia de tabaquismo. Se observé que los
no fumadores presentaban mayor nivel de expresion de P-p38 (y P-JNK) que la
poblacion no fumadora. Tras realizar un analisis multivariante con edad, sexo e
histologia, la Gnica que se mantenia independiente era p38 (195).

Un trabajo mas reciente estudié la via MAPK y PI3K por IHQ y su papel en la
supervivencia de pacientes con carcinoma pulmonar tratados con quimioterapia
adyuvante, utilizando el H score para clasificarlos. Se encontrd un 27% de casos
P-ERK1/2 positivos, los cuales presentaban mejor prondstico, mientras que
ocurria lo contrario con P-Aktl. También estudié ERK1/2 no fosforilada, siendo

su expresion mayor (50%) y asociandose también a mejor prondstico (196).
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1.2.5.3. Inhibicién de p38 como terapia:

Como se ha comentado previamente, gran numero de pequefias moléculas
inhibidoras de p38 MAPK han sido estudiadas para tratamiento de enfermedades
inflamatorias crénicas, con resultados insuficientes y toxicos hasta el momento. En
relacion al cancer, es bien conocida la relacion de la inflamacion cronica con su
desarrollo y las citoquinas son importantes factores de supervivencia para las células
cancerosas, por lo que la inhibicién de p38 podria ser beneficiosa en el tratamiento de
tumores asociados a la inflamacién como pancreas o colon y fundamentalmente en
aquellos tumores que utilizan la actividad de dicha proteina para su progresion (143).

Aunque la inhibicion de p38 podria realizarse de forma individual en
monoterapia, parece que su combinacion con farmacos citotdxicos y genotoxicos podria
ser mas eficaz, impidiendo la parada del ciclo celular y reparacion de ADN que media
p38 en condiciones normales, lo cual provocaria muerte de la célula tumoral (157). De
ese modo aumentaria la sensibilidad al efecto de las drogas quimioterapéuticas que
habitualmente acttan sobre células en division (197).

Por otro lado, dadas las acciones tumorigénicas que p38 puede controlar tanto en
la célula tumoral como en el microambiente, asi como su papel dual como oncogén y
gen supresor, es importante considerar el tipo celular y el estadio antes de intentar
modular su actividad. También seria interesante considerar, dado el papel de p38 como
supresor tumoral, que quizas su inhibicion en tejido sano podria conllevar un aumento
en la predisposicion al cancer, por lo que se ha especulado incluso con lo contrario, su
activacion farmacoldgica inhibiendo sus fosfatasas como estrategia a explorar para
sensibilizar a las células cancerosas a la muerte por apoptosis, con la temida
contrapartida del aumento de inflamacion, angiogénesis e invasion (143).

En consonancia con todo lo anterior, en el Congreso ASCO 2.012 se presento en
sesion oral, dentro de la seccion Developmental Therapeutics, el primer ensayo fase | de
la molécula LY2228820, inhibidor oral de p38MAPK, en diversos tipos tumorales. Se
trataba de un trabajo inicial en el que se buscaba obtener una dosis adecuada, sin
haberse encontrado respuestas objetivas (reduccion en el tamafio tumoral en méas de un
30%), pero si estabilizacion de la enfermedad en 15/58 pacientes, que fue de larga

duracién en 5 de ellos (198).
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Por todo lo expuesto a lo largo de esta introduccion, ademas de los factores
clasicos utilizados desde hace afios en el diagndstico, prondstico y tratamiento del
cancer de pulmdn, es necesaria la blasqueda de nuevos elementos basados en los
conocimientos moleculares, que ayuden a estratificar a los pacientes a recibir 0 no una
quimioterapia que de por si es toxica y conlleva riesgos sobreafiadidos a la propia
enfermedad o bien que ayuden a estrechar el seguimiento en aquellos que puedan tener
peor pronostico.

En cuanto a p38, a pesar de los diversos estudios incluso en carcinoma pulmonar
sobre su expresion tisular, los datos son escasos y no permiten obtener conclusiones
claras, ademas practicamente en ninguno de ellos se analizan datos relacionados con los
resultados de la quimioterapia. Su estudio en carcinomas pulmonares resecados, ofrece
una plataforma para investigar las interacciones de las proteinas de la via entre si, la
posible redundancia o contraposicion en sus papeles, asi como su valor pronéstico en
dichos pacientes. Otras proteinas como p53, HER-2 y EGFR podrian ser interesantes
para ver su interaccion con p38 antes y después de su activacion y al mismo tiempo

hacer una revision sobre su propio papel pronostico.
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Obijetivos

- Objetivo primario:

Analizar p38 y varios de los componentes implicados en la via sefializacion de
las MAPK (IJNK, ERK, p53, EGFR, HER-2) en relacion con la supervivencia en los

pacientes con carcinoma de pulmon estadio localizado.

- Obijetivos secundarios:

o Valorar la relacién de las MAPK (p38, JNK, ERK) y el resto de marcadores
moleculares (p53, EGFR y HER-2) con las distintas variables prondsticas

clinico-patologicas conocidas en el carcinoma de pulmon localizado.

o Estudiar la asociacion y posibles interacciones de las proteinas MAPK entre si y

con el resto de marcadores moleculares.

o Considerar la posible activacion de p38MAPK por quimioterapia y su valor

como factor predictivo de respuesta a la misma.

o0 Comprobar el valor de las variables pronoésticas clasicas en carcinoma de

pulmon.

o0 Realizar un estudio multivariante para identificar posibles variables prondsticas.

41






3. Material y I\/Ietodos

. _——_—_— .. _—— . _—_—_— . ___—_—_n_ipo—,_gpo._io.






Material y Métodos

Para este trabajo se ha realizado un analisis de cohorte retrospectivo en dos
fases. En ambas se incluyeron pacientes con estadio localizado al diagnéstico que
recibieron un tratamiento con intencién curativa. Una primera parte analizd pacientes
con estadio Il que recibieron quimioterapia neoadyuvante y en una segunda se analizo
pacientes con estadio I y Il que permitié realizar cirugia de entrada sin ningun

tratamiento sistémico.

En la primera fase se analizd la posibilidad de utilizar p38MAPK como
marcador prondéstico en CPNM, poniendo a punto el anticuerpo utilizado de forma
especifica. En base a los resultados de esa primera fase, la posibilidad de utilizar el
mismo en clinica y de contar con una mayor serie de pacientes se decidié realizar la
segunda fase en la que se analiz6 una cohorte de casos intervenidos en fase temprana,
permitiendo obtener una mejor precision en los resultados, por lo que se estudié no sélo

a p38 sino a varios elementos relacionados con su via de sefializacion.

3.1. Pacientes y caracteristicas de las muestras:

3.1.1. Estadios Ill (localmente avanzados):

Para esta fase inicial se utilizé una cohorte de casos obtenida a partir de la base
de datos del banco de tumores del Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA),
diagnosticados de CPNM (fundamentalmente adenocarcinoma y carcinoma escamoso)
entre enero 2000 y diciembre de 2006, clasificados al diagndstico como localmente
avanzados (estadios IIA ¢ 11IB), de los cuales se conocia que habian recibido
quimioterapia y/o radioterapia y/o cirugia. Posteriormente el seguimiento se baso en los
datos obtenidos de las historias clinicas del HUCA y del Hospital de Cabueries.

Se utilizaron muestras tumorales conservadas en bloques de parafina en los
servicios de Anatomia Patoldgica del HUCA y de los Hospitales de Cabuefies, Valle del
Nalon, San Agustin y Alvarez-Buylla. Se analizaron tres tipos de muestras, las
procedentes de la cirugia (biopsias quirurgicas), las del proceso diagndéstico inicial de la
enfermedad (biopsias diagndsticas), que eran libres de tratamiento alguno y en algln
caso muestras procedentes de la extirpacion de metéstasis.
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3.1.2. Estadios | y Il (iniciales):

En esta fase del estudio se utiliz una cohorte de casos analizando pacientes con
CPNM registrados en la base de datos del banco de tumores del HUCA. Se estudiaron
pacientes intervenidos por CPNM entre enero de 1999 y abril de 2004 con la intencion
de seleccionar Unicamente aquellos en estadio | 6 1l. En todos los casos los pacientes
fueron intervenidos por el servicio de cirugia toracica del HUCA, obteniéndose una
pieza quirurgica, analizada y conservada por medio de bloque de parafina en el servicio

de anatomia patolégica del mismo hospital.

3.2. Estudio inmunohistoquimico:

En la primera fase (estadios IllI) se elaboraron tissue microarrays (TMA:
matrices de tejido) con las muestras procedentes de cirugia del tumor primario o de las
metastasis estudiadas y para las biopsias endobronquiales, en vez de ser afadidas al
TMA al ser el tumor de pequefio tamafio, se hicieron cortes de varios casos que se
incluyeron en varios portas. Con las muestras quirdrgicas de la segunda parte, que

incluyen la mayoria de los pacientes, se elaboraron TMA para todas ellas (ver tabla).

Tabla 1. Biopsias utilizadas y manejo de las mismas.

Tipo de muestra Técnica N° muestras/cristal | NO cristales

Biopsia bronquial Muestras sueltas en portas 9 3
Biopsia gx y mtx 12 fase | TMA 28 3
Biopsia gx 22 fase TMA 30 8

Para construir el TMA, se perforaron los bloques originales en las regiones
tumorales seleccionadas previamente por el patélogo para asegurarse de que contenia
realmente tumor maligno y que la zona seleccionada era representativa del mismo,
utilizando agujas de 1 mm y un Tissue Microarrayer de la casa Beecher Instruments®.
Estas se insertaron en un bloque nodriza que se homogeneizo con todas las muestras en
estufa de 37°C una noche, y se practicaron 30 cortes por bloque para estudios. Se realizo
una seccién adicional para control de calidad, comprobando que todos los tumores
muestreados eran representados en el TMA, con al menos un cilindro (2%), teniendo en

la mayoria (97%) dos 0 mas.
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Para realizar la técnica inmunohistoquimica se siguieron una serie de pasos

comunes a todos los anticuerpos utilizados, que son descritos a continuacion:

Se colocaron secciones parafinadas de tres micras en cristales tratados Dako
REAL Capillary Gap Microscope Slides®, que se mantuvieron en estufa a 56°C toda una
noche. Posteriormente se procedié al desparafinado, rehidratacion y recuperacion
antigénica con el sistema PT-Link® (Dako) que permite realizar los tres pasos en uno.
La recuperacion antigénica es la fase previa a la inmunotincién con cada anticuerpo y se
realiz6 a una temperatura de 95 °C durante 20 minutos a pH 9.

La inmunotincion se realizd en Autostainer (Labvision Corporation). Las
muestras se mantuvieron previamente cinco minutos en un medio bloqueante de la
actividad peroxidasa enddgena y posteriormente se afiadié el Ac primario con una
dilucion que vari6 en cada caso particular, aspecto por el cual los detalles referidos a la
dilucion y los aspectos de la inmunotincion seran descritos de forma especifica para
cada anticuerpo.

La inmunodeteccion se realizé con el sistema EnVision+ (EnVision Plus, Dako),
afiadiendo la solucion PDE (polimeros de dextrano Envision) con la cual se incubaron
las muestras a temperatura ambiente durante 30 minutos y se reveld con el cromdgeno

Diamobenzidina (Dako DAB+) durante 10 minutos.

™
El sistema Envision plus es una técnica de tincion en dos pasos, la primera la

incubacion de la muestra con el anticuerpo primario y en la segunda se afiade un
polimero de alto peso molecular (dextrano) al que se conjugan covalentemente un gran
numero de moléculas de peroxidasa de rdbano y de anticuerpo secundario, con lo que se
consigue aumentar la sensibilidad del método y las diluciones del anticuerpo primario.

Finalmente se realiz6 contra-tincion con hematoxilina Dako durante 10 minutos,
y posteriormente lavado en agua 5 minutos y deshidratacién en alcoholes progresivos y
xilol. EI montaje se realizo con la resina sintética Entellan® (Merck).

Todas las muestras fueron revisadas por el mismo patoélogo e investigador
principal, con un microscopio de doble observador Leica. Las imagenes fotograficas
reproducidas en este trabajo se tomaron con la camara Axiocam (Zeiss) a través del

microscopio Jenamed 2 (Zeiss).
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3.2.1. p38:

Para IHQ con p38a, en ambas partes del estudio, el anticuerpo (Ac) utilizado fue
el Ac monoclonal anti P-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) (12F8) de conejo (Cell Signaling
Technology®), que funciona para IHQ aunque también para inmuno-fluorescencia y
Western-Blot, y es el mas utilizado en la literatura (186).

El anticuerpo es producido por inmunizacion animal con un fosfopeptido
sintético (unido a KHL), correspondiente a los residuos alrededor de las Thr180/Tyr182
de la p38 MAPK humana. Detecta niveles endogenos de p38 MAPK s6lo cuando estan
fosforilados dualmente en Thr 180 y Tyr 182 y no tiene reaccion cruzada con formas
fosforiladas de p42/44 MAPK (ERK1/2) ni de SAPK/INK.

En este caso se utiliz6 una dilucion 1:100, con un periodo de incubacion de 45
minutos, con desenmascaramiento a pH 9. El control interno positivo fueron en primer
lugar los vasos sanguineos que han sido habitualmente descritos como positivos (181,
195). En las muestras de los tumores en estadio | y Il el control positivo fueron muestras
de carcinoma pulmonar previamente analizadas. El control negativo fue el mismo tejido

incubado s6lo con diluyente del anticuerpo.

Se analizo la positividad de p38 MAPK en las muestras tumorales, en el nicleo
y citoplasma. Siguiendo estudios previos, se analizé intensidad y porcentaje de
positividad, para por un lado construir un score nuclear y citoplasmico y por otro lado
analizar simplemente la positividad o negatividad de la muestra en ambos (191, 199).
En el ndcleo la intensidad se valoré de 0 a 3+ y en el citoplasma de 0 a 2+. Para calcular

el score final se realiz6 un promedio con los distintos porcentajes de positividad de la
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muestra, y se considero cero si era menor de 0,10, uno si estaba entre 0,10 y 1,20, dos si
estaba entre 1,20 y 2,20, asi como tres si era mayor de 2,20. Si la tincion promedio era
del 10% en conjunto pero sélo en una muestra, se considerd negativo. De forma
semejante para el citoplasma. Finalmente, se consideraron positivos los scores mayores
que cero y negativos los cero. Se decidi6 analizar el citoplasma ademas del nucleo, en
relacion con los trabajos que refieren la presencia de p38 en el ndcleo y citoplasma
celular normal, que es translocada al nucleo al activarse, aunque otros han mostrado que

p38 activada también se expresa en el citoplasma de las células estimuladas (200-201).

3.2.2. JNK:
Se utiliz6 el Ac monoclonal p-JNK (G-7) (Santa Cruz Biotechnology®) Este

anticuerpo es util para detectar las isoformas JNK1, JINK2 y JNK3 fosforiladas en la Thr
183 y Tyr 185, vélido en principio para Wetstern Blotting, inmunoprecipitacion,
inmunofluorescencia, ELISA (Enzima Linked Inmunosorbent assay) e IHQ. Se realizd
incubacion durante 45 minutos, con una dilucion de 1:100. El desenmascaramiento se
realiz a pH 9. Como control positivo se utiliz6 material de carcinoma ductal infiltrante
y como control negativo el mismo tejido incubado s6lo con diluyente del anticuerpo.
Hay varios trabajos que describen el uso de este Ac, aunque la mayoria se refieren al
Western-Blotting, siendo poco frecuente su uso en IHQ (202-204), pero si se han

utilizado otros Ac contra JNK semejantes en IHQ (205).

Para su lectura se utiliz6 la misma estrategia que p38, considerandose positivo
siempre que hubiera al menos un 10% de células N1 positivas. Score 0,1a1,2:1,1,2a
2,2: 2, >2,2: 3. Los scores mayores que 0 se consideraron positivos y los 0 negativos.

No se analizo la tincion citoplasmica, al ser siempre negativa.

3.2.3. ERK:

Se utilizé el Ac monoclonal Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204)
(20G11) de conejo #4376 (Cell Signaling Technology®). En este caso, se realizd
inmunotincion durante 45 minutos, con una diluciéon 1:200 y desenmascaramiento a pH
6-9. Como control positivo se utilizd6 material de carcinoma de colon humano y como
control negativo el mismo tejido incubado sélo con diluyente del anticuerpo. Los vasos

arteriales funcionaron como control interno positivo cuando eran visibles. Ha sido
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descrito su estudio en IHQ en varios trabajos, siendo util tanto para IHQ como para
Western Blotting (206-209).

Para su interpretacion se siguio la misma estrategia que p38 y pJNK, haciendo
un score nuclear y citoplasmico, aunque también se analizo la positividad de la tincién
en el estroma. En el nucleo de las células tumorales, los scores mayores que O se
consideraron positivos y los 0 negativos. En el estroma se considerd positivo cualquier

grado de tincion.

3.2.4. EGFR:

Para su estudio se utilizd el Ac utilizado de rutina en el HUCA, el anticuerpo
murino antiEGFR humana, 1gG1, clon 2-18C9 (Dako®). Este anticuerpo tiene una
peculiaridad: antes del proceso de incubacion se digieren las muestras con Proteinasa K
(para liberar el antigeno diana de sus posibles ligandos) durante 0,5 minutos.
Posteriormente se realiza el proceso habitual, en este caso con un periodo de incubacion
de 30 minutos a temperatura ambiente, con pH 7,5. No se realiza dilucién adicional,

pues es un prediluido comercial.

Esta proteina se expresa en membrana celular, por lo que en la interpretacion se
realizd un score siguiendo estudios previos, cuyo rango va de 0 a 3 en funcién de la
cantidad e intensidad de las células tefiidas, siendo 0 cuando la expresion afectaba a
menos del 10% de las células estudiadas (98). Se considerd expresion positiva o

sobreexpresion, de forma agrupada en aquellos cuya expresion era mayor que 0.

3.2.5. HER-2:

Para su inmunotincion se utilizo el Ac utilizado de rutina en HUCA,
(Hercteptest, Dako®), que se obtiene a partir de inmunizacién de conejo con un
fragmento sintético de la terminacion C (parte intracitoplasmica) de la proteina HER2
humana enlazado con hemocianina de lapa californiana. Se incubd durante 45 minutos a
95 °C y el desenmascaramiento se hizo a pH 7,5. No precisa dilucion adicional, pues es
un prediluido comercial. Como control positivo el sistema aporta muestras de tumores

de mama con distintos grados de positividad.
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Para su lectura se utilizaron los criterios de consenso de los tumores de mama
(Consenso de las Sociedades espafiolas de anatomia patoldgica y oncologia médica,
SEAP y SEOM) (210): se ha de valorar exclusivamente el componente infiltrante y la
tincion de membrana. Se considera negativo 0 en ausencia de tincién de membrana o
tincién en menos del 10% de las células. En caso de que la tincién de membrana sea
débil e incompleta en mas del 10% de las células se considerard 1+. 0 y 1+ se
consideran negativos. Borderline (2+), cuando haya tincién completa de membrana,
débil o moderada en mas del 10% de las células o tincion completa e intensa en 10-30%
de las células. Positivo (3+), cuando exista tincion de membrana completa e intensa en
mas del 30% de las células. En este trabajo se considerd positivo cualquier grado de

tincién, dado que no existieron casos 3+.

3.2.6. p53:

Para esta tincion se utilizé el Ac para p53 utilizado de rutina en el HUCA, el Ac
anti-proteina p53 humana FLEX clon DO-7, (Dako®). Este anticuerpo esta disefiado
para detectar la proteina mutada, aunque también puede detectar proteina de tipo
salvaje, reconociendo un epitopo ubicado entre los aminoacidos 35 y 45 del extremo
amino-terminal de la misma. Para realizar la técnica IHQ, se hizo una incubacién de 20
minutos y un pase por Envision algo mas rapido, en este caso 20 minutos, realizando el
desenmascaramiento a pH 9. No se realizé dilucién, pues el producto es un prediluido
comercial y no precisa dilucién adicional. Como control positivo se utilizé una muestra

de carcinoma de mama positiva.

Se analizd el Ac segun Esrig en carcinoma de vejiga, en el que se consideraba

p53 sobreexpresado cuando lo hacia en 10% o mas de las células tumorales (104).

Tabla 2. Anticuerpos utilizados y caracteristicas de la IHQ utliizada. pH: pH
de desenmascaramiento. N/P: no precisa.

Ac Dilucion | Tiempo inclusion pH Peculiaridades
p38 1:100 45 9
INK 1:100 45 9
ERK 1:200 45 6-9
EGFR N/P 30 7,5 Proteinasa K
HER2 N/P 45 7,5
p53 N/P 20 9
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3.3. Seguimiento, evaluacion y analisis estadistico:

3.3.1. Seguimiento:

El seguimiento se basé en los datos obtenidos en las historias clinicas del HUCA
y en menor medida en el Hospital de Cabuefies fundamentalmente, aunque en algin
caso también se consulté en el Hospital San Agustin, Valle del Nalén y Jove. En los
pacientes con estadio 111, el seguimiento finalizd con fecha 31 enero de 2009 y en los
estadios | y 11, la fecha limite de analisis de datos fue el 1 de abril de 2012.

En los casos con estadio Il de inicio se analiza la respuesta al tratamiento
citotoxico entre aquellos que recibieron quimioterapia neoadyuvante. La valoracion de
dicha respuesta se llevo a cabo aplicando los criterios de la OMS (ver anexo). Para
valorar el efecto de la quimioterapia, se analiz6 la mejoria (infra-estadificacion) clinico-
patologica basandose en la disminucion del estadio clinico (al diagndstico antes del
tratamiento) en relacion con el quirdrgico en pacientes que han sido operados. A pesar
de que la estadificacion clinica puede infravalorar la quirdrgica, todos los pacientes se
valoraron por los mismos criterios por lo que a priori parecen Utiles para evaluar el
efecto del tratamiento. El estadio, en todos los casos se clasificd siguiendo la TNM
Classification of Malignant Tumors de 1996 (anexo) debido a que los pacientes fueron
estadificados e intervenidos segin dichos criterios y no con la nueva clasificacion. El

estado general segdn el indice de Karnofsky (anexo).

3.3.2. Evaluacion:

Las principales variables clinico-patoldgicas analizadas globalmente en este

estudio fueron:

- Estadio clinico (aquellos que recibieron tratamiento previo) y quirargico (todos los
pacientes operados).

- Estado general (no analizado en estadios precoces, pues era bueno en todos), basado
en la escala de Karnofsky (211). (Ver anexo).

- Tabaquismo (se agrupo entre fumadores en algin momento y nunca fumadores) .

- Sexo (masculino o femenino).

- Edad (en algun analisis se agrup0 entre mayores y menores de 70 afios).

- Histologia (adenocarcinoma vs carcinoma escamoso).
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- Grado tumoral: Bien vs Moderadamente o Mal diferenciado.

- Intencidn y tipo de quimioterapia (con o sin platino), en los pacientes con estadio 11l
de inicio, no en los de estadio | y 11.

- Cirugiay tipo de cirugia con neumonectomia o reseccion subtotal (lobectomia).

- Como variables de respuesta se utilizd: respuesta clinica e infraestadificacion
clinico-quirdrgica.

- Como variables de supervivencia se utilizaron las variables clasicas: supervivencia
libre de enfermedad (SLE) y la supervivencia global (SG) (212):

0 La SLE se midio desde el inicio del tratamiento hasta el dia de confirmarse
la recidiva o progresion de la enfermedad. Si algin paciente en el momento
del analisis no presentaba ninguno de estos eventos fue censurado en las
curvas de supervivencia libre de enfermedad.

0 La SG se calculd desde el inicio del tratamiento, cualquiera que fuera, hasta
el dia de la muerte del paciente. De nuevo, en el caso de que el evento no
existiera en el momento del analisis, el dato era censurado. De modo
puntual se analiz6 la supervivencia a los 5 afios (S5) de modo semejante a la
SG, y la supervivencia especifica por tumor (SET), semejante a la SG pero
en este caso las censuras se aplicaban cuando la causa de la muerte no era

tumoral o se desconocia.

3.3.3. Anadlisis inmunohistoquimico:

En los pacientes estadio Ill analizados en una primera fase, se analizo
exclusivamente p38MAPK, mientras que en el resto de pacientes estadio | y II, se
analizaron los 6 marcadores referidos, p38, INK, ERK1/2, EGFR, HER-2 y p53.

En la cohorte de casos estadio Ill, se decidié analizar de forma separada los
datos procedentes de las biopsias diagndsticas con respecto a los de las quirurgicas,
tanto en los analisis de supervivencia, como en los de asociacion entre p38 y las
variables clinico-patolégicas estudiadas. Esto fue debido a que a priori cabia pensar que
los niveles de p38 podrian variar en funcién de la exposicién previa 0 no a la

quimioterapia, pues como se coment0 previamente esta proteina esta implicada en la
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respuesta celular al tratamiento oncologico. De esta forma se considera que se podrian
evitar equivocos no deseados.

Se debe tener en cuenta la extremada heterogeneidad reportada en la literatura
para el analisis de las proteinas MAPK, considerando positivas tinciones desde >5% de
las células a >50% (184, 187), y en algunos casos no habiendo distincion entre nicleo o
citoplasma (191-192), aunque si existe homogeneidad en que siempre se analiza de
proteina activa, esto es, fosforilada. En el presente trabajo se decidio analizar ndcleo y
citoplasma de forma independiente para analizar el distinto papel de la localizacién sub-
celular y evitar confusion, decidiendo utilizar un score que combinara intensidad y
porcentaje de tincion puesto que al analizar cada caso se vio que la mayoria de los
positivos siempre presentaban mas del 10% de las células con una tincién 1+,
eligiéndose esto como punto de positividad para las MAPK. Para p53, EGFR y HER2
se utilizé el método aplicado en clinica salvo que para HER-2 se considerd positiva

cualquier tincién, por el escaso nimero de positivos.

A lo largo de la descripcion de los resultados, se procurd mantener el mismo
lenguaje para referirse a los marcadores moleculares estudiados. En el caso de las
MAPK los anticuerpos utilizados identifican proteina activa (fosforilada), por lo que
hay que tener en cuenta que, pese que en el texto seran referidos segun el nombre de la
proteina (p38, JNK o ERK), en realidad seran P-p38a, P-JNK y P-ERK. Para EGFR,
HER-2 y p53 simplemente se analiza la presencia de proteina y su nivel relativo.
Cuando se habla en conjunto de p38, JNK, ERK (los tres MAPK), p53, EGFR y HER-2,

se suele referir como marcadores bioldgicos o moleculares.

3.3.4. Analisis estadistico:

Para todos los marcadores moleculares, excepto p53 que desde el inicid se
clasifico s6lo como positivo o0 negativo, se utilizo tanto el score nuclear-citoplasmico-
membrana como su agrupacion en positividad o negatividad para analizar su asociacion
con las variables clinico-patoldgicas y con la supervivencia. Sin embargo en la mayoria
de ocasiones se debi6 utilizar simplemente los datos agrupados en positivos o negativos,
debido bien a que no habia diferencias o que no era posible establecerlas por el escaso

numero de casos con distinto score, lo que afadiria exclusivamente confusion.
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Para el analisis de la asociacion de los niveles de p38 con las distintas variables
clinico-patologicas adicionales o con el resto de marcadores bioldgicos-moleculares
(ERK, JNK, p53, EGFR o incluso HER?2) se utilizé el estadistico Chi-cuadrado con el
test exacto bilateral de Fisher cuando las tablas eran 2x2 (213). Si alguno de los
marcadores moleculares tuviera escasos casos positivos 0 negativos, su participacion en
los modelos asociativos serd limitada.

En cuanto a la supervivencia, tanto la SLE como SG se calcularon por el método
de Kaplan-Meier (214) y analizando el nivel de significacion por el test del log-rank
(215). De modo aproximativo se utilizo el modelo multivariante de Cox para establecer
posteriormente un modelo combinado utilizando las variables mayor significacion en
dicho modelo (216).

En relacion tanto con el Chi-cuadrado, como con el Kaplan-Meier y
correspondiente log-rank, asi como para los modelos de Cox, se obtuvo un valor “p” de
significacion estadistica, considerandose como estadisticamente significativos aquellos
valores de p inferiores a 0,05.

El analisis estadistico se realizd con el programa y SPSS PASW version 18

aungue algunos resultados previos se analizaron con la version 15.0.
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Resultados

4.1. Caracteristicas clinico-patoldgicas de los pacientes:

Se analiz6 un total de 127 pacientes estadio 11, siendo descartados 54 por varios
motivos (estadio inadecuado, histologia no primaria pulmonar, ausencia de datos
clinicos). De los 73 pacientes restantes, habia biopsia diagndstica en veinte y la mayoria
habian recibido tratamiento previo, que fue quimioterapia en 55 casos y radioterapia en
tres, siendo intervenidos quirurgicamente 63. En siete de los 63 pacientes intervenidos
no habia tumor residual, al haber presentado respuesta completa al tratamiento de
induccidn, por lo que los niveles de p38 tras la cirugia solo se analizaron en 56 casos.
Ademas, en cuatro de los pacientes que recibieron quimioterapia y cirugia, pese a que
habia muestra, esta no presentaba buen estado de conservacion por lo que no se
considerd adecuada para la determinacion de p38.

En consecuencia, en la cohorte de pacientes estadio Il fueron analizados los
datos de 62 pacientes, existiendo dos grupos fundamentales en el analisis: uno de ellos
formado por los casos con biopsia diagnéstica, (20 casos), de los cuales recibieron
quimioterapia y fueron analizables para las principales variables 18 y otro formado por
los casos con biopsia quirdrgica y que habian recibido neoadyuvancia (56 casos), de los
cuales 48 fueron analizables para supervivencia. Hay 14 pacientes que forman parte de
ambos grupos, es decir, pacientes con ambos tipos de biopsia y quimioterapia fue
formado por 14 pacientes, siendo 12 analizables para supervivencia. Ademas se conto
con siete muestras procedentes de metastasis extirpadas a dichos pacientes a lo largo de
su evolucion.

En cuanto a los pacientes con estadio | y Il, se debia tratar de pacientes que no
habian recibido tratamiento quimioterapico previo. Por tal motivo, de los 362 pacientes
revisados, finalmente solo se analizaron 211, eliminando el resto por motivos similares
al resto de pacientes (diagndstico erroneo, estadio inadecuado, falta de datos clinicos o
haber recibido quimioterapia previa). Se incluyeron en el analisis inmunohistoquimico 9
casos de pacientes estadio |1l que se operaron sin recibir neoadyuvancia, aunque en el

analisis estadistico posterior solo se analizaron puntualmente.

A partir de ahora se describiran los resultados procurando distinguir en todo
momento entre las dos cohortes de casos.
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4.1.1. Estadios lll (localmente avanzados):

Tabla 3. Caracteristicas clinico-patologicas de los 62 pacientes estadio Il

Edad media

55,8 afios N %
Sexo

Hombre 47 75

Mujer 15 25
Tabaquismo

Si 55 88,7

No 7 11,3

Exfumador 15 24,5
Estado general

90-100 39 63

60-80 23 37
Histologia

Escamoso 27 43,5

Adenocarcinoma 29 46,8

Otra 6 12
Estadio clinico

A 38 60

1B 24 40
Estadio quirdrgico

A 12 19,4

1B 9 14

1611 34 61,3

R. Completa 4 7
Cirugia

Neumonectomia 28 45,2

No neumonectomia/Lobectomia  34/29 54,8/47
Quimioterapia

Neoadyuvante 54 88%

Complementaria 4 7%

No quimioterapia 4 5%
Esquema tratamiento

Qt neoadyuvante +Cirugia 52 84%

Qt 6 Rt sin Cirugia 3 5%

Cirugia sin Qt neoadyuvante 7 11%
Grado tumoral (cirugia)

Bien diferenciado 9 16,7

Moderadamente diferenciado 24 44,4

Poco diferenciado 21 38,9

El 96,5% de los pacientes recibieron quimioterapia con platino. Las respuestas
clinicas fueron: RC (8,6%), RP (75,9%), NC (12,1%), PE (3,4%). En total 84,5% de
respuestas objetivas (RC + RP) y 15,5% no respuestas (NC + PD). El 96,8% fueron

intervenidos quirdrgicamente, con reseccion completa en el 82%. La infraestadificacion
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clinico-quirdrgica fue favorable en un 68,3% de los casos, NC en el 30% y desfavorable
en el 11,7%. De los 62 pacientes evaluables en el momento del andlisis, en el 68,9%
hubo progresion de la enfermedad, con una SLE de 19 meses y una mediana de SG de
22,18 meses, con un 71% de fallecidos. EI 85% de fallecimientos se debié al tumor y el
resto generalmente a causas cardio-respiratorias.

ESTADIO CLINICO | ESTADIO QUIRURGICO (%)
T N T N M

T1| 32| NO| 129 | T1| 258 | NO 65 | MO | 98
T2 | 419 | N1| 32 |T2|37,1|N1| 133 | M1 2

T3 | 242 | N2 | 726 | T3 | 129 [ N2 | 20 Tabla 4. Detalle de T, N
T4 | 306 | N3 | 65| T4 | 145 | N3 | 17 y M clinico y quirudrgico
T0 | 65 tras quimioterapia

4.1.2. Estadios | y Il (iniciales):

Tabla 5. Caracteristicas clinico-patologicas de los 211 pacientes Est. I-II.

Edad media

65.42 afos N %
Edad agrupada

706< 128 60,7

>70 83 39,3
Sexo

Hombre 191 90,5

Mujer 20 9,5
Tabaquismo

Si 185 94,4

No 11 5,6

Exfumador 73 38,9
Histologia

Escamoso 110 52,1

Adenocarcinoma 101 47,9
Estadio quirurgico

IA Estl:74,4% 64 30,3

IB 93 44,1

IIA  Estll: 25,6% 22 10,4

11B 32 15,2
Cirugia

Neumonectomia 35 16,6

Lobectomia o Bilobectomia 166 78,7

Tumorectomia 10 4,7
Grado tumoral

Bien diferenciado 21 10

Moderadamente diferenciado 117 56

Poco diferenciado 31 34
Radioter. Complementaria

7 3,3
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En los 211 pacientes analizados con estadio | y 11, la mediana de SLE y SG fue
de 33,64 y 43,95 meses respectivamente. En el momento del analisis se objetivaron un
34% de recurrencias, siendo en el 13,2% locales, en el 4,3% en pulmén contralateral, en
el 7,1% en SNC, en el 4,7% 06seo y en el 3,3% abdominal. Existio una diferencia
estadisticamente significativa para recurrencia cerebral entre adenocarcinomas frente a
los escamosos (10,9 vs 3,6%, p=0,05). A lo largo del seguimiento, fallecieron el 51,7%
de los casos, de los cuales un 57% fue causado por el tumor, el resto por motivos de

indole cardio-respiratoria fundamentalmente.

4.2. Resultados de la expresion por IHQ:

Tabla 6. IHQ en pacientes con estadio Il

SCORE AGRUPADO
| N | % | N | %
Biopsias diagnostico N=20
p38 Nuclear
0 7 35 | Neg | 7 35
1+ | 7 35 | Pos | 13 | 65
2+ | 2 10
3+ | 4 20

p38 Citoplasmica

0 | 18 | 90 | Neg 18 | 90
1+ 10 | Pos | 2 10
2+ | 0 0
Biopsias quirurgicas N=56

p38 Nuclear

N

0 | 33 |58,9|Neg | 33 | 589
1+ | 18 | 32,1 | Pos | 23 | 411
2t | 3 | 54
3t | 2 | 36

p38 Citoplasmica

0 | 40 | 714 [Neg | 40 | 714
1+ | 10 {179 | Pos | 16 | 28,6
2+ | 6 | 10,7

Se analizaron 7 muestras de metastasis, cuatro eran cerebrales, una intestinal,
una de pleura y una de pared toracica entre los pacientes con estadio Il1. Las cerebrales,
todas fueron positivas en nucleo, siendo un 50% 3+, y todas positivas en el citoplasma,
(75% 1+). Salvo en un caso en que la muestra quirurgica era positiva nuclear al igual

gue su metastasis (1+), el resto eran negativas y se transformaron luego en 3+ 6 2+.
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En el grupo de pacientes con estadio | y Il, los resultados se resumen en la
siguiente tabla, teniendo en cuenta que para cada tipo de anticuerpo utilizado existe

pérdida de algun caso debido a fallo en la técnica o en el corte del bloque del TMA:

Tabla 7. IHQ en pacientes con estadio inicial.

SCORE AGRUPADO SCORE AGRUPADO
| N | % | N | % | N | % | N | %
P-p38 N=197
p38 Nuclear p38 Citoplasmica

0 | 147|746 |Neg| 147 | 746 | 0 | 174 | 88,3 | Neg | 174 | 88,3

1+ |40 | 20,3 | Pos |50 |254 | 1+ | 21 | 10,7 | Pos | 23 | 11,7

2+ | 7 |36 2+ | 2 1
3+ 3 15
P-JNK =200
JNK Nuclear No hubo tincion citopldsmica

0 |104] 52 | Neg | 104 | 52

1+ | 68 | 34 | Pos | 96 | 48

2+ | 24 | 12 -
0,
3 | 2 > ERK estroma 20% positivos
P-ERK 1/2 =197
ERK Nuclear ERK Citoplasmica

0 |166|843|Neg| 166 |84,3| 0 | 174 | 88,3 | Neg | 174 | 88,3

1+ | 21 | 10,7 | Pos | 31 | 15,7 | 1+ | 21 | 10,7 | Pos | 23 | 11,7

2+ | 7 | 3,6 2+ 2 1
3+ 3 15
EGFR y HER-2 N=195 N=202
EGFR membrana HER-2 membrana
0 | 83 |426 |Neg| 83 [426| 0O | 197|975 | Neg | 197 | 97,5
1+ | 50 | 25,6 | Pos | 112 | 57,4 | 1+ 4 2 | Pos| 5 2,5
2+ | 47 | 241 2+ 1 0,5
3+ | 15 | 7,7 3+ 0 0
p53 N= 200
p53 (10% células +)
<10 | 101 | 50,5
10+ | 99 | 49,5

A consecuencia de que HER-2 fue practicamente negativo en todas las muestras,
su andlisis en relacién con el resto de variables clinicas-patoldgicas-moleculares, se
realizd de forma exploratoria no pudiendo establecerse asociaciones adecuadas al existir
tan pocos positivos. Se comentaran puntualmente cuando sean interesantes.

Dentro de esta segunda cohorte se analizaron siete casos estadio I, (no
incluidos en el analisis global). En ellos el grado tumoral fue moderadamente

diferenciado en el 28,6% y poco diferenciado en el 71,4%, sin casos bien diferenciados.
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4.3. Asociacion entre marcadores moleculares IHQ:

A continuacion, utilizando los datos de los pacientes con estadio | y Il, se
describird la asociacion entre las distintas proteinas de la via analizada. Dado que en la
mayoria de los casos el niUmero de pacientes con score alto fue escaso, se decidio
analizar dicha asociacion solo entre casos positivos o negativos. Es importante recordar
que cuando se habla de p38, JNK o ERK, se refiere a la presencia de proteina
fosforilada, es decir, activa. Se describe con mayor interés la asociacion de proteina
nuclear para las MAPK y p53, asi como membrana para EGFR, aunque también se
analizo el resto de localizaciones para p38 y ERK. El escaso numero de casos HER-2

positivos no permitio establecer asociaciones.

p38 nuclear se asocid significativamente con su expresion citoplasmica, dado
que soélo existio un caso de expresion citoplasmica con nucleo negativo (p<0,0001).
También se asocio la expresion nuclear de p38 con la nuclear de INK y ERK (p<0,0001
y p<0,0001). Existi6 relacion de p38 nuclear con la expresion citoplasmica y en estroma
de ERK (p<0,0001). Hubo tendencia a asociacion entre positivos nucleares para p38 y
p53 (p=0,100) y tendencia inversa con EGFR (p=0,135).

En cuanto a JNK, cabe destacar que ademas de su asociacion con p38
(p<0,0001), existe tendencia a asociacion con ERK entre casos positivos (p=0,078). Si
presentd asociacion significativa con EGFR, aunque de forma contraria, de forma que
cuando EGFR es positivo hay mas casos porcentuales de JNK negativo y viceversa
(p=0,020). Ninguna asociacion con p53 (p=0,394).

ERK se asocio en su expresion nuclear y citoplasmica (p<0,0001), pero no con
la expresion en el estroma (p=0,8). Tampoco se asocié con la expresion de EGFR en
membrana, aunque existio una tendencia a una asociacion inversa (p=0,1), semejante a
JNK (p=0,078). No asociacion con p53 (p=1).

La expresion citoplasmica de ERK y p38 fue concordante, con asociacion entre
casos positivos y negativos, aun existiendo muy pocos casos positivos (p=0,03).
También hubo relacion entre la expresion en estroma de ERK con JNK nuclear y p38
nuclear (p<0,0001).

Al realizar un anélisis exploratorio entre las tres MAPK al mismo tiempo,
cuando p38 es negativo, la distribucion de ERK es independiente de JNK, sin
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asociacion de casos positivos con positivos o viceversa. Por el contrario, si p38 es
positivo, hubo una leve influencia a asociacion entre los casos positivos de ERK y JNK.

Por otra parte se estudid la relacién de la positividad para las tres MAPK al
mismo tiempo (MAPK "Triple Positivos”, MTP) con los otros elementos estudiados. De
los 15 casos MTP, ninguno fue positivo para HER-2, seis (40%) fueron positivos para
EGFR y 11 (73%) para p53 (p=1, p=0,062 y p=0,182 respectivamente).

La expresion de EGFR se asocié con JNK como se ha comentado previamente y
también con la expresion de ERK en estroma (p=0,01), con una tendencia para
asociacion con ERK nuclear (p=0,112). En los tres casos la asociacion fue invertida, es
decir, casos negativos con positivos y viceversa.

p53, como se ha comentado caso por caso, no se asocid con ninguno de los otros

marcadores moleculares, con una tendencia para asociacion positiva con p38 (p=0,1).

Tabla 8. Asociacidon de variables moleculares entre si en los casos estadio | y Il. Se
muestran las p, en color azul cuando la asociacion es directa (positivos con positivos),

en rojo las inversas (+ con -). Los huecos libres serian redundantes y no se repiten.

JNK (nucleo) | ERK (nucleo) | EGFR (mb) | p53 (nucleo)
p38 (nucleo) <0,0001 <0,0001 0,135 0,100
JNK (ntcleo) 0,078 0,020 0,394
ERK (nucleo) 0,112 1
EGFR (mb) 0,663
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4.4, Asociacion entre Variables moleculares y clinico-

patoldgicas:

En las variables moleculares analizadas, se decidio utilizar la expresion nuclear
de las 3 MAPK debido a que la citoplasmica o estroma en el caso de ERK fue poco
frecuente. Por ello, salvo en casos particulares en los cuales se especificara, siempre que
se hable de p38, INK o ERK, sera en referencia a la proteina nuclear. Por el mismo
motivo, se hara referencia a dichas proteinas clasificando su expresion como “positiva”
0 “negativa”, puesto que el nimero de casos 3+ 0 2+ fue tan bajo que no permitio
analizar subgrupos por el score, algo que va en concordancia con trabajos previos, en
que sélo se analiza positividad o no nuclear. En el caso en que se analice el score se
especificara previamente. Se describiran los datos obtenidos en ambas cohortes de
pacientes, especificando el tipo de muestra al que nos referimos y teniendo en cuenta
que en las muestras de pacientes con estadio Il1 s6lo se analiz6 p38. Dado el elevado
nimero de analisis realizados, se procurara reportar sélo las asociaciones con

significacion estadistica, intentando obviar el resto.

4.4.1. Edad, sexo y estado general:

Entre los pacientes estadio Il que recibieron quimioterapia neoadyuvante, para

p38 nuclear y citoplasmica, en las 20 biopsias diagndsticas analizadas no hubo
diferencias en cuanto al sexo, (p=1y p=1, nlcleo y citoplasma), con tendencia a mayor
numero de casos positivos entre los de buen estado general (IK 90-100), en ndcleo, sin
diferencias en citoplasma (p=0,176, p=1) y sin diferencias en cuanto a la edad
(agrupando entre mayores 0 menores de 70 afios), (p=1 y p=1). En las 56 quirdrgicas
existio tendencia a mayor positividad nuclear y citoplasmica para p38 en hombres (47%
vs 33% y 33% vs 17%) (p=0,231y p=0,186), sin diferencias para estado general (p=1y
p=1) ni para edad (p=0,66 y p=0,68).

Entre los pacientes estadio | y Il, intervenidos sin haber recibido quimioterapia,

en relacién con el sexo, p38 nuclear tendio a asociarse con una mayor positividad en
mujeres que hombres, (45 vs 23,2%, p=0,05). Existi6 tendencia a mayor positividad de

p38 y ERK en citoplasma entre mujeres (25% vs 10,2% en ambos casos) (p=0,065 y
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p=0,065). En cuanto a la edad, ERK mostré diferencias, siendo mas frecuentemente
positivo entre pacientes < 70 afios (20,8 vs 7,8%, p=0,01). Dichas diferencias también
existieron en cuanto a su expresion citoplasmica (p=0,006), aunque el nimero de
pacientes fue menor. JNK, EGFR y p53 no mostraron ninguna diferencia ni tendencia

resefable en relacidn con estas variables.

4.4.2. Tabaquismo:

En los pacientes con estadio Ill que recibieron quimioterapia neoadyuvante, en

las biopsias diagnosticas so6lo hubo un paciente no fumador, lo cual no permitié
establecer diferencias con los fumadores. En los 56 pacientes que recibieron
quimioterapia con platino, hubo tendencia a mayor positividad nuclear (44% vs 14%) y

citoplasmica (33% vs 0%) entre los fumadores (p=0,22 y p=0,17).

En los pacientes con estadio | y Il sin quimioterapia previa: hubo asociacion con

p53, dado que un 52% de los fumadores eran positivos, frente a sélo el 10% entre no

fumadores (p=0,009). Con el resto de marcadores no hubo diferencias resefiables.

4.4.3. Histologia y Grado tumoral:

En los pacientes con estadio Ill: en las 20 biopsias diagnosticas no hubo
diferencias, pero en las 56 muestras quirdrgicas, se observé un 59% de positividad
nuclear en los carcinomas escamosos frente al 38% de adenocarcinomas (p=0,049) y en
el citoplasma en un 45% frente a un 19% de adenocarcinomas (p=0,05). El grado

tumoral (quirargico) no presenté diferencias (p=0,814, p=0,385).

Entre los pacientes con estadio | y II: ERK mostré asociacion con la histologia,
con un 25,5% de carcinomas escamosos positivos frente a un 6,8% de adenocarcinomas
(p=0,0003). Dichas diferencias también fueron semejantes en cuanto a su inmunotincion
citoplasmica y en estroma, (p=0,028 y p=0,078 respectivamente). Asimismo, EGFR y
p53 fueron mas frecuentemente expresados en carcinomas escamosos (57,3% vs 41,2%
y 69,3% vs 44,7%, p=0,025 y p=0,01 respectivamente). p38 (nuclear y citoplasmica),
asi como JNK nuclear no presentaron diferencias siendo practicamente igual su nivel de
tincion entre una y otra histologia en este tipo de pacientes (p=0,624, p=0,506, p=1,

respectivamente).
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Tabla 9. Principales asociaciones de variables moleculares con variables clinico-
patolégicas. Se refiere a pacientes con estadio | y Il salvo cuando se especifica.

Asociacion con: Mas frecuente en: p

038 nuclear _Sexo Sexo femenino 0,05
Histologia Escamosos 0,049

p38 citopl Histologia Escamosos 0,05

ERK nuclear _Edad Mas frecuente en < 70 afios 0,02
Histologia Escamosos 0,0003

: Edad Mas frecuente en < 70 afios 0,006

ERK citopl Histologia Escamosos 0,028
EGFR Histologia Escamosos 0,025
053 Tabaquismo Mas frecuente en fumadores 0,009

Histologia Escamosos 0,01

oo Estos casos se refieren a datos de pacientes con estadio I11.

En relacion con el grado tumoral, no hubo asociacion con ninguno de los
marcadores moleculares, pero hubo tendencia en p38 y JNK, presentando ambos mayor
porcentaje de positividad cuanto mayor era el grado de diferenciacion, ocurriendo lo

contrario con EGFR (Tabla 7). Para el resto de marcadores no existio tendencia alguna.

Tabla 10. Grado de diferenciacién en relacidon con variables IHQ en estadios |y Il

Grado diferenciacion vs % casos +.
Bien Moderado Poco p
p38 + 40 26 21 0,22
INK + 62 51 39 0,12
EGFR + 37 60 57 0,16

En cuanto a HER-2, todos los casos positivos fueron en fumadores, en menores
de 70 afios y su grado tumoral fue moderado, siendo 4/5 casos estadio | (N negativo).

No hubo en ninguno de estos casos asociacion significativa.
Es necesario comentar que se analizaron las distintas variables clinico-

patolégico-moleculares en relacion con el tipo de recidiva/metastasis. Globalmente

hubo muy pocas asociaciones, salvo en los casos que se comentan a continuacion:
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e Metéstasis cerebrales: hubo asociacion de la histologia adenocarcinoma con el
desarrollo de metéstasis cerebrales (10,9% vs 3,6%, p=0,05). La expresion
nuclear y citopldsmica de ERK se asocié con mayor numero de metastasis
cerebrales en el seguimiento (26% vs 10%; p=0,08 y 26% vs 14%; p=0,2). Dos
de los pacientes que las desarrollaron fueron HER-2 positivos (p=0,045).

e Metéstasis Oseas: existid asociacion con la positividad de ERK en el estroma y
metastasis en hueso siendo positivos en un 50% de los metastasicos, frente a un
19% en los no metastasicos, (p=0,034). En relacion con p38 nuclear, hubo
mayor tendencia a positividad entre los metastasicos en hueso, siendo positivos
en el 50% de los casos, a diferencia de los negativos (25%), (p=0,1).

4.4.4. Estadio clinico y/o quirdrgico:

En los estadios 11, no hubo diferencias significativas entre el estadio clinico y
los niveles en citoplasma y nacleo de p38, con una tendencia a mayor positividad con el
estadio 1A (45% frente a 12,5%; p=0,17). El estadio quirdrgico tampoco se asocid con

positividad o negatividad de p38 ni en ndcleo ni en citoplasma.

En los estadios I y II, se analizo el estadio quirdrgico directamente, pues no

recibieron tratamiento previo que pudiera modificarlo. No hubo asociacion de ninguno
de los 5 marcadores con el estadio ni en particular con ninguno de los factores
implicados en el mismo (T 6 N):
e ERK nuclear mostr6 tendencia a mayor numero de positivos estadio | (17,9%
vs 9,6%; p=0,18), sobre todo en relacion con la T, siendo positivo en el 24,3%,
13,2% y 5% en tumores con tamafio T1, T2 y T3, respectivamente (p=0,06).
p38 nuclear mostrd tendencia a mayor positividad en estadios | (27,6% vs
19,2%; p=0,27). INK y EGFR no mostraron diferencias (p=0,7 y 0,5).
e p53 mostré también tendencia a ser més frecuentemente positivo (>10%
células) en estadio | que en 11 (53 vs 39,6) (p=0,11), fundamentalmente en este

caso en relacion con la N (Negativa), (p=0,09).

Es necesario comentar que se decidi6 analizar p38 en 6 casos de la segunda
cohorte (estadios | y 1) que habian sido mal estadificados y en realidad eran estadio 11,
encontrandose en ellos que cinco eran negativos para p38 y s6lo uno positivo.
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4.4.5. p38 y quimioterapia en estadios lll:

4.4.5.1. Relacién de p38 con respuestas clinicas e infraestadificacion:

Se analiz6 la relacion de p38 con las respuestas clinicas y la infraestadificacion
clinico-patologica. Globalmente, en los estadios I11B clinicos el porcentaje de infra-
estadificacion fue del 76% frente al 65% en los I1IA, y hubo reduccién del tamafio
tumoral en el 67% de los 111B frente al 43% de los I11A.

p38 fue analizable en 18 casos en biopsias diagndsticas y en 48 quirdrgicas. En
las biopsias diagnosticas analizadas, no hubo asociacion entre el score nuclear o
citoplasmico de p38 y las respuestas clinicas (p=0,603 y p=1) ni con la infra-
estadificacion, con los mismos resultados si el analisis se hacia agrupado entre positivos
y negativos, pese a que habia mayor porcentaje de infraestadificacion entre los primeros
(p=0,627 y p=1). En las muestras quirdrgicas, no se encontré asociacion de la
positividad de p38 con respuesta clinica (p=1y p=1), observandose una tasa de RC/RP
del 90% tanto en positivos como negativos en nucleo y citoplasma. Tampoco hubo
asociacion con infraestadificacion clinico-patolégica, aunque también con mas positivos
entre los que tuvieron infraestadificacion (p=0,376 y p=0,344). No hubo asociacién
entre el cambio en la fosforilacion de p38 antes y después de la quimioterapia en los
doce pacientes analizados (p=0,58 y p=1, para nucleo y citoplasma).

Analizando por separado los estadios T y N en relacién con la positividad o
negatividad para p38 en muestras quirdrgicas, no se encontraron diferencias
significativas ni para los positivos en nicleo ni para los positivos en el citoplasma, con

tendencia para la positividad citoplasmica de p38 a infraestadificacion T (p=0,13).

4.4.5.2. Tratamiento con esquema basado en platinos:

Entre los evaluables, el 42% de los 56 operados fueron p38+ en el ndcleo, y en
cuanto al score, los més frecuentemente encontrados fueron 1+ y negativo (en conjunto
90%). Sélo hubo dos pacientes intervenidos sin recibir platino, ambos negativos.

De modo descriptivo, al cruzar los datos de biopsias previas y quirargicas en los
12 pacientes analizables que recibieron quimioterapia, de los 8 positivos en el nucleo en
biopsia diagndstica, 5 (60%) permanecieron positivos tras el tratamiento y el resto se
negativizaron. De los 4 negativos, 3 (75%) se positivizaron, habiendo en conjunto
cambio en un 42%. En el citoplasma hubo 10 negativos al diagnéstico, positivizandose

cinco y dos positivos de los que uno se negativizo en la muestra quirdrgica.
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4.5. Analisis de supervivencia:

Se describen los datos de supervivencia haciendo una breve mencion a las
variables clinico-patoldgicas para posteriormente analizar la supervivencia en relacion
con las variables moleculares. Dado que la cohorte con mayor nimero de casos y mas
variables a analizar es la de los pacientes con estadio | y Il, el analisis sera mas extenso

en este caso, indicandose en todo momento a que cohorte se refieren los datos.

4.5.1. Supervivencia y variables clinico-patoldgicas:

4.5.1.1. Cohorte de pacientes con estadio lll:

En relacion con el indice Karnofsky, la SG tendid a ser mejor entre los pacientes
con buen Karnofsky (90-100), pero no la SLE (p=0,13 y p=0,56). La histologia mostro
tendencia a ser mejor para los escamosos en SG y SLE (p=0,15y 0,17), mientras que el
grado en la pieza quirdrgica no mostro diferencias en SLE (p=0,86), aungue con
tendencia a ser peor en los bien diferenciados (p=0,08). El sexo femenino en este caso
tendio a relacionarse con peor evolucién (p=0,2 y 0,06) para SG y SLE. Por ultimo, la
edad y el tabaquismo no mostraron diferencias (p>0,6 para SG y SLE).

En cuanto al estadio clinico, la supervivencia fue superior en los I1IB que en
I11A, con una mediana de SG de 45 frente a 18 meses (p=0,04). En relacion con el
estadio quirdrgico, en los 48 pacientes analizables la SG fue semejante para I1IA y 111B
(16,4 vs 14,2 meses), pero en ambos peor a los pacientes con mejoria en el estadio
patoldgico tras la quimioterapia (Estadios inferiores a 111) (31 meses) (p=0,01). La SLE

tendio a ser mayor en los estadios quirdrgicos inferiores a 11 (25 vs 13 meses, p=0,3).
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4.5.1.2. Cohorte de pacientes con estadio | y II:

Con respecto a la edad, no hubo diferencias ni en SG ni SLE, aunque las curvas

de SG se separan a favor de los <70 afios, mientras que esa tendencia se invierte para la

SLE, siendo mejor para los >70 afios, (p=0,149 y p=0,313). En cuanto al sexo, no hubo

diferencias en SG ni SLE, aunque hubo tendencia a mayor SG en mujeres sin diferencia

en SLE (p=0,104 y P=0,647). La ausencia de tabaquismo tendio6 a ser un factor de buen

prondstico para SG y SLE (p=0,068 y 0,17). En relacién con la histologia, no hubo

diferencia en SG y SLE entre adenocarcinoma y escamoso (p=0,69, p=0,64).

El grado de diferenciacion fue un factor asociado a mayor SG y SLE (p=0,042 y

0,023), siendo los bien diferenciados los que presentaron mejor supervivencia frente a

los moderadamente o poco diferenciados, cuya supervivencia fue similar.
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Survival Functions

0,8

0,67

0,24

0,0

p=0,042

Grado (bien vs mod-
poco dif)

[~1Bien diferenciado

| _r— Moderado o Poco
diferenciado
Bien diferenciado-

+ censored

| Moderado o Poco
diferenciado-censored

T
20,00

T
40,00

T
60,00

Supervivencia Global

T T
80,00 100,00

Cum Survival

Survival Functions

1,01

p=0,023

Grado (bien vs mod-
poco dif)

|- Bien diferenciado
Moderado o Poco
[~ diferenciado

Bien diferenciado-
[ censurado

|+ Moderado o Poco
diferenciado-censurado

T
20,00

T
40,00

T
60,00

T
80,00

Supervivencia libre de enfermedad

T
100,00

Fig. 10y 11. SG y SLE en relacién con el grado tumoral en pacientes con estadios | y Il.
Compara los bien diferenciados con los moderadamente o poco diferenciados.

72



Cum Survival

Fig

0,8

Cum Survival

7

0,07

Survival Functions

| P=0,104

T T T T T T
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00

Supervivencia Global (meses)

Sexo

—THOMBRE
—TIMUER

—+ HOMBRE-censored
—+ MUJER-censored

Cum Survival

Resultados

Survival Functions

Tabaquismo
previo
N0
-S|
—+ NO-censored
—+ Skcensored

p=0,068

T
0,00

T T T T T
20,00 40,00 60,00 80,00 100,00

Supervivencia Global (meses)

.12y 13. SG en relacién con sexo y tabaguismo en pacientes con estadios | y Il

En relacion con el estadio, hubo diferencia en SG y SLE tanto agrupada (I mejor
que 1) (p<0,0001 y p<0,0001), separada (IA-1B-I11A-11B) (p<0,0001 y p<0,0001), como
de forma individual para la T (p<0,0001 y p<0,0001) o la N (p=0,015 y p=0,114),

existiendo en este ultimo caso tendencia a mejor SLE.
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estadio tumoral. Estadio, Estadio agrupado, Tamafio tumoral T, Afectacion ganglionar N.
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Fig. 18 y 19. Curvas de supervivencia global y libre de enfermedad en relaciéon con la
cirugia, neumonectomia vs reseccion pulmonar subtotal.

La neumonectomia influyd en el pronodstico de modo que los pacientes con
neumonectomia tenian peor SG que los que fueron sometidos a una reseccién pulmonar
subtotal (p=0,012). Esta diferencia se diluyo en relacion con la SLE (p=0,286).

La presencia de recidiva y el tipo de la misma, influyo significativamente en la
SG (en la SLE va implicito y no se analizd), con una esperable mayor supervivencia
entre aquellos pacientes sin progresién (p<0,0001). Ademas, dentro de los pacientes que
presentaron progresion, la supervivencia era mayor cuando la recurrencia era local o
por el contrario se producia a distancia, bien en el pulmdn contralateral, bien en una

localizacion extra-toracica (p=0,032), con una mediana de 38 frente a 22 meses de SG.
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Fig. 20 y 21. Curva de supervivencia global en funcién del lugar de la recidiva. En la
segunda se muestra la diferente supervivencia entre aquellos con y sin recurrencia.
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Tabla 11. Modelo univariante Cox para los principales factores clinico-patolégicos en los
pacientes con estadio inicial. Los riesgos proporcionales (Hazard Ratio, HR) se han

calculado para ver la influencia negativa del factor de riesgo en la SGy SLE.

Supervivencia Global Superviv. Libre Enfermedad

HR (intervalo) p (Cox) HR (intervalo) p (Cox)
Estadio 11 (vs ) 2,62 (1,75-3,91) <0,001 2,86 (1,77-4,63) <0,001
Neumonectomia 1,81 (1,13-2,90) 0,013 1,40 (0,75-2,60) 0,288
Grado: P-M difer. 2,29 (1,01-5,24) 0,048 3,50 (1,10-11,1) 0,034
Tabaquismo 3,41 (0,84-13,9) 0,086 2,56 (0,63-10,53) 0,189
Adenocarcinoma 1,07 (0,74-1,58) 0,690 1,12 (070-1,77) 0,641
Sexo masculino 1,87 (0,87-4,02) 0,110 1,20 (0,55-2,62) 0,648
Edad >70 1,33 (0,90-1,95) 0,151 1,29 (0,79-1,29) 0,315
Recurrencia 4,44 (2,98-6,67) <0,001

4.5.2. Supervivencia y p38 en estadios lll:

4.5.2.1 p38 en biopsias diagnoésticas:

En el analisis de la SG entre los 18 pacientes analizables, los pacientes p38 3+

en nucleo presentaron una mediana de 11,6 meses, frente a los 26 meses del resto de la

muestra (p=0,046). A pesar de resultar significativa, el escaso niUmero de casos (tres),

hace que esta diferencia desaparece si la muestra es agrupada entre positivos o

negativos (p=0,6). La diferencia fue mayor si se analizaba la SET (p=0,018). Esta

diferencia fue semejante para SLE pero no significativa. La p38 citoplasmica no mostro

diferencias en supervivencia (p=0,5).
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Fig. 22 y 23. Curva de supervivencia global en relaciéon con p38 nuclear en biopsias
diagnosticas. La primera en base al score y la segunda en base a la positividad.
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4.5.2.2. p38 en biopsias quirdrgicas:

En los 48 pacientes analizables para SG en nucleo y citoplasma, no hubo
diferencias en SG (leve tendencia a mayor SG en positivos en ndcleo y negativos en
citoplasma) (p=0,8 y p=0,35). Adicionalmente, al valorar las curvas actuariales se
observO una separacién mas llamativa realizando el analisis los 3 afios. No hubo

diferencia en SLE ni en relacion con la proteina nuclear ni citoplasmica (p=0,9 y p=0,9).

Fig. 24. SG en relacién con P-p38
quirdrgica. Analiza la tincion
o nuclear, mostrando la progresiva
p38 Cirugia +- ndcleo . .,
—posmvo aproximacién de las curvas.
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Adicionalmente se analiz6 la diferencia entre los pacientes intervenidos sin
quimioterapia (no utilizados en el anlisis de la supervivencia) frente a los intervenidos
tras quimioterapia. Los primeros (seis pacientes) fueron 100% negativos en nicleo y
citoplasma para p38, mientras que hubo un 44% y 30% de positividad nuclear y
citoplasmica entre los 48 tratados (p=0,027; p=0,025). Si analizamos los 12 pacientes
con ambos tipos de biopsia con datos validos para el estudio de SG, se observd que en
los siete pacientes en los que no hubo cambio en p38, ya fuera positiva o negativa, la
mediana de supervivencia fue de 55 meses, el negativo que se positivizd fue de 69

meses, y en los cuatro que se negativizaron, fue de tan s6lo 12 meses.
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4.5.3. Supervivencia y marcadores moleculares en estadios |

y Il

Antes de comenzar a describir la supervivencia global y libre de enfermedad, se
decidi6 analizar los pacientes que tenian un fallecimiento en el postoperatorio agudo (en
los dias-semanas siguientes a la cirugia, por insuficiencia respiratoria aguda que les
impedia la recuperacion post-operatoria), para valorar si se asociaba con alguna de las
variables moleculares. Se encontraron 8 pacientes con esta caracteristica, de los cuales 7
fueron negativos para JNK, con un 50,5% vs 87,5% de casos negativos entre los
pacientes sin y con fallecimiento postoperatorio (p=0,067). Asimismo 5 de dichos
pacientes eran negativos para las 3 MAPK (p38, JNK, ERK) y 7 positivos para EGFR
(p=0,128 y 0,141, respectivamente).

Por otro lado, en una tabla final se describiran los porcentajes de pacientes
supervivientes (SG) o sin progresion (SLE) al final del seguimiento para cada uno de
los marcadores moleculares, los meses de supervivencia en los casos que se puedan

calcular y el nivel de significacion log rango con el hazard ratio correspondiente, HR.

4.5.3.1. p38 y supervivencia:

No hubo diferencias significativas en el analisis por score, siendo la
supervivencia de los 3+ nuclear similar al resto, aunque se trataba de pocos casos como
se comentd previamente (p=0,506). Agrupando entre positivos y negativos, tanto en
nucleo como en citoplasma, se encontré una tendencia en ambos casos a mejor SG en
los positivos, (p=0,1 y p=0,1), que no fue tan consistente en la SLE, siendo las curvas

practicamente superponibles en ambos casos (p=0,6 y 0,6).
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Fig. 28y 29. SG en base a P-p38 nuclear y citoplasmica en pacientes con estadio | y Il.
Muestra tendencia no significativa a mejor supervivencia entre casos positivos.
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Fig. 30y 31. SLE en base a P-p38 nuclear y citoplasmica en pacientes con estadio | y Il.
No se aprecian diferencias, existiendo una superposicién en las curvas.

Se investigd el posible papel de la positividad o negatividad combinando ndcleo
y citoplasma, no encontrando diferencias significativas, con superposicion de las curvas

de supervivencia global y libre de enfermedad.

4.5.3.2. JNK y supervivencia:

Como se comentd previamente, sélo hubo tincion nuclear. El analisis por el
score no mostré diferencias importantes, pudiendo comentarse que los 3+ (4 casos)
fueron todos censurados para supervivencia global y libre de enfermedad (p=0,239).
Agrupando los casos por positividad, las diferencias no fueron significativas, pero de
nuevo existié una tendencia a la mejor SG en los casos positivos (0,15). Para SLE las

diferencias fueron mucho menores (p=0,66).
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Fig. 32. SG en base a P-JNK nuclear en pacientes con estadio inicial. No muestra
diferencias salvo en los 3+, pero escaso namero de pacientes.
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Fig. 33y 34. SGy SLE en base a P-JNK nuclear y citoplasmica en pacientes con estadio
inicial. Muestra tendencia a mayor supervivencia en los positivos

4.5.3.3. ERK y supervivencia:

En cuanto a la activacion nuclear, esta mostrd una clara tendencia a mejor SG en

los pacientes positivos (p=0,13). La tendencia fue similar para la positividad en

citoplasma y estroma (p=0,22 y p=0,19). La SLE fue similar en las tres localizaciones
para positivos y negativos (p=0,9, p=0,9, p=0,5).
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Fig. 35, 36 y 37. Supervivencia global en
relacion a P-ERK 1/2 (Nucleo, Citoplasma
y Estroma).

Se investigd el valor de la presencia o ausencia en conjunto de la proteina

nuclear, citoplasmica y en estroma. Sin obtener resultados significativos, si se observo

una tendencia a peor supervivencia global cuando las tres localizaciones eran negativas

(p=0,10). Para SLE la tendencia es similar, pero las diferencias son menos relevantes

(p=0,595). De forma adicional, cuando las tres localizaciones eran positivas, existié una

tendencia a mejor supervivencia, aunque de nuevo el escaso ndmero de casos no

permite obtener conclusiones (p=0,18 y p=0,635, SG y SLE).

Survival Functions

0,87

a8
@
1

8
=
1

0,21

0,0

p=0,10

T
20,00

T
40,00

T T
60,00 80,00

Supervivencia Global (meses)

T
100,00

SUMA ERK Agrupado 2

| Negativo NCE
1 Resto de casos

|~ Negativo NCE-censored
|~ Resto de casos-censored

Survival Functions

1,09

0,84

04

0,07

p=0,595

SUMA ERK Agrupado 2

|- Negativo NCE
|- Resto de casos

[ Negativo NCE-censored
- Resto de casos-censored

T
0,00

T
20,00

T
40,00

T T
60,00 80,00

T
100,00

Supervivencia Libre de Enfermedad (meses)

Fig. 38y 39. SGy SLE en relacién a negatividad ERK. NCE: Nucleo, Citoplasma, Estroma.
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4.5.3.4. EGFR y supervivencia:

Para este marcador, la positividad del mismo en la membrana significd peor

prondstico para SG (p=0,026), aspecto que no se mantuvo consistente para la SLE

(p=0,61).
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Fig. 41y 42. SG y SLE en relacion a EGFR.

En el primer caso las diferencias fueron
significativas.

4.5.3.5. p53 y supervivencia:

En este caso, la positividad para p53 fue significativamente mejor que la
negatividad en cuanto a SG (p=0,041), perdiéndose la significacion en SLE (p=0,44).
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Fig. 43 y 44. SG y SLE en relacion a p53.
En el primer caso, las diferencias son
significativas.

4.5.3.6. HER-2 y supervivencia:

Simplemente mostramos a continuacion las curvas de supervivencia en relacion
con la presencia de algun tipo de expresion de HER-2. Parece haber peor evolucién
entre los 5 pacientes positivos, tanto para SG como para SLE (p=0,139 y p=0,039) pero

consideramos que el escaso numero de pacientes hace dificil la interpretacion de estos

resultados.
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Fig. 45. Supervivencia global en relacién con HER-2.
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Fig. 46. SLE en relacion con HER-2.

4.5.3.7. MAPK agrupadas y supervivencia:

Dado que las tres MAPK mostraron, en la expresion nuclear vy

fundamentalmente en relacion con la supervivencia global, una tendencia no

significativa a presentar diferencias entre los pacientes positivos (mejor supervivencia)

y negativos (peor supervivencia), se decidio estudiar la evolucion de los pacientes que

eran positivos para las tres MAPK, a los que se llamara “Triple Positivos” (MTP) en

este trabajo. También se analizé el valor de la ausencia de los tres, a lo que se llamo

“Triple Negativos”.

El andlisis de los pacientes Triple Positivos, mostr6 una mejoria en la

supervivencia global, comparados con el resto de las posibilidades combinatorias,

habiendo en total un nimero de 15 casos MTP (p=0,013).
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Esta diferencia se mantenia cuando solo se comparaban Triple Positivos y Triple
Negativos (p=0,013) y cuando se analizaban todos los pacientes, pero diferenciando
entre Triple Positivos, Triple Negativos y resto de casos (que incluian doble o simple
positivos), aunque la significacién era menor (p=0,041). Analizando sélo los pacientes
que no eran Triple Positivos (Triple Negativos y resto de casos no Triple Positivos),

hubo tendencia a peor supervivencia entre los primeros (p=0,47).
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Fig. 48 y 49. La primera muestra las diferencias entre los pacientes Triple Positivos, Negativos y el

resto de casos, mientras que en la segunda se exploran las diferencias sélo entre pacientes Triple
Negativos y resto No Triple Positivos.
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Al analizar ain mas detalladamente y estudiar los pacientes con positividad en
dos de los marcadores, las diferencias se pierden, s6lo conservandose diferentes los
Triple Positivos (p=0,09).
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muestran diferencias resefiables.
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Hubo tendencia a mejor SLE entre los pacientes Triple Positivos con respecto al
resto de casos (p=0,3), habiendo una préactica superposicion entre los Triple Negativos y

el resto de pacientes (p=0,8).
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Fig. 51y 52. SLE en Triple Positivos. Se observa que los Triple Positivos se comportan mejor que el
resto globalmente. Entre los Triple Negativos y el resto de casos no hay diferencias.

Comentar que los MAPK Triple positivos ocurrieron todos en pacientes con
estadio | (p=0,013), con tendencia a asociarse con p53 positivo (p=0,08), sin asociacién
con grado, histologia, sexo, o tabaquismo (p>0,1 en todos), ni con sobreexpresion de

EGFR (p=0,182), siendo mas frecuente en el grupo de edad > 70 afios (p=0,051).
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4.5.3.8. Analisis de subgrupos:

Con las limitaciones que supone en cuanto a potencia estadistica, se decidid
estudiar por medio de un analisis por subgrupos la influencia en la supervivencia de la
presencia o no de las distintas variables clinicas 0 moleculares en relacion con el papel
prondstico de cada una de las variables moleculares individualmente en la cohorte de
pacientes estadio | y Il. Se realiz6 para p38, INK, ERK, EGFR y p53, con las variables
sexo, histologia, tabaquismo, neumonectomia, estadio y edad, asi como con el resto de
variables moleculares para intentar conocer si el prondstico podria ser modificado con
cada una de ellas. Se observaron muy pocas diferencias y se hara referencia solo a

aquellas porque exponer todos los resultados seria ademas de superfluo, inabarcable.

La histologia fue un factor diferenciador para p38 y para p53. En cuanto a p38
nuclear, se obtuvo diferencia para SG en los adenocarcinomas (p=0,012), no observada
en los escamosos (p=0,757). Con p53, la influencia en el prondstico sélo se mantenia en
los carcinomas escamosos (p=0,015), perdiéndose en los adenocarcinomas (p=0,604).

El resto de variables no se vieron influidas por la histologia
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Fig. 53 y 54. Kaplan-Meier para SG en funcion de la histologia. Para p38 la histologia
adenocarcinoma y para p53 la histologia escamosa muestran diferencias significativas. En las
histologias alternativas las curvas se superponen y por ello no se muestran.

En cuanto a la influencia de las variables moleculares entre si, se observéd que
cuando p38 es positivo en ndcleo, EGFR no interfiere en el pronostico (p=0,983), pero
si cuando es negativo (p=0,013). Al contrario, cuando ERK es positivo en el estroma,
EGFR se comporta al revés, tendiendo los positivos a tener mejor pronéstico (p=0,106),

permaneciendo peor en los ERK negativos (p=0,003).

86



Resultados

Survival Functions Survival Functions

p38NUCLPN =POSITIVO
1o EGFR +/- o EGFR +/-

_1NEG —TNEG
1POS —POS

—+— NEG-censored
—f— POS-censored

ERKSTROMA = POS

———————

Cum Survival
Cum Survival

p=0,983

T
80,00

p=0,106

T
80,00

T T T T T T T T T T
0,00 20,00 40,00 60,00 100,00 0,00 20,00 40,00 60,00 100,00

Supervivencia Global (meses) Supervivencia Global (meses)

Fig. 55 y 56. Kaplan-Meier para SG en funcion la positividad o negatividad de EGFR y la
influencia en su papel prondstico de p38 y ERK en estroma. En el primer caso se muestra la
superposicion de las curvas si p38 es positivo y en el segundo la inversion del papel prondstico de
EGFR si hay expresion de ERK en estroma.

4.5.3.9. Resumen variables moleculares y supervivencia:

En las siguientes dos tablas se resumen las asociaciones con la supervivencia
global y libre de enfermedad segun los distintos marcadores moleculares analizados.

Tabla 12. Caracteristicas de supervivencia global segun las variables moleculares en pacientes
con estadio |y Il. Se comparan pacientes positivos con negativos, salvo en dos casos: el andlisis
de ERK NCE (agrupando los Triple Negativos en Nucleo, Citoplasma y Estroma, donde se agrupan
entre Triple negativos (TN) y no triple negativos), y el analisis agrupado de MAPK (p38, JNK, ERK
nucleares), entre Triple Positivos (Triple +) y el resto. % vivos/cens. se refiere al % de pacientes
vivos o censurados en el momento del analisis de supervivencia (seguimiento de 96 meses).
Meses: mediana supervivencia. N/A ocurre cuando alguna de las dos medianas no puede ser
calculada por no tener el nimero de censuras suficientes. HR: Hazard Ratio. El célculo del HR se
refiere al estado del marcador referido para cada caso, que siempre es el estado considerado
“protector” segun el andlisis Kaplan-Meier.

Kaplan-Meier y Log Rank Modelo Cox univariante

Variable Estado | % vivos/cens | Mediana SV | p (L-R) HR p (Cx)
p38 Nucleo | Positivo | 62,0vs44,9 | N/Avs55,0 | 0,135 | 0,68(0,42-1,13) | 0,137
p38 Citopl. Positivo | 69,6 vs 46,6 | N/Avs56,4 |0,101 | 0,53(0,25-1,14) | 0,106
JNK Ndcleo | Positivo | 56,3vs 42,3 | 74,3*vs 51,2 | 0,156 | 0,75 (0,51-1,12) | 0,158
ERK Nucleo | Positivo | 61,3vs 47,6 | 80,0*vs52,3 | 0,139 | 0,64 (0,35-1,16) | 0,143
ERK Citopl. | Positivo | 60,9vs 48,3 | N/Avs550 | 0,220 | 0,65 (0,33-1,30) | 0,224
ERK Estrom. | Positivo | 61,0vs 46,8 | N/Avs550 | 0,193 | 0,70 (0,41-1,20) | 0,196
ERK NCE NoTN | 450vs56,3 | 46,7vs80* | 0,103 | 0,72(0,48-1,07) | 0,104
p53 >10% Positivo | 55,6 vs 43,6 | 91,8*vs44,1 | 0,041 | 0,67 (0,45-0,99) | 0,043
EGFR mb. | Negatv. | 57,8vs42,9 | N/Avs44,4 | 0,026 | 0,63 (0,42-0,95) | 0,027
HER2 mb Negatv. | 20,0 vs 50,8 | 67,0vs27,8 | 0,139 | 0,48(0,18-1,30) | 0,149
MAPK Agp. | Triple+ | 86,7 vs 46,0 | N/Avs52,3 | 0,013 | 0,20 (0,05-0,82) | 0,026
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Tabla 13. Caracteristicas de supervivencia libre de enfermedad segun las variables moleculares en
pacientes con estadio | y Il. Se comparan pacientes positivos con negativos, salvo en dos casos: el
andlisis de ERK NCE (agrupando los Triple Negativos en Nucleo, Citoplasma y Estroma, donde se
agrupan entre Triple negativos (TN) y no triple negativos), y el andlisis agrupado de MAPK (p38,
JNK, ERK nucleares), entre Triple Positivos (Triple +) y el resto. El resto de abreviaturas son las
mismas que las utilizadas en la tabla previa.

Kaplan-Meier y Log Rank Modelo Cox univariante

Variable Estado | % no rec./cens Meses P (L-R) HR p (Cx)
p38 Nucleo Positivo | 62,0 vs 67,3 | N/A 0,605 | 1,15(0,68-1,96) | 0,606
p38 Citopl. Positivo | 69,6 vs 65,5 | N/A 0,672 | 0,84 (0,39-1,84) | 0,673
JNK Nucleo | Positivo | 66,7 vs 64,4 | N/A 0,666 | 0,90 (0,56-1,45) | 0,666
ERK Nucleo | Positivo | 61,3 vs 65,7 | 80 vs N/A 0,928 | 1,03(0,55-1,92) | 0,928
ERK Citopl. | Positivo | 60,9 vs 65,5 | 76,5vs N/A | 0,915 | 1,04(0,52-2,10) | 0,915
ERK Estrom. | Positivo | 68,3 vs 64,1 | N/A 0,563 | 0,83 (0,45-1,53) | 0,564
ERK NCE NoTN |67,5vs64,9 | N/A 0,595 | 0,88 (0,54-1,42) | 0,595
p53 >10% Positivo | 65,7 vs 66,3 | N/A 0,477 | 0,84 (0,52-1,36) | 0,477
EGFR mb. Negatv. | 67,0vs 651 | N/A 0,615 | 0,88 (0,54-1,44) | 0,615
HER2 mb Negatv. | 67,5vs 40,0 | 7,3vs N/A 0,039 | 0,32 (0,09-1,01) | 0,051
MAPK Agp.. | Triple+ | 73,3Vvs 65,2 | N/A 0,379 | 0,64 (0,23-1,75) | 0,383

4.5.4. Modelo multivariante en estadios lll:

Se decidid realizar un analisis exploratorio de la regresion de Cox, incluyendo el
tabaquismo, el estado general, el estadio clinico y el quirdrgico, la respuesta con
infraestadificacion, la histologia y la tincion nuclear de p38 quirargica. Se encontrd que
las dos variables mas relevantes fueron el estadio quirdrgico y el estado general, aunque
dado el escaso numero de pacientes no hubo resultados con significacion estadistica.
Posteriormente se realizé un modelo combinando estas dos variables (estadio quirdrgico
y estado general por indice Karnofsky) con p38 nuclear, en principio de forma aislada y
luego cruzada asegurando siempre unir un namero minimo de pacientes en cada brazo.

El modelo fue aplicado en los 48 pacientes analizables para supervivencia
global. Se agruparon de forma dicotémica, en estadio 11l (A y B) versus <IlI en el caso
del estadio quirurgico, p38+ ¢ - e indice de Karnofsky 90-100 (favorable) versus 60-80
(desfavorable). Inicialmente se combinaron las variables estadio quirdrgico y p38,
analizando la supervivencia global en cuatro grupos obtenidos (con al menos cinco
pacientes cada uno), resultando peor supervivencia en los 13 pacientes agrupados en
estadio 111, independiente de p38 (mediana de supervivencia de 15,9 meses), frente a los
de estadio <lIlIl, en los cuales la mediana en los p38+ (16 pacientes) fue de 44,1 meses

frente a 30,2 meses en p38- (19 pacientes) (p=0,023).
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Continuando este modelo se crearon otros cuatro grupos al combinar estadio

<Ill, p38 e indice Karnofsky. La supervivencia en estadios Ill continué igual (15 meses)

y el resto estadio <IIlI, entre los pacientes con Karnofsky favorable, la supervivencia fue
practicamente el doble (55,9 vs 30,2 meses) (10 y 11 pacientes) en los p38+ (p=0,05).

Adicionalmente se analizaron el resto de factores clinicos para ver su influencia

en el modelo y la distribucion de los pacientes fue bastante homogénea, sin diferencias

significativas. Se encontré un mayor nimero de pacientes con neumonectomia entre los

de buen prondstico que eran p38- frente a los p38+ (13 frente a 8, p=0,4), aunque la

neumonectomia no mostré peor supervivencia que lobectomia. Realizando el anélisis

para SG a los 5 afos, se obtuvieron resultados semejantes. Si el andlisis se realizaba

para SET, persistia la tendencia aunque se perdia la significacion.
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Fig. 57 y 58. Supervivencia global
en el modelo combinado. En la
primera se aprecia la primera parte
de la combinacion, y en la segunda
el modelo incluyendo el estado
general.
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4.5.5. Modelo multivariante en estadios | y II:

Para integrar todos los aspectos estudiados en esta cohorte de pacientes y de
modo adicional al analisis estadistico realizado de forma univariante, se decidio realizar
un analisis multivariante exploratorio y comprobar qué variables tenian mas fuerza en el
modelo global. Se realizé un modelo de Cox, analizdndose en conjunto las variables
clinico-patologicas y clinicas que habian obtenido significacion estadistica en el modelo
univariante.

En el caso de la SG, se incluyeron: Grado (agrupado en bien diferenciado vs
moderado o poco diferenciado), Estadio (I vs I1) y realizacion o no de Neumonectomia,
asi como las tres MAPK agrupadas (Triple Positivo vs resto de casos), p53 y EGFR. En

el caso de SLE se incluyeron Unicamente el Grado, el Estadio y HER2.

4.5.5.1. Modelo para Supervivencia Global:

En este caso, el modelo global encontr6 que las variables con mayor
independencia eran el estadio quirdrgico, grado tumoral y la presencia 0 no de
neumonectomia, aunque la Unica que mantuvo significacion independiente fue el
estadio. Dentro de las variables moleculares, ninguna mantuvo independencia

significativa, con EGFR cercano a conservarla. (Ver Tabla 14).

Tabla 14. Modelo de Cox multivariante para SG en los estadios |y Il
Se han introducido las variables con significacion estadistica en el

modelo univariante.

Variable p Estado HR ICHR
Estadio 0,001 I 0,48 0,31-0,73
Grado 0,057 | Bien diferenciado 0,41 0,17-1,02
Tipo Cirugia | 0,052 | No neumonectomia | 0,60 0,36-1,00
EGFR mb. 0,052 Negativo 0,66 0,43-1,00
p53 >10% 0,147 Positivo 0,74 0,49-1,11
MAPK Agp. | 0,114 Triple + 0,32 0,08-1,31
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4.5.5.2. Modelo para Supervivencia Libre de Enfermedad:

Como para SLE sélo habia tres variables con significacion en el modelo
univariante, el analisis en este caso solo se limitd a ellas tres, encontrandose que tanto el
estadio como el grado conservaron su fuerte independencia en el modelo, perdiéndola la
variable molecular HER2. (Ver Tabla 15).

Tabla 15. Modelo de Cox multivariante para SLE en los estadios | y
II. Se han introducido las variables con significacion estadistica en
el modelo univariante.

Variable p Estado HR ICHR
Estadio <0,001 I 0,35 0,21-0,57
Grado 0,028 Bien diferenciado 0,11 0,02-0,79
HER?2 0,12 Negativo 0,40 0,13-1,28
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4.6. Imagenes representativas de la IHQ:

A continuacion mostramos las imagenes resultantes de la tincion con cada uno

de los anticuerpos utilizados.

4.6.1. Imagenes p38MAPK:

Cabe destacar que la inmunotincion con P-p38a. se mostro positiva
frecuentemente en el frente tumoral, existiendo tincion ocasionalmente en el epitelio
bronquial reactivo y/o en el estroma reactivo tumoral, con intensa positividad en
macrdfagos y globalmente asociada a inflamacion. También present6 positividad en los
vasos sanguineos. A continuacion mostramos alguno de los ejemplos mas
representativos, tanto de las muestras procedentes de la cohorte de pacientes con estadio

localmente avanzado, como la de los estadios | y Il, numerados de izquierda a derecha:

1.  TMAZ22 i3 frente invasivo tumoral muy positivo (x40).

2. TMAZ22 i6 bronquio reactivo positivo (derecha de la imagen), y adenocarcinoma negativo (izquierda
de la imagen) (x20).

3. TMAZ23 c6 positividad nuclear muy débil (1+) (x40).

4. TMA23 c7 nucleos 3+, citoplasma 2+ con mitosis muy positivas (x40).
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TMAZ23 €9 macrdfago intensamente positivo (x40).

TMAZ24 g7 mitosis y vasos positivos, con adenocarcinoma negativo (x40).

TMAZ24 c2 adenocarcinoma con fuerte componente glandular con nlcleo 2+ y citoplasma
practicamente negativo. (x40).

12TAO07, b1 (biopsia01B892), tumor altamente positivo 100% N3C2 (x40).

12TAO04, c8 (biopsia 04B1636), 20X, componente en estroma +, tumor - (x20).

0. 12TAO07, e7 (biopsia 01B2499), positivo en neumocitos tipo Il reactivos. El tumor era negativo.
(x40).

5.
6.
7.

B ©o®

En este caso, las 7 primeras muestras pertenecen a pacientes con estadio localmente
avanzado, el resto a pacientes de la cohorte con estadio inicial.
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4.6.2. Imagenes JNK:

12TAO03, hl (biopsia 03B2330), tumor negativo en nicleo y citoplasma (x20).
12TAO03, f1 (biopsia 03B1455), tincién suave y parcheada, 10% N1 (x20).
12TAO01, c9 (biopsia 99B3521), 100% N1 (x20).

12TA04, c4 (biopsia 04B1453), 90-100% N2 (x20).

12TAQ9, f7 (biopsia 04B3137), 100% N3 (x20).
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4.6.3. Imagenes ERK 1/2:

g b

12TAO04, casilla ¢3, (biopsia 04B1387), totalmente negativa (40x).

12TAO01, d9, (biopsia 99B4515), el tumor (derecha) es negativo, pero se aprecia la positividad en la
media de la arteria (izquierda), como control positivo (20x).

12TAO02, d4, (biopsia 01B3432), 50% N2, C1 (20x).

12TAO04, casilla b3, (biopsia 04B393), N3C1 70% (40x).

12TA04, casilla c8, (biopsia 04B1636), estroma muy positivo, resto negativo (40x).

12TAO07, casilla g3, (biopsia 01B3095), N210%, con estroma positivo (40x).

N
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4.6.4. Imagenes p53:

1. 12TAO07, €9, (biopsia 01B2499), carcinoma escamoso, completamente negativo (20x).

12TAO03, b4, (biopsia 02B3409), adenocarcinoma con tincién muy débil (N1 en 5%), considerado
globalmente como negativo (20x).

12TA07, a8, (biopsia 01B307), carcinoma escamoso, tincién N2 en 30% células (20x).

12TAO03, h7, (biopsia 03B2572), adenocarcinoma, tincion N2 en 50% células (20x).

12TA09, d5, (biopsia 04B812), carcinoma escamoso, tincion N2 en 80% células (20x).

12TA 09, g5, (biopsia 04B3379), carcinoma escamoso, tincion N3 en 100% células (20x).
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4.6.5. Imagenes EGFR:

12TAO02, a3 (biopsia 01B80), muestra negativa en tumor y positiva en la basal epitelial benigna (20x).
12TA02, j1 (biopsia 02B2629), adenocarcinoma, tincion membrana 1+ en el 80% de las células (40x).
12TA02, a5 (biopsia 01B0111), adenocarcinoma, tincion membrana 2+ en el 50% de las células
(40x).

12TA06, al (biopsia 99B5157), carcinoma escamoso, tincion membrana 3+ en 100% células (40x).
12TAQ6, j5 (biopsia 01B428), carcinoma escamoso con nucleo y citoplasma muy positivos (40x).
12TAO07, f4 (biopsia 01B2875), se refleja la heterogeneidad intramuestral de este tumor, con areas
intensamente positivas, que coexisten con areas practicamente negativas (20x).
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4.6.6. Imagenes HER-2:

1. 12TA04, d7 (biopsia 04B2908), adenocarcinoma 1+ (40x).
2. 12TA07, hl, (biopsia 01B3233), carcinoma escamoso, 2+ (el Unico 2+ entre los positivos) (40x).
3. 12TA02, c7, (biopsia 01B2720), adenocarcinoma micropapilar, con tincién negativa (40x).
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Discusion

El carcinoma pulmonar es la neoplasia que mas fallecimientos causa en varones
y su frecuencia aumenta en mujeres en los paises desarrollados en las Ultimas décadas
(1, 4). En su pronostico participan aspectos clinicos fundamentales como el estadio
tumoral y el estado general, a los que se puede afiadir el sexo, sin haber sido
confirmados el grado tumoral y la edad. La busqueda de nuevos factores pronosticos se
basa en encontrar diferencias en aspectos moleculares que permitan estratificar en
nuevos grupos pronodsticos a pacientes similares desde el punto de vista clinico. La
mayoria de estos estudios se realizan en cohortes de casos con enfermedad resecable,
que son aquellos con mejor material histoldgico para el analisis y los que obtendrian un
mayor beneficio de una estratificacion prondstica adicional.

En esa linea, en este trabajo se decidid investigar una de las rutas implicadas en
la tumorigénesis como es la via de las MAPK, particularmente p38 y su subunidad mas
estudiada alpha, dado que a priori cumplia una serie de criterios que la hacian atractiva,
como su implicacion dual en el desarrollo tumoral, su papel en la terapia de tumores
humanos al regular la respuesta a la quimioterapia basada en platino, asi como su
implicacion en dormancy, su reconocido papel como factor de respuesta al estrés y su
participacion en la progresion tumoral y la metastasis (142, 170). Para dicho andlisis de
p38 y su via de sefalizacion se considerd la IHQ como el mejor método dado que su
regulacion post-traduccional (fosforilacién) no encontraria diferencias en su expresion
al realizar técnicas de ARN (RT-PCR o microarrays de expresion) o en su secuencia al
realizar un analisis mutacional (108, 109, 111).

Inicialmente se intentd comprobar la posibilidad real de estudiar a p38a en un
entorno clinico y valorar su implicacion prondstica, utilizando una cohorte de pacientes
intervenidos tras recibir quimioterapia previa por presentar un estadio localizado pero
irresecable de entrada. Al comprobarse que dicho analisis era factible, esto motivo el
estudio de una segunda cohorte mas amplia y homogénea en pacientes con estadio
también localizado, pero no precisando tratamiento previo, siendo la cirugia su Unico
tratamiento, realizando un estudio mas amplio de la via de sefializacion. Se analizaron
por separado los datos procedentes de ambas cohortes, puesto que el distinto estadio y la
influencia de la quimioterapia solo en una de ellas podrian modificar los niveles de la
proteina e introducir un sesgo de seleccidn, al ser sélo los pacientes con buena respuesta

los sometidos a cirugia, como ocurre en la primera cohorte.
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El analisis epidemiologico de ambas cohortes puso de manifiesto que los
factores clinicos coincidieron con lo previamente descrito en la literatura para
supervivencia global (SG) y supervivencia libre de enfermedad (SLE),
fundamentalmente en referencia al estadio patolégico, con influencia tanto del tamafio
tumoral como de la afectacion ganglionar (20-21, 217). Esta diferencia fue mantenida
tanto en la cohorte de estadios | y IlI, como en la de estadios Il para el estadio
patoldgico.

Sin embargo se observo que el estadio clinico (s6lo utilizado en estadios 1)
ofrecia resultados contradictorios, existiendo en este trabajo una tendencia a mayor SG
entre los pacientes con estadio clinico I11B frente a los I11A, algo que no es compatible
con la literatura analizada (20-21). Esta inversion observada para la SG podria ser
debida a un incorrecto método de estudio clinico con los métodos radioldgicos
convencionales (probablemente por infraestadificacion mediastinica), siendo mas
preciso el estadio patoldgico por razones obvias obtenido por la cirugia, motivo por el
cual se utilizo fundamentalmente este Gltimo a lo largo de este trabajo.

La menor edad, el buen estado general y la ausencia de neumonectomia como
procedimiento quirargico, fueron otros de los factores de buen prondstico para los
cuales en este trabajo los resultados coinciden con la literatura previa (22, 36, 217-218).
El tabaquismo fue otro de los factores cuyo peor pronostico coincidié con la literatura,
aunque soélo se pudo demostrar en los estadios | y Il (219). De modo similar, el sexo
femenino mostrd tendencia a comportar buen prondstico, aunque sélo en la cohorte de
estadios | y 11, de nuevo coincidente con lo ya referido por otros autores (217, 219).

En cuanto a la histologia, el presente trabajo no mostr6 diferencias pronosticas
entre los adenocarcinomas y los carcinomas escamosos Yy el grado tumoral fue un factor
decisivo en los estadios mas iniciales, donde el peor grado de diferenciacion (tumores
poco o moderadamente diferenciados) conllevo peor prondstico que el mejor (tumores
bien diferenciados), algo coincidente con la literatura al respecto (217, 220).

Todo lo anteriormente expuesto sirve para destacar que esta serie,
fundamentalmente la cohorte de pacientes estadio | y II, reproduce y confirma lo ya
descrito en la literatura para las variables pronosticas clasicas y por tanto consideramos
gue no cuenta con sesgos que pudieran seleccionar o desviar los resultados observados

en las variables moleculares.
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Uno de los objetivos del trabajo fue analizar la expresion de p38 y el resto de
proteinas y su relacion con los aspectos clinico-patologicos. En este punto es necesario
tener en cuenta la posible influencia de la heterogeneidad intratumoral introduciendo un
error en el andlisis de las muestras, algo inherente a cualquier estudio de biologia
molecular, del cual el presente trabajo no esta exento.

En relacion con la expresion de las MAPK en estadios | y Il, se observo
positividad de p38 en ndcleo fundamentalmente y con menor frecuencia en citoplasma
al igual que en trabajos previos (182, 187, 221). Para JNK sélo se aprecid tincion
nuclear, mientras que en ERK ademas hubo tincion citoplasmica y estromal, esto ultimo
no referido previamente (185, 187, 192). Esto sugiere que las funciones de las MAPK
no se limitan a la regulacién de procesos nucleares, algo que se ha apuntado en trabajos
preclinicos y cuya trascendencia clinica es atn desconocida (131, 142, 150).

Comparando la expresion nuclear de las tres proteinas, la més expresada fue
JNK (50%), seguida de p38 (25%) y por dltimo ERK (15%), siendo esta ultima mas
frecuentemente positiva en el estroma peritumoral. Es dificil comparar la activacion de
estas proteinas con trabajos previos, no s6lo por su escasez sino por la variabilidad en
los criterios de positividad. Cuando se hace referencia a estas tres proteinas como
positivas, serd siempre la positividad nuclear salvo que se especifique lo contrario,
puesto que para p38 y ERK hay asociacion entre expresion citoplasmica y nuclear, con
resultados de supervivencia similares.

En cuanto al resto de proteinas, se encontré mas del 50% de casos positivos IHQ
para EGFR, similar a lo referido en la literatura que varia entre el 40 y el 70% (96, 222-
223), aunque existen distintos criterios de positividad, considerado en algunos trabajos
positivo cuando esta presente al menos en un 5% de las células y en otros se exige hasta
un 50% (101), utilizando este trabajo el corte habitual del 10%. Algo similar ocurri6
con p53, con un 50% de casos positivos por IHQ, variando en la literatura entre 45-60%
(109-110). Para HER-2 el porcentaje de positividad real fue del 0,5% considerando
estrictamente los casos 2 6 3+ (1/202) (IC 95%: 0,32-0,67) lo cual esta fuera de los
limites marcados en la literatura, en la que se reporta 10-20% de positividades por IHQ,
que no se debe confundir con la presencia de mutaciones, entorno al 2%. Un trabajo con
mayor numero de pacientes probablemente permitiria encontrar datos mas aproximados
a la literatura, aungue la trascendencia pronostica esta poco definida para esta técnica
(113, 116). Es necesario tener en cuenta que en el anélisis de supervivencia se utilizaron

los 5 casos que tuvieron algun tipo de tincion IHQ, siendo 4 de ellos 1+.
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Otro de los objetivos fue analizar la asociacion de las distintas proteinas de la via
de las MAPK entre si, lo que ofrecio la posibilidad de resaltar las dificultades para
obtener conclusiones al analizar variables moleculares en un trabajo clinico transversal
como es el caso, dado que el analisis de la via se hace en un momento puntual del
tiempo sin poder introducir modificadores de su actividad que permitan observar
cambios en el comportamiento del resto de moléculas, a diferencia de trabajos de
investigacion basicos, pero que por otro lado nos da la fortaleza de contar con una
mucho mayor muestra poblacional.

Basicamente se encontré que para las dos MAPK con expresion activada en
nucleo y citoplasma, ERK y p38, en ambos casos existid asociacion entre la expresion
en los dos compartimentos celulares para cada una de ellas. No ocurrié lo mismo para la
tincion estromal y tumoral de ERK, sin asociacion entre la positividad en el estroma con
la positividad nuclear ni citoplasmica, lo que pondria de manifiesto dos formas distintas
de activar la via dando de nuevo importancia al estroma tumoral en la regulacion de los
procesos celulares.

Por otro lado existio asociacion de la positividad nuclear entre las tres MAPK,
de modo que su expresion activada no ocurria de forma aislada y cuando una de ellas
era negativa lo mas probable es que las otras dos también lo fueran, algo descrito en la
literatura previa (185, 187-188, 221). Sin embargo la influencia que ejercen unas sobre
otras probablemente sea distinta, puesto que al analizar las tres proteinas a la vez, se
observé que la positividad de p38 nuclear influia mas en la positividad de JINK y ERK,
ocurriendo lo mismo con ERK para JNK y p38, mientras que la positividad de JNK era
diferente, no conllevando un aumento en la positividad de las otras. Estos hallazgos
obtenidos para las tres MAPK sugieren que las vias p38 y JNK no son compartimentos
estanco ni entre si ni con respecto a ERK, pudiendo existir interrelacion entre los
mecanismos de activacion y sus efectores, que por otro lado deben ser distintos dado
que la activacion de unas u otras se traducirian en distintos efectos celulares.

Existié asociacion negativa entre la expresion de EGFR vy las tres MAPK, que
solo fue significativa para JNK. Pese a que la via canonica de activacion de las MAPK
comienza con la activacion de los receptores de factores de crecimiento como EGFR, la
positividad en las mismas no siempre traduce una activacion efectiva, sino que podria
ser el reflejo de un feedback regulador negativo de la funcion de EGFR que ha sido
descrito tras la activacion de las mismas, hecho probablemente observado en este

trabajo con probable implicacion prondstica (131, 140, 224-225). Por otro lado, se
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encontrd una leve tendencia a asociacion entre la positividad nuclear de p53 y p38, lo
que podria indicar que la presencia de p53 “alterado” no se podria utilizar como
marcador de la activacion de p38, siendo necesario utilizar bien un marcador de proteina

normal o bien otros efectores.
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Fig. 59. Esquema que intenta integrar las interacciones entre la via de MAPK
observadas en este estudio con la literatura previa.

En relacién con la via de MAPK y su comportamiento con el resto de variables
clinico-patologicas, en cuanto al estadio destaca haber encontrado distinto grado de
expresion de p38 en ambas cohortes y ademas diferencia entre las muestras pre y post-
quirdrgicas en los estadios Ill, con mayor positividad nuclear en estadios Ill pre-
quimioterapia (65%) que post-quimioterapia (41%), en ambos superior a los estadios | y
Il (25%), estos Ultimos no presentando diferencias significativas entre ambos (I vs II).
Las diferencias encontradas probablemente sean irreales y estén influidas por la
heterogeneidad de la cohorte estadio Ill, el distinto significado del estadio clinico y
quirurgico asi como la influencia del tratamiento citotdxico, aunque no hubo diferencias
en p38 entre los pacientes con menor estadio tras la induccion con respecto a los que
mantenian estadio I11.

Teniendo en cuenta los datos de la cohorte de estadios | y Il, aln sin obtener

conclusiones vélidas, un mayor estadio tiende a relacionarse con menor positividad en
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p38, algo que no ha sido demostrado por la mayoria de trabajos de otros grupos, que
incluso en un caso encuentran una relacion inversa (182, 190, 194). EI mayor nimero de
pacientes de esta cohorte limitada a estadios | y I, sugiere que lo observado en dicho
subgrupo de pacientes se ajusta mas a la realidad que lo observado para los estadios Il1.

En referencia al resto de variables clinico-patoldgicas, en los pacientes estadio
I11 que recibieron quimioterapia, la histologia mostrd diferencias existiendo mayor
namero de positivos para p38 postquirirgica en ndcleo y citoplasma entre los
carcinomas escamosos, hecho no observado en las muestras previas al tratamiento ni en
los pacientes que no recibieron quimioterapia (pacientes estadio | y II). Esto podria
indicar que la histologia escamosa es méas sensible o susceptible de cambiar a una
situacion de positividad tras la induccion, aspecto no demostrable puesto que la mayoria
de muestras quirtrgicas no tenian previas con las que poder verificar el cambio. La
activacion de p38 tras la quimioterapia es algo referido en la literatura, pero no la
relacion con histologia, algo singular de este trabajo (113, 114). Del resto de proteinas,
ERK (citopldsmica y nuclear), EGFR y p53 se asociaron significativamente con la
histologia escamosa, ya descrito en la literatura para EGFR (96, 223, 226) y también
para p53 (109-110), aunque no referido para ERK.

En cuanto al tabaquismo, se observo cinco veces mayor frecuencia de positivos
para p53 entre los fumadores, algo descrito previamente en la literatura para la
positividad en IHQ y la presencia de mutaciones (9-10, 109-110). En relacion con p38,
se encontrd6 mayor positividad nuclear y citoplasmica tras quimioterapia entre los
fumadores en los pacientes estadio Il1, lo cual contradice estudios previos que sugieren
que los no fumadores presentan mas positividad de p38, pero en dichos estudios no se
trataba de pacientes con quimioterapia y en este trabajo el subgrupo de pacientes sin
quimioterapia no hubo diferencias de positividad en funcién del tabaquismo (109). La
mayor positividad observada entre los fumadores en el primer caso podria constituir una
muestra indirecta de la activacion de p38 por quimioterapia. Siendo una proteina de
estrés que participa en la regulacion de la inflamacion y respuesta a quimioterapia, el
estado pro-inflamatorio del pulmén del fumador crearia el caldo de cultivo necesario
para su activacion y esta ocurriria con mayor dificultad en no fumadores, aunque su
significado y trascendencia son inciertos (150, 170).

Para otros factores como estado general, edad, sexo y grado tumoral, se encontr6
que p38 nuclear fue mas frecuente en sexo femenino y ERK en pacientes jovenes,

ambos hallazgos significativos. En relacion con el grado tumoral existio una tendencia a
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mayor positividad para p38 y JNK en tumores mejor diferenciados, algo no referido en
la literatura, con un trabajo que incluso los asocia con mayor grado tumoral, mientras
gue EGFR tendi6 a asociarse con tumores de mayor grado, algo no tenido en cuenta en
la literatura previa (187).

Esta tendencia a asociacion con estadio asi como en algun caso con la edad, el
sexo y el grado tumoral sugiere la dependencia de las proteinas analizadas en este
trabajo con respecto a variables clinicas, particularmente las MAPK, en concordancia
con trabajos previos ya mencionados (182, 190). Este hecho podria interpretarse como
algo en contra del uso de estos marcadores, pero sin embargo se deberia pensar en ellos
como elementos adicionales que ayudarian a estratificar a los factores clasicos.

Se investigd la relacién de las caracteristicas patoldgico-moleculares con el
desarrollo de metastasis a lo largo del seguimiento de los pacientes, existiendo
asociacion entre histologia adenocarcinoma y metastasis cerebrales, algo clasicamente
descrito (227). Para p38 exclusivamente, se encontré intensa positividad nuclear en las
metastasis cerebrales desarrolladas por pacientes de la cohorte de estadios I11 de inicio y
tendencia al desarrollo de mayor nimero de metastasis 6seas en el grupo de pacientes
estadio | y Il con positividad nuclear para p38. La confirmacion en un futuro trabajo con
mas pacientes de estos hallazgos, estableceria la importancia de p38 en el desarrollo de
metastasis, algo descrito ya en la literatura bajo determinadas condiciones (94-96).
También se observé asociacion entre la positividad de ERK estromal y el desarrollo de
metastasis 6seas, algo que pondria de manifiesto la importancia del microambiente
tumoral en el desarrollo de las mismas, pudiendo ser una muestra indirecta del
fendmeno de cancerizacién de campo aunque en este caso la expresion es en estroma,
no en célula epitelial y dicha expresion no se asocia en nlcleo y estroma (228).

Para estudiar la posible activacion de p38 en respuesta a quimioterapia basada en
platino, se deberia poder demostrar diferencia entre los niveles de positividad en
muestras pre-quirdrgicas de forma pareada con sus correlativas post-quirdrgicas,
debiendo ser mayor en estas Gltimas. Esto se estudio en doce pacientes y no pudo ser
comprobado al no contar con el niumero suficiente de casos para obtener significacion
estadistica. Sin embargo en esos doce pacientes con ambos tipos de muestra (pre y post-
quimioterapia), hubo cambio en algo menos de la mitad de los casos, y parecio ser mas
frecuente la positivizacion que la negativizacion (3 de 4 negativos se positivizaron), lo
cual podria ser una muestra indirecta de la activacion de p38 tras el estrés del

tratamiento, aunque menos de la mitad de los operados tras induccion fueron positivos.
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De forma indirecta, se podria demostrar activacion de p38 en respuesta a
quimioterapia si se contara con muestras post-quirurgicas de pacientes tratados y no
tratados con induccién y se encontrara que en los primeros hubiera mayor porcentaje de
positividad que en los segundos. En este trabajo la mayoria de pacientes analizables
habian sido intervenidos quirargicamente, impidiendo tener controles adecuados con los
que compararlos, por lo que no se pudo demostrar tampoco de este modo.

Quizas la activacion de p38 por CDDP pueda ser demostrada en un contexto
clinico y no sélo en condiciones de laboratorio, pero los resultados de este trabajo no
permiten demostrar su activacion ni predecir respuesta a dicho tratamiento y quizas
estas mismas dificultades no han permitido que ningun grupo haya podido hacerlo en un
contexto puramente clinico, al menos para nuestro conocimiento (170-171).

El valor predictivo de respuesta a quimioterapia para p38 se estudi6é analizando
las respuestas clinicas y patologicas en funcion de los niveles de p38 en 18 muestras
diagnosticas, sin poderse encontrar asociacion entre la positividad de p38 y la respuesta
a quimioterapia, con un namero semejante de respuestas tanto en los positivos como en
los negativos en nucleo y citoplasma. En las muestras quirdrgicas, con capacidad
pronostica pero no predictiva de respuesta al ser su andlisis post-tratamiento, tampoco
hubo asociacion de la positividad de p38 con respuesta y/o infraestadificacion,
observandose una tasa de RC/RP del 90% tanto en positivos como negativos en ndcleo
y citoplasma y tampoco hubo diferencias al analizar T y N de forma aislada, salvo
tendencia a mayor disminucion en la T cuando p38 citoplasmica era positiva. El hecho
de haber presentado un alto porcentaje de respuesta todos los pacientes, refleja de nuevo
el sesgo en el método de seleccidn de los casos, al proceder nuestra cohorte de casos

intervenidos, siendo operados los respondedores/estables tras el tratamiento.

El objetivo principal de este trabajo fue el analisis prondstico de supervivencia
en relacion con los marcadores moleculares con p38 como elemento central. Es
destacable que en dicho analisis, en general el estudio de la SLE aportd resultados
menos concluyentes con respecto a la SG, como también refieren estudios recientes
sobre CPNM con estadio localizado en los que los factores clinico-patolégicos influyen
con mayor fuerza sobre SG que sobre SLE (217). Los motivos por los que esto ocurre
en esta cohorte podrian estar relacionados con que en los pacientes con estadios
localizados existe un menor nimero de recurrencias que hacen que se pierda potencia

estadistica al tener menos eventos que comparar. En muchos casos, aunque la
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significacion solo se obtiene para la SG, las curvas son similares también para SLE, lo
que permite considerar la SG como un adecuado indicador del valor pronostico en
nuestro trabajo y el mejor para estas variables moleculares.

En relacion con EGFR, estudiada en estadios | y Il, se encontrd asociacion
significativa entre su expresion y peor SG (no SLE), coincidente con la mayoria de
trabajos publicados con anterioridad (96, 222). En este trabajo la positividad nuclear de
p38 parecid equilibrar el pronostico en relacion con los casos EGFR positivos, que no
presentaron peor SG cuando p38 nuclear era positiva (Figura 55). En esa misma linea, la
positividad estromal de ERK incluso llegé a mostrar tendencia a inversién de dicho
papel pronostico de EGFR. (Figura 56). El caso de p38 sugiere una funcion supresora
tumoral, frenando la actividad proliferativa inducida por EGFR, lo que coincide con
literatura previa aunque en algunos casos también se describe lo contrario (139, 160,
164). Estos dos aspectos, que indican la interaccion de la via de MAPK con la
sefializacion por EGFR, no han sido descritos previamente.

La independencia de la expresion de EGFR con respecto a otros factores clinicos
como estadio o edad refuerza su papel prondstico independiente. Su expresion en
pulmon y su relacidn con el prondstico se han estudiado fundamentalmente en estadios
avanzados y existe gran controversia sobre su utilidad, dado que son multiples los
trabajos con distinta metodologia tanto en el tipo de analisis (IHQ, FISH, analisis
mutacional), como en los criterios utilizados en su interpretacion (46, 91-92, 95-96).
Probablemente el andlisis mutacional tenga un valor predictivo y la IHQ y el FISH un
valor mas bien prondstico, por lo que los resultados del presente trabajo, basado en
IHQ, reproducen el papel prondstico de la expresion de EGFR en los tumores
pulmonares resecados.

Sobre HER-2 este trabajo permite obtener pocas conclusiones al haber
observado pocos casos positivos como se ha comentado. Sin embargo los resultados han
mostrado ser similares a lo referido en la literatura, al haber encontrado que su
expresioén comportaba peor SLE y tendencia a peor SG (113-114).

El anélisis de p53, llevado a cabo en estadios | y 11, lo relacion6 con una mejor
SG, aunque el sub-andlisis por histologia revel6 que dicho hallazgo solo fue
significativo en los carcinomas escamosos (Figura 54). Esta mayor SG asociada a la
positividad de p53 por IHQ va en contra de lo descrito previamente por otros autores,
que lo consideran un factor de mal pronostico en CPNM y otros tumores (104, 109-

110), aunque en algunos trabajos los resultados son contradictorios (229-231).
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Entre los motivos que podrian explicar esta discrepancia con la literatura hay
que tener en cuenta la imperfecta correlacién entre expresion por IHQ de p53 y su
mutacion, descrita por otros autores en torno al 50-60% (106), asi como que muchos de
los estudios sobre p53 se basan en pacientes que reciben quimioterapia y/o radioterapia
adyuvante, como un trabajo en el que pacientes tratados con quimioterapia, la
positividad para p53 tenia asociacion significativa con peor prondéstico (232). Algo
similar parece ocurrir en pacientes tratados con radioterapia adyuvante en tumores de
cabeza y cuello (233). En nuestro trabajo los pacientes de la cohorte de estadios I y 11 no
habian recibido quimioterapia complementaria y solo siete radioterapia postquirurgica,
lo cual explicaria la diferencia pensando que con p53 dafiado y acumulado en el nucleo
los efectos celulares de la quimio y de la radioterapia se ven alterados, hecho que no

ocurriria en estos pacientes.

Centrado ya el tema en el andlisis de la supervivencia en relacion con las
MAPK, p38 parecidé comportarse como un factor de buen prondstico, aunque con
diversos matices a tener en cuenta. Por un lado, analizando solamente las muestras sin
quimioterapia, en los estadios Il no se pudieron obtener grandes conclusiones al no
existir diferencias importantes entre positivos y negativos tanto en nucleo como en
citoplasma. En los pacientes estadio | y Il, los positivos en nucleo o citoplasma
presentaron tendencia a mejor SG y no diferencia en cuanto a SLE, superponiéndose las
curvas en este Ultimo caso (Figuras 29 y 31). En los estadios 111 se observé que los p38
3+ nucleares presentaban una importante y significativa reduccién tanto en SG como
SLE, pero se trataba solo de tres casos y tal hecho no se reprodujo en otros tres de la
cohorte de estadios | y Il, que presentaron similar evolucion al resto de positivos, sin
poderse confirmar por tanto dicha peor supervivencia en ese subgrupo, algo no descrito
en la literatura con anterioridad.

Aunque tratdndose de un analisis por subgrupos, se encontr6 que en los
pacientes de la cohorte de estadios | y Il, la positividad nuclear de p38 en los
adenocarcinomas se relaciond de forma significativa con mejor prondstico, algo no
observado en los carcinomas escamosos ni para ninguna de las otras MAPK. Dicho
hallazgo permitiria considerar a p38 como un factor importante en el pronostico de la
histologia adenocarcinoma en pacientes libres de quimioterapia, sin existir en la
literatura referencias a tal hecho, aunque la histologia como factor diferenciador es un

tema recurrente respecto a otras alteraciones moleculares o respuesta a tratamiento (53).
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Analizando las muestras tras quimioterapia de la cohorte de pacientes estadio I,
p38 positiva se mostré globalmente también como factor de mejor prondstico,
relaciondndose los positivos en el ndcleo con mejor SG, mientras que los negativos en
citoplasma tenian tendencia a mejor prondstico. Esta diferencia en el prondstico en
funcién de la localizacion subcelular, que no se observo en la cohorte de estadios 1y 11,
reflejaria el papel del tratamiento en la localizacidn de los distintos pool de p38 y su
influencia en el prondstico es un hecho sin confirmar clinicamente (140).

Al haber observado que en los pacientes estadio 11l tanto el estado general como
la infra-estadificacion patoldgica tras la induccion influian en el prondstico con mayor
significacion que p38, se decidié averiguar el papel diferenciador de dicha proteina
teniendo en cuenta ambas variables construyendo un modelo de combinacion por
subgrupos. La SG fue independiente de p38 en los pacientes que permanecian estadio
patolégico Il tras la induccion, pero en los que presentaban respuesta (estadio
patolégico inferior a Ill), p38 positiva supondria ain mejor prondstico de forma
significativa. Si ademas se subdividia a los pacientes con buena respuesta entre aquellos
con buen o mal estado general, se volvia a comprobar que entre los que tenian buen
Karnofsky con estadio favorable, la SG era casi el doble si p38 era positiva.

Segun todo lo anterior, analizando en conjunto el papel de p38 en el prondstico,
se pueden establecer varias interpretaciones: en pacientes libres de quimioterapia los
positivos en nucleo tienden a presentar mejor prondstico que los negativos, con la
posibilidad de que en los estadios Ill exclusivamente, la tincion nuclear fuerte (3+)
confiera peor prondstico. En pacientes que recibieron quimioterapia, los p38 positivos
en nucleo en la pieza tras quimioterapia tendieron a presentar mejor pronostico, sobre
todo si habian obtenido buena respuesta y presentaban buen estado general. Existe
incertidumbre con respecto al significado de la expresion citoplasmica, pues parece que
en los pacientes estadio Il que han recibido tratamiento citotoxico previo, su
positividad podria conferir un pronostico adverso, algo que deberia estudiarse en un
mayor nimero de pacientes.

Al comparar los hallazgos del trabajo presente con p38 y lo descrito en la
literatura, esta ofrece versiones contradictorias respecto al papel de p38 como marcador
prondstico, en unos casos descrito como favorable y otros como lo contrario (181, 185,
187-188, 192, 194, 221). Aunque la mayoria de aspectos analizados no han mostrado
resultados significativos, este trabajo pone de manifiesto que dichas contradicciones

expresarian el distinto efecto de p38 en funcion de las circunstancias proliferativas o el
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grado de estrés al que esté sometida la célula tumoral, en consonancia con trabajos que
lo describen como supresor tumoral, contradichos por otros que demostraron multiples
funciones oncogénicas, incluso en un contexto clinico (131, 139, 142, 187).

Con respecto a las otras dos MAPK (JNK y ERK) los resultados de
supervivencia no fueron significativos de forma individual en cualquier localizacién
subcelular. Sin embargo, al igual que para p38, existi0 tendencia a ser mejor en los
positivos, en el nucleo para JNK y en nlcleo, citoplasma y estroma para ERK.
Existieron cuatro casos con fuerte positividad (3+) para JNK y en los cuatro hubo
censura tardia para SG y SLE, lo que podria expresar una relacion de dicha expresion
intensa con mejor supervivencia en ese subgrupo de pacientes. ERK positiva, sobre todo
nuclear y citoplasmica, presenté mejor prondstico de forma cercana a la significacion
por lo que se decidio ver qué sucedia cuando todas sus localizaciones eran negativas o
positivas, encontrandose que la negatividad absoluta para ERK se relacionaba una
mayor tendencia a peor pronostico, pero de nuevo sin significacion.

Los datos vuelven a ser contradictorios al relacionar los resultados del estudio
presente en relacién con JINK y ERK y lo descrito en la literatura. Para JNK en general
otros autores relacionan su positividad con un valor pronéstico adverso, salvo un caso
en que ocurre lo contrario (185, 187, 191). Algo similar ocurre con ERK (185, 188, 192,
196). En base a ello nuestro trabajo pone de manifiesto que en una poblacién exclusiva
de pacientes estadios | y Il la positividad nuclear en la via MAPK podria constituir un
pronostico favorable.

Al analizar un grupo de ocho pacientes que fallecieron postoperatoriamente, se
encontrd que siete de ellos fueron negativos para JNK, lo que podria sugerir que la
activacion de JNK por el sujeto y en menor medida las otras dos MAPK, serian
necesarias para superar una situacion de estrés celular como puede ser la recuperacion
quirdrgica, proceso dificultado en los casos que dicha via no pueda ser activada. Sin
embargo a este hallazgo hay que concederle una trascendencia relativa, pues pese a que
dicha asociacion fue significativa estadisticamente, existieron muchos mas pacientes
JNK y MAPK negativos que no fallecieron en el postoperatorio que aquellos que si lo
hicieron y probablemente esta relacion tenga que ver con aspectos clinicos mas
facilmente identificables que estas proteinas, hecho no comprobado en este trabajo.

Al haber observado para las tres MAPK tendencia a mejor SG cuando su
expresion nuclear era positiva, incluso significativa con p38 en los adenocarcinomas, se

estudio lo que ocurria cuando las tres eran positivas frente al resto de casos,
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encontrandose que los casos con las tres MAPK activadas a la vez (MAPK Triple
Positivos, MTP), presentaban mejores datos de supervivencia que el resto de casos ya
fueran doble positivos, simple positivos o triple negativos (TN), de forma significativa
para SG y con tendencia en cuanto a SLE. Esta caracteristica pronostica no ha sido
descrita previamente en la literatura y por tanto es un hallazgo singular del presente
trabajo.

El dltimo de los objetivos del trabajo presente ha sido llevar a cabo un analisis
multivariante, el cual se realiz6 exclusivamente en la cohorte de pacientes estadio 1 y II,
encontrdndose que para la SG la Unica variable que mantuvo la significacion fue el
estadio patoldgico de la enfermedad (p=0,001). El grado (p=0,57), la neumonectomia
(p=0,52) y la expresion de EGFR (p=0,52) demostraron una tendencia a ser variables
independientes, perdiendo p53 (p=0,147) y las MAPK agrupadas (p=0,114) la
significacion. Para la SLE permanecieron como independientes el estadio (p<0,001) y el

grado (p=0,028), mientras que HER-2 (p=0,12), no se mantuvo en el modelo.

Pensando en el papel pronostico de la via de las MAPK, una reflexion que se
puede extraer de este trabajo es que su papel individual o conjunto como factores de
buen prondstico no nos permite cuestionar sus funciones oncogénicas ni descartar las
supresoras tumorales, pudiendo expresar unas u otras en funcién otros aspectos clinicos
o moleculares, como ocurre con el gen supresor p53 o el oncogén FGFR3 (110, 234).

Con respecto a p38, tras el analisis de nuestros resultados y su comparacion con
lo descrito en la literatura, podriamos establecer la siguiente hipotesis con respecto a su
la funcién y papel en cancer de pulmon. En una célula sana, p38 activada ante cualquier
estrés funcionaria como supresor tumoral, activando mecanismos reguladores que
dirigen a la célula a una situacion de quiescencia o de inhibicion celular. En una célula
tumoral, p38 se seguiria activando ante las mismas sefiales de estrés, pero el ulterior
destino celular podria variar en funcion de la integridad de la via de sefializacion. En esa
célula tumoral, cuando la via de sefializacion de p38 permanezca estable (que podria ser
el caso del adenocarcinoma y/o no fumadores) p38 seguiria ejerciendo dichas funciones
anti-proliferativas al igual que las células sanas y cuando la via esté la via esté alterada
(quizas en el caso de los carcinomas escamosos en fumadores) se activarian rutas
alternativas de proliferacién celular en vez de inhibicion, de ahi que p38 con expresién
3+ nuclear en estadios Il pueda constituir un factor de mal pronéstico, hecho

contradicho en estadios I y 11.
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Por ultimo, aun a pesar de tratarse de células tumorales y presentar una
alteracion global en la sefializacion celular, probablemente el estrés celular inducido por
la quimioterapia sea capaz en algunos casos (los que son capaces de activar p38) de
restaurar las vias activadas por p38 hacia la inhibicién de la proliferacion o muerte
celular, bien por el propio funcionamiento de una via p38MAPK *“sana” o bien por los
distintos efectos sobre la muerte celular que aporta la quimioterapia participados por
p38. Dichos efectos serian no sélo locales (probablemente por ello no se observd mayor
nimero de respuestas en los p38 positivos), sino a distancia haciendo desaparecer las
micrometastasis responsables de la recaida futura. Los tumores p38 negativos en nucleo
tras la quimioterapia presentarian tal grado de aberracion en la sefializacion celular que

ni la quimioterapia seria capaz de revertir.

- <p38 (inactiva)
Estrés celular: -
L Estrés celular por
Inflamacion, hipoxia, cf e r e e
falta de nutriente ‘9 P-p38 (activa) 4 Piss

Activacion / \\‘
- \ = 'I:_:__-_) Y . : ‘L__,:' ‘ sCélulas :(u_;:' ‘
\ & ‘9__' ) _‘D ~__ dumorales—

Célula Célula Activacion | p38 Activacion | p38
Sana Tumoral posible imposible

Via p38|integra Via p38|alterada

te) o € N (°Ceg

L . \\-...__/ { rﬂ\ A
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Proliferacion celular
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Fig. 60. Hipotesis sobre la funcion de p38 en funcion del tipo celular, integridad de
su via de sefializacion o la capacidad de ser activada.

Lo observado en este trabajo demuestra que las variables clinicas siguen
manteniendo una importancia fundamental en el pronostico de los pacientes y no deben
perder aun su protagonismo en relacion con los hallazgos que relacionan como variables

prondsticas a caracteristicas bioldgicas del tumor. En una época en que la secuenciacion
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y los analisis genomicos estan adquiriendo una importancia cada vez mayor, estudios
como el presente siguen siendo imprescindibles para conectar y relacionar la
dependencia o independencia entre ambos tipos de factores con relevancia pronostica.

El tratamiento oncoldgico se dirige en la actualidad con mayor frecuencia contra
alteraciones especificas. Las observaciones de este trabajo permiten establecer que la
via de p38MAPK, que puede estar activada en CPNM, podria ser valorada como diana
terapéutica por medio de inhibidores especificos de p38, como de hecho ya se ha
comunicado recientemente (198). Sin embargo creemos que un aspecto fundamental es
desarrollar criterios que permitan seleccionar molecularmente a los pacientes que se
vayan a beneficiar de los mismos, con la utilidad que en este caso proporcionaria la
IHQ.

La muestra de pacientes analizada en este trabajo, con sus limitaciones en cuanto
a tamafio y su andlisis de forma no prospectiva, tiene la fortaleza de haber confirmado
unas caracteristicas epidemioldgicas y resultados terapéuticos similares a lo descrito en
la literatura y por tanto refuerza los hallazgos obtenidos con las variables biologicas
estudiadas. La relativa dependencia de las variables biol6gicas con respecto a las
clinicas no significa que la via p38MAPK no deba seguir explordndose y méas porque
podria jugar un papel en otros aspectos como la inflamacion, el microambiente tumoral,
la distinta localizacidn subcelular de la proteina, asi como su influencia sobre otros
factores de crecimiento més asentados como EGFR.

Por altimo, este trabajo pone de de manifiesto la necesidad de utilizar criterios
REMARK al realizar un proyecto de investigacion (235). También se debe destacar la
experiencia adquirida en el desarrollo del mismo, las dificultades que entrafa realizar un
estudio con interés translacional en un ambito hospitalario, con gran heterogeneidad en
el manejo de los pacientes, la recogida y procesamiento de las muestras, con numerosas
pérdidas de seguimiento, pero a su vez lo interesante y enriquecedor que resulta en
cuanto a formacion clinica el analisis de un gran nimero de pacientes, asi como basica

al disefar y desarrollar el proyecto.
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10.

Conclusiones

Esta serie reproduce los datos epidemioldgicos y terapéuticos en CPNM estadio

localizado, siendo el estadio quirargico el mejor predictor de supervivencia.

El estudio de la via de MAPK por medio de IHQ es factible en CPNM.

En el andlisis de supervivencia las mejores diferencias se obtuvieron al estudiar
SG, con la tincion nuclear como mejor indicador de positividad para las MAPK,
no siendo concluyente el estudio de citoplasma o estroma en p38 y ERK.

En estadios 11 la positividad nuclear de p38 no tuvo valor predictivo de respuesta
al tratamiento previo a cirugia con una combinacion de platino, pero podria tener
valor prondstico para SG en pacientes con buen estado general y respuesta

patoldgica a dicha quimioterapia.

En estadios I-1, la positividad nuclear individual de las MAPK tendi6 a conllevar
mejor pronostico, significativo para p38 en la histologia adenocarcinoma.

Existio una relacion con mejoria en la SG cuando las tres MAPK eran positivas en

nacleo simultaneamente, observandose también tendencia a una mejor SLE.

La expresion positiva por IHQ de EGFR se confirma como factor de mal

prondstico en CPNM, salvo en los casos en que p38 es positivo en nicleo.

La positividad en IHQ de p53 se comport6 en el presente trabajo como un factor

de buen pronostico.

En el analisis multi-variante, el estadio clinico fue el Unico factor independiente

para SG. Para SLE, lo fueron el estadio clinico y el grado tumoral.
p38 y su via de sefializacion guardan una potencial aplicabilidad pronéstica en

CPNM estadio localizado, siendo necesario confirmar su utilidad en un estudio

prospectivo con un mayor nimero de pacientes.
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Acronimos

Se describen algunos de los acrénimos méas repetidos y que podrian tener
importancia a lo largo de la lectura del texto, sin incluir todos los nombres de los genes

o factores proteicos descritos y sin repetir o traducir los explicados a lo largo del texto.

3’-UTR: untranslated regions (regiones no traducidas del extremo 3’ del ARN)

AJCC: American joint committee on cancer

Akt: familia de genes humanos homologa al gen viral Akt

ALK: anaplastic lymphoma kinase (kinasa del linfoma anaplasico)

AP-1: activator protein 1 (proteina activadora 1)

ARE: AU-rich element (regiones ricas en adenina y uracilo en el ARN)

ATF2: Activating transcription factor 2 (Factor activador de transcripcién)

Bcl-2: B-cell lymphoma (linfoma de células B)

BPDE: benzopireno dihidrodiol epdxido

CDC25A-B: cell division cycle 25 homolog A-B (familia de fosfatasas CDC25)

CDK: cyclin dependent kinases (kinasas dependientes de ciclinas)

CHRNAS3-5: cholinergic receptor, nicotinic, alpha 3-5 (receptor colinérgico nicotinico)
c-KIT: cytokine receptor (receptor de citokinas, también Ilamado KIT)

COL1AL: colageno tipo 1 alfa 1

COX-2: ciclo-oxigenasa 2

CYP1AL: citocromo P450, familia 1, subfamilia A, polipéptido 1

E-Cadherina: epithelial-calcium dependent adhesion molecule (molécula de adhesion
dependiente de calcio, subtipo epitelial)

EMLA4: echinoderm microtubule -associated protein like 4

EGFR: epidermal growth factor receptor (receptor del factor de crecimiento epidérmico)
EORTC: european organisation for research and treatment of cancer

Gadd45: growth arrest and DNA damage induced 45 (gen de parada de crecimiento
inducido por dafio)

ESTS: european society of thoracic surgeons

GGT: gamma-glutamil transferasa

GSTM1: glutation S-transferasa mu 1

FGFR1 y FGFR3: fibroblast growth factor receptor 1y 3

HER2: human epidermal growth factor receptor 2 (receptor 2 del factor de crecimiento
epidérmico humano)

HIF1(a): hipoxia induced factor (factor inducido por hipoxia)
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HPTH: hiperparatiroidismo por secrecion de hormona paratiroidea

KHL.: keyhole limpet hemocyanin (transportador en la conjugacion de péptidos para la
produccion de anticuerpos)

KRAS: Kirsten rat sarcoma gene

KIF5B: kinesin 1 heavy chain 5 (cadena pesada 5 de la kinesina 1)

MEK: map-erk kinase (kinasa activada por mitogenos por medio de erk)

miRNA: microRNA

MEF2C: myocite-specific enhancer factor 2 C (factor estimulador especifico miocitico)
MTK1, MLK2, MLK3, DLK, TAK1, MAP3K7IP/TAB1, MAPKAP-K2/MK2: grupo
de MAPKK en relacion con p38MAPK

mTOR: mammalian target of rapamicine (diana en mamiferos de la rapamicina)

NF-«B: nuclear factor kappa B (factor nuclear kappa B)

OMS: Organizacion mundial de la salud

PDGFRA: platelet derived growth factor A (factor de crecimiento plaquetario)

PET: Possitron emission tomography (Tomografia por emisidn de positrones)

PIK3CA: phospho inositol kinase 3, Catalitic subunit (subunidad catalitica de la
fosfoinositol 3 kinasa)

RB1: Gen retinoblastoma 1

RET: rearranged during transfection (reordenado durante la transfeccién)

ROS1: c-ros oncogene 1, receptor tirosina quinasa

RT-PCR: reverse transcriptase polymerase chain reaction (reaccion en cadena de la
polimerasa asociada a transcripcion reversa del ARN)

SIADH: Sindrome de secrecion inadecuada de ADH (Hormona antidiurética)

SNP: single nucleotide polimorfisms (polimorfismos de un solo nucle6tido)

TC: Tomografia computerizada

TCR: T cell receptor (receptor de la célula T)

TGFp: transforming growth factor B (Factor de crecimiento transformante beta)

TNF: tumoral necrosis factor

UPAR: urokinase receptor (receptor de urokinasa)

UICC: union for international cancer control

VEGF 6 VEGFR: vascular endothelial growth factor (receptor), (receptor del factor de
crecimiento del endotelio vascular)

VPN y VPP: Valor predictivo negativo y positivo
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Anexo

8.1. Escalas de evaluacion del estado general

Indice Karnofsky:

100% Normal

90% Actividad normal. Signos minimos de evidencia de enfermedad
80% Actividad normal con esfuerzo. Algunos signos de enfermedad
70% Se cuida por si mismo. No puede realizar actividad normal o trabajo
60% Requiere asistencia ocasional. Capaz de cuidar de sus necesidades
50% Precisa considerable asistencia y frecuente asistencia médica

40% Incapacidad importante. Precisa cuidados especiales

30% Incapacidad severa. Se precisa hospitalizacion

20% Gravemente enfermo

10% Moribundo, enfermedad en progresion

0% Fallecido

ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group):

0 El paciente se encuentra totalmente asintomatico y es capaz de realizar un
trabajo y actividades normales de la vida diaria

1 El paciente presenta sintomas que no le impiden realizar su trabajo, ni las
actividades de la vida diaria. El paciente s6lo permanece en la cama durante las horas de
suefio nocturno

2 El paciente no es capaz de desempefiar su trabajo, se encuentra con sintomas que
le obligan a permanecer en la cama durante varias horas al dia, ademas de las de la
noche, pero que no superan el 50% del dia. El individuo satisface la mayoria de sus
necesidades pero precisa de ayuda para alguna actividad que antes realizaba como por
ejemplo la limpieza de la casa

3 El paciente necesita estar encamado mas de la mitad del dia por la presencia de
sintomas. Necesita ayuda para la mayoria de las actividades de la vida diaria

4 Encamado el 100% del dia y necesita ayuda para todas las actividades basicas

5 El paciente estd moribundo o morira en horas
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8.2. Criterios de evaluaciéon de respuesta de la OMS

Lesion medible: aquella en las que puede medirse tamafio en 2 dimensiones. Se emplea

el producto del diametro mayor y el diametro perpendicular a él mas largo.

Tipos de respuesta: se evallan por el cambio de la suma de los productos de los

diametros especificados. No se especifica un nimero maximo de lesiones. Se distingue:

- Respuesta Completa (RC): desaparicién de toda la enfermedad conocida,

confirmado a las 4 0 mas semanas.

- Respuesta Parcial (RP): descenso mayor o igual al 50% desde la medicion

basal, confirmado a las 4 0 mas semanas.

- Progresién de la enfermedad (PE é PD): incremento mayor o igual al 25%

en el tamafio de una o mas lesiones, 0 aparicion de nuevas lesiones.

- No cambios (NC): no cumple criterios de respuesta parcial ni progresion.
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8.3. Estadificacidon del carcinoma no microcitico pulmonar (previa):

Tumor Primario (T)

Tx - No se puede determinar la presencia de tumor primario, o el tumor se demuestra por la

presencia de células malignas en el esputo o lavados bronquiales pero no visualizado

por imagen o broncoscopia.
TO - Sin evidencia de tumor primario
Tis - Carcinoma in situ

T1 - Tumor =3 cm de didmetro sin invasién mas proximal que el bronquio lobar

T2 - Tumor >3 cm de didmetro 6 Tumor de cualquier tamafio con alguno de los siguientes:

Invasion de pleura visceral
Atelectasia no del pulmén completo
Extension proximal a mas de dos cm de la carina

T3 - Tumor de cualquier tamafo con alguno de los siguientes:
Invasion de la pared toracica
Afectacion del diafragma, pleura mediastinica o pericardio
Atelectasia pulmén completo
Extension proximal a menos de 2 cm de la carina

T4 - Tumor de cualquier tamafo con alguno de los siguientes:
Invasion del mediastino
Invasion del corazén o grandes vasos
Invasion de la trdquea o es6fago
Invasion del cuerpo vertebral o de la carina
Presencia de derrame pleural o pericardico maligno
Nodulo(s) tumoral(es) satélite(s) en el mismo Iébulo que el tumor primario

Afectacion Ganglionar (N)

NO - No afectacion ganglionar regional
N1 - Metéastasis hiliar ipsilateral hilar y/o peribronquiales ipsilaterales
N2 - Metastasis mediastinica ipsilateral mediastinal y/o subcarinal nodes

N3 - Metastasis mediastinica o hiliar contralateral 6 presencia de metastasis escalénica o
supraclavicular ipsi o contralateral

Metastasis (M)

MO — No metastasis a distancia

M1 — Si metéstasis a distancia (incluyendo nédulos tumorales metastaticos en I6bulos
diferentes del tumor primario)

Agrupacion por estadios:

Estadio IA T1 NO MO

Estadio IB T2 NO MO

Estadio I1A T1 N1 MO

. T2 N1 MO
Estadio IIB

T3 NO MO

. T3 N1 MO
Estadio I11A

T1-3 N2 MO

. T1-4 N3 MO
Estadio I11B

T4 N1-3 MO

Estadio IV T1-4 N1-3 M1

Adaptado de: AJCC Cancer Staging Manual, 62 edicidon, Nueva York, 2002.
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8.4. Estadificacidn del carcinoma no microcitico pulmonar (actual):

Tumor
T

TO
Tis
T1

T2

T3

T4

primario (T)

No se puede determinar la presencia de tumor primario, o el tumor se demuestra por

la presencia de células malignas en el esputo o lavados bronquiales pero no

visualizado por imagen o broncoscopia.

Sin evidencia de tumor primario

Carcinoma in situ

Tumor de 3 cm 0 menos en su diametro mayor, rodeado por pulmén o pleura

visceral, sin evidencia broncoscopica de invasion mas proximal que el bronquio lobar

(p.ej. no en el bronquio principal) (si la extensién es s6lo por la pared bronquial y

mas proximal que el bronquio principal, se sigue clasificando T1a)

Tla Tumor de 2 cm o0 menos en su diametro mayor

T1b Tumor de mas de 2 cm pero menos de 3 cm en su diametro mayor

Tumor de mas de 3 cm pero no mas de 7 cm; o tumor con alguna de las siguientes

caracteristicas:

e Afecta al bronquio principal, 2 cm o mas distal de la carina.

e Invade la pleura visceral

e Asociado con atelectasia o0 neumonitis post-obstructiva que se extiende a la
region hiliar pero no afecta a todo el pulmén

T2a Tumor de méas de 3 cm pero menos de 5 cm en su diametro mayor

T2b Tumor de méas de 5 cm pero menos de 7 cm en su diametro mayor

Tumor mayor de 7 cm o que invade alguna de las siguientes estructuras: pared

toracica (incluye tumores del sulcus superior), diafragma, nervio frénico, pleura

mediastinica, pericardio parietal; o tumores en bronquio principal a <2 cm distancia

de la carina sin afectarla; o asociados con atelectasia o0 neumonitis post-obstructiva

de todo el pulmén; o nédulos diferentes en el mismo I6bulo que el primario

Tumor de cualquier tamafio que invade cualquiera de las siguientes estructuras:

mediastino, corazon, grandes vasos, traquea, nervio laringeo recurrente, esofago,

cuerpo vertebral, carina; nédulos en distintos Iébulos ipsilaterales al primario.

Ganglios linfaticos (N)

NXx
NO
N1

N2
N3

No se puede determinar la presencia de ganglios linfaticos

No hay metastasis en ganglios linfaticos

Metastasis en ganglios: peribronquiales y/o hiliares ipsilaterales y ganglios
intrapulmonares, incluyendo la afectacion por extension directa

Metastasis en ganglios: mediastinicos ipsilaterales y/o subcarinales.

Metéstasis en ganglios: mediastinicos y/o hiliares contralaterales, escalenos (ipsi o
contralaterales), o supraclaviculares.

Metastasis a distancia (M)

MO No hay metastasis a distancia
M1 Metéstasis a distancia
Mla Nédulos tumorales en un I6bulo contralateral; tumor con nédulos pleurales o
con derrame maligno pleural o pericardico (confirmado histolégicamente)
M1b metéastasis a distancia
Estadio 1A Tla,b NO MO
Estadio IB T2 NO MO
Estadio IIA Tla,b T2a N1 MO
T2b NO MO
. T2b N1 MO
Estadio 1I1B
T3 NO MO
Tla,bT2a,b N2 MO
Estadio I11A T3 N1,2 MO
T4 NO,1 MO
. T1-4 N3 MO
Estadio 111B
T4 N2 MO
Estadio IV T1-4 N1-3 Mla,b

Adaptado de: AJCC Cancer Staging Manual, 72 edicion, Nueva York, 2009.
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8.5. Clasificacion histoldgica del carcinoma pulmonar:

Carcinoma de células escamosas
e Papilar
e Células claras
e Células pequefias
e Basaloide
Adenocarcinoma
e Subtipo mixto
e Acinar
e Papilar
e Bronquioloalveolar
= No mucinoso
= Mucinoso
= Mezcla de no mucinoso y mucinoso o indeterminado
e Solido con produccién de mucina
= Adenocarcinoma fetal
= Carcinoma mucinoso “coloide”
= Cistoadenocarcinoma mucinoso
= Adenoca en anillo de sello
= Adenoca de células claras
Carcinoma de células grandes
e Carcinoma neuroendocrino de células grandes
= Carcinoma neuroendocrino de células grandes combinado
e Carcinoma basaloide
e Carcinoma tipo linfoepitelioma
e Carcinoma de células claras
e Carcinoma de células grandes con fenotipo rabdoide
Carcinoma adenoescamoso
Carcinoma de células pequefas
Otros subtipos: Carcinoma sarcomatoide
Tumor carcinoide
Tumores de glandula salivar
Lesiones preinvasivas

Tumores mesenquimales
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A continuacion se muestra la reciente propuesta para el cambio en la

clasificacion histologica del adenocarcinoma de pulmon.

Clasificacion OMS 2004

Propuesta IASCL/ATS/ERS

ADENOCARCINOMA
Subtipo mixto
Acinar
Papilar
Sélido

Adenocarcinoma con patrones morfolégicos claros:
Adenocarcinoma, describir los patrones identificados
(incluido el micropapilar, no incluido en 2004)
Comentario: si crecimiento lepidico puro — la mencién de
un componente invasivo no puede ser excluido

Carcinoma Bronquioloalveolar
(no mucinoso)

Adenocarcinoma con patron lepidico

Carcinoma Bronquioloalveolar
(mucinoso)

Adenocarcinoma mucinoso con patrén especifico

Fetal

Adenocarcinoma con patrén fetal

Mucinoso (coloide)

Adenocarcinoma con patrén coloideo

Anillo de sello

Adenocarcinoma con (patrén especifico) y en anillo de
sello

Célulaclara Acenocarcinoma con (patrén especifico) y caracteristicas
de célula clara
Sin equivalente en 2004 - la mayoria | Patron de Adenocarcinoma no presente (pero si IHQ que

clasificados como adenocarcinomas sélidos

lo apoya): Carcinoma pulmonar no célula pequefia,
probable adenocarcinoma

CARCINOMA DE CELULAS
ESCAMOSAS
Papilar
Célulaclara
Célula pequefia
Basaloide

Carcinoma escamoso con patrones claros:
Carcinoma de células escamosas

Sin equivalente en 2004

Patron de carcinoma escamoso no presente (pero si IHQ
gue lo apoya): Carcinoma pulmonar no célula pequeria,
probable carcinoma escamoso

CARCINOMA MICROCITICO

Carcinoma microcitico

CARCINOMA DE CELULA GRANDE

Carcinoma no microcitico, sin otra especificacion

Carcinoma neuroendocrino de célula grande | Carcinoma  no microcitico  con morfologia
neuroendocrina y marcadores NE positivos
Carcinoma de célula grande con morfologia | Carcinoma  no microcitico con morfologia

neuroendocrina

neuroendocrina (marcadores NE negativos)

CARCINOMA ADENOESCAMOSO

Patrones morfol6gicos de Ca escamoso y adenoCa:
Carcinoma no microcitico con patrén de adenocarcinoma
y carcinoma escamaoso.

Podria representar el carcinoma adenoescamoso.

Sin equivalente en 2004

Patrones morfologicos de Ca escamoso y Adenoca no
presentes pero IHQ confusa:

Carcinoma no microfitico, sin otra especificacion,
especificando las tinciones realizadas.

Carcinoma Sarcomatiode

Carcinoma pulmonar no microcitico pobremente
diferenciado con células en huso o gigantes
(mencionando si existe componente escamoso 0 adenoC)

Propuesta para el cambio de clasificacion del Adenocarcinoma pulmonar. Tomado de: Travis,

WD, Journal of Thoracic Oncology (19).
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