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INTRODUCCION

1.1.CANCER DE PULMON: CONTEXTUALIZACION DEL PROBLEMA

El cancer de pulmén es un problema epidémico a nivel mundial puesto que
constituye el segundo tumor maligno no cutdneo mas frecuente tanto en hombres
como en mujeres (después del cancer de préstata y de mama, respectivamente).
Ademas es la primera causa de muerte por cancer, suponiendo uno de cada cuatro
fallecimientos por esta causa segun datos de la Sociedad Americana de Céncer de
2016 (1). A pesar de los importantes avances en su diagnéstico mas precoz, en el
conocimiento de su etiopatogenia asi como en los tratamientos, la supervivencia sigue
siendo baja en comparacién con otras neoplasias malignas como el cancer de mama o
el cancer colorrectal, por lo que constituye un gran desafio para la comunidad
cientifica en la era de la medicina de precision y la innovacion tecnoldgica. Es por ello
esencial ahondar en el conocimiento de su etiopatogenia asi como lograr una mejor
caracterizacion de los tumores en términos no soélo de estadificacion sino de
comportamiento biolégico para poder determinar asi subgrupos en funcién de su

pronéstico y desarrollar nuevas dianas terapéuticas para personalizar los tratamientos.

A lo largo de esta tesis doctoral nos referiremos exclusivamente al cancer de
pulmén de célula no pequena (CPCNP) para lo cual utilizaremos el término “cancer de

pulmén”, y nos centraremos en los estadios localizados sin afectacion ganglionar.

1.2. DEFINICION Y EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER DE PULMON

1.2.1.Definicién

El carcinoma pulmonar incluye todos los tumores epiteliales primitivos malignos
excluyendo los tumores pleomorficos, los carcinomas sarcomatoides y los tumores de
las glandulas bronquiales. Las células basales bronquiales indiferenciadas dan lugar
por diferenciacion a las células ciliadas, mucosas y neuroendocrinas, pudiendo ser

cualquiera de estos tipos el origen de los tumores epiteliales malignos.
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De entre ellos, el 80-85% corresponden al carcinoma de pulmoén de célula no
pequeiia (CPCNP), excluyéndose por tanto el carcinoma de pulmon de célula pequeia
(o “microcitico”) que pertenece al espectro de los tumores neuroendocrinos
pulmonares. De aqui en adelante nos referiremos solo al carcinoma de pulmoén de
célula no pequefia como “cancer de pulmoén”. Los principales subtipos de céancer de
pulmén son: adenocarcinoma, carcinoma escamoso (0 “epidermoide”), carcinoma

adenoescamoso y carcinoma indiferenciado de célula grande.
1.2.2.Epidemiologia

A principios del siglo XX, el cancer de pulmén era una rara enfermedad, pero
debido a la influencia del tabaco en su génesis (es responsable de aproximadamente
el 80% de los casos), a mitad del siglo se habia convertido ya en una enfermedad
epidémica. De acuerdo a los datos de GLOBOCAN (Proyecto de la Agencia
Internacional para la Investigacion del Cancer, IARC) de 2012, si consideramos ambos
sexos, el cancer de pulmoén es la neoplasia maligna mas frecuente a nivel mundial con
1.824.701 nuevos casos en 2012. El cancer de pulmon tuvo una prevalencia a 5 afios
en 2012 de 1.893.098 casos (5.8%), siendo el tercero mas prevalente en varones tras
el cancer de prostata y colorrectal (1.266.696 casos), y el sexto mas prevalente en
mujeres tras el cancer de mama, colorrectal, cérvix, endometrio y tiroides (626.382
casos), debido principalmente a su baja supervivencia en comparacion con las otras

neoplasias mas prevalentes(2).

En Espafia, su prevalencia a 5 afios en 2012 fue de 28.148 casos (4.8%), con
22.768 casos en varones (7%) y 5.380 casos en mujeres (2.1%), segun datos de la
Sociedad Espafiola de Oncologia Médica (SEOM)(3).

Uno de los hechos de mayor relevancia es que actualmente constituye la segunda
neoplasia maligna no cutdnea mas frecuente tras el cancer de préstata y el de mama
en hombres y en mujeres respectivamente, suponiendo el 13% de los nuevos
diagnoésticos de cancer con un total de 1.824.701 nuevos casos en 2012 a nivel
mundial (1.241.601 casos en hombres y 583.100 casos en mujeres)(Figura 1), segln
datos de la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC)(2). La
incidencia en los hombres ha continuado su descenso desde mediados de la década
de 1980, pero esta reduccion solo se inicio en las mujeres a mediados de la década de

2000 en Estados Unidos segun datos del Instituto Nacional del Cancer (NIH), debido a
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una mas tardia incorporacion al tabaquismo en mujeres con un pico en la incidencia en

tabaquismo dos décadas posterior en ellas(4).

Figura 1. Incidencia estimada de los tumores mas frecuentes en el Mundo en 2012
(ambos sexos). GLOBOCAN 2012(3).
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En Espafa su incidencia en 2012 fue de 26.715 nuevos casos (12.4%) siendo la
tercera neoplasia maligna mas frecuente, con 21.780 nuevos casos en hombres
(16.9%; segundo mas frecuente) y 4.935 nuevos casos en mujeres (5.7%; cuarto mas
frecuente), segin datos de la Sociedad Espafiola de Oncologia Médica (SEOM)(3). Su
incidencia fue de 22.430 nuevos casos en hombres (Figura 2) y 5.917 en mujeres
(Figura 3) en 2015 (28.347 totales, Figura 4). En Espafa no se ha alcanzado todavia
el pico de incidencia, con unas previsiones para el afio 2035 de 40.831 nuevos casos,
probablemente en relacion a una incorporacién mas tardia de medidas sociales en la
lucha contra el tabaquismo. Desde un punto de vista temporal, la incidencia del cancer
de pulmén en hombres alcanzé un méaximo en el periodo 2001-2003 y actualmente
esta empezando a disminuir segun datos de la Red Nacional de Estudio del Cancer
(REDECAN)(5). En las mujeres, por el contrario, la incidencia aumentd de forma
importante desde una tasa de 7,0 por 100.000 en el periodo 1993-1997 a una tasa de
11,2 por 100.000 en el periodo 2003-2007. Por ello, aunque la incidencia continda
siendo mucho mas elevada en hombres, la razén entre la incidencia de cancer de

pulmén en hombres y mujeres ha descendido. Si en el periodo 1993-1997 la
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proporcion de hombres que desarrollaron cancer de pulmén fue 9,6 veces superior a la

de las mujeres, en el periodo 2003-2007 esta razon era de 6,3.

Figura 2. Incidencia estimada de los tumores mas frecuentes en Espafia en 2015
(varones) segun datos de REDECAN. (3)
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Figura 3. Incidencia estimada de los tumores mas frecuentes en Espafia en 2015
(mujeres) segun datos de REDECAN. (3)
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Figura 4. Incidencia estimada de los tumores mas frecuentes en Espafia en 2015 (ambos
sexo0s) segun datos de REDECAN. (3)
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En cuanto a la mortalidad, el cancer de pulmén es el responsable del mayor
namero de muertes por cancer (casi un 20% del total en 2012), con 1.589.925 muertes
(1.098.702 muertes en hombres, 23.6%; 491.223 muertes en mujeres, 13.8%),
sumando més muertes que la suma de las ocasionadas por el cancer colorrectal, de
mama y prostata juntos, segun datos de la Agencia Internacional para la Investigacion
del Cancer (IARC)(6). Es la primera causa de muerte por cancer en hombres y la
segunda en mujeres por detrds del cancer de mama (2). En Estados Unidos por
ejemplo, se estima que en 2016 el 27% y el 26% de las muertes por cancer en
hombres y mujeres respectivamente fueron debidas al cancer de pulmon (7). Debido a
la alta letalidad y la escasa variabilidad de su supervivencia segun areas geograficas,

los patrones de mortalidad se acercan mucho a su incidencia.

La mortalidad en Espafia en 2012 fue de 21.118 muertes (20.6%), con 17.430
muertes en hombres (17.4%) y 3.688 muertes en mujeres (9.4%), segun datos de la
Sociedad Espafiola de Oncologia Médica (SEOM)(3). Esta mortalidad estimada
disminuyd muy levemente en hombres en 2014 con 17.173 muertes pero todavia
siendo la primera causa de muerte por cancer, y se incrementé en mujeres con 4.047

muertes siendo la tercera causa de muerte por cancer dicho afio (Figura 5).

ANALISIS DE FACTORES PRONOSTICOS EN ESTADIOS INICIALES DE CANCER DE PULMON RESECADOS:

KI-67 Y PD-L1

"NIpG

& &
ez, 00’

>



INTRODUCCION

Figura 5. Mortalidad Estimada por tipo de tumor en Espafia para el afio 2014 segun datos
del Instituto de Salud Carlos Ill. (3)
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La supervivencia del cancer de pulmoén continda siendo muy baja en cifras
generales cuando la comparamos con otras neoplasias malignhas como la mama o el
cancer colorrectal, con una supervivencia global a 5 afios de tan solo el 18% en
Estados Unidos en un analisis de 2016, debido principalmente a que mas de la mitad
de los casos son diagnosticados en estadio avanzado donde la supervivencia global a
5 afios es de tan solo un 4%(7). Segun datos de la Sociedad Americana del Céancer
de 2016, la supervivencia global a 5 afos en los estadios iniciales no sobrepasa el
50% (IA 49%; IB 45%) siendo algo mayor en grandes series, con un descenso
considerable hasta el 30% y 31% en el caso de los estadios IIA y 1IB respectivamente,
si bien en este analisis se incluyen los tumores con afectacion ganglionar hiliar (1). En
Espana, la supervivencia a 5 afios ajustada por edad en el periodo de 2000-2004 fue
del 10% en hombres y del 14.7% en mujeres (8).

Estos datos reflejan la enorme relevancia del cancer de pulmén en la salud
poblacional, siendo una de las neoplasias malignas mas diagnosticada al afio
globalmente y en nuestro pais, y presentando una supervivencia global a 5 afios muy
por debajo de la observada en otros tumores. A pesar de que en los ultimos afios se
han tomado medidas en nuestro pais encaminadas a disminuir la incidencia del
tabaquismo en la poblacion como principal factor de riesgo de esta neoplasia, y a
pesar también del avance en los tratamientos quirdrgicos y oncoldgicos, es necesario

un esfuerzo por profundizar en las bases etiopatogénicas de su desarrollo para asi
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identificar todos los posibles factores de riesgo y tener una percepcion mas real del
comportamiento del tumor en cada paciente, y asi poder establecer subgrupos de
riesgo con diferente prondstico que permitan desarrollar nuevos esquemas de

tratamiento adaptados a los mismos.
1.2.2.1. Distribucion por Edad

El cancer de pulmén es una enfermedad de edades mas avanzadas, con menos
del 0.5% de las muertes en menores de 40 afios. Desde el nacimiento hasta los 39
afios de edad, la probabilidad de desarrollar un cancer de pulmén es del 0.03%(9),
mientras que por encima de los 70 afios la probabilidad es del 6.4% para hombres y
del 4.8% para mujeres(7). Existe un claro incremento de la tasa de cancer de pulmén

especialmente a partir de los 50 afios.
1.2.2.2. Distribucion por Raza

Existe una importante diferencia racial en la incidencia de cancer de pulmodn,
siendo hasta un 47% superior en hombres afroamericanos respecto a hombres
blancos americanos, con una mortalidad hasta un 42% superior en 1990 aunque esta
diferencia se ha reducido hasta un 25% en 2008(4). Esta diferencia en la incidencia
podria ser debida en parte a una mayor susceptibilidad a la carcinogénesis inducida
por el tabaco, si bien también puede estar relacionada con el tipo de tabaco fumado,
siendo el tabaco mentolado hasta tres veces mas frecuente en afroamericanos que en
blancos, y conllevando un mayor riesgo de carcinogénesis (9). Respecto a la
supervivencia, se ha apreciado una menor supervivencia global a 5 afios para todos
los estadios de entre el 12% y el 15% en los afroamericanos respecto a sus
homologos blancos americanos, probablemente secundaria a un diagndstico mas

tardio y un menor acceso a medicina basada en la evidencia en esta poblacion(4).

Por otro lado se ha observado una mayor supervivencia en pacientes asiaticos
respecto a la poblacién blanca, y se relaciona principalmente con caracteristicas
tumorales diferenciales como por ejemplo una mayor prevalencia de mutaciones en
EGFR (epidermic growth factor receptor) que permiten terapias con inhibidores de la

tirosin-kinasa.(4)
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1.2.2.3. Distribuciéon geografica

Existen diferencias en los patrones geograficos de incidencia de cancer de
pulmén, si bien pueden deberse a diferencias en la calidad de la valoracién de las
cifras(4). El cancer de pulmén es mas frecuente en paises desarrollados (Europa,
Norte América) que en paises en desarrollo (Africa, América del Sur), y sigue el patron
del tabaquismo con una latencia de entre 20 y 40 afios. Como la tendencia del habito
tabaquico esta en constante cambio se prevé que la incidencia del cancer de pulmon
se modificard produciéndose un importante incremento en Japon y China, y un

marcado descenso en Europa y Norte América (9).
1.2.2.4. Distribucion socioeconémica

Existe evidencia de una asociacion entre nivel socioeconémico bajo y cancer de
pulmén, relacionado con una mayor prevalencia de tabaquismo, una mayor exposicion

ocupacional y ambiental a carcindgenos y dietas menos favorables (9).
1.2.2.5. Distribucion por tipo histologico

Hasta la década de los afios 80 del pasado siglo, el carcinoma escamoso era el
subtipo histolégico mas frecuente de cancer de pulmén con una incidencia ajustada
por edad de 13.4/100.000 personas para el escamoso frente a 10.5/100.000 personas
para adenocarcinoma. Desde entonces se produjo una inversion en la tendencia,
siendo actualmente el adenocarcinoma sin lugar a duda el subtipo histolégico mas
frecuente. Se ha postulado si la mejoria en los métodos diagndsticos ha permitido
detectar tumores mas periféricos, o si las mejores técnicas de tincién de la mucina han
incrementado la sensibilidad al adenocarcinoma, pero también se ha observado que
los nuevos cigarrillos contienen mayor cantidad de nitrosaminas, las cuales se han
asociado a adenocarcinoma en modelos animales y se inhalan hasta la via aérea mas

periférica.
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1.3. PRINCIPALES FACTORES DE RIESGO DEL CANCER DE
PULMON

Los principales factores de riesgo para el desarrollo del cancer de pulmén son el
tabaco, el humo de segunda mano, la contaminacion ambiental, el radon, el asbesto y
la patologia pulmonar subyacente. De entre ellos, el tabaco destaca por encima de los
demas, pudiendo atribuirsele el 80% de los casos, aunque entre un 10-25% de los

canceres de pulmon ocurren en no fumadores.
1.3.1.Tabaco

Es el principal factor de riesgo de cancer de pulmén siendo responsable del 80%
de los casos en hombres y del 50% de los casos en mujeres (10). Incrementa en 20
puntos el riesgo de desarrollarlo, y su incidencia sigue la curva del patron de
tabaquismo con un decalaje de 20 afios (11). Su efecto es cuantitativo puesto que el
riesgo de desarrollar cancer de pulmén se incrementa con la cantidad fumada al dia, y
la duracion del habito (12,13). El consumo de tabaco sigue en ascenso en paises de
ingresos bajos o intermedios, por lo que la incidencia de cancer de pulmon en los
mismos se espera que se incremente en las proximas décadas, especialmente en
China. Por el contrario, en Europa Occidental se produjo un descenso del 26% en el
consumo de tabaco entre 1990-2009 (14), si bien desde 2009 a 2012 apenas se
produjeron cambios en la tasa de fumadores en Europa (de un 29% a un 28%). El
cese del habito tabaquico tiene efectos beneficiosos sobre el riesgo de desarrollar
cancer de pulmén: un hombre fumador de toda la vida tiene un riesgo acumulado del
15.9% de morir de cancer de pulmén a los 75 afios de edad, pero si deja de fumar a
los 60, 50, 40 y 30 afios el riesgo desciende hasta un 9.9%, 6%, 3% y 1.7%

respectivamente (15).
1.3.2.Humo de segunda mano

La exposicion al humo de otros fumadores se asocia con un riesgo incrementado
de céncer de pulmon, por lo que la Agencia Internacional para la Investigacion del
Cancer (IARC) defini6 en 1992 el humo de segunda mano como carcindégeno (16).
Estd compuesto por el humo que desprende el cigarrilo y el que exhalan los

fumadores, siendo el primero el més carcinégeno y el mayoritario. EI nimero de no
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fumadores que fallecen al afio por cancer de pulmon es el mismo que los fallecidos por
cancer de ovario. Un estudio japonés de 1981 observo un riesgo relativo de 1.8 de
desarrollar cancer de pulméon en mujeres no fumadoras cuyos maridos fumaban,
respecto a mujeres no fumadoras cuyos maridos no fumaban (17), con una relacion
dosis-respuesta. Se considera que un 25% de los canceres de pulmén en no
fumadores son debidos al humo de segunda mano. Entre los modos para evitar la
exposicion de los méas desprotegidos (los nifios) y los que han decidido no fumar, son
fundamentales las medidas relativas a la legislacion para evitar el tabaco en lugares

publicos.
1.3.3.Contaminacién ambiental

Muchos estudios epidemiologicos han mostrado la relacion entre la exposicion a la
contaminacién ambiental cada vez mayor del mundo civilizado y el cancer de pulmén
(18). En un estudio Europeo de 2013 se encontr6 una asociacion estadisticamente
significativa entre el cancer de pulmon y el nivel ambiental de particulas de menos de
10 um (HR 1.22; IC 1.03-1.45), y dichos niveles se relacionaban con el incremento del
riesgo de desarrollar adenocarcinoma. Del mismo modo mostraba como el trafico
rodado también tenia influencia en el cancer de pulmén de los habitantes (19). En el
afio 2013, la IARC clasificd la contaminacion ambiental y las materias particuladas
como carcinégenos de Grupo 1 dada la evidencia de que la exposicién a las mismas

se asocia con riesgo de cancer.
1.3.4.Rado6n

La exposicion al radon y su inhalacion es responsable de aproximadamente un
9% de las muertes por cancer de pulmon y de un 2% de todas las muertes por cancer
en Europa (20). El radon es un gas que deriva de la desintegracion natural del uranio
presente la corteza terrestre, y que si bien es ubicuo, en general la concentracion en
las casas es baja, pero en aquellas con malos sistemas de ventilacion puede ser mas
elevada que los niveles aceptables (4 pCi/L), pudiendo depositarse en el epitelio
bronquial sus particulas sélidas que emiten radiacién a las células del mismo. Se
identificé como factor de riesgo de cancer de pulmén debido a las altas tasas en
trabajadores de minas de uranio (21). Su relaciéon con el desarrollo de cancer de
pulmén es lineal sin aparente concentracion umbral. Se ha visto que la mayoria de

muertes por raddn se deben a concentraciones moderadas y no tanto a
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concentraciones altas en un bajo porcentaje de hogares. Deben tomarse politicas y
medidas para evitar la exposicion ambiental en hogares al radon en las nuevas

construcciones.
1.3.5.Asbesto

El asbesto es un grupo de fibras naturales de silicato de magnesio hidratado que
se utilizan en la construccion y para aislamiento. La exposicion al mismo tenia lugar
principalmente hace décadas en trabajadores expuestos. Desde la década de los 50
del siglo XX se relacioné la exposicién al asbesto con el cancer de pulmén, aunque
existe controversia sobre si es necesaria la presencia de asbestosis para poder atribuir
este efecto al ashesto o no. Estd demostrado ademas que presenta una sinergia

potente con el tabaco en la génesis del cancer de pulmon.
1.3.6.Patologia pulmonar

Existe asociacion entre determinadas enfermedades respiratorias y el cancer de
pulmén, principalmente la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) y otros
procesos que desembocan en fibrosis, como la fibrosis pulmonar idiopatica, la
asbestosis o0 la silicosis. La prevalencia de la EPOC en pacientes con cancer de
pulmén es de entre un 50-65% (22), claramente superior a la de la poblacién general,
y los individuos con fibrosis pulmonar difusa tienen entre 8 y 14 veces incrementado el

riesgo de cancer de pulmén (23)
1.3.7.Dieta

A diferencia de lo que ocurre con otras neoplasias malignas del tracto gastro-
intestinal, no existe evidencia clara sobre una posible asociacion entre dieta y cancer
de pulmén. En un estudio prospectivo Europeo (24) que analizaba la relacion de la
dieta con la aparicién de cancer, se observo una relacion inversa entre el consumo de
fruta y el cancer de pulmon, no observada por ejemplo en el consumo de verdura salvo
en fumadores, observando también un descenso en el riesgo de carcinoma escamoso

con el incremento en la ingesta diaria de frutas y vegetales.
1.3.8.Factores genéticos

En el cancer de pulméon no se ha demostrado ninguna alteracion genética

concluyente que defina su aparicién, a diferencia de otras neoplasias malignas, si bien
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se ha visto un mayor riesgo de desarrollarlo en familiares de primer grado a raiz de un
estudio de 1963. Un meta-andlisis que incluia 28 estudios de casos-controles y 17
estudios de cohortes observacionales demostro un incremento del riesgo de cancer de
pulmén asociado con tener un familiar afecto (riesgo relativo 1,8, 95% CI 1,6-2,0), el
cual era mayor en familiares con parientes diagnosticados de cancer de pulmon a
edades tempranas y con multiples miembros de la familia afectos (25). En general se
cree que la susceptibilidad genética viene definida por las vias de activacion y
detoxificaciébn de los componentes carcinogénicos del tabaco. Existen determinados
polimorfismos enziméticos que han demostrado un mayor riesgo de desarrollar cancer
de pulmén, que afectan a enzimas como el CYP1Al, CYP2D6 y GST entre otras
(26,27).

1.4. CLASIFICACION HISTOLOGICA DEL CANCER DE PULMON

La clasificacién del cancer de pulmén de célula no pequefia basada en criterios
histologicos sigue siendo la base para el diagndstico, prondstico y tratamiento, y se

emplea de forma generalizada en todo el mundo.

La primera clasificacion publicada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS o
WHO por sus siglas en inglés) en 1967, se basaba exclusivamente en métodos de
tincion con hematoxilina/eosina (H/E) sobre muestras de piezas quirdrgicas. La
clasificacion vigente hasta el afio 2015, fue la publicada por este mismo organismo en
2004, en la que se habian incorporado técnicas de inmunohistoquimica (IHQ), mucina
y factores genéticos, aunque se basaba también en piezas de reseccion. Durante la
pasada década la histologia se ha convertido en un factor determinante del tratamiento
del CANCER DE PULMON. El diagnostico patolégico del cancer de pulmén es ahora
un proceso secuencial, que comienza con el diagnostico morfolédgico, seguido por la

IHQ cuando se precisa, y continuado por la caracterizacion molecular del tumor (28).

Pero hay que recordar que una mayoria de los casos de cancer de pulmon son
diagnosticados en estadio avanzado, por lo que habitualmente solo estan disponibles
grandes muestras tumorales (como las provenientes de reseccion quirlrgica) en una

minoria de los casos. Por ello es esencial que en la medida de lo posible cualquier
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procedimiento para la toma de muestra diagnostica, trate de maximizar la cantidad de

tejido conseguido.

La actual clasificacion de “Tumores del Pulmén. Pleura, Timo y Corazon”,
publicada en 2015 por la OMS(29), ha introducido cambios importantes, la mayoria de
los cuales tienen su base en las sugerencias sobre clasificacion del Adenocarcinoma
gue se hicieron en 2011 por la International Association for the Study of Lung Cancer
(IASLC), American Thoracic Society (ATS), y la European Respiratory Society
(ERS)(Tabla 1).

Los principales cambios en esta edicion de 2015 en comparacion con la de
2004, son:

1. El uso de la IHQ a lo largo de toda la clasificacién, no sélo para pequefias
biopsias o0 citologias, sino también para piezas de reseccion de
adenocarcinomas sélidos, carcinomas escamosos no queratinizantes,
carcinomas de célula grande, tumores neuroendocrinos y carcinomas
sarcomatoides.

2. Mayor énfasis en los estudios genéticos, en particular en integrar test
moleculares para ayudar a personalizar los tratamientos en pacientes con
enfermedad avanzada distinguiendo entre los dos principales subgrupos de
adenocarcinoma y carcinoma escamoso, dada la posibilidad de realizar en
cada subgrupo analisis de mutaciones, reordenamientos y expresion de
biomarcadores especificos con vistas a proporcionar un tratamiento u otro. En
los adenocarcinomas o tumores con componente adenocarcinoma sospechado
estd indicado el estudio de mutaciones en el EGFR (epidermal growth factor
receptor) y reordenamientos en ALK (anaplastic lypmhoma kinase)(30).

3. Incluye una nueva clasificacion para biopsias pequefias y citologias (dado que
2/3 de los casos se diagnostican en estadio avanzado), como ya propuso la
clasificaciéon IASLC/ATS/ERS en 2011, con una aproximacién diferente a la
clasificacion de piezas de reseccion. En ella se identifican tumores con patrén
de adenocarcinoma o0 carcinoma escamoso claros, y en caso contrario se
propone un panel basico de IHQ con marcadores de adenocarcinoma (TTF-1,
Napsina-A), asi como mucina, o de carcinoma escamoso (p40, p63, o
citoqueratina 5/6), con el objetivo de evitar el término “carcinoma de célula no

pequefia no especificable” (NSCC NOS), lo que se consigue hasta en el 90%
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de los casos.
Aproximacion completamente diferente al adenocarcinoma de pulmén, como la
planteada en 2011 por la IASLC/ATS/ERS con sus diferentes propuestas que
se correlacionan con diferentes subgrupos prondsticos con correlaciones
moleculares diferentes.
Incluye la diseminacion a través de espacios aéreos como otra via de
diseminacion junto a la invasibn vascular y de pleura visceral del
adenocarcinoma(31).
Restringe el diagndstico de carcinoma de célula grande (CCG) s6lo a tumores
resecados que carecen de cualquier diferenciacion morfologica o IHQ clara,
con reclasificacién de los previos subtipos de CCG en diferentes categorias
segun corresponda, no pudiendo establecerse este diagnostico en muestras de
biopsia o citologia.
Reclasifica a los carcinomas de células escamosas en subtipo queratinizantes
(algun grado de queratinizacién), no queratinizantes y basaloides (mas del 50%
de componente basaloide), requiriendo los no queratinizantes pruebas IHQ de
diferenciacion escamosa (p40, p63, CK5-6).
Agrupa los tumores neuroendocrinos en una unica categoria.
Afade el carcinoma de proteina nuclear en testes (NUT) a la categoria de
tumores no clasificados / otros.
Sustituye el término hemangioma esclerosante por el de neumocitoma
esclerosante y lo mueve a la categoria adenoma.
Cambia el término hamartoma por “hamartoma pulmonar”.
Crea un grupo de tumores PEComatosos que incluye:

a. Linfangioleiomiomatosis (LAM)

b. PEComa benigno (con una variante tipo tumor células claras)

c. PEComa maligno
Introduce la entidad sarcoma mixoide pulmonar.
Afade las entidades carcinoma mioepitelial y mioepitelioma que pueden
mostrar los reordenamientos del gen EWSR1.
Reconoce la utilidad de las fusiones WWTR1-CAMTAL en el diagnéstico de los
hemangioendoteliomas epitelioides.
Anade la enfermedad de Erdheim-Chester a los tumores linfoproliferativos, y

crea un nuevo grupo de tumores de origen ectopico para incluir tumores de

ANALISIS DE FACTORES PRONOSTICOS EN ESTADIOS INICIALES DE CANCER DE PULMON RESECADOS:

KI-67 Y PD-L1



INTRODUCCION

células germinales, timoma intrapulmonar, melanoma y meningioma.

Tabla 1. Clasificacion de los tumores pulmonares de la Organizacion Mundial de la Salud

(OMS, 2015). (29)

Histolozic Type and Subivpes 1IN Code Histolosic Type and Subivpes ICEH) Code
Epithelial tumors Fapillomas
Adenccarcinema 814053 Squarmons call papilloma OS50
Lepidic adenccarcinoma” BS54 Exophytic EO520
Acinar adsnocarcinema B850/ verted BO510
Papillary adenocarcinoma BIEND Glandular papilloma B2
Micropapillary adenocarcinoma” B1653 Mined squamcus and glandular papilloma ESE0
Ealid ademocarcinoma 81303 Adenomas
Imasive mucincws adenocrcinoma’ 253 Sclerosing preumocytoma” EBIZM
Mived trvasive mucinous and Alveciar sdenoma B251/4
nonmucinous adenocarcinoma BS540 Papillzry adenoma B2
Calledd adenocarcinoma B30 Mucinous cystadenoma ER]
Fetal adenccarcinoma 81312 Mucous gland adenoma B4R
Enteric adenocarcinoma: 14443 Mesenchymal tumors
Mimimally imvasive adenocarcinoma’ Pulmonary hamartoma BOGLAF
Nonmucinous E156 Chondroma 922060
Mucinous 15T PEC omalnus tum ors
Preimvasive lagons Lymphangioleiomyomatosis 917441
Atypical adenomatous hyperplasia 2504 PEComa, benign® ET14i0
Adsnacarcinoma in st Clear cell tumor BOCSA
MNonmucinous A15Z PEComa, malignant” BT1443
Mucimous 2253 (Conganitil peribronchial myn fibroblastc tumor EBIT1
Squmons call carcimoma 0TI Chiffie pulmonary hamphangiomatesis
Keratinizing squamous cell crcinoma- BOTLS Infl ammatory myofibroblastic wmeor BR251
Monkeratimizing squamous cell carcinoma® B0TH Epithaiivid hemangicendothelioma 01333
Basalcid squamous cell carcinoma 0833 Pleurnpulmonary blatoma 9733
Preinvasive lesion Synowial sarcoma 04N
Squamous cell carcinoma in st SOTT Pulmonary artery intimal sarcoma a137
Meurnendodrine tumors Pubmaonary mysoid soooma with EFSRI-CRESS mnsdocation’  BE4L'Y
Small call mrcimoma 013 Mynepithelial mmors*
Combined small cell carcinoma 80453 Myvepithelioma B9800
Large cell neurcendocrine cancinoma 80133 Myoepitheiial carcimoma BE98L%
Combined large cell nearoendecrine rcimoma 80113 Lymphohistiscytic umors
Carcimoid wmors Extramodal margimal zone ymphomas of muccsz-asocizgsd 965950
Typical carcinoid tumar 241 Lymphaoid tissue {MALT lymphoma)
Asypical carcinaid bumor B0 [hffuss large cell ymphoma 6B
Preinvasive lesian Lymphomainid granulomatosis arEed]
[%ffuse idicpeiic pulmonary newrnendocrine BV Imtravascular lame B cell lymphoma® a7
cell hyperplasia Pulmonary Langerhane cell histocytosis 97511
l_m'gg oall carcinoma B Erdheim-Chester diszase Q7501
Adenoaummons cronyma F5E0 Temwrs of eciopic origin
Sarcomatoid carcinomas Germ cell umors
Pleomorphic carcinoma B0 Terzioma, mahurs ]
Epindle cell cardnoma 80323 Teratoma, immature B0EN1
(Giant cell mrcinoma 0313 Imtrapulmonary thymoma BIE3
Carcimosxrcoma E0ENT Melanoma B2763
Pulmonary blasioma 2T Memingioma, KOS Q530:0
Other and Unclassifisd carcinomas Metastatic tumors
Lymphoepithelioma-like carcinoma 80823 “TThe morpholy codes are from the BCTA0 Bsfavior 15 coded 0 for benlgn mmers,
WUT mrcnomar 023 /1 Tor unspecafisd, bonderine or wmceTizm behuayior, (2 for crdnoma m sm. and grade O
Saliwary gland-type tumers The J&'ﬂ?ﬂ“‘sﬂﬂm ihe ;2::: WHO classiication’ Gkmg ine
Mucoepidermoid carcinoma B4 azcoum chenges in our maderstanding of these lesions.
Adenoid cystic carcinoma S0 “Thes tzhie &5 neproduced from tae 2005 W HD Classfoason by Trevis et 2’
Epithelial-mycepithelial carcinama BEELL w:}",_i"’ﬁmm;’mmg’uﬁ_mﬂ by the Interrational A gency on Cancer Reseanchy
Pleomorphic adenoma A0 “erw s o e added since 208 WHO Clssihation
LCKEC, brpe cell newmnendoaine crdnoma, WHO, 'World Haalth Organtzation;
[Comtinued) IC00 Infemationa) Classhcation of Dissses for Onokogy
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1.5. ESTADIFICACION TNM DEL CANCER DE PULMON

El cancer de pulmon de célula no pequefia se estadifica en funcion de la extension
tumoral mediante el sistema TNM, que describe la progresion natural a nivel local o0 a
distancia (via hematdgena o linfatica). Junto a la histologia, constituye a dia de hoy el

principal factor prondstico y determina el tratamiento de los pacientes.

Este sistema se basa en tres categorias o componentes, seguidos de sufijos

alfanuméricos que cuantifican su afectacion:

= El componente T: describe la extension del tumor primario determinada por el
tamano, la localizacién, las estructuras afectas o los fenémenos derivados de la
invasion tumoral primaria.

= El componente N: describe la afectacion ganglionar que en condiciones
normales tiene manera de forma centripeta desde los ganglios intrapulmonares
y los hiliares, a los mediastinicos ipsilaterales, y posteriormente a los
mediastinicos contralaterales y supraclaviculares.

= El componente M: describe la extension metastasica intratoracica y a distancia.

En la Tabla 2 se muestran con detalle las descripciones de las distintas
posibilidades de los componentes TNM segun la 72 Edicion (32), vigente durante la

realizacion de este proyecto de investigacion.

Junto con estos 3 principales componentes descriptores, existen otros descriptores

opcionales relevantes por su trascendencia prondstica (33):

= Localizacion anatomica (bronquio principal, I6bulos superiores, medios o
inferiores)

= Grado histopatologico (G1 bien diferenciado, G2 moderadamente diferenciado,
G3 pobremente diferenciado, G4 indiferenciado)

= Invasion linfatica (L) (LO invasion linfatica ausente, L1 invasion linfatica
presente)

= Invasion venosa (V) (VO invasibn venosa ausente, V1 invasion venosa
microscoépica, V2 invasion venosa macroscopica)

= Invasion perineural (Pn) (PnO invasion perineural ausente, Pnl invasion

perineural presente)
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= Tumor residual (R) (RO tumor residual ausente, R1 tumor residual

microscépico, R2 tumor residual macroscopico)

La estadificacion TNM tiene validez en diferentes momentos del proceso de

abordaje de un cancer de pulmén:

= CcTNM: es la estadificacion clinica o pre-tratamiento, que ocurre previo a iniciar
actuaciones terapéuticas basada en la exploracion fisica y los estudios
complementarios.

= ycTNM: en aquellos canceres de pulmdén que precisan de algun tipo de
tratamiento de induccién, utilizamos esta nomenclatura para su posterior
estadificacion clinica tras el mismo.

= pTNM: es la estadificacion patolégica tras la cirugia y se denominaria ypTNM si
el paciente recibio tratamiento de induccion previo a la misma

= TNM: esta nomenclatura hace referencia a la estadificacion de las recurrencias
tras un periodo “libre de enfermedad”.

= aTNM: finalmente esta nomenclatura hace referencia a la estadificacion en

cadaveres, o0 sea, estudio post-mortem.

La clasificacion TNM y por estadios actual es la 72 Edicion del afio 2009 (32). Esta
clasificacion TNM es una iniciativa de la Asociacion Internacional para el estudio del
Cancer de Pulmén (IASLC), la Union Internacional contra el Cancer (UICC) y el Comité
Mixto Americano sobre Céancer de Pulmén (AJCC), basada en el analisis de la base de
datos de la IASLC, que incluye datos de 100.896 pacientes entre 1990-2000, basados
en 46 bases de datos de 20 paises en Asia, Australia, Norteamérica y Europa, de
entre los cuales finalmente se analizaron 81.495 pacientes con cancer de pulmon. Los

principales cambios en esta 72 edicion respecto a la previa, se relacionan con:

= Destacar el tamafio tumoral como factor prondstico.

= El papel de los nodulos satélite en mismo I6bulo o en I6bulo ipsilateral distinto.
= Adaptar la clasificacion de la diseminacion pleural.

= Categorizar la enfermedad metastasica como intra o extratoracica.

= Nuevo mapa regional ganglionar (Figura 6).

= Papel de la invasion pleural visceral y su correcta definicion.
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Tabla 2. Descriptores T, N y M de la 72 Edicién de la Estadificacion del cancer de pulmon
segun la IASLC. (32)

T (Primary Tumor)

TX Primary tumor cannot be assessed, or tumor proven by the
presence of malignant cells in sputum or bronchial
washings but not visualized by imaging or bronchoscopy

TO No evidence of primary tumor
Tis Carcinoma in situ
Tl Tumor =3 cm in greatest dimension, surrounded by lung or

visceral pleura, without bronchoscopic evidence of
invasion more proximal than the lobar bronchus (ie., not
in the main bronchus)®

Tla Tumor =2 cm in greatest dimension

Tib Tumor =2 cm but =3 cm in greatest dimension

T2 Tumor =3 cm but =7 c¢m or tumor with any of the following
features (T2 tumors with these features are classified T2a
if =5 cm)

Involves main bronchus, =2 cm distal to the carina
Invades visceral pleura

Associated with atelectasis or obstructive preumonitis that
extends to the hilar region but does not involve the entire

lung
T2a Tumor =3 cm but =35 cm in greatest dimension
T2b Tumor =5 cm but =7 cm in greatest dimension
T3 Tumor =7 cm or one that directly invades any of the

following: chest wall (including superior sulcus tumors),
diaphragm, phrenic nerve, mediastinal pleura, parietal
penicardium; or tumor in the main bronchus <22 cm
distal to the carina” but without mvolvement of the
carina; or associated atelectasis or obstructive
prneumonitis of the entire lung or separate tumor
nodule(s) in the same lobe

T4 Tumor of any size that invades any of the following;
mediastinum, heart, great vessels, trachea, recurrent
laryngeal nerve, esophagus, vertebral body, carina;
separate tumor nodule(s) in a different ipsilateral lobe

N (Regional Lymph Nodes)

NX Regional lymph nodes cannot be assessed
N No regional lymph node metastasis
N1 Metastasis in ipsilateral peribronchial and/or ipsilateral hilar

lymph nodes and intrapulmonary nodes, including
involvement by direct extension

N2 Metastasis in ipsilateral mediastinal and/or subcarinal lymph
nodeis)

N3 Metastasis in contralateral mediastinal, contralateral hilar,
ipsilateral or contralateral scalene, or supraclavicular
lymph node(s)

M (Distant Metastasis)

MX Distant metastasis cannot be assessed

MO No distant metastasis

Ml Distant metastasis

Mla Separate tumor nodule(s) in a contralateral lobe; tumor with
pleural nodules or malignant pleural (or pericardial)
effusion®

Mlb Distant metastasis
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Figura 6. Nuevo mapa de la estadificacion ganglionar segun la 72 Edicién TNM del cancer
de pulmén de la IASLC (34).

Supraclavicular zone

. 1 Low cervical, supraclavicular, and
sternal notch nodes

SUPERIOR MEDIASTINAL NODES

Upper zone
. 2R Upper Paratracheal (right)

. 2L Upper Paratracheal (left)
. 3a Prevascular
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. 4R Lower Paratracheal (right)

4L Lower Paratracheal (left)

AORTIC NODES

. 5 Subaortic

' 6 Para-aortic (ascending aorta or phrenic)

AP zone

INFERIOR MEDIASTINAL NODES
Subcarinal zone

7 Subcarinal

Lower zone
. 8 Paraesophageal (below carina)

. 9 Pulmonary ligament

N1 NODES

Hilar/Interlobar zone
10 Hilar

. 11 Interlobar

. 12 Lobar
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La clasificacion TNM constituye un factor pronéstico en cancer de pulmoén, puesto
que refleja caracteristicas tumorales que identifican categorias de resultado en
relacion con la supervivencia, y es independiente del tratamiento. Las distintas
categorias de los componentes T, N y M, se han ido agrupando en funcién de estadios
tumorales (IA, IB, lIA, 1IB, 1A, 1IB, IVa, IVb) que presentan prondstico similar (Figura
7). A pesar de ello, la 72 Edicion del TNM en Cancer de Pulmén proporciona tan soélo
un valor del coeficiente de determinacion <0.3, por lo que la mayoria de la valoracién
pronéstica permanece desconocida (32).

Figura 7. Estadios del cancer de pulmdén segin la 72 Edicion TNM de la IASLC (32).

Sixth Edition Proposed

T/M Descriptor ™ NO N1 N2 N3
Tl (=2 cm) Tla LA 1A A B
Tl (==2-3 cm) Tib LA A A IR
T2 (=5 cm) T2a B IIEY A B
T2 {=5-7 cm) T2b IEY B A IR
T2 (=7 cm) T3 e 1A A B
T3 invasion B A A IR
T4 (same lobe nodules) e 1A HIE B
T4 (extension) T4 LHIEY 1Y B 1B
M1 (ipsilateral lung) 1LY 1A 1B IiB
T4 pleural effusion) Mla v v v v
M1 (contralateral lung) v v v v
M1 (distant) MI1b v v v v

Denominamos estadios localizados a aquellos en los que no existe afectacion
ganglionar mediastinica o superior, ni metastasis a distancia, por lo que
tradicionalmente comprende los estadios | y Il. Dentro de estos estadios, existe
heterogeneidad puesto que algunos estadios incluyen tumores de mayor tamafio sin
afectacion ganglionar asi como tumores de menor tamafio con afectacion ganglionar
N1.

Recientemente se han aprobado los cambios que definen la 82 Edicion de la
clasificaciéon TNM del cancer de pulmon (35), pero dado que no se hallaban vigentes al
inicio de este trabajo de investigacion ni han sido considerados en la descripcion de
los casos aqui recogidos, no seran considerados en el mismo. Se espera que en

sucesivas clasificaciones TNM del cancer de pulmén se incluyan no soélo descriptores

ANALISIS DE FACTORES PRONOSTICOS EN ESTADIOS INICIALES DE CANCER DE PULMON RESECADOS:

KI-67 Y PD-L1



DTN INTRODUCCION

anatomicos o morfolégicos, sino también aspectos clinicos del paciente y aspectos
moleculares del tumor para conseguir mejores estimaciones pronésticas y

subclasificaciones predictivas que guien la actitud terapéutica.

1.6. TRATAMIENTO DEL CANCER DE PULMON EN ESTADIO INI CIAL

El tratamiento de los estadios localizados de cancer de pulmon (estadios |y 11) sin
afectacion ganglionar y sin contraindicacion quirtrgica es la cirugia, siendo las
resecciones lobares o superiores (bilobectomia, neumonectomia) la recomendacion
estandar salvo circunstancias puntuales. La reseccion pulmonar debe acomparnarse de
un muestreo o diseccion ganglionar hilio-mediastinica sistematica. El abordaje por
videotoracoscopia o0 cirugia torécica videoasistida (VATS, video-assisted thoracic
surgery) es el recomendado debido a sus beneficios en términos de curso

perioperatorio y de eficacia oncolégica (36).

Las resecciones anatomicas sublobares (segmentectomias anatomicas,
resecciones sublobares) estan indicadas en pacientes que no toleran funcionalmente
una reseccion lobar o superior, 0 en pacientes con adenocarcinoma <2 cm localizados

en el tercio periférico del pulmén, que cumplan al menos uno de estos 3 criterios:

= Adenocarcinoma in situ (adenocarcinomas <2 cm de patron de crecimiento
lepidico, mucinoso, no Mucinoso 0 Mixto)
= 250% de apariencia en vidrio deslustrado en TAC

= Tiempo de duplicacién > 400 dias

Dichas resecciones sublobares deben acompafarse también de muestreo o
diseccion ganglionar hilio-mediastinica sistematica, y obtener margenes = 2 cm o

superiores al diametro tumoral mayor (37).

El tratamiento adyuvante con quimioterapia basada en platinos esta indicado en
estadios Il, que incluye tumores con afectacion ganglionar N1 y tumores de mas de 5
centimetros. No esta indicada en cambio en estadios IA y IB, salvo en el seno de

ensayos clinicos o en casos de mal prondéstico (tumores de >4 cm, resecciones no
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anatémicas, tumores pobremente diferenciados, invasion linfovascular, invasion pleura

visceral, afectacién ganglionar desconocida Nx)(38).

Aquellos pacientes en los que la cirugia no se puede llevar a cabo debido a
criterios de inoperabilidad funcional, o por rechazo del paciente, se puede plantear

como alternativa la radioterapia fraccionada con intencion curativa.

1.7. FACTORES PRONOSTICO DEL CANCER DE PULMON

Los factores pronéstico son aquellos que influyen en la evolucién de la enfermedad
independientemente del tratamiento. A pesar de los importantes avances en el
diagnostico, la estadificacion, la identificacién de factores prondstico y el tratamiento,
la supervivencia global a 5 afios del cancer de pulmén tan sélo se ha incrementado

muy levemente de un pobre 15.7% a un 17.4% en la ultima década (39).

En estadios iniciales en los que la cirugia es el tratamiento estandar, la
supervivencia global a 5 afios ronda el 60-80% en los estadios |, y tan solo el 30-50%
en los estadios Il en grandes series (40). De hecho, en los estadios mas tempranos
(IA), la supervivencia global a 5 afios es del 73% tras cirugia completa. Es més, hasta
un 19% y un 30% de los estadios IA y IB tendran recurrencia de la enfermedad a 5
afos (41). Ello significa que a pesar de que la cirugia tiene intencion curativa en dichos
estadios, un porcentaje muy importante de los casos fallecen a 5 afios tras reseccion
completa. Estas cifras distan mucho de las obtenidas en otras neoplasias malignas, y
resaltan la necesidad de profundizar en el conocimiento de los factores prondsticos del
cancer de pulmon, asi como en factores predictores de respuesta a los tratamientos,
para ser capaces de subclasificar mejor a los pacientes afectados y poder ofrecerles

las mejores estrategias de tratamiento combinado en funcién del riesgo.
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Junto con el estadio segun la clasificacion TNM, los principales factores

prondsticos en cancer de pulmon se agrupan en tres categorias:
1.7.1.Factores relacionados con el paciente
1.7.1.1. Estado General o Performance Status (PS)

Al igual que en otras muchas neoplasias malignas, la situacion funcional global del
paciente o performance status se ha correlacionado con el prondéstico y constituye un
factor de decision terapéutica (42). Existen varias escalas para valorar el estado

general, pero las mas usadas son la de Karnofsky y el ECOG.

La escala de Karnofsky mide la capacidad de los pacientes con cancer de realizar
actividades rutinarias, y tiene una puntuacion que oscila entre 0 y 100, siendo 100 la
puntuacion més alta que corresponde a paciente “normal, sin quejas, sin indicios de
enfermedad”. Ha demostrado ser un factor predictor independiente de mortalidad, y
una puntuacion por debajo de 50 indica una elevada mortalidad en los 6 meses

siguientes (Tabla 2).

La escala ECOG (también llamada Escala de la OMS o Zubrod Score) es una
forma de medir la calidad de vida de pacientes oncologicos, disefiada por el Eastern
Cooperative Oncologic Group de Estados Unidos y validada por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS). Su puntuacion fluctia entre O y 5, siendo O la maxima
puntuacion, que describe un paciente asintomatico capaz de realizar el trabajo y las

actividades de la vida diaria (Tabla 3).

Tabla 3. Principales escalas para la valoracién del estado general del paciente

oncologico (43).

ECOG KARNOFSKY DEFINICION

0 100 Asintomatico

1 80-90 Con sintomas. Ambulatorio

2 60-70 Con sintomas. En cama
menos del 50% del dia

3 40-50 Con sintomas. En cama
mas del 50% del dia

4 20-30 Postrado en cama

* ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group.
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1.7.1.2. Calidad de vida

En linea con el estado general del paciente, la calidad de vida determinada por la
enfermedad ha mostrado en diversos estudios ser un factor pronéstico independiente
de mortalidad. En un estudio publicado en 2011 que evaluaba la calidad de vida en
todos los estadios del cancer de pulmon utilizando el cuestionario de la European
Organization for the Research and Treatment of Cancer Core Quality of Life
Questionnaire (QLQ-C30), se concluyé que la calidad de vida y la funcién fisica
predicen un aumento de la supervivencia (cada 10 puntos en el incremento de la

funcion fisica evaluada, mejoro la supervivencia un 10%) (44).
1.7.1.3. Sexo

Existen numerosos estudios que correlacionan diferente pronéstico en el cancer

de pulmédn en funcién del sexo, con una mayor supervivencia en mujeres (45).
1.7.2.Factores relacionados con el tumor
1.7.2.1. Tipo histolégico

El subtipo histologico de cancer de pulmén es un factor prondstico independiente
probado, si bien existe cierta controversia. Clasicamente se ha considerado que el
prondstico es mejor en pacientes con carcinoma escamoso que con adenocarcinoma

(supervivencia global a 5 afios del 65% frente al 55%) (46,47).

Desde la aprobaciéon de la nueva clasificacion del adenocarcinoma pulmonar en
2011 por la IASLC/ATS/ERS, numerosos estudios han demostrado la relevancia del
tipo histolégico en la determinacioén de subgrupos pronoésticos independientemente del
estadio TNM. Los adenocarcinomas lepidicos en estadio | suelen presentar un
prondéstico excelente, y en los casos de recaida suelen hallarse en relacion con un
margen de reseccion proximo, componente micropapilar o invasion pleural o vascular
presente. Los subtipos solidos y micropapilar de adenocarcinoma han mostrado un
peor prondstico. Los micropapilares presentan una menor supervivencia global (48) y
libre de enfermedad en resecciones limitadas. Los adenocarcinomas solidos presentan
una alta frecuencia de recurrencia mdltiple temprana extratoracica con baja
supervivencia posterior (49). Nuevos estudios apuntan a una mejor respuesta a la
gquimioterapia adyuvante de los subtipos solido y micropapilar respecto al subtipo

acinar o papilar.(50)
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Entre los carcinomas escamosos, algunos estudios apuntan a un peor prondéstico
en el carcinoma escamoso basaloide (51), aunque existe controversia al respecto. No
existe por el momento una repercusion clinica en funcién de los subtipos histologicos

de carcinoma escamoso (29).
1.7.2.2. Estadio TNM

Es el factor prondstico probado mas importante y mejor estudiado. Los estadios
tumorales TNM se agrupan en funcién de su prondstico, y cada revision del estadiaje
TNM remarca nuevos hallazgos en relacion con la supervivencia y su asociacion con
los componentes de dicho sistema de estadificacion. En relacién con el componente T,
el tamafio del tumor primario tiene mayor relevancia prondstica cuanto mas precoz es
el estadio, condicionando diferencias significativas de supervivencia entre pacientes
con tumores T1 y T2. En relacion al componente N, ademas de la subclasificacion
numérica en funcion de mejor a peor prondstico (N1-3), se ha observado una
supervivencia similar en pacientes N1 multiestacion que en pacientes N2 uniestacion.
La presencia de metastasis a distancia siempre se asocia a enfermedad incurable, con
perspectivas de supervivencia corta. Sin embargo, algunas localizaciones
metastasicas predicen un peor prondstico, tales como las metastasis O0seas o
hepaticas. Las metastasis cerebrales son relativamente frecuentes, pero si la lesion es
Unica, su control con radioterapia o cirugia puede suponer una supervivencia mas

prolongada.
1.7.2.3. Grado histolégico

No existe un sistema de clasificacion del grado histolégico establecida para la
mayoria de canceres de pulmoén, por lo que su relevancia pronostica no puede
sistematizarse. Existen subtipos cuya gradacion histoldgica es inherente en su
definicion, como por ejemplo los tumores neuroendocrinos: carcinoides tipicos de bajo
grado, carcinoides atipicos de grado intermedio y carcinoma microcitico vy
neuroendocrino de célula grande de alto grado. Los carcinomas de célula grande y los

carcinomas pleomorficos son siempre de alto grado.

En el caso de los adenocarcinomas, actualmente se acepta la clasificacion segun
el patron morfolégico predominante en bajo grado (lepidicos), grado intermedio
(acinares y papilares) y alto grado (micropapilares y solidos)(52)(53), si bien en los de

grado intermedio se considera que el grado nuclear y el recuento mitético pueden
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servir para diferenciar categorias pronosticas. En el caso de carcinoma escamoso
existe muy poca evidencia cientifica al respecto, pero el diametro nuclear parece ser
un factor prondstico independiente, aunque el grado nuclear también ha mostrado

distincion prondstica en muestras de aspirado(54).
1.7.2.4. Marcadores seroldgicos.

No existe ningun marcador seroldgico especifico de cancer de pulmén, no
obstante los mas estudiados son el CEA y el CYFRA 21-1. De ellos, el mejor estudiado
es el antigeno carcinoembrionario (CEA), habiéndose encontrado relacion entre
valores elevados preoperatorios y recaida posterior de la enfermedad (55). Se
considera que estos pacientes son buenos candidatos para tratamiento adyuvante,
aunque a dia de hoy no existe indicacion clara al respecto en guias clinicas. El
fragmento 19 de la citoqueratina (CYFRA 21-1) también es considerado un factor
independiente de peor prondstico (con valores superiores a 3,6 ng/ml) segun varios
estudios(56).

1.7.2.5. Marcadores moleculares.

Gracias al enorme avance en el estudio de las alteraciones genéticas
relacionadas con el desarrollo del cancer de pulmoén, se ha conseguido avanzar en el
andlisis de algunos marcadores como factores prondstico, capaces de predecir el
comportamiento de la enfermedad. Su importancia radica en la posibilidad de
establecer perfiles pronosticos para poder asi clasificar en pacientes de bajo o alto

riesgo y personalizar las estrategias terapéuticas (57).

De entre las mutaciones mas estudiadas en cancer de pulmén, cabe destacar:

a) Las mutaciones del EGFR (epidermal growth factor receptor): El protooncogen
C-erbB-1 codifica este receptor. Las mutaciones en dicho protooncogen
pueden conllevar activacion de EGFR, dando lugar al crecimiento tumoral
descontrolado. Aunque existe alguna relacibn documentada entre
sobreexpresion de EGFR y supervivencia acortada en el CPNCP estadio |,
todavia no hay datos suficientes para considerarlo un marcador molecular con
significacion pronéstica.

b) El protoncogen C-erbB-2 codifica una tirosin quinasa transmembrana

(p185neu) que actta como receptor de factor de crecimiento. Su
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sobreexpresion en adenocarcinomas se considera un factor prondstico
negativo independiente.

c) K-ras (Kirsten rat sarcoma oncogen homolog): mediador de la sefial del EGFR.
En pacientes no tratados, la presencia de mutaciones en K-ras proporciona
peor pronastico.

d) La angiogénesis y la degradacion de la membrana basal. Entre los métodos
existentes para la evaluacién de la angiogénesis se encuentra la identificacion
del nimero de microvasos por técnicas como el marcaje con anticuerpo
monoclonal CD34. Los tumores mas vascularizados tienen una importante
disminucion de supervivencia. lgualmente, aquellos que producen mayor
cantidad de proteasas que degradan la matriz mucoproteica son mas proclives

a la invasion y metastatizacion (58).

1.8. INDICE DE PROLIFERACION Ki-67

Ki-67 es una proteina nuclear de unién al DNA, también conocida como MKI67,
gue se cree se encuentra codificada por el gen MKI67 en el brazo largo del
cromosoma 10 (10g25) y que se descubri6 hace ya mas de 30 afos (59). Dicha
proteina se asocia con la proliferacion celular y se relaciona con la transcripcion del
RNA ribosomal, de modo que su inactivacion conlleva la inhibicion de la sintesis de
RNA ribosomal. Es un marcador celular de proliferacion que durante la interfase se
detecta en el nlcleo celular, pero durante las fases de la mitosis se halla
principalmente en la superficie de los cromosomas, pudiendo ser detectada en todas
las fases del ciclo (G1, S, G2, M) salvo habitualmente en las células quiescentes (GO0).
Sin embargo, pequefias cantidades de Ki-67 pueden ser detectadas en células
quiescentes (60). Ha sido empleada para diferenciar las células en crecimiento de las

gue no lo estan, si bien su funcién exacta aln no esta del todo clara.

Inicialmente fue definida por el anticuerpo monoclonal Ki-67, creado mediante la
inmunizacién de ratones con nucleos de lineas celulares de Linfoma Hodgkin. Su

nombre deriva de Kiel, la ciudad de origen, y el nimero del clon original (61).

Una alta tasa de proliferacion celular se correlaciona con una mayor agresividad

tumoral y con peor supervivencia. Ki-67 es un potente biomarcador con valor
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prondstico y/o predictivo en cancer de mama (62), préstata (63), mieloma multiple (64)
y colorrectal (65). Segun indicaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
en los tumores neuroendocrinos gastroentéricos y pancréaticos la tincion de Ki-67 esta

indicada de forma rutinaria (61).
1.8.1.Evaluacién de la expresion de Ki-67

Existen diferentes técnicas para evaluar la expresion de la proteina Ki-67, si bien
habitualmente se emplean técnicas de IHQ para su valoracion mediante el uso de
anticuerpos monoclonales (anti-Ki-67 mAb, anti MIB-1 mAb). Habitualmente se realiza
la valoracion en varios cores de la muestra tumoral, y después se extrae la media de
las mediciones. No todos los estudios describen el nUmero de células tumorales (CT’s)
de entre las que se realiza el recuento de células tefiidas para Ki-67, con posibilidades
qgue van desde las 100 CT’s, 500-1000 CT’s 0 1000 CT'’s (61).

No existe un protocolo establecido sobre el modo de contar las células tefiidas por
dichos anticuerpos monoclonales, del mismo modo que no existe un punto de corte
establecido para determinar qué se denomina resultado positivo. Se han utilizado
numerosos puntos de corte, y entre ellos los mas empleados son el 10%, 25% y 50%
de las células, si bien la mayoria de estudios oscilan entre el 25-30% (66). En un meta-
andlisis de Wen vy cols. de 2015 (67), se observé la misma correlacion negativa en
términos de supervivencia global utilizando los 3 puntos de corte referidos (10, 25,
50%). Como se ha mencionado previamente, algunos estudios han determinado el
25% y el 50% como puntos de corte para la determinacion de resultados positivos en
la expresion de Ki-67 en adenocarcinomas y carcinomas escamosos respectivamente

(68), si bien no existe consenso al respecto.
1.8.2.Valor pronéstico de Ki-67 en cancer de pulmén

Numerosos estudios han evaluado la asociacion de Ki-67 como indice de
proliferacion celular y el prondstico de los pacientes con CPCNP, si bien la mayoria de
los estudios presentan un pequefio tamafio muestral, son heterogéneos en su disefio
y con puntos de corte muy variables, lo que dificulta su comparacion.

Consecuentemente, los resultados alcanzados hasta la fecha han sido inconsistentes.

Un meta-andlisis de Martin y cols. de 2004, que incluia 17 estudios, sugirié que la

expresion de Ki-67 en el cancer de pulmén se relacionaba con el prondstico, de modo
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que una elevada expresion de Ki-67 se correlacionaba con peor supervivencia global
(HR 1.56, IC 95% 1.30-1.87)(69), no obstante, a dia de hoy no es un biomarcador que

se analice de forma rutinaria en cancer de pulmén.

En el meta-andlisis de Wen y cols. de 2015(67) que analizaba 32 estudios con
5600 pacientes, se observo asociacion significativa entre expresion elevada de Ki-67 y
sexo varén, fumador, subtipo no adenocarcinoma, componente T elevado (T2-4) y
pobre/moderado grado de diferenciacion. En dicho estudio, se observo correlacion
entre expresion alta de Ki-67 y supervivencia global (SG) (HR 1.59, IC 95% 1.35-
1.88,p<.001) tanto en poblacion asiatica como en no asiatica (HR 1.97, IC 95% 1.43-
2.71, p<.001; y HR 1.37, IC 95% 1.15-1.64, p=.013). Se determiné que dicha
asociacion con la SG se observaba en todos aquellos estudios que incluian estadios
iniciales, pero no en aquellos que analizaban estadios llI-IV. Esta asociacion era
significativa en los subtipos adenocarcinoma pero no en los no adenocarcinoma, y de
hecho en los adenocarcinoma era significativa sélo en pacientes asiaticos (vs. no
asiaticos) y en estadios iniciales (vs. estadios avanzados). También se observo
asociacion entre la elevada expresion de Ki-67 y peor supervivencia libre de
enfermedad (SLE) (HR 2.21, IC 95% 1.43-3.43,p<.001). Ki-67 demostro ser predictor
de SG y SLE en los subtipos adenocarcinoma en poblacion asiatica y en estadios no
avanzados, lo cual es concordante con el mayor estudio a gran escala realizado en
2014 por Warth y cols. y que incluia 1482 pacientes (68). En este estudio se observo
que una mayor actividad proliferativa medida por Ki-67 se correlacionaba con peor SG
y SLE en los adenocarcinomas, utilizando un punto de corte de Ki-67 del 25% (SLE
60.3 meses, SG 71.3 meses Ki-67<25%; vs. SLE 54.3 meses, SG 56.4 meses Ki-
67225%). En el andlisis multivariante, un mayor indice de Ki-67 resulté predictor de
una menor SG (HR 1.56; IC 1.15-2.12, p=.004) pero no de SLE (HR 1.11; IC No
disponible, p=.442). En el caso de los carcinomas escamosos, se observo el efecto
contrario: un mayor indice de proliferacién segun Ki-67 correlacionaba con una mayor
SG y SLE (63.2 meses y 65.9 meses para Ki-67<50% vs. 73.7 meses y 74.4 meses
para Ki-67250%). Seria aconsejable poder delimitar al menos 2 puntos de corte de Ki-
67 para cada subtipo histologico de modo que determinaran un area intermedia “gris”
donde otros parametros debieran ser tenidos en cuenta a la hora de calificar el
prondstico del paciente, dado que un Unico punto de corte tiene el problema ya
conocido de que un valor inmediatamente por debajo y un valor inmediatamente por

encima son considerados opuestos cuando probablemente su comportamiento sea
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similar. También se observd en este interesante estudio que en los adenocarcinomas
que recibian tratamiento adyuvante se perdia el efecto del Ki-67 sobre la
supervivencia, indicando quizas que los adenocarcinomas muy proliferativos podrian

beneficiarse mas de tratamiento adyuvante.

Varios estudios mas coinciden en esta relacion proporcional inversa entre
expresion alta de Ki-67 y supervivencia en subtipos adenocarcinoma (70-72),
sugiriendo un probable papel como factor prondstico en el cancer de pulmoén tipo
adenocarcinoma, de modo a que mayor actividad proliferativa en los mismos, peor

supervivencia.

En un estudio de 2014 de Ahn y cols. sobre 116 pacientes con cancer de pulmoén
en estadios I-lll intervenidos con intenciébn curativa, se observd en el analisis
univariante una correlacion entre expresion alta de Ki-67 (>40%) y peor SG (=.027) y
SLE (=.005), si bien en el analisis multivariante resulto factor predictor independiente
tan sélo de SLE pero no de SG (66).

Las células proliferantes son mas sensibles a los tratamientos antineoplésicos, ya
gue dichos agentes pueden afectar a la maquinaria celular durante la mitosis, por lo
que Ki-67 podria predecir sensibilidad a algunos agentes quimioterapicos (73), si bien
un meta-andlisis de Jakobsen y cols. de 2013 no encontré correlacion entre los niveles

de Ki-67 y la respuesta a tratamiento adyuvante (61).
1.8.3.Relacién de Ki-67 con variables clinicopatol6  gicas

La expresion de Ki-67 presenta variabilidad en funcién de variables clinicas y
patolégicas. Algunos estudios apuntan a que determinados subtipos histologicos
presentan un mayor indice proliferativo expresado segun Ki-67. En el estudio de Warth
y cols., se observé un mayor indice proliferativo Ki-67 en carcinoma escamoso
respecto al adenocarcinoma (52.8% vs. 25.8%), asi como una variabilidad en el mismo
segun los subtipos de adenocarcinoma, con el subtipo sélido como el mas proliferativo
(39.4%), siendo el lepidico el menos proliferativo (9.5%)(68). También observaron
correlacion del indice de proliferacion evaluado mediante Ki-67 con el estadio TNM y el
estatus T y N del mismo, tanto en la cohorte global de cancer de pulmén como en la
cohorte de adenocarcinomas, no encontrando dicha correlacién en la cohorte de

escamaosos.
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En el estudio de Ahn y cols., se observé correlacion entre la elevada expresion de
Ki-67 (>40%) y sexo varon (26% en hombres vs. 4% en mujeres, p<.002), tabaquismo
(31% en fumadores vs. 10% en nunca fumadores, p<.024) e histologia no-
adenocarcinoma (30% en no adenocarcinomas vs. 11% en adenocarcinomas, p<.012)
(66). El estudio de Kim y cols. de 2015, encontr6 asociacion entre una elevada
expresion de Ki-67 y pobre diferenciacion tumoral (p=.008), afectando negativamente

a la supervivencia en estadios localmente avanzados (I11)(74)

Aungue no existe clara concordancia y hacen falta mejores estudios para evaluar
dichas asociaciones, parece que los tumores que presentan un elevado indice

proliferativo asocian otras variables con valor prondstico negativo.

1.9. RESPUESTA INMUNE ANTI-TUMORAL

Tradicionalmente se considera que el proceso de génesis tumoral se asienta
sobre 6 puntos clave: autosuficiencia en sefiales de crecimiento, resistencia a las
sefiales inhibitorias de crecimiento, resistencia a la apoptosis, potencial de crecimiento

ilimitado, angiogenesis mantenida y potencial de metastatizacion (Figura 8)(75).
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Figura 8. Puntos clave en la génesis tumoral (75).

Sustaining proliferative
signaling

Resisting Evading growth
cell death suppressors

Inducing Activating invasion
angiogenesis and metastasis

Enabling replicative
immortality

En los Ultimos afios se considera que el séptimo punto clave seria la capacidad de
escape de la vigilancia inmune antitumoral (76). El sistema inmune tiene la capacidad
de destruir células tumorales (puesto que éstas deben aparecer como “no propias”) e
inhibir el crecimiento tumoral mediante mecanismos mediados por su respuesta innata
y adaptativa. La respuesta inmune innata no es antigeno-especifica, se desarrolla
rapido mediante mdltiples células efectoras como las células natural-killers (NK),
leucocitos polimorfonucleares, mastocitos, y células presentadoras de antigenos
(macrofagos, células dendriticas), que llevan a la liberacion de interferén y (IFN ),
perforina y otras citoquinas proinflamatorias que conducen a la apoptosis de células
tumorales (77). Por otro lado, la respuesta adaptativa es antigeno-especifica, se
desarrolla mas lentamente y con memoria inmune, y esta mediada por la respuesta
humoral y celular de células B y T (Figura 9). Es ésta respuesta adaptativa la que

ofrece una defensa mas robusta y duradera frente al desarrollo tumoral.
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Figura 9. Respuesta inmune adaptativa (78).
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* La respuesta inmune antitumoral adaptativa se inicia con las células dendriticas (DC'’s)
inmaduras, que capturan y procesan los antigenos tumorales. Esas DC’s posteriormente sufren
maduracion y migran a los ganglios linfaticos de drenaje del tumor, donde los presentan
antigenos tumorales dentro de las moléculas MHC a las células T inmaduras, desencadenando
una respuesta T protectora. La activacion de las células T requiere interaccion no sélo entre el
complejo antigeno-MHC, sino también entre una serie de moléculas co-estimulantes incluido el
CD80 / 86 en las DC’s y el receptor CD28 en las células T. La respuesta inmune adaptativa
culmina con la infiltracion de células T citotoxicas activadas en el tumor, matando células
tumorales. DC, célula dendritica; MHC, complejo mayor de histocompatibilidad; TCR, receptor
de células T.

La respuesta inmune adaptativa antitumoral se inicia con las células dendriticas
inmaduras que capturan antigenos liberados por las células tumorales y, tras su
maduracién (activacion), las presentan en los complejos mayores de
histocompatibilidad (MHC) tipo | a las células T en los ganglios linfaticos regionales de
drenaje del tumor, produciéndose la respuesta protectora de las células T en forma de
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células T colaboradoras CD4+ (Células Th) y células T citotoxicas CD8+ (células
Tc)(79). Para dicha activacion de la respuesta mediada por células T, se requieren
ademds moléculas co-estimuladoras. Una vez activadas, éstas células son capaces de
infiltrar y destruir células tumorales. Las células Th también secretan citoquinas que
atraen a otros tipos celulares inflamatorios, del mismo modo que las células
dendriticas también activan una respuesta de células B mediada por anticuerpos y una

respuesta de células NK.

El papel de la vigilancia inmune antitumoral en el desarrollo del cancer sigue
siendo objeto de estudio, si bien parece evidente que juega un rol importante ya que
los pacientes con inmunodeficiencias presentan una mayor probabilidad de desarrollar
algun tipo de neoplasia maligna. La células tumorales tratan de escapar de dicha
vigilancia mediante la inmunoseleccion (seleccion de variantes celulares tumorales no-
inmunogénicas, también llamado inmunoedicién) y la inmunosupresion (supresion
activa de la respuesta inmune). El modo en el que las células tumorales tratan de
evadir esa respuesta inmune se basa en la pérdida de expresion de antigenos en los
complejos mayores de histocompatibilidad (MHC), la secrecion de citoquinas
inmunosupresoras, la induccion de células T reguladoras, y finalmente un fallo del

sistema inmune derivado de la enfermedad en si misma (80).

El mayor conocimiento de los procesos implicados ha permitido entender que el
sistema inmune juega un papel dual en relacion con el cancer, dado que por un lado
inhibe el crecimiento tumoral pero también puede promover el desarrollo tumoral
mediante la seleccion de los tipos celulares que mejor sobreviven a un ambiente
inmune competente (inmunoedicion). El proceso de inmunoedicion, se compone de
tres fases: eliminacion, equilibrio y escape. (Figura 10). Inicialmente, se activa la
respuesta inmune adaptativa que resulta en la eliminacion de células tumorales en
fases preclinicas(81). Los clones tumorales que sobreviven a este ataque inicial,
permanece en fase latente o de equilibrio, sin apreciarse crecimiento tumoral, pero su
inmunogenicidad permanece oculta debido a una presion inmune selectiva de la
respuesta adaptativa (antigeno-especifica). En un momento dado, cambios en esos
clones tumorales secundarios a dicha presion inmune selectiva, o cambios en el
sistema inmune secundarios a la inmunosupresion mantenida, producen un escape de
dicha respuesta que se traduce en el crecimiento tumoral. Las células tumorales que

entran en esa fase de escape son capaces de crear un estado de inmunosupresion en
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el microambiente tumoral utilizando los mismos mecanismo de control de la respuesta

inmune por la que se evita el dafio a tejidos sanos (82).

Figura 10. Inmunoedicion (78).
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* El proceso de Inmunoedicion consta de tres fases: eliminacion, equilibrio y escape. En la fase
de eliminacion, la respuesta inmune innata y adaptativa reconocen y destruyen células
tumorales suprimiendo el desarrollo tumoral. Durante la fase de quilibrio, los clones tumorales
que han superado la fase de eliminacion permanecen quiescentes, sin que exista crecimiento
tumoral pero la inmunogenicidad del tumoral permanece oculta debido a la presién inmune.
Durante la fase de escape, clones celulares tumorales resistentes al sistema inmune proliferan

descontroladamente.

Las células claves responsables de la inmunosupresion en el microambiente
tumoral son las células T reguladoras (CD4+, CD25+, Fox3p factor transcripcion+), las
células supresoras derivadas mieloides (MDSC) y los macrofagos asociados al tumor
(83). Las primeras inhiben la funcién y la proliferacion de las células T CD4+ y CD8+
especificas de tumor, asi como inhiben también a las células NK. Las MDSC inducen a
las células T reguladoras, e inhiben la respuesta efectora de las células T mediante la
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produccion de diferentes moléculas. Los macrofagos asociados al tumor producen IL-

10, TGF-B y otras moléculas que inhiben la respuesta inmune adaptativa.

Asi mismo, las células tumorales y otras del microambiente tumoral, expresan la
enzima inmunosupresora indolamina 2,3-dioxigenasa, que deplecciona los niveles de
triptéfano (esencial para el funcionamiento de las células T), incrementa las
poblaciones de células T reguladoras y favorece la desactivacion de células T

especificas del tumor (84).

Incluso en el supuesto de que las células T fueran activadas nuevamente, los
tumores pueden utilizar mecanismos regulatorios especificos o0 puntos de control
(immune checkpoints) para favorecer la evasion del tumor a la respuesta inmunitaria.
Se basan en puntos de coestimulacion o inhibicion consistentes en la union de
ligandos y receptores de multitud de células efectoras, de los que al menos se
conocen 13 pares a dia de hoy(80). Estos mecanismos permiten activar o inhibir la
respuesta inmune, y son responsables del equilibrio que permite minimizar los dafios
colaterales a tejidos sanos derivados de la activacion inmune. Asi mismo, participan en
los fendbmenos de inmunotolerancia y evitan respuestas autoinmunes. Dos de los
principales receptores de esos checkpoints son el CTLA-4 (cytotoxic T lymphocites
antigen-4) y el PD-1 (programme death-1 receptor) (85).

CTLA-4 se expresa en la superficie de las células T activadas, y comparte el
mismo ligando (CD80/86 de las células presentadoras de antigenos) que el receptor
co-estimulador CD28 de las células T, esencial para la activacion de las mismas.
Debido a su mayor afinidad por el ligando, compite con dicho receptor co-estimulador
para producir una sefal inhibitoria sobre la activacion de células T (Figura 11). El
cancer de pulmoén contiene gran cantidad de células T reguladoras que expresan
constitutivamente CTLA-4 que inhiben directamente la proliferacion de células
T(86,87).
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Figura 11. Via del CTLA-4 (78).
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* CTLA-4 se expresa en las células T tras su activacion, y compite con el receptor co-
estimulador de las células T CD28 para la unidon con CD80/86 expresado en las células

presentadoras de antigenos, proporcionando una sefial inhibitoria a la célula T.

1.10. DEFINICION DE PD-1 Y PD-L1

PD-1 (programme-death 1) es una proteina de 288 aminoacidos miembro de la
superfamilia de las inmunoglobulinas B7-CD28 (88), que se expresa en la superficie de
células del sistema inmune, especialmente en células T activadas, aunque también en
células T reguladoras, células B, células NK activadas, células dendriticas y monocitos
activados (89). En el cancer de pulmén se ha observado que las células T CD8+
infiltrantes de tumor expresan en mayor medida PD-1 (90) . PD-1 actta regulando
negativamente la activacion y proliferacion de dichas células del sistema inmune, por
lo tanto modulando negativamente la respuesta inmune excesiva o0 indeseada,

especialmente en el contexto de una respuesta inflamatoria o autoinmunidad(91).

PD-1 presenta dos ligandos conocidos, denominados PD-L1 y PD-L2
(programme-death ligand 1 y 2), siendo PD-L1 su ligando principal y sobre el que
existe mas conocimiento. PD-L1 es una glicoproteina de superficie transmembrana de
tipo I, constituida por 290 aminoacidos y que se halla codificada por el gen CD274 en
el cromosoma 9 (también llamada B7-H1). Dicha proteina se expresa en bajos niveles

en células del sistema inmune (células presentadoras de antigenos o CPA’s, células B
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y T activadas), asi como en células endoteliales. Sin embargo se ha observado que se
expresa en niveles altos en células tumorales de diversas localizaciones como el
pulmén, pancreas, colon, estbmago, mama, ovario, cérvix, melanoma y rifion, entre
otras (92). La expresion de PD-L1 en células tumorales puede tener la finalidad de
servir como estrategia de evasion inmune para el tumor (80), y esta relacionada con
expresion anormal de genes en las células tumorales, pero también puede estar
inducida por el IFN-y secretado por las células Th durante la respuesta inmune

adaptativa.

La union de PD-1 con su ligando PD-L1 tiene un efecto inhibitorio sobre la
actividad antitumoral de las células T, produciendo inactivacién (inhibe su actividad
citolitica y la produccion de citokinas) y apoptosis de las mismas, asi como tolerancia
de dichas células T al tumor. Por todo ello, se considera que la union de PD-1 con PD-
L1 en uno de los llamados puntos de control inmune (“immune checkpoints”)
constituye un mecanismo de evasion del tumor a la actividad antitumoral del sistema

inmune (Figura 12).
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Figura 12. Papel de PD-1 en la inmunologia del cancer (92).
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* Para la activacion y transformacion en células efectoras inmunes, las células T quiescentes
requieren estimulacion por las proteinas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) en
las células presentadoras de antigeno (CPA's). Sin embargo, la estimulacién descontrolada
podria dar lugar a efectos adversos sobre las células huésped (por ejemplo manifestandose
como reacciones de hipersensibilidad). Para controlar estos efectos, las células T se activan
s6lo en presencia de sefializacion adicional de interacciones 'co-estimuladoras', mientras que la
activacion es inhibida por interacciones 'coinhibitorias'. PD-1 es un ejemplo de un receptor co-
inhibidor, que, cuando es activado por su ligando (PD-L1), bloquea la sefalizacion intracelular a
lo largo de la ruta fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) -Akt. Como resultado, se evita que la célula
T prolifere o produzca citoquinas, con la consiguiente supresion de la respuesta inmune.
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1.10.1. Expresién de PD-L1 en cancer de pulmén

La expresion de PD-L1 en el cancer de pulmén ha sido analizada en numerosos
estudios con la finalidad de establecer con qué frecuencia se expresa dicha proteina
en las células tumorales, su relacion con variables clinico-patolégicas asi como su
valor pronostico. Existe una gran variabilidad en los resultados sobre el porcentaje de
células tumorales que expresan PD-L1, en gran parte debida a la heterogeneidad de
las muestras y a la ausencia de un método estandar de evaluacion de la expresion.
Mientras algunos estudios hacen referencia al cancer de pulmon sin diferenciacion en
subtipos (89,93-99), otros se centran en cohortes histologicas especificas de
adenocarcinoma o carcinoma escamoso (100-106). Por otra parte, existen estudios
que analizan la expresion de PD-L1 en determinados estadios tumorales (localizados,
avanzados) mientras otros estudios incluyen todos los estadios, haciendo mas dificil la
comparacion entre ellos. Algunos trabajos se centran en subtipos histolégicos como el
adenocarcinoma, que presentan mutaciones en oncogenes como EGFR, para tratar de
relacionar la expresion de PD-L1 con dichas mutaciones conducidas por oncogenes
(101-103,107,108).

Del mismo modo, se ha observado una variabilidad temporal en la expresion de
PD-L1 en células tumorales, de tal forma que debido al efecto del tratamiento con
gquimioterapia, algunos agentes son capaces de reducir 0 incrementar su expresion
(paclitaxel, etopdsido), y ademas el efecto apoptoético sobre las células tumorales
produce activacion de la respuesta inflamatoria que puede inducir asi mismo su
expresion. Todo ello hace que un tumor inicialmente PD-L1 negativo, pueda ser
positivo para la expresion del biomarcador después de la exposicion a un determinado

tratamiento antineoplasico (80).

Todo ello, unido al caracter relativamente reciente del descubrimiento de esta via
de evasién inmune tumoral, hace que las investigaciones sobre la expresion de PD-L1

en el cancer de pulmdén muestren aun hoy resultados muy variables.
1.10.1.1. Evaluacion de la expresiéon de PD-L1

Existen diversos métodos para analizar la expresion de PD-L1 en células
tumorales. El primero paso es el método de muestreo para obtener una muestra de

tejido tumoral valida para el andlisis. La expresion de PD-L1 se analiza en muestras
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tumorales que pueden haber sido obtenidas mediante biopsias (fibrobroncoscopia,
EBUS, PAAF o BAG guiada por TAC), como podria ser el caso de los cancer de
pulmén avanzados no quirdrgicos, o por cortes obtenidos de las piezas tumorales tras
la cirugia. El origen de la muestra sobre la que se analiza la expresién de PD-L1
puede ser una fuente inicial de heterogeneidad. Como evidencia un trabajo de llie y
cols. de 2016 (95), la expresion de PD-L1 en biopsias de 160 cancer de pulmén
intervenidos entre 2006 y 2015 era del 26%, mientras que el analisis de PD-L1 en las
piezas quirdrgicas tras la cirugia era del 74%, con una tasa de discordancia en la
expresion de PD-L1 en células tumorales de 19% (este estudio incluia el analisis de
expresion de PD-L1 en células inmunes que era causa del 75% de la discordancia
encontrada). En un estudio similar de Kitazono y cols. de 2015, se mostraba una tasa
de concordancia entre biopsias y piezas quirlrgicas en una muestra de 79 casos de
cancer de pulmén del 92.4%, si bien emplearon otro anticuerpo (109). Aln no esta
consolidada la idoneidad de las muestras obtenidas por biopsia para el analisis de PD-
L1.

En segundo lugar hay que recordar la heterogeneidad tumoral, puesto que una
muestra obtenida por biopsia puede no ser representativa del tumor. Determinar el
namero de biopsias que serian necesarias para asumir la representatividad de las
mismas es uno de los aspectos por aclarar. Por otro lado, es bien sabido la evolucién
tumoral durante el curso de la enfermedad y los tratamientos, por lo que es necesario
clarificar asi mismo si durante una progresion tumoral por ejemplo, la expresién de PD-
L1 se mantiene o se ve alterada.(92), y qué relacion guarda su expresion en el tumor
primario y en las metastasis. La duda surge sobre si el andlisis de PD-L1 debe ser
realizado durante el proceso diagndstico inicial del tumor, o si bien debe realizarse una
vez se plantea la necesidad de terapia con inhibidores de puntos de control inmunes
(ICI's), e incluso si seria conveniente re-biopsiar en casos de progresion para tener
mayor fiabilidad en el status de la expresion de PD-L1 en el momento de la decision
terapéutica, puesto que la expresion de PD-L1 se ve alterada por las terapias dirigidas

y la quimioterapia. (80)

El procesamiento del tejido de las muestras obtenidas es relevante en su posterior
andlisis, dado que muestras almacenadas durante periodos prolongados pueden
correr el riesgo de degradacion y de no ser evaluables en términos de PD-L1

(exposicion al ambiente, luz, temperatura, humedad). También se ha observado una
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INTRODUCCION

menor expresion en secciones congeladas obtenidas de cancer renal en fresco
(“frozen section”) comparado con muestras fijadas en formalina e incluidas en parafina
(37% vs. 24%), siendo este hecho probablemente secundario a la desnaturalizacion al

fijar en formalina. (110)

El método mas frecuentemente utilizado para el analisis de expresion de PD-L1 es
la inmunohistoquimica (IHQ), mediante la utilizacion de anticuerpos monoclonales o
policlonales de diversos origenes (ratén, conejo) dirigidos contra PD-L1. PD-L1 tiene
limitados los lugares de union de anticuerpos para su deteccion, con tan sélo dos
pequenias regiones hidrofilicas(91). Existen diferentes kits comerciales, asi como
diferentes sistemas de analisis y plataformas de tincion automatizadas, por lo que es
recomendable seguir las instrucciones del fabricante para su correcta utilizacion y
evitar asi falsos resultados. Al menos 5 clones de anticuerpos para la deteccion de
PD-L1 se han usado en los principales trabajos: el clon E1L3N de Cell Signaling
Technology, los clones 22C3 y 28-8 de Dako, y los clones SP142 y SP263 de
Ventana, Roche. Los clones E1L3N y SP142 se unen al dominio citoplasmatico de PD-
L1, mientras 22C3, 28-8 y SP263 lo hacen al dominio extracelular(110), lo cual puede
afectar a la sensibilidad de deteccion de PD-L1. En el afio 2016 se puso en marcha el
Proyecto Blueprint, aunando esfuerzos de la Asociacidbn Americana de Investigacion
en Cancer (AACR), la Asociacion Internacional para el estudio del Cancer de Pulmén
(IASLC), cuatro compaifias farmacéuticas (Bristo-Meyers Squibb, AstraZeneca,
Genentech-Roche, Merck) y dos compainiias diagnésticas (Dako y Ventana). El objetivo
es evaluar sobre las mismas muestras de tejido tumoral, 4 diferentes anticuerpos y sus
respectivas plataformas. Los resultados preliminares sobre 39 muestras demostraron
una tincién similar para los clones 22C3, 28-8, SP263 (dominio extracelular) y menor
para SP142 (dominio citoplasmatico)(Tabla 4)(111).
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Tabla 4. Principales anticuerpos para la deteccion de PD-L1 (92).

Kit de Plataforma Inhibidor del checkpoint
ensayo Automatizada
Dako 22C3 Dako Pembrolizumab (MSD) PD-1
pharmDx Autostainer Link
48
Dako PD-L1  Dako Nivolumab (BMS) PD-1
IHC 28-8 Autostainer Link
pharmDx 48
SP142; kit Ventana TBC Atezolizumab (Roche) PD-L1
form TBC
SP263: kit Ventana Durvalumab PD-L1
form TBC plataformas (AstraZeneca/Medimmune)
Benchmark
(GX, XT y Ultra)

* Kits y plataformas disponibles de PD-L1 para diferentes agentes anti PD-1 y

anti PD-L1.

El hecho de requerir la adquisicion del biomarcador junto con el kit y la plataforma
automatizada de tincién, supone un encarecimiento del proceso para un laboratorio
con medios propios, lo cual puede poner en riesgo su utilizacion y evitar su aplicacion
en un numero importante de pacientes. (112). Para mantener el rigor cientifico, la
aplicacion de terapias anti PD-1 debe realizarse basandose en la metodologia
empleada en los ensayos que han servido de base para su indicacion terapéutica.
Teniendo en cuenta le heterogeneidad de los test empleados en los principales
trabajos, seria conveniente encontrar un método de estandarizacion de las diferentes
metodologias para hacerlas comparables, lo cual requeriria de una estrecha
colaboracién entre la industria y los especialistas en anatomia patolégica, asi como

estudios internacionales multicéntricos a dia de hoy inexistentes.

Durante la interpretacion de las muestras es esencial el entrenamiento con

diferentes situaciones con la finalidad de ser capaz de reconocer resultados positivos y
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negativos, recomendandose una concordancia interobservador de al menos el 95%.
Se recomienda que la valoracion de PD-L1 en muestras sea llevada a cabo por dos
patdlogos entrenados. Es importante incluir controles de resultados positivos y

negativos en el estudio de los casos.

Uno de los factores mas importantes en el analisis de la expresion de PD-L1 es
establecer como se define un resultado positivo. Su definicion debe tener en cuenta el
porcentaje de células que tifien para PD-L1, si se incluyen linfocitos infiltrantes de
tumor (TIL's), y el grado de intensidad de la tincion. Si bien es necesario establecer
puntos de corte para la determinacion de resultados positivos, el punto de corte puede
ser una de las fuentes de heterogeneidad en los resultados. Encontramos en la
literatura diferentes puntos de corte en funcion del porcentaje de células tumorales que
expresan PD-L1 (los mas usados son el 1%, el 5% y el 50%), siendo el 5% el mas
empleado al considerar que por debajo de ese 5% se deja fuera el denominado “ruido”
de la tincion PD-L1 de fondo. La utilizacién de puntos de corte bajos como 1% 0 5%
hace los resultados mas inconsistentes por la dificultad de la evaluacién, y ademas
posibilita que pacientes con muy débil expresion de PD-L1 sean tratados con farmacos
que pueden tener efectos deletéreos derivados de su efecto sobre la respuesta

inmune y privar al paciente de otras terapias(110).

Otros muchos estudios construyen un sistema de puntuacién (H-score), basado
en la combinacion del grado de intensidad de tincién (0 ninguna; 1 débil; 2 moderada;
3 fuerte) multiplicado por el porcentaje de células con expresion de PD-L1, obteniendo
asi escalas de puntuacion diferentes, aunque la puntuacion para considerar positivo un
resultado varia en funcién del trabajo. En resumen, no existen estudios en los que los
puntos de corte hayan sido validados para evaluar su reproducibilidad por parte de

diferentes especialistas en anatomia patoldgica en diferentes laboratorios.

Teniendo en cuenta que la expresibn de PD-L1 en células tumorales es una
variable continua con valores en un rango desde 0, pasando por nivel bajo a nivel alto,
al establecer puntos de corte para definir un resultado como positivo, creamos la falsa
apariencia de ser una variable cualitativa. Ello se traduce en que un resultado
inmediatamente por encima del punto de corte (resultado positivo) y uno

inmediatamente por debajo (resultado negativo) se comportaran de modo similar (80).
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La expresion de PD-L1 puede ser evaluada en células tumorales, en células
inmunes o en ambas. El hecho de valorar sélo células tumorales resulta mas
recomendable dado que permite hacer aplicable su andlisis a muestras de biopsias y
de piezas quirdrgicas, mientras que la valoracion de PD-L1 en células inmunes
excluiria su utilidad en muestras de biopsias, muestras de ganglios linfaticos y
muestras citologicas, no pudiendo determinar si las poblaciones linfoides visibles en la
muestra son verdaderamente linfocitos infiltrantes del tumor o simplemente
poblaciones linfoides presentes en el tejido en el momento del desarrollo tumoral(112).
El valor de la expresiéon de PD-L1 en células inmunes como las células T CD8+
infiltrantes de tumor no es del todo conocido, pero parece que puede reflejar un

microambiente tumoral favorable para la via de PD-1/PD-L1.

Esta falta de estandarizacion respecto a la evaluacion de la expresion del
marcador destaca la necesidad de crear una metodologia validada y generalizable que
permita hacer comparables los resultados de los distintos estudios y asi obtener

conclusiones para su aplicacién a la practica clinica.
1.10.1.2. Situacién actual de la expresion de PD-L1 en cancer de pulmén

Existen 4 meta-analisis, todos ellos publicados en el afio 2015, que tienen como
objetivo analizar el valor prondstico de PD-L1 en CPCNP y que nos informan sobre la

frecuencia de expresion de PD-L1 en muestras tumorales.

En el meta-analisis de Zhou y cols. de 2015 (113), se analizan 5 publicaciones
que incluyen 877 casos de todos los estadios tumorales con una expresion de PD-L1
entre el 24.8-57.5% de las muestras analizadas, mientras que en otro meta-andlisis de
Pan y cols. en 2015 (114), se analizaron 9 publicaciones con un total de 1550 casos
en el que la expresion de PD-L1 se detecté en un 42.6% de las muestras, estando los
trabajos del primer meta-analisis incluidos en el segundo. Entre los criterios de
seleccion de los articulos incluidos en estos meta-analisis, se encuentran: analisis de
la expresion de PD-L1 en células tumorales, analisis de supervivencia global (SG),
pero algunos especificaban que el método de deteccion de PD-L1 debia ser la
inmunohistoquimica (IHQ), otros que los articulos debian estar publicados en inglés, y

alguno de ellos incluia solo trabajos con al menos 100 pacientes.

Por otra parte dos meta-andlisis de 2015 de Zhong (y cols.) y Wang (y

cols.)(88,115) no muestran cifras globales de expresion de PD-L1 de sus estudios.
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Existen otros trabajos que no han sido incluidos en los meta-andlisis de 2015 que
recogen datos sobre expresion de PD-L1 con resultados muy variables. Un trabajo de
Cooper y cols. en 2015 (89) analiza 681 pacientes con cancer de pulmén en estadio I-
[ll, con expresion de PD-L1 en al menos 1% de las células tumorales en un 28.2%,
cifra que desciende hasta 7.4% si consideramos positivos los casos con al menos un

50% de sus células tumorales expresando el biomarcador.

Un trabajo de Scheel y cols. en 2016 (99) encontré en 436 pacientes con cancer
de pulmoén en estadios I-1V una expresion de PD-L1 en al menos 1% de las células
tumorales de entre 34.4% y 33.9% (adenocarcinomas y carcinomas escamoso0S

respectivamente).

Un trabajo de Mu y cols. en 2011 (97) sobre 109 casos de cancer de pulmon en
estadios I-Ill encontré una expresion del biomarcador de 53.2% (65.2% y 44.4% en
adenocarcinomas y carcinomas escamosos respectivamente) utilizando como punto
de corte la mediana de un score que tenia en cuenta la intensidad de tincion y el

porcentaje de células que lo expresaban.

En otro trabajo de D’Incecco y cols. en 2015 sobre 124 pacientes con cancer de
pulmén en estadio avanzados (1V) (94), se describe expresion de PD-L1 moderada-

fuerte en al menos el 5% de las células tumorales, en el 55.3% de las muestras.

El trabajo de Mao y cols. en 2015 (96) analiz6 128 pacientes con cancer de
pulmén en estadios I-1ll, y utilizando como método de puntuacién un score basado
también en intensidad de tincion y porcentaje de células tumorales, demostraron una

expresion del marcador en el 72.7% de las muestras.

Podemos observar la gran variabilidad de resultados, pero se puede inferir que
incluso en los estudios con resultados mas bajos, al menos entre 1 de cada 4 y 1 de
cada 3 muestras de cancer de pulmon presentan un resultado positivo para expresion

de PD-L1, lo cual da idea de su frecuencia en este tipo de neoplasia.
1.10.1.3. Expresion de PD-L1 segun subtipos histolégicos

La mayoria de trabajos que analizan la expresion de PD-L1 en subtipos
histologicos especificos de cancer de pulmoén se han centrado en el adenocarcinoma,

por ser a dia de hoy el subtipo mas frecuente.
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El trabajo de Zhang y cols. de 2014 (106), analiz6 la expresion de PD-L1 y PD-L2
en 143 adenocarcinomas en estadios I-lll, encontrando una tasa de expresion del 49%
cuando se toma como punto de corte la mediana de un score que contempla la
intensidad de tincion e intervalos de porcentaje de células con expresion. Asi mismo
se observa que la expresion es mas frecuente en adenocarcinomas no in situ, no

minimamente invasivo y en solidos.

Por otro lado, otro trabajo de Yang y cols. en 2014 (104) encontr6 en 163
adenocarcinomas en estadio | una tasa de expresion de PD-L1 del 39.9%, cuando se
consideraba como punto de corte el 5% de las células tumorales expresando la

proteina.

Un trabajo de Ji y cols. de 2016 (102) analiz6 100 adenocarcinomas en estadio |-
[ll, obteniendo una tasa de expresion del 40% utilizando como punto de corte también
el 5% de las células tumorales pero especificando un grado de intensidad moderado o
fuerte (22).

Existen dos trabajos sobre adenocarcinomas en los que las tasas de expresién de
PD-L1 son significativamente diferentes de las cifras arriba referidas: en un trabajo de
Inamura y cols. en 2016(101) sobre 268 adenocarcinomas en estadio -1V, utilizando
también el 5% de células tumorales como punto de corte, se objetivd un 16% de
expresion de PD-L1, mientras en otro del mismo afio de Hung y cols. (100) se
encontro una tasa del 88.4% de expresion de PD-L1 en 112 adenocarcinomas en
estadio I-IllA, considerando resultado positivo cualquier tincion débil o fuerte sin tener
en consideracion el porcentaje de células tumorales con expresion del marcador. Este
mismo estudio encuentra mas frecuente la expresion en los subtipos acinares y menos

en los papilares.

Respecto al carcinoma escamoso, destaca un estudio de Yang y cols. de 2016
(105), en el que se analizaron 105 casos en estadio |, con una tasa de expresion de
PD-L1 del 56.2%.

El estudio de Scheel y cols. en 2016 (99) sobre 436 pacientes con cancer de
pulmén, usando como punto de corte para resultado positivo el 1% de las células
tumorales, observdo que el 34.4% de los adenocarcinomas y el 33.9% de los
carcinomas escamosos expresaban PD-L1, sin apenas diferencias entre ellos. Por otro

lado, un estudio de Mu y cols. de 2011 (97), encontr6é una tasa de expresion del 65.2%
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en adenocarcinomas frente a un 44.4% en carcinomas escamosos, siendo esta

diferencia estadisticamente significativa (p=0.032).

Un resultado similar se observé en el trabajo de D’Incecco de 2015 (94), en el que
el estado de PD-L1 se asocid significativamente con la histologia adenocarcinoma
(p=0.005).

Sin embargo otro estudio de Velcheti y cols. en 2014 (98) sobre 544 casos de
cancer de pulmdn en dos cohortes en Estados Unidos y Grecia, observé en la cohorte
americana una mayor expresion de PD-L1 en carcinomas escamosos que
adenocarcinomas (56.7% vs. 27.5%), siendo esta diferencia estadisticamente

relevante (p=0.009).

1.10.2. Relacién de PD-L1 con variables clinico-pato logicas en el cancer

de pulmaon

Se han estudiado mdltiples variables clinico-patologicas para ver si existe relacion
entre las mismas y la expresion de PD-L1, observando en los dos principales
metaanalisis de Pan (y cols.) y Wang (y cols.) en 2015 (114,115) que tan sdlo existe
una mayor expresién de PD-L1 en los tumores pobremente diferenciados, siendo esta
asociacion estadisticamente significativa. A pesar de haberse encontrado asociaciones
aisladas con variables como el menor tamafio, la edad, el sexo, el tabaquismo, el
estadio TNM, la invasion vascular e incluso el Ki-67, los resultados son contradictorios

y no concluyentes, por lo que requieren un andlisis mas profundo.

1.10.3. Relaciéon de PD-L1 con mutaciones dirigidas p  or oncogenes en el

cancer de pulmon

Son numerosos los estudios que han tratado de buscar una relacion entre la
alteracion de la via inmune de PD-L1 y las mutaciones dirigidas por oncogenes como

EGFR, KRAS, ALK como las mas frecuentes de entre otras.

La relacion entre la expresion de PD-L1 y la existencia de mutaciones en EGFR
ha sido ampliamente estudiada. La mayor parte de los estudios apuntan a una

asociacion entre expresion de PD-L1 y mutaciones en EGFR.

Un trabajo de Azuma y cols. en 2014 encontré una relacion significativa en el

estudio de 164 pacientes con cancer de pulmon entre una mayor expresion de PD-L1
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y mutaciones en EGFR (p<0.001). Este estudio encontré mayor expresion de PD-L1
en mujeres, en no fumadores y en subtipo adenocarcinoma, quienes a su vez
constituyen la cohorte de pacientes que mas frecuentemente presentan mutaciones en
EGFR, si bien el efecto de las mutaciones en EGFR se asociaba significativamente
con la expresion de PD-L1 en el analisis multivariante de manera independiente de

otros factores (116).

Resultados superponibles encontré el trabajo de D’Incecco de 2015 sobre 125
pacientes con cancer de pulmon en estadio IV, con una mayor expresion de PD-L1 en
mujeres, nunca o exfumadoras, subtipo adenocarcinoma y también en tumores con
EGFR mutado, existiendo asociacion independiente entre expresion de PD-L1 y
mutaciones en EGFR en el analisis multivariante (=.002). Asi mismo demostraron que
los casos con EGFR mutado y expresion de PD-L1 eran mas sensibles al tratamiento
con inhibidores de la tirosin kinasa (TKI’s), por la regulacién negativa inducida por ese
grupo de farmacos sobre la via de la expresion del PD-L1, presentando mayor
supervivencia global y libre de enfermedad. Por ello se apunta en las conclusiones de
este trabajo que el tratamiento combinado con TKl's y agentes anti-PD-L1 podria

constituir una importante herramienta terapéutica en estos casos (94).

Akbay y cols. en 2013 ya habian demostrado en un estudio experimental, que la
activacion de la via de EGFR incrementa la expresion de PD-L1, probablemente con la
finalidad de evadir la respuesta inmune antii-tumoral; del mismo modo el bloqueo con
agentes anti-EGFR como los TKI's produce una regulacion negativa de la expresion de
PD-L1, con una disminucién del tamafio tumoral y un incremento en la supervivencia
(207).

Un estudio de Tang y cols. en 2015 sobre 170 paciente con cancer de pulmén en
estadio avanzado con EGFR mutado y que habian recibido en algin momento
tratamiento con TKI's, observé una asociacion en los adenocarcinomas entre la
expresion de PD-L1 y el estatus mutacional de EGFR (=.067). Asi mismo, en los casos
con EGFR mutado, la positividad de PD-L1 se asocia a una mayor supervivencia
global y libre de enfermedad, mientras que en los casos de EGFR salvaje, la
negatividad de PD-L1 se asocia a una mayor supervivencia global. Se apunta

nuevamente a la combinacion terapéutica de anti-EGFR (TKI's) con anti PD-L1 (108).
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Un trabajo de Lin y cols. en 2015 estudio 56 casos de adenocarcinoma avanzado
con EGFR mutado y que habian recibido terapia con TKI’s. Encontré una mayor tasa
de control de la enfermedad (p=0.004), mayor tasa de respuesta global (p=0.073), y
una mayor supervivencia global en aquellos casos con positividad para expresion de
PD-L1 (=.004), siendo PD-L1 factor prondstico de supervivencia global (HR 0.26; IC
0.11-0.62, p=.002) y libre de enfermedad (HR 0.46; IC 0.25-0.86, p=.014) en analisis

multivariante (103).

Contrariamente a los estudios referidos, el estudio de Inamura y cols. de 2016
observo entre 268 adenocarcinomas, una mayor positividad de PD-L1 en los casos
con EGFR tipo nativo, asi como en los casos de fumadores y varones, variables que
se han relacionado a su vez con el tipo nativo del EGFR (101). Existen otros estudios
en los que no se ha encontrado asociacion entre PD-L1 y mutaciones como en el

trabajo de Zhang y cols. en 2014 sobre 143 adenocarcinomas en estadios I-1ll (106).

Los resultados en relacion a otras mutaciones en oncogenes estudiadas, albergan
resultados variados. En relacion con KRAS, en el trabajo de Scheel y cols. en 2016
sobre 436 pacientes con cancer de pulmon en todos los estadios, se observé una
mayor frecuencia de resultados PD-L1 positivos en los adenocarcinomas con KRAS
mutado (OR 2.5; IC 1.2-5.36, p=.018), asi como en casos con TP53 mutado (OR 2.4;
IC 1.1-5.2, p=.029), dos mutaciones frecuentes en adenocarcinomas y que se
relacionan con carcinomas inducidos por el tabaco. Hipotetizan que quizas eso los
hace mas inmunogénicos y por ello se induce la activacién de la via de expresion del
PD-L1 (99).

Por el contrario, en el trabajo de Ji y cols. de 2016 sobre 100 adenocarcinomas en
estadio I-1ll, la mediana de expresion de PD-L1 era mayor en los casos con KRAS tipo
nativo (102).

Otras mutaciones han sido analizadas de modo mas puntual sin resultados
concluyentes en la actualidad, y otros trabajos publicados no han encontrado

asociacion de la expresion del biomarcador PD-L1 con mutaciones en oncogenes.
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1.10.4. Relacién de PD-L1 con la supervivencia en el cancer de pulmoén

Una vez conocida la funcion de PD-1 y PD-L1 y el mecanismo a través del cual el
cancer de pulmon utiliza esta via para evadir la respuesta inmune, es preciso
preguntarse si existe correlacion entre la expresion de PD-L1 y la supervivencia en

estos tumores.

Los principales meta-analisis publicados que analizan la expresion de PD-L1 en
cancer de pulmén, la mayoria estudios de 2015, coinciden en correlacionar dicha
expresion con peor pronostico. El trabajo de Zhou y cols. de 2015 (113), que incluia 5
estudios con un total de 877 pacientes en todos los estadios, encontré una expresion
de entre el 24.8 y 57.5% de PD-L1, y una correlacion de ésta con peor prondéstico (HR
1.43, 1IC95% 1.24-1.63), tanto en la poblacion asiatica (HR 1.51) como en la no asiatica
(HR 1.35).

Un meta-andlisis de Wang y cols. de 2015 (115), con 1157 pacientes en todos los
estadios, observé también una correlacién inversa entre la expresion de PD-L1 y la
supervivencia global, con un HR de 1.75 (IC95% 1.4-2.2, p<0.001), con mayores tasas
de mortalidad en los pacientes con elevada expresion de PD-L1. El analisis de
subgrupos entre poblacion europea y asiatica evidencio peor prondstico en ambos (HR
1.54, 1C95% 0.99-2.39, p=0.057 en europeos; HR 1.83, IC95% 1.41-2.38, p<0’001).

Uno de los meta-analisis de 2015, de Pan y cols. (114), con 1550 pacientes,
observdé una expresiéon de PD-L1 del 42.6%, asi como una correlacion entre la
expresion de PD-L1 y peor prondstico en términos de SG (HR 1.47, IC95% 1.19-1.83,
p=0.0004).

La mayor revision sistematica de 2015, con 1653 pacientes de 12 estudios,
llevada a cabo por Zhong y cols. (88), no encontrd relacion significativa entre la
expresion de PD-L1 y la supervivencia global (HR 1.21, IC95% 0.85-1.71, p=0.29), si
bien esta correlacién si alcanzaba la significacion estadistica en poblacion china (HR
1.55, 1IC95% 1.04-2.29, p=0.03).

En la tabla 5, se muestra los principales estudios que ha correlacionado la

expresion de PD-L1 con peor resultado en términos de supervivencia.
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Tabla 5. Principales estudios que correlacionan negativamente la expresion de PD-L1 en

cancer de pulmodn con la supervivencia.

Tipo Histologico Estadio Resultados
'Muy 2011 109 CPCNP I-111 PD-L1 53.2%
cols.(97)
| SG 3 afios en PD-L1
positivos (p=0.034)
Cheny 2012 120 CPCNP -1l PD-L157.5%
cols.(93)
| SG 5 afios en PD-L1
positivos (p<0.001)
Azumay 2014 164 CPCNP -1 -
cols.(116)
| SG en PD-L1 positivos
(p=0.039)
Zhangy 2014 143 Adenocarcinomas -1l PD-L1 49%
cols.(106)
| SGySLE enPD-L1
positivos (p<0.001,
p=0.002)
Mao y 2014 128 CPCNP [-111 PD-L1 72.7%
cols.(96)
I SG en PD-L1 positivos
(p<0.01)
Jiy 2016 100 Adenocarcinomas -1 PD-L1 40%
cols.(102)
RR 2.205 en PD-L1
positivos (p=0.026)
Inamura y 2016 268 Adenocarcinomas -1V PD-L1 16%
cols.(101)
| SLEy SG en PD-L1
positivos (p=0.019,
p=0.0014)

* SG: supervivencia global; SLE: supervivencia libre de enfermedad, RR: riesgo relativo
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Por otro lado, existen estudios que han observado una correlacion directa entre la
expresion de PD-L1 en céncer de pulmén y la supervivencia (a mayor expresion,
mayor supervivencia), a pesar de que no se conoce el mecanismo por el que la mayor
activacion de esta via de evasion de la respuesta inmune puede asociarse a mejor
prondstico sin haber administrado terapias anti-PD1 o anti-PDL1. La tabla 6 muestra
los resultados de los principales estudios en los que se ha observado una correlacion

directa entre expresion de PD-L1 y supervivencia.

Tabla 6. Principales estudios que correlacionan directamente la expresion de PD-L1 en

cancer de pulmén con la supervivencia.

Tipo Histolégico Estadio Resultados

Yany 2014 163 Adenocarcinomas I PD-L1 39.9%

cols.(104)
t SLE (p=0.027)

Velchetiy 2014 340 (Coh. 1) CPCNP -1V PD-L1 25%
cols.(98)
204 (Coh. 2) 1 SG (p=0.028 en
cohorte 1; p=0.037 en
cohorte 2)
Cooper y 2015 681 CPCNP [-111 PD-L1 (>50%) 7.4%
cols.(89)
t SG en PD-L1
positivos (HR 0.65,
p<0.05)
Hung vy 2016 112 Adenocarcinomas IA-IIA  PD-L1 88.4%
cols.(100)
1 SG (RR 0.175,
p=0.023)
Yang y 2016 105 Escamosos I PD-L1 56.2%
cols.(105)
t SLE (HR

0.446,p=0.008) y 1 SG
(HR 0.282,p<0.001)

* SG: supervivencia global; SLE: supervivencia libre de enfermedad, RR: riesgo relativo
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Estos datos muestran nuevamente la controversia aun existente sobre el valor
prondstico de la expresion de PD-L1 en cancer de pulmon, y la heterogeneidad de los
estudios en relacion a los tipos histologicos, estadio incluidos, asi como valoracion de

la expresion de PD-L1.

1.10.5. Relevancia terapéutica de la terapia anti PD -1 y anti PD-L1 en el

cancer de pulmon

En los dltimos afios se han desarrollado moléculas dirigidas a bloquear la union de
PD-1 con su ligando PD-L1 en diferentes tipos de tumores (inhibidores de los
checkpoint inmunes, ICI's), y en el caso del cancer de pulmén se han desarrollado
anticuerpos monoclonales anti PD-1 (Nivolumab, Pembrolizumab) y anti PD-L1
(Atezolizumab y Durvalumab) entre otros. La Food and Drug Administration de
Estados Unidos (FDA), ha aprobado el uso de moléculas anti-PD1 en melanoma
metastasico, cancer de pulmén, cancer de colon y carcinoma de células renales.
Nivolumab (BMC, Ono Pharmaceutical) ha sido aprobado en el tratamiento de cancer
de pulmén en EEUU, Japon y Europa, mientras que Pembrolizumab (Merck & Co.) ha
sido aprobado en EEUU y Europa para cancer de pulmén PD-L1 positivo.(91). El
objetivo es mejorar la respuesta inmune anti-tumoral o bloquear el eje PD-1/PD-L1

para evitar la supresion de la misma.

En una revision sistematica y meta-andlisis de Gandini y cols. en 2016, se
analizan 8 trabajos en CPCNP que evallen terapias anti-PD1 con relacion a sus
resultados clinicos (4 en fase |, 2 en fase Il, 2 en fase lll), cinco de los cuales evalian
Nivolumab, un trabajo evalia Pembrolizumab y otros dos trabajos evaluan en general
dichas terapias, todos ellos como segunda linea de tratamiento. Globalmente se
aprecia una mayor tasa de respuesta objetiva en los pacientes tratados tanto en el
subgrupo histoloégico de escamosos (26% vs. 15% en PD-L1 positivos y negativos
respectivamente; OR 1.49 [0.48-4.64]) como en los no escamosos (29% vs. 11% en
PD-L1 positivos y negativos respectivamente; OR 3.78 [1.54-9.24]) (117), si bien se
observa que en el subgrupo de escamosos existe también respuesta en los pacientes
PD-L1 negativos. Se desconoce si la respuesta en pacientes PD-L1 negativos puede
relacionarse con la heterogeneidad intratumoral en el muestreo o la expresion de PD-

L1, oincluso con la variabilidad dinamica en su expresion.
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La mayoria de estudios han comparado el tratamiento con estas nuevas
moléculas con el estandar de tratamiento (Docetaxel) en cancer de pulmén avanzado
y previamente tratado, obteniendo tasas de respuesta global de entre 20-25%. (80).
Mayoritariamente se ha observado una tasa de respuesta mayor en aquellos casos
considerados positivos para la expresion de PD-L1, si bien los criterios para definir un
resultado positivo como hemos visto anteriormente son heterogéneos. A pesar de ello,
los resultados de las cohorte PD-L1 “negativas” han sido en la mayor parte de casos

superiores a los obtenidos con Docetaxel.

En el caso de Nivolumab, destacan 2 trabajos, uno en carcinoma escamoso y otro
en no escamoso. En el Checkmate 017 (fase 3), se compara la terapia con Nivolumab
vs. Docetaxel en carcinoma escamoso previamente tratado, observando mayor SG
(9.2 vs 6.0 meses mediana; HR 0.59 IC 0.44-0.79, <.001), mayor SLE (3.5 vs 2.8
meses mediana; HR 0.62 IC 0.47-0.81, <.001) y mayor tasa de respuesta (20% vs.
9%; <0.008) a favor de Nivolumab, si bien la tasa de respuesta, la SG y la SLE fueron
independientes de la expresién de PD-L1 valorada mediante el clon 28-8 de Dako
(118). En el Checkmate 057 (fase 3), se compara la terapia con Nivolumab vs.
Docetaxel en carcinoma no escamoso previamente tratado, observando mayor SG
(12.2 vs 9.4 meses mediana; HR 0.73 IC 0.59-0.89, =.002), y mayor tasa de respuesta
(19% vs. 12%; =0.02) a favor de Nivolumab, si bien la SLE no favorecié a Nivolumab
respecto a Docetaxel (2.3 vs. 4.2 meses). En este caso, el tratamiento con Docetaxel
se relaciond con mayor tasa de respuesta, SG y SLE con niveles de expresion de PD-

L1 de al menos 1%, al menos 5% y al menos 10%(119).

En relacion con Pembrolizumab, se han llevado a cabo diversos estudios. En el
estudio KEYNOTE 001 (fase 1), se analizaban 3 pautas de terapia con Pembrolizumab
en cancer de pulmén en cualquier linea de tratamiento, obteniendo una tasa de
respuesta de 19.4%, una SLE de 3.7 meses y una SG de 12 meses. Definiendo una
expresion positiva de PD-L1 en al menos el 50% de células tumorales, la tasa de
respuesta fue del 45.2%, la SLE 6.3 meses y la SG no fue alcanzada durante el
estudio (26 meses), por lo que en base a estos resultados se aprob6 su indicacion en
cancer de pulmén avanzado con progresion tras otras terapias con expresion en al
menos el 50% de células tumorales de PD-L1 al utilizar el clon 22C3 de Dako para su
andlisis IHQ(120). En el estudio KEYNOTE 010 (fase 3), se analizaban 2 pautas de

Pembrolizumab vs. Docetaxel en cancer de pulmon en segunda linea tras tratamiento
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con dobletes basados en platino, con expresion de PD-L1 positiva (>1% céls.
tumorales) usando el clon 22C3 de Dako. Se obtuvo una SG significativamente mayor
con Pembrolizumab (posologia 1 y 2) al comparar con Docetaxel (mediana 10.4 vs.
12.7 vs. 8.5 meses; para 2 mg/kg vs. docetaxel, HR 0.71, 95% IC: 0.58-0.88, p=.0008;
para 10 mg/kg vs. docetaxel, HR 0.61, 95% IC: 0.49-0.75, p< .0001). Asi mismo se
observo una mayor tasa de respuesta (18% versus 18% versus 9%; p=.0005 para 2
mg/kg vs. docetaxel; p= .0002 para 10 mg/kg vs. docetaxel), aunque la diferencia en
SLE no fue significativa (mediana 3.9 vs. 4.0 vs. 4.0 meses; para 2 mg/kg vs.
docetaxel, HR 0.88, 95% IC 0.74-1.05, p=.07; para 10 mg/kg vs. docetaxel, HR 0.79,
95% IC: 0.66-0.94, =.004)(121).

Respecto a Atezolizumab, la expresion de PD-L1 se ha analizado mediante el clon
SP142 por separado en células tumorales (CT’s) y en células inmunes (CI's) en un
estudio en fase 1. La asociacion entre respuesta al farmaco y expresion de PD-L1 en
células inmunes alcanz6 la significacibn estadistica (p=.015), no asi en células
tumorales (p=.920). Al modificar las categorias de expresion en células tumorales e
inmunes (TC3/IC3) del 10% al 50% de las células totales, la tasa de respuesta a
atezolizumab fué del 48% para ambas (122). En el estudio aleatorizado POPLAR (fase
2) (123), comparando tratamiento frente a Docetaxel en pacientes con cancer de
pulmén en 22 linea, Atezolizumab mostré una mayor SG (12.6 vs. 9.7 meses mediana,
HR 0.73 IC 0.53-0.99, p=.04) sin diferencias significativas en SLE ni en tasa de
respuestas (SLE 2.7 vs. 3 meses; Tasa respuesta 15% vs. 15%). Se observo que una
mayor expresion de PD-L1 en células tumorales y células inmunes se asociaba a una
mejor SG, SLE y tasa de respuestas, siendo ambas CT's y CI's factores predictores de
mejor SG. En el estudio en fase 2 FIR (124) de cancer de pulmén localmente
avanzado o metastasico, se dividié en 3 cohortes: pacientes sin metastasis cerebrales
con Atezolizumab como 12 linea, pacientes sin metastasis cerebrales con
Atezolizumab como 22 linea o posterior, y pacientes con metastasis cerebrales con
Atezolizumab como 22 linea o posterior. Una elevada expresion de PD-L1 en CT's y en
Cl's se asoci6 a una mayor tasa de respuesta, mejor SG y SLE. En el trabajo BIRCH
sobre Atezolizumab en cancer de pulmén localmente avanzado o metastasico,
también se dividio a los pacientes en 3 cohortes (Atezolizumab como 12 linea, como 22
linea, como 3?2 linea o posterior), objetivando una mayor tasa de respuesta en los

pacientes con elevada expresion de PD-L1 en todas las cohortes, y una mayor SLE en
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las cohortes de 22 y de mas de 3 lineas de tratamiento (125). Un resultado parecido a
los previos se ha observado en un estudio de 2015, con mejor HR para supervivencia

global con la expresion creciente de PD-L1 (126).

En el caso de Avelumab, se obtuvieron en un estudio en fase 1b una tasa de
respuesta de 13.6%, una SLE mediana de 11.6 semanas y una SG de 8.4 meses. Los
tumores con méas del 1% de CT’'s con expresion de PD-L1 (resultados positivos)

mostraron una mayor tasa de respuesta, SLE y SG (127).

Con Durvalumab, en un estudio en fase I-lIl se observé una tasa de respuesta del
16%, siendo mayor en los tumores con 225% de CT's con expresion de PD-L1
analizada mediante el clon SP263 (resultados positivos) (128).

1.10.6. PD-L1 como bhiomarcador de respuesta a terapi as dirigidas en el
cancer de pulmon

La aprobacion por parte de la FDA y EMA (European Medicines Agency) de
Nivolumab y Pembrolizumab ha acelerado el interés por encontrar un biomarcador que
pueda predecir qué pacientes se beneficiarAn mas de estos tratamientos y evitar la
exposicion innecesaria a otros pacientes y sus posibles efectos secundarios. La
aprobacién de Pembrolizumab se ha realizado mediante un “companion diagnostic”,
que es un ensayo disefiado por una compafia diagnodstica e investigado
conjuntamente con una compafia farmacoldgica en forma de ensayo clinico, y divide
los casos en biomarcador “positivos” o “negativos”, administrando el farmaco solo a los
biomarcador “positivo”. En este caso se ha llevado a cabo con el clon 22C3 de Dako.
Nivolumab en cambio ha sido aprobado con un “complementary diagnostic”, que es un
ensayo que tiene la intencion de servir de guia para el tratamiento pero en el que no
se evalla el tratamiento con ningun farmaco. En este caso se ha llevado a cabo con el
clon 28-8 de Dako. (110)

Frecuentemente se ha utilizado como biomarcador predictivo de respuesta la
expresion de PD-L1, bien en células tumorales o bien en células inmunes efectoras
(112), habiéndose encontrado correlacion con la respuesta clinica tanto en cancer de
pulmén (29% vs. 11%) como en melanoma mestastésico (45% vs. 27%). Resulta
complicado atribuir hoy en dia el papel de biomarcador predictivo a PD-L1, debido al

uso de diferentes plataformas inmunohistoquimicas, anticuerpos, sistemas de
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puntuacion, puntos de corte y diferentes agentes terapéuticos (110), ademas de que
los resultados obtenidos en el andlisis del biomarcador en una muestra no son fiel
reflejo del estado real de la expresion de PD-L1 por los motivos explicados
anteriormente, y el hecho de que se observe respuesta en algunas cohortes negativas
para PD-L1. Asi mismo desconocemos si el grado de expresion del mismo se
correlaciona con la tasa de respuesta y la supervivencia.(117). De hecho se observa
que utilizando el punto de corte de expresion de PD-L1 en 5% (el mas usado) y en 1%,
no hay variacion significativa en la OR en los pacientes tratados, pero si tendencia a

una mayor respuesta cuanta mayor expresion de PD-L1.
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El cancer de pulmon constituye un problema de salud epidémico a nivel mundial,
dado que continta siendo la neoplasia maligna con mayor incidencia, y la que
presenta una mayor mortalidad(2). Esta enfermedad supone un auténtico desafio por
el enorme impacto que presenta en la salud poblacional, su amplia distribucion

geografica y sus elevados costes directos e indirectos derivados de su asistencia.

En las dltimas décadas se han alcanzado grandes logros en la lucha contra el
cancer, y existen ejemplos de neoplasias en las que se han conseguido importantes
avances en la deteccion precoz mediante programas de cribado con impacto sobre la

supervivencia; tal es el caso del cancer colorrectal y el cAncer de mama.

Asi mismo, se han afadido nuevos descriptores a los clasicos del sistema de
estadificacion TNM, como factores morfolégicos tumorales, indices de proliferacion y
marcadores moleculares, que han permitido clasificar de modo més preciso el global
de la enfermedad en subgrupos o categorias segun su prondstico, Yy
consecuentemente una mayor individualizacion en la aproximacion terapéutica
(129,130).

En el cancer de pulmén se han mantenido los descriptores clasicos en la
estadificacion, si bien han sufrido sucesivas modificaciones para tratar de calificar
mejor el pronostico de los pacientes. Por ejemplo, el tamafio tumoral tiene un papel
muy relevante en la estratificacion de los pacientes, asi como la correcta y apurada
estadificacion ganglionar mediastinica (33). Disponemos de descriptores con valor
pronéstico adicionales a los clasicos (invasion linfatica, venosa o perineural, tumor
residual o grado de diferenciacion), que ya se estan incorporando progresivamente a
los algoritmos de decision terapéutica, ademas de otros factores aun en estudio que

también parecen tener valor prondstico o predictor de respuesta.

Asi, la nueva clasificacion del adenocarcinoma del afio 2011 (30), que ya se
incorpor6 a la clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud de 2015 de
"Tumores de Pulmoén, Pleura, Timo y Corazon”, ha permitido definir los grados
histologicos del adenocarcinoma en funcién del subtipo histologico y correlacionar un
peor pronostico en grados mayores. Por otro lado, la expresion de determinadas
mutaciones codificadas por oncogenes han mostrado tener un importante valor

predictivo de respuesta al tratamiento con inhibidores de la tirosin kinasa (TKI's, por
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sus siglas en inglés), de modo que el estudio de mutaciones en el EGFR, KRAS,
reordenamiento ALK e incluso ROS1 se han incorporado a la préactica clinica habitual

para la seleccion de la mejor opcion terapéutica(37).

En los ultimos afios se ha intensificado el estudio sobre el papel que juega el
sistema inmune en la vigilancia antitumoral, asi como la interrelacion entre el mismo y
el cancer de pulmon. Se han descubierto varias vias de control inmune (immune
checkpoints), mediante las cuales el cancer de pulmon trata de burlar la vigilancia de
nuestro sistema inmune, como son la via del CTLA-4 y la del PD-1/PD-L1. A pesar del
caracter reciente de los estudios sobre PD-L1 en céancer de pulmén (principalmente
entre 2014 y 2017), la evidencia acumulada apunta que una sobreexpresion de PD-L1
en las células tumorales se correlaciona con peor prondstico. La explicacion radicaria
en que esta sobreexpresion seria una estrategia de las células neoplasicas para
inactivar la respuesta inmune antitumoral. Asi mismo, el desarrollo de moléculas que
bloguean este PD-L1 o su receptor en las células T inmunes (PD-1) ha conseguido
demostrar mejores resultados que el tratamiento estdndar en cancer de pulmén
avanzado, motivo por el cual la FDA ha aprobado el uso de dos de estas moléculas en

el tratamiento del CPCNP avanzado: Pembrolizumab y Nivolumab(118-120).

El indice de proliferacion Ki-67 se habia estudiado en numerosas neoplasias
malignas, correlacionandose con peor pronéstico una mayor actividad proliferativa. En
CPCNP, los principales estudios apuntan a un peor prondstico en los subtipos
adenocarcinoma, especialmente en estadios iniciales, asociado a peores tasas de

supervivencia global y libre de enfermedad(67—-69).

Todos estos hallazgos nos muestran como la investigacion y el conocimiento
sobre la génesis y el desarrollo del cancer de pulmén son esenciales para determinar
nuevos marcadores prondsticos, que nos permitan estratificar de un modo mas preciso
a los pacientes, asi como determinar nuevos marcadores predictivos de respuesta,
que permitan al paciente acceder a nuevas terapias dirigidas tales como los TKI’'s o los

ICI's (inhibidores de puntos de control inmunes, por sus siglas en inglés).

Esto resulta especialmente relevante en el cancer de pulmén debido a su enorme
impacto en la salud poblacional y los elevados costes derivados del diagndstico y

tratamiento; mas aun cuando, a diferencia de otras neoplasias malignas, la comunidad
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médica no ha conseguido grandes mejoras en la supervivencia por esta enfermedad
en las ultimas décadas.
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3. HIPOTESIS

HIPOTESIS
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A continuacion se exponen las principales hipotesis que corresponden a las

preguntas de investigacion implicitas en los objetivos de este estudio:

1. En estadios iniciales de cancer de pulmén de célula no pequena (CPCNP)
sin afectacion ganglionar (NO), sometidos a reseccién quirdrgica con
intencion curativa sin tratamiento neoadyuvante, un indice proliferativo alto
medido mediante Ki-67 no se correlaciona con un peor prondstico evaluado

mediante la supervivencia libre de enfermedad y la supervivencia global.

2. En estadios iniciales de cancer de pulmén de célula no pequefia (CPCNP)
sin afectacion ganglionar (NO), sometidos a reseccién quirdrgica con
intencion curativa sin tratamiento neoadyuvante, la sobreexpresion de PD-
L1 en las células tumorales no se correlaciona con un peor prondstico

evaluado mediante la supervivencia libre de y la supervivencia global.

3. No existe asociacion entre la expresion del indice de proliferacion Ki-67 y

otras variables clinicas y patoldgicas.

4. No existe asociacion entre la expresion de PD-L1 en células tumorales y

otras variables clinicas y patolégicas.
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El objetivo general de esta Tesis Doctoral es analizar retrospectivamente una
cohorte de pacientes con CPCNP en estadio inicial (I-1l), sin afectacion ganglionar
(NO), intervenidos entre 2003 y 2011 con intencion curativa, y sin tratamiento
neoadyuvante previo, para determinar si existen categorias prondsticas en funcion de

parametros no incluidos en el sistema de estadificacion TNM para cancer de pulmon.

Los objetivos especificos son los siguientes:

1.1. Determinar si el indice proliferativo Ki-67 se correlaciona con la supervivencia

libre de enfermedad y global.

1.2. Determinar si la sobreexpresion de PD-L1 en células tumorales se

correlaciona con la supervivencia libre de enfermedad y global.

1.3. Analizar la relacion entre el indice proliferativo Ki-67 con variables clinicas y

anatomopatologicas.

1.4. Analizar la relacién entre la expresion de PD-L1 con variables clinicas y

anatomopatoldgicas.
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5.1. DISENO DEL ESTUDIO

5.1.1.Tipo de estudio

Para el desarrollo de los objetivos se ha realizado un estudio unicéntrico

observacional retrospectivo.
5.1.2.Ambito de estudio

El Servicio de Cirugia Toracica del Hospital General Universitario de Alicante
(HGUA) ha sido tradicionalmente el servicio de referencia de la provincia de Alicante
para la patologia relativa a dicha especialidad, la cual incluye el tratamiento quirdrgico
del cancer de pulmén. Durante la mayor parte de los afios en los que se intervino a los
pacientes de este estudio, presto servicio a todos los Departamentos de Salud de la
provincia. Desde los afios 2006 a 2010 (inauguracion de los hospitales bajo el modelo
de concesion administrativa), continta siendo referente y atendiendo a los pacientes
de los Departamentos de Alcoy (15), Marina Baixa (16), Alicante - Sant Joan (17), Elda
(18), Alicante - Hospital General (19), Elche — Hospital General (20) y Orihuela (21).
La poblacion adscrita al Hospital General Universitario de Alicante segun datos del SIP
de 2012 es de 268.343 personas, si bien a esta poblacion habria que afiadir los
pacientes referidos por otros departamentos de la provincia al ser referencia provincial,
con lo que el numero alcanzaria los 1.943.910 potenciales pacientes El servicio esta
formado en la actualidad por 6 cirujanos toracicos de plantilla a tiempo completo (1 jefe
de servicio, 1 jefe de seccion, 4 facultativos especialistas) y 2 médicos internos
residentes (MIR), si bien la plantilla del mismo ha oscilado entre 3 y 5 cirujanos
toracicos durante los afios en los que se intervino a los pacientes incluidos en este
proyecto. Dispone de 29 camas de hospitalizacion, asi como de una Unidad de
Cuidados Intermedios con 6 camas, y una Unidad de Reanimacién con 12 camas para

los pacientes intervenidos hospitalizados.
5.1.3.Poblacion de estudio

La poblacion de este estudio la constituyen los pacientes atendidos de forma
consecutiva en el citado servicio de Cirugia Toracica del Hospital General Universitario

de Alicante que cumplieran los siguientes criterios de inclusiéon y ninguno de exclusion:
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5.1.3.1. Criterios de inclusion:

= Pacientes con diagnostico de carcinoma pulmonar primario confirmado
histologicamente tras intervencion quirtrgica, en estadio inicial (I-11), sin
afectacion ganglionar clinica en estudio preoperatorio ni patolégica
postoperatoria (cNO, pNO), ni afectacion metastésica a distancia (cM0, pMO)
segun la 72 Edicion del TNM de la IASLC (32), vigente durante el periodo de
intervencion de los pacientes.

= Pacientes intervenidos en el HGUA entre enero de 2003 y diciembre de 2011
mediante reseccion pulmonar anatomica (lobectomia, bilobectomia,
neumonectomia, segmentectomia anatémica) o reseccion no anatomica en
cufia en casos de intolerancia funcional a cirugia de reseccion anatomica. Los
casos se acomparfaron de muestreo ganglionar / diseccion ganglionar reglada
hiliomediastinica segun recomendaciones de la IASLC/UICC (32).

= Disponibilidad de tejido parafinado necesario para el andlisis procedente de la
intervencion quirdrgica (se solicitd informe de disponibilidad de muestras al
Biobanco del HGUA).

= Los tipos histologicos incluidos siguiendo la clasificacion de la OMS de 2004
(131), son:

0 Adenocarcinoma

o Carcinoma Escamoso

o Carcinoma de célula grande
o Carcinoma adenoescamoso

= Tiempo de seguimiento postoperatorio superior a 24 meses salvo fallecimiento
previo a esta fecha.

5.1.3.2. Criterios de exclusion:

= Pacientes menores de 18 afios de edad.
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= Tratamiento oncoldgico no quirdrgico neoadyuvante preoperatorio o adyuvante
postoperatorio  (quimioterapia, radioterapia, inmunoterapia, terapias

biologicas).

= Carcinoma pulmonar tipificado como otros subtipo histologico diferente a los

referidos durante el estudio patologico.

= Fallecimiento en los 30 dias posteriores a la intervencion por complicaciones

postoperatorias.

Imposibilidad de obtener datos en las revisiones postoperatorias en Consultas

Externas.
5.1.4.Fuentes de datos

Los datos de la cohorte del estudio se obtuvieron tras solicitar el permiso
pertinente a través del registro anual en papel de pacientes atendidos (intervenidos y
no intervenidos) en el Servicio de Cirugia Toracica del HGUA, disponible en el Archivo
General del centro, en el que figuran todos los informes de alta. Una vez identificados
todos los pacientes intervenidos durante los afios incluidos en el estudio, se comprobo
que los pacientes cumplieran todos los criterios de inclusién y ninguno de exclusion
mediante la base de datos del Servicio de Anatomia Patologica del HGUA (PatWin®),
a través del nimero de historia clinica hospitalario de los pacientes (NHC). En dicha
base se recogian datos béasicos de filiacidn, algunas variables clinicas y datos relativos
a parametros del estudio patolégico de las muestras. Dichos datos fueron
incorporados a una base de datos en formato Microsoft Access® propia para este
estudio, en la que se asign6 un namero de filiacion para cada caso con la finalidad de
poder eliminar datos identificativos de los pacientes y realizar el estudio de manera

anonimizada.

A continuacién se completaron los datos relativos a las variables clinicas mediante
la revisién de la Historia Clinica de los pacientes a través de los sistemas informéticos
disponibles en el HGUA (sistema de informacion ambulatoria- SIA.REAL.exe 2.0; Alta
Hospitalaria- MIZAR v.julio 2015; ORION.Clinic v.noviembre 2016), asi como la historia
clinica en formato papel de cada paciente. El proceso de revision de las variables
clinicas se ha llevado a cabo sistematicamente desde el inicio del estudio 1 vez al afio,

hasta finalizar el 31 de Julio de 2016 para disminuir la posibilidad de errores y
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actualizar los datos. A través de dichas variables clinicas se obtuvieron los datos
relativos a las variables de resultado (supervivencia global, supervivencia libre de

enfermedad).

Cada paciente ha sido incluido una sola vez, aunque existiera una biopsia anterior
0 posterior con diagnodstico de carcinoma pulmonar, bien sea por un segundo tumor

primario o una recaida del previo.

La fecha de la dltima revisidn de la historia clinica de los pacientes ha sido el 31
de Julio de 2016, salvo en los casos en los que se produjo previamente el fallecimiento
posterior a los 30 dias de la intervencion, o la pérdida de seguimiento pasados los 24
meses minimos.

5.1.5.Tamafo muestral y tipo de muestreo

En relacion a la seleccion de la muestra, se incluyeron todos aquellos pacientes
que cumplieron todos los criterios de inclusién y ninguno de exclusion, de forma
consecutiva, no aleatoria, en base a la fecha de cirugia, sin aplicar ningun
procedimiento de muestreo. El reclutamiento de los pacientes se llevo a cabo entre
Abril de 2013 y Julio de 2016. El inicio del periodo de estudio se remonta a 2003
debido a que es el primer afio a partir del cual se dispone de un archivo fidedigno con
toda la informacion clinica relevante en el Servicio de Cirugia Toracica del HGUA. El
fin del periodo es 2011 debido a la voluntad de disponer de al menos 5 afios de
seguimiento desde la ultima fecha de intervencion. Con ello, la muestra definitiva esta
constituida por 170 pacientes que fueron los que cumplian los criterios de inclusion y
ninguno de exclusion durante el periodo entre enero de 2003 y diciembre de 2011,

periodo objeto del estudio.

5.2. VARIABLES A ESTUDIO

Las siguientes variables por categorias fueron recogidas en los pacientes del

estudio:

5.2.1. Variables de identificacion y clinicas  (se han definido en base a las
especificaciones del protocolo de recogida de datos para la inclusion de pacientes en

la base de datos de la STS, “STS General Thoracic Surgery Database Data

ANALISIS DE FACTORES PRONOSTICOS EN ESTADIOS INICIALES DE CANCER DE PULMON RESECADOS:

KI-67 Y PD-L1



METODOLOGIA

Specifications Version 2.3"(132).

* Numero de filiacibn: Numero Unico consecutivo cronoldgico (de 1 a 170)
asignado a cada paciente, siendo el sujeto 1 el primer paciente intervenido
durante el periodo del estudio, y el sujeto 170 el ultimo paciente intervenido
durante dicho periodo. Estos codigos permanecen anonimizados con el fin de no

poder identificar a ningun paciente del estudio.

Edad en el momento de la intervencion: indica la edad del paciente expresada
en afios en el momento de la intervencion, calculada desde su fecha de

nacimiento hasta la fecha de la cirugia.

Sexo: indica el sexo del paciente al nacimiento, hombre o mujer.

Intensidad de habito tabaquico: indica la exposicién de primera mano al tabaco,
expresada en afios/paquete (Se calcula multiplicando el nUmero de paquetes de
cigarrillos fumados al dia por el nimero de afios en que la persona ha
fumado)(133). Posteriormente para el analisis de datos se categorizd el habito
tabaquico en tres categorias: nunca fumador o fumador leve (entre 0 y 15
afos/paquete), fumador moderado (entre 16 y 30 afios/paquete) y fumador

severo (por encima de 30 afos/paquete).

Fecha de la cirugia: Indica la fecha de la cirugia de reseccion pulmonar,

expresada como dia/mes/afio.

Tipo de cirugia: expresa el tipo de reseccion quirdrgica realizada (lobectomia,
bilobectomia, segmentectomia anatémica, neumonectomia o resecciébn no

anatémica en cufia).

Lado: Indica cudl de los dos pulmones ha sido sometido a la cirugia (derecho,

izquierdo).

Lébulo: Indica la localizacion anatémica del tumor segun I6bulos pulmonares
(I6bulo superior derecho, I6bulo medio, I6bulo inferior derecho, lI6bulo superior

izquierdo, l6bulo inferior izquierdo).
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* Fecha de ultimo seguimiento: Indica la fecha de la ultima revision realizada al
paciente expresada como dia/mes/afio, y es equivalente a la de fallecimiento en

caso de que éste se haya producido.

5.2.2.Variables morfoldgicas clasicas
» Tamafo tumoral: indica el tamafio del componente invasivo expresado en

centimetros valorado mediante microscopia Optica.

« Tipo histoldgico: Indica el tipo histolégico segun la clasificacion de la OMS de
2015 (29). Para ello se recuperaron las preparaciones tefiidas con H&E
correspondientes a cada caso procedentes de la pieza quirdrgica, y se
seleccionaron aquellos con presencia de tumor. De cada caso se revisaron 4
preparaciones histolégicas por dos patélogos de manera independiente,
mediante microscopia Optica. En caso de discordancia con el diagndstico previo,
se recuperaron la totalidad de las preparaciones y se realiz6 una nueva revision
del mismo. Las categoria fueron: adenocarcinoma, carcinoma escamoso,

carcinoma de célula grande y carcinoma adenoescamoso.

* Invasion pleural: Indica la afectacion o no de la pleura visceral mediante
valoracion con H&E. En casos dudosos, se emplearon técnicas histoquimicas

(orceina de Van Gieson).

* Grado nuclear: evaluacion del tamafio y forma del nucleo en las células

tumorales, y se categoriza en grado bajo, intermedio o alto (Tabla 7).

« Grado histoldgico: indica el grado de diferenciacion de los subtipos con
componente adenocarcinoma, basado en caracteristicas arquitecturales (Tabla
8).
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Tabla 7. Clasificacién segun el grado nuclear.

Grado

(Bajo)

Caracteristicas nucleares

Nucleos con tamarfio uniforme, con
nucleolos uniformes y baja actividad
mitotica

2
(Intermedio)

Mayor pleomorfismo nuclear y
anisonucleosis

(Alto)

Gran pleomorfismo nuclear y
nucléolos gigantes

Tabla 8. Clasificacion de los adenocarcinomas segun grado de diferenciacién por

tipos histolégicos (30).

Diferenciacion

Patrén de crecimiento

1 Bien diferenciado ACA in-situ(*), minimamente invasivo (*)
0 predominantemente lepidico.
2 Moderadamente Acinar o papilar.
diferenciado
3 Mal diferenciado Sélido o micropapilar.

(*) Excluidos del estudio; ACA: adenocarcinoma
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* Numero total de ganglios: indica el numero de ganglios resecados durante el
muestreo ganglionar / diseccién ganglionar reglada hiliomediastinica.

» Estadio patoldgico: indica la estadificacién patoldgica postoperatoria de cada uno
de los pacientes de acuerdo con los criterios de la 72 edicion TNM(32). Se
incluyeron los estadios desde IA hasta IIB, para su posterior categorizacion de

cara al andlisis.(Tabla 9)

Tabla 9: Estadio patoldgico segun la 72 Edicion TNM(32).

Estadio T N M
1A | Tla NO | MO
T1lb NO MO
1B T2a NO MO
A Tla N1 MO
Tlb N1 MO
T2a N1 MO
T2b NO MO
1B T2b N1 MO
T3 NO MO

5.2.3.Variables inmunohistoquimicas

* PD-L1 (programmed death-ligand 1): indica el porcentaje de células tumorales
de las muestras parafinadas del cancer de pulmon con expresion de la proteina
PD-L1 evaluada mediante el kit PD-L1 IHC22C3 pharmDx que incluye el
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anticuerpo monoclonal murino anti PD-L1 22C3 (Dako-Agilent) (Tabla 10).

* Actividad proliferativa (Ki-67): indica la actividad proliferativa valorada con
técnicas de IHQ cuantificando el porcentaje de células tumorales no quiescentes
de las muestras parafinadas del cancer de pulmén con expresion de Ki-67

valorada mediante el anticuerpo monoclonal MIB1. (Tabla 10)

Tabla 10: Anticuerpos utilizados para técnicas de IHQ.

Anticuerpo Fabricante Dilucién

Anti PD -L1 22C3 Dako-Agilent Prediluido

Monoclonal murino

Ki-67 MIB1 Dako 1:50

Monoclonal murino

5.2.4.Variables de resultado

» Tiempo de seguimiento: indica el nimero de meses transcurridos entre la cirugia
y la dltima revision (en los casos de no fallecimiento ni pérdida de seguimiento),
entre la cirugia y el fallecimiento (en los casos de fallecimiento), o entre la cirugia
y la ultima fecha con seguimiento (en los casos de pérdida de seguimiento
superior a 24 meses sin fallecimiento). Se calcula mediante métodos
estadisticos.

* Recaida: Indica si ha existido recaida del carcinoma pulmonar intervenido, bien
sea local, ganglionar, pleural, a distancia o alguna combinacion de las mismas
(si, no). Se determina en la fecha del ultimo seguimiento para conocer el status

del paciente.
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* Fecha de la recaida: en los casos de recaida, indica la fecha de la misma

expresada como dia/mes/afio.

* Tipo de recaida: especificando por categorias la localizacion de la misma (local,

ganglionar, pleural, a distancia o alguna combinacién de las mismas).

« Exitus: Indica si ha existido fallecimiento posterior a la cirugia durante el periodo
de seguimiento, y se valora en la fecha del Ultimo seguimiento (vivo, exitus).
Dado que se ha realizado estricto analisis del seguimiento de los pacientes,
mediante la supervivencia libre de enfermedad y la supervivencia global pueden
estimarse también los exitus por la enfermedad, y aquellos por otras causas. Se
determina en la fecha del dltimo seguimiento para conocer el status del paciente.

* Fecha exitus: fecha de fallecimiento del paciente expresada como dia/mes/ afio.

* Supervivencia libre de enfermedad (SLE): Indica el tiempo expresado en meses
que transcurre desde el tratamiento quirdrgico del cancer hasta la recaida en los
casos de recaida positiva, o bien el tiempo expresado en meses desde la cirugia
hasta la fecha del ultimo seguimiento o éxitus por cualquier causa en los casos

de recaida negativa.

 Supervivencia global (SG): Indica el tiempo expresado en meses que transcurre
desde el tratamiento quirdrgico del cancer hasta la fecha del exitus en los casos
de fallecimiento, o hasta la fecha del dltimo seguimiento en los casos de no

fallecimiento.

5.3. CONSTRUCCION DE LAS MATRICES DE TEJIDO (TMA'S)

Una vez realizada la valoraciéon y clasificacion morfologica de los casos del
estudio, un patdlogo identifico sobre las preparaciones tefiidas con H&E un &rea con
representatividad tumoral. Posteriormente, cada zona seleccionada se identifico en el
bloque de parafina correspondiente y entonces se construyeron las matrices de tejido

(TMAs, por sus siglas en inglés, Tissue Microarrays) (Figura 13).
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Figura 13. Construccion de TMA's.
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Construccion de TMAs. Tras la seleccion de un area representativa en H&E, se procede a
extraer dos cilindros de tejido parafinado (A) y construir los TMA, cada uno con 20 casos mas

dos controles (B). Cada TMA seré luego tefiido con los diferentes anticuerpos.

Se elabor6 una tabla de datos Microsoft Excel® para cada TMA con el nimero
identificativo de cada caso para la anotacion del resultado de cada anticuerpo en cada

caso.

Para la construccién de los TMA'’s, se tomaron dos cilindros de tejido parafinado
de cada tumor, de 1 mm de didmetro cada uno, que fueron llevados a un bloque
receptor utlizando un equipo de construccion de matrices de tejido (Beecher
instruments). Cada bloque incluyé un total de 20 casos (2 cilindros por caso) mas 2

controles. Se construyeron un total de 8 blogues de matrices.

Posteriormente se realizaron secciones de 4 micrometros de espesor a cada
blogue de TMA que fueron tefiidas en el plazo de 24 - 48 horas para evitar pérdidas de

inmunoreactividad.

La principal ventaja que aportan los TMA's es que permiten analizar de manera
simultdnea aproximadamente 40 casos (2 cilindros por cada caso mas controles),
minimizando el nimero de secciones y los costes derivados del uso de reactivos, por
lo que ademas proporcionan una reaccion inmunohistoquimica uniforme para todos los

casos incluidos.
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5.4. TECNICAS INMUNOHISTOQUIMICAS

5.4.1.Aplicacion de la IHQ

La aplicacion de las técnicas inmunohistoquimicas se llevé a cabo sobre los cortes
de los TMA's elaborados previamente, de forma automatizada con equipo Autostainer
Link48 (Dako), con sistema de visualizacion de alta sensibilidad Envision® (Dako). Se
utilizé el panel de anticuerpos mencionado en la tabla 8 (apartado 1.2.3. Variables
inmunohistoquimicas). Para la correcta optimizacion de los anticuerpos se utilizaron

controles positivos y negativos segun bases de datos de expresion tisular.

Los cortes de tejido fueron sometidos a proceso de desparafinacion mediante
incubacion en xilol y rehidratacion mediante soluciones descendentes de etanol y
agua. La recuperacion antigénica se realizo con el equipo PT-Link tratando las
secciones con “target retrieval solution Envision Flex”, con pH alto (9,0). Los
anticuerpos primarios fueron incubados en el Autostainer durante tiempos que

oscilaron entre 20 y 30 minutos, dependiendo del ajuste de los anticuerpos.
5.4.2.Valoracioén de las técnicas de IHQ

La valoracion de los anticuerpos empleados en las técnicas de IHQ se realizé por
dos observadores de forma independiente en microscopio 6ptico de multiobservacion,
cuantificando la totalidad de las células incluidas en la seccion del cilindro (superficie

0,785 mm? por seccion).

También se incluyeron cortes de tejido segun instrucciones del fabricante y

literatura, como controles positivos para cada anticuerpo (Tabla 11).
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Tabla 11: Controles positivos anticuerpos IHQ.

Ki-67 Amigdala Tincion nuclear
especialmente en centros
germinales y capa basal del

epitelio

PD-L1 Amigdala Tincién importante en epitelio
de la cripta y débil-moderada
en los macréfagos foliculares
de los centros germinales
(Figura 14)

Figura 14. Control expresion PD-L1 en amigdala.

en el epitelio de las criptas de la amigdala.

5.4.2.1. Valoracion de marcadores de proliferacion celular

La valoracion del marcador de proliferacion celular Ki 67 se realiz6 en TMAs en al
menos 400 nucleos (cada cilindro de TMA tiene unas 300 a 1000 células), evitando
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analizar exclusivamente areas de elevada concentracion de células positivas.

Como ya se ha sefialado en la introduccion, los principales puntos de corte para
determinar un resultado como positivo oscilan entre 25 y 30%, con variaciones en la
literatura (66). Algunos trabajon utilizan la mediana como valor discriminatorio. Ante la
falta de consenso sobre un punto de corte 6ptimo de Ki67 para la valoracion de
CPCNP, se determind la mediana (mediana 30), por lo que se considerd positivo
cualquier resultado por encima de la misma para el andlisis estadistico, si bien se
utilizaron otros puntos de corte basados en la literatura como 5%, 10%, 20%, 25% y
40% para determinar aquellos que presentaron una mayor capacidad discriminatoria.

La Figura 15 muestra diferentes grados de expresion de Ki-67.

Figura 15. Ejemplos de tincion de Ki-67.
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A: Adenocarcinoma con baja expresion de Ki-67. B: Adenocarcinoma con expresion intermedia

de Ki-67. C: Adenocarcinoma con expresion alta de Ki-67.

5.4.2.2. Valoracién de expresiéon de PD-L1

La valoracion de la expresion de PD-L1 se realizd6 en TMAs seleccionando areas
con representatividad tumoral y empleando el anticuerpo monoclonal murino clon

22C3 de Dako, valorando tincién de membrana en células tumorales.

Se evaluaron las secciones tefiidas con H&E para determinar la presencia de al
menos 100 células tumorales viables. La tincion de membrana celular se clasifico en

grados (Figura 16): ausente (0), débil (1+), moderada (2+), y fuerte (3+).

Se utilizaron controles positivos (270% de células con tincion moderada-fuerte) y
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negativos (mayoria de células con tincién ausente).

Figura 16. Ejemplos de tinciéon de PD-L1.

A

A y B: Muestra con tincién negativa para PD-L1 en células tumorales, con
expresion aislada en algunas células inmunes (macréfagos). C y D: Muestra
con tincion moderada (2+) en un porcentaje alto de las células tumorales. E y F:
Muestra con tincion fuerte (3+) en la practica totalidad del tumor, que respeta el

estroma.

La evaluacién la realizaron dos patologos, utilizando planillas con celdas

numeradas que representaban la estructura de cada TMA con dos muestras para cada

tumor, anotando en cada celda el porcentaje de células tumorales con expresion de
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membrana de PD-L1 asi como el grado de intensidad. Es esencial evitar la confusion
con la tincion de PD-L1 en otras células inmunes o macréfagos, asi como la tincion

citoplasmica (Figura 17).

Figura 17. Tincion de PD-L1 en células inmunes (macréfagos).

* Tincion de PD-L1 en célula inmune (macrofago) en
ausencia de tincion en células tumorales y del
estroma.

Segun las instrucciones del fabricante, se clasifico las tinciones como:

* No expresion de PD-L1: TPS (“tumor proportion score”) <1%. Esto significa que
menos del 1% de las células tumorales expresa PD-L1 con cualquier

intensidad determinado por su tincion en membrana celular.

» Baja expresion de PD-L1: TPS (“tumor proportion score”) 1-49%. Esto significa
que entre el 1-49% de las células tumorales expresa PD-L1 con cualquier

intensidad determinado por su tincion en membrana celular.

» Alta expresion de PD-L1: TPS (“tumor proportion score”) 250%. Esto significa
que al menos el 50% de las células tumorales expresa PD-L1 con cualquier

intensidad determinado por su tincion en membrana celular.

Estas instrucciones del fabricante estan basadas en los estudios que avalan el
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tratamiento con Keytruda (Pembrolizumab) en los casos con TPS 250%. Dado que
este estudio no tiene la finalidad de determinar aquellos casos subsidiarios de recibir
tratamiento con ningun agente anti PD-L1, y basandonos en la literatura en la que se
han establecido numerosos puntos de corte de expresion de PD-L1, utilizamos tres
puntos de corte para el analisis estadistico y determinar la mejor capacidad

discriminatoria:

* TPS 1%: al menos = 1% de las células tumorales expresa PD-L1 determinado
por su tincibn en membrana celular. Este punto de corte pretende considerar
todos aquellos casos con tincion por débil que sea en un porcentaje superior al
1% para evitar el denominado “ruido” de la posible tincién de células inmunes o

tincion citoplasmica.

* TPS 5%: al menos = 5% de las células tumorales expresa PD-L1 determinado
por su tincion en membrana celular. Este punto de corte es uno de los mas
empleados en la literatura cuando se evalla la expresion de PD-L1 en cancer

de pulmon.

e TPS 50%: al menos = 50% de las células tumorales expresa PD-L1
determinado por su tincion en membrana celular. Este punto de corte pretende
determinar aquellos casos con expresion de membrana clara potencialmente

subsidiarios de terapias anti PD-L1.

5.5. ANALISIS DE DATOS

5.5.1.Estudio descriptivo

Primero se han descrito los pacientes incluidos en el estudio. La evaluacion de la
distribucion de datos se realiz6 con la prueba de Kolmogorov-Smirnov, de modo que
para las variables cuantitativas con distribucion normal se emple6 la media y
desviacion estandar, mientras que para las que no presentaron distribucion normal se
empleé la mediana y los percentiles 25 y 75 (P25 — P75). Para las variables

cualitativas se utilizo la frecuencia absoluta y relativa en porcentajes.

ANALISIS DE FACTORES PRONOSTICOS EN ESTADIOS INICIALES DE CANCER DE PULMON RESECADOS:

KI-67 Y PD-L1



METODOLOGIA

5.5.2.Estudio de asociacion

A continuacion se ha estudiado la existencia de asociacion entre las variables
clinico-patoldgicas y las variables inmunohistoquimicas a estudio (PD-L1 y Ki-67). En
el caso de la correlacién entre variables cualitativas se midié la asociacion mediante la
prueba del Chi cuadrado (para variables cualitativas con numero de categorias
diferentes) o la prueba exacta de Fisher en caso de datos reducidos en las Tablas de
contingencia (para variables cualitativas categoricas 2x2). Para cuantificar la magnitud
de la asociacion se ha calculado la Odds Ratio (OR) con sus intervalos de confianza al
95% (IC95%). En el caso de las correlaciones entre variables cualitativas y
cuantitativas se midi6 la asociacion mediante la prueba T-Student o de la U de Mann-
Whitney segun si la variable ha seguido una distribucion paramétrica o no, y la prueba
ANOVA o H de Kruskal-Wallis si la variable cualitativa tenia mas de dos categorias
para pruebas paramétricas 0 no paramétricas respectivamente. En el caso de la
correlacion entre variables cuantitativas se utilizé la correlacion bivariada de Pearson
si las variables presentaran una distribucion normal o paramétrica, y el contraste Rho
de Spearman si la distribucién fuera no paramétrica y/o las variables estudiadas son

ordinales.
5.5.3.Estudio de supervivencia

Para el andlisis univariante de supervivencia se aplicé el método Kaplan-Meier. El
cociente de riesgos instantaneos (“Hazard ratio”) y el intervalo de confianza (95%) se
obtuvo mediante el analisis de regresion de Cox. Las curvas de supervivencia se
compararon con la prueba de rangos logaritmicos (Log rank). Para el analisis
multivariante se aplic6 el modelo de regresion de Cox con las variables que

presentaron en el analisis univariante una p<0,2.

Para el contraste de las hipétesis descritas anteriormente se utiliz6 como valor de

significacion una p<0.05.

El andlisis de datos se realiz6 con el paquete estadistico IBM-SPSS para Windows
v23.
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5.6. MEDIOS Y FINANCIACION

El grupo de estudio de tumores pulmonares del HGUA forma parte del Instituto de
Investigacién Sanitaria y Biomédica de Alicante (ISABIAL) y ha recibido financiacion de
la Fundacion para la Investigacion Biomédica del HGUA (posteriormente adscrita a
Fisabio y actualmente parte de ISABIAL) dentro del proyecto UGP-14-301 “Uso de
fosfohistona H3 como marcador especifico de mitosis en cancer de pulmén” (Tabla
10). Los casos analizados en este estudio constituyen parte de la coleccion de

tumores pulmonares del grupo de estudio de cancer de pulmén del HGUA.

Este trabajo ha sido en parte financiado por el proyecto UGP-14-301. La
determinacion incluida especificamente para esta tesis doctoral (PD-L1) requirié un
corte de tejido parafinado de los TMAs disponibles del proyecto previo. El coste de la
realizacion de esta tinciobn inmunohistoquimica ha sido financiado por la Bolsa de

Anatomia Patolégica, asi como los gastos de gestiéon del Biobanco (Tabla 12).

Tabla 12. Gastos asociados al proyecto.

Descripcién del gasto Importe bruto
Gastos derivados del proyecto UGP -14-301 “Uso de fosfohistona
P . ! o 1235,41 €

H3 como marcador especifico de mitosis en cancer de pulmén
Prestacion de Servicios de Anatomia Patolégica para tincién 236.78 €
inmunohistoquimica de PD-L1 de 9 TMAs '
Material fungible:
Anticuerpos (22C3 Dako) Donaci6n

i . o Donacion
Sistema de deteccion (EnVision Flex, Dako)
Gastos gestion Biobanco (9 cortes 5 micras) 27 €
Gastos por andlisis estadistico 190€
Total 1689,19 €

*TEAP: Técnico de Anatomia Patologica; TMA’s: Tissue microarrays
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El andlisis inmunohistoquimico se realizé en el seno del Servicio de Patologia del
HGUA, que dispone del equipamiento e infraestructura necesaria: Tissue micro-
arrayer, microtomos, inmunotefiidores automaticos, equipos de microscopia

multiobservacion y digitalizacion de imagen.

5.7. ASPECTOS ETICOS

Este proyecto de investigacion ha sido valorado y autorizado por el Instituto de
Investigacién Sanitaria y Biomédica de Alicante (ISABIAL) en el Hospital General
Universitario de Alicante. La investigacion se ha llevado a cabo bajo el compromiso del
cumplimiento de las normas éticas de investigacién y de los requerimientos legales
imprescindibles para poder realizar este tipo de estudios. Asimismo se ha respetado
en todo momento la normativa vigente que garantiza la confidencialidad de los datos
de caracter personal y su tratamiento automatizado de acuerdo a la legislacion vigente
sobre proteccion de datos de caracter personal (Ley Organica 15/99, de 13 de
diciembre, de Proteccion de Datos de Caracter Personal), el Real Decreto 944/1999,
de 11 de junio, por el que se aprueba el Reglamento de medidas de seguridad de los
ficheros automatizados que contengan datos de caracter personal, asi como toda la
normativa aplicable a esta materia. Se ha tenido especial cuidado en el cumplimiento
de los siguientes aspectos éticos: confidencialidad de los datos obtenidos en el
estudio; almacenaje y mantenimiento de los datos recogidos, debidamente disociados,
en lugar seguro impidiendo que ninguna otra persona vinculada a la investigacion
pueda hacer uso de los mismos e inocuidad de los resultados del estudio para todos
los pacientes incluidos en la investigacion.

Ademas, cabe resaltar que se trata de un estudio observacional retrospectivo en
el que no se ha llevado a cabo ninguna intervencion sobre los pacientes, habiéndose
empleado muestras de los tumores conservadas en el Biobanco del Hospital General

Universitario de Alicante.
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6. RESULTADOS
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6.1. DESCRIPCION DE LA MUESTRA

6.1.1.Variables clinico-patoldgicas
La tabla 13 muestra las principales caracteristicas clinico-patolégicas de los 170

pacientes incluidos en el estudio.

Tabla 13. Caracteristicas clinico-patolégicas de los 170 pacientes incluidos en el estudio.

Variable Descripcion
Edad (afos); mediana (P25 -P75) 66.5 (60.75-73.25)
<65 (N,%) 67 (39.5)
65-74 (N,%) 64 (37.6)
275 (N,%) 39 (22.9)

Sexo; N(%)

Hombre 135 (70.4)
Mujer 35 (20.6)
Tabaquismo; N (%) 150 (88.2)
Habito tabaquico (a/paq); mediana (P25-P75) 49 (35 - 60)
5-15 a/paq; N(%) 10 (5.8)
16-30 a/paq; N(%) 21 (12.4)
>30 a/pag; N(%) 119 (70)

Lado; N (%)
Derecho 81 (47.6)

Izquierdo 89 (52.4)

Lébulo; N (%)

LSD 52 (30.6)
LM 11 (6.5)
LID 20 (11.8)
LSl 54 (31.8)
LIl 33 (19.4)

Tipo de reseccion; N (%)

Lobectomia 138 (81.2)
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Bilobectomia
Segmentectomia anatémica
Neumonectomia
Reseccion en cufia (wedge)
Tipo histologico; N (%)
Adenocarcinoma
Carcinoma escamoso
Carcinoma de célula grande
Adenoescamoso
Tamanfo (cm); mediana (P25 - P75)
Grado nuclear ; N(%)
1 - bajo
2 - intermedio

3 - alto

Grado histolégico; N (%)(adenocarcinoma)
1 - lepidico
2 - acinar, papilar
3 — solido, micropapilar
Invasion pleura visceral; N (%)
Ganglios totales (n); mediana (P25 -P75)
Estadio TNM; N(%)
1A
1B
1A
1B

Tiempo de seguimiento (meses); mediana
[rango]

RESULTADOS

7(4.1)
6 (3.5)
11 (6.5)

8(4.7)

96 (56.5)

58 (34.1)
12 (7.1)
4 (2.4)

3.05 (2.00 — 4.72)

28 (16.5)
78 (45.9)

64 (37.6)

18 (10.6)
43 (25.3)
35 (20.6)
30 (17.6)

8 (5-13)

86 (50.6)

53 (31.2)

30 (17.6)
1(0.6)

64.2 [0.8-163.4]

P25: percentil 25; P75: percentil 75; a/paq: afios/paquete; LSD: Iébulo superior derecho; LM: I6bulo medio;

LID: l6bulo inferior derecho; LSI: 16bulo superior izquierdo; LII: 16bulo inferior izquierdo.

Se incluyeron pacientes intervenidos desde el 1 de enero de 2003 hasta el 31 de
diciembre de 2011, con una media de 18.9 casos por afo (IC95% 11.81 — 25.95), y un

ANALISIS DE FACTORES PRONOSTICOS EN ESTADIOS INICIALES DE CANCER DE PULMON RESECADOS:

KI-67 Y PD-L1



RESULTADOS

minimo de 9 casos en 2007 y un méaximo de 39 casos en 2010, con una tendencia

creciente en el nUmero anual de casos (Figura 18).

Figura 18. Distribucion de los casos por afio de la intervencion.
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La mediana de edad ha sido de 66 afios, con una edad minima de 44 afios y una
edad maxima de 85 afos. El 39.4% de los pacientes fueron menores de 65 afos, el
37.6% tenian una edad entre 65 y 74 afios, y el 22.9% tenian 75 o mas afnos. El 70.4%

de los pacientes eran de sexo masculino (Tabla 13).

En relacion al habito tabaquico, 150 pacientes presentaban antecedente tabaquico
(88.2%), siendo un 70% de los pacientes de la muestra fumador severo (>30
afios/paquete), un 12.4% fumadores moderados (15-30 afos/paquete) y un 5.9%
fumadores leves (5-15 afos/paquete)(Figura 19). La mediana de intensidad del habito
tabaquico de los fumadores o exfumadores fue de 49 afios/paquete (P25-P75: 35-60
afos/paquete)(Tabla 13).
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Figura 19. Intensidad del habito tabaquico.
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El 52.4% de los casos estaban localizados en el pulmén izquierdo. Se observo
predominio de ambos I6bulos superiores (LSD 30.6% y LS| 31.8%)(Figura 20).

El tipo de reseccién predominante fue la lobectomia en el 81.2% de los casos, con
un 4.1% de bilobectomias, 3.5% de segmentectomias anatomicas, 6.5% de

neumonectomias y un 4.7% de resecciones en cufia (wedge) (Figura 21).
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Figura 20. Distribucion de los casos por lI6bulo donde se localizaba el tumor.
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Figura 21. Tipo de reseccion realizada.
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El tipo histologico mas frecuente ha sido el adenocarcinoma con 96 casos
(56.5%), seguido del carcinoma escamoso con 58 casos (34.1%), carcinoma de célula
grande con 12 casos (7.1%) y carcinoma adenoescamoso con 4 casos (2.4%) (Figura
22).

Figura 22. Distribucion por tipo histolégico.
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La mediana de tamaio tumoral fue de 3.05 cm (P25-P75: 2.00 — 4.72), con un

tamafio minimo de 0.9 cm y un tamafo maximo de 10 cm (Tabla 13).

Existi6 predominancia de grados nucleares intermedios (78 casos, 45.9%) y altos

(64 casos, 37.6%) sobre los grados nucleares bajos (28 casos, 16.5%)(Figura 23).
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Figura 23. Distribucion por grado nuclear.
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El grado histolégico predominante de entre los tipos adenocarcinoma fue el grado

2 (acinar, papilar) y el grado 3 (s6lido, micropapilar) con 43 casos (44.8%) y 35 casos
(33.5%) respectivamente (Figura 24).

Figura 24. Distribucion de los casos de adenocarcinoma por grado histologico.
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Treinta casos presentaron invasion de pleura visceral (17.6%)(Figura 25).

Figura 25. Distribucion de los casos por invasién pleural.
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Existi6 un predominio de estadios | (IA 50.6%, IB 31.2%) respecto a los
estadios Il (IIA 17.6%, 1IB 0.6%) (Figura 26).
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Figura 26. Distribucion por estadios TNM.
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La mediana de ganglios resecados durante la linfadenectomia fue de 8 (P25-P75:
5-13)(Tabla 13).

6.1.2.Variables inmunohistoquimicas

La actividad proliferativa medida segun Ki67 pudo ser evaluada en 149 casos de
los 170 pacientes del estudio (87.6%), con un valor mediana del 30% (P25-P75 16-38).
Los 21 casos no valorables fueron debidos a la pérdida de inmunorreactividad en los
casos mas antiguos debido a una peor preservacion temporal antigénica del tejido
incluido en parafina para este marcador. En la tabla 14 se describe la distribucion de

casos positivos y negativos en funcién de los distintos puntos de corte empleados.
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Tabla 14. Actividad proliferativa medida segun Ki67.

Variable

Ki-67; N(%)
No valorables 21 (12.4)
Valorables 149 (87.6)

Ki67(%); mediana (P25-P75) 30 (16 - 38)
Ki67 25% N(%) 141 (82.9)
Ki67 210% N(%) 127 (74.7)
Ki67 220% N(%) 103 (60.6)
Ki67 225% N(%) 88 (51.8)
Ki67 230% N(%) 76 (44.7)
Ki67 240% N(%) 32 (18.8)

P25: percentil 25; P75: percentil 75.

En relacion a la valoracion de la expresion de PD-L1 en células tumorales, ésta
pudo ser evaluada en 165 casos (97.1%), de los cuales 49 expresaron PD-L1 (28.8%),
con un valor mediana de 30% (P25-P75 6.75-72.5). Si consideramos positivo cualquier
resultado con al menos el 1% de las células tumorales expresando el marcador,
obtenemos un 26.5% de resultados positivos. Si el punto de corte es al menos el 5%
de las células tumorales, un 24.7% serian resultados positivos, mientras que si el
punto de corte lo elevamos al 50% de las células tumorales para discriminar aquellos
tumores con elevada expresion de PD-L1, obtendriamos un 11.8% de resultados
positivos. En la tabla 15 se detalla la distribucion de los pacientes en funcién de los
puntos de corte.

De entre los adenocarcinomas, 19 casos expresaron PD-L1 (19.8%), con un valor
medio de 46.18+32.94% de las células tumorales. Entre los carcinomas escamosos,
24 casos expresaron PD-L1 (41.3%), con un valor medio de 28.94+31.90% de las

células tumorales.
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Tabla 15. Expresion de PD-L1 en células tumorales.

Variable

PD-L1; N(%)

No valorables 5(2.9)

Expresién negativa 116 (68.2)

Expresion positiva 49 (28.8)
PD-L1 (%); mediana (P25-P75) 30 (6.75 - 72.5)

Adenocarcinomas
N(%) 19 (19.8)

Media (desviacion estandar)(%) 46.18 (32.94)

Carcinomas escamosos

N(%) 24 (41.3)
Media (desviacion estandar)(%) 28.94 (31.90)
PD-L1 cualquier % N(%) 49 (28.8)
PD-L1 21% N(%) 45 (26.5)
PD-L1 25% N(%) 42 (24.7)
PD-L1 250% N(%) 20 (11.8)

P25: percentil 25; P75: percentil 75.

6.1.3.Variables de resultado

La mediana de seguimiento de los pacientes fue de 64.2 meses, siendo el

seguimiento minimo de 1 mes y el seguimiento maximo de 163.4 meses.

En relacién a las variables de resultado, un 32.4% de los pacientes de la muestra
presentaron recaida dentro del periodo de seguimiento, siendo el patron mas frecuente
la recaida a distancia aislada en 25 casos (45.5% de los casos con recaida), seguido
de la recaida local aislada en 11 casos (20% de los casos con recaida) (Tabla 16,
Figura 27).
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Tabla 16. Descripcion de las variables de resultado en los 170 pacientes del estudio.

Variable N (%)

Recaida; N(%) 55 (32.4)

Tipo de recaida; N(%)
Local 11 (20)
A distancia 25 (45.5)
Ganglionar 1(1.8)
Pleural 2(3.6)
Local + ganglionar 2 (3.6)
Local + pleural 3(5.5)
Local + a distancia 3(5.5)
Local + ganglionar + a distancia 6 (10.9)
Ganglionar + a distancia 2 (3.6)

Figura 27. Patrones de recaida.
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La Tabla 17 muestra los datos relativos a la supervivencia libre de enfermedad

(SLE) y la supervivencia global (SG).

Tabla 17. Datos relativos a supervivencia libre de enfermedad y global.

Variable N (%)
Tiempo de seguimiento (m eses); mediana 64.2 (1 —163.4)
(rango)

Exitus; N(%) 75 (44.1)
Supervivencia libore de  enfermedad 59.6 (27.03 — 85.38)

(meses); mediana (P25-P75)

SLE a 2 afios ; N(%) 139 (87)

SLE a 5 afios; N(%) 82 (67)
Supervivencia global (meses); mediana 64.2 (39.96 — 94.96)
(P25-P75)

SG a 2 afios; N(%) 146 (86)

SG a 5 afios; N(%) s

P25: percentil 25; P75: percentil 75; SLE: supervivencia libre de enfermedad; SG: supervivencia global.

La SLE mediana fue de 59.6 meses (P25-P75: 27.03-85.38), con una SLE del
87% y del 67% a 2 y 5 afios respectivamente (Figura 28). La SLE de los estadios IA a
2y 5 afnos fue del 92% y 68% respectivamente. La SLE de los estadios IB a 2 y 5 afios
fue del 81% y 64% respectivamente. La SLE de los estadios IIA a 2 y 5 afios fue del
86% y 78% respectivamente. Tan so6lo hubo un caso en estadio IIB que present6

recidiva a los 14 meses.
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Figura 28. Curva Kaplan-Meier de supervivencia libre de enfermedad.
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Al finalizar el periodo de seguimiento del estudio, un 44.1% de los pacientes
habian fallecido, con una SG mediana de 64.2 meses (P25-P75: 39.9 — 94.9). La SG
fue del 86% y del 67% a 2 y 5 afos respectivamente (Figura 29). La SG a 2 y 5 afios
de los estadios IA fue de 93% y 70% respectivamente. La SG a 2 y 5 afios de los
estadios IB fue de 85% y 65% respectivamente. La SG a 2 y 5 afios de los estadios II1A
fue de 73% y 63% respectivamente. Tan so6lo hubo un caso en estadio 1B que fallecio

antes de los 2 afos.

ANALISIS DE FACTORES PRONOSTICOS EN ESTADIOS INICIALES DE CANCER DE PULMON RESECADOS:

KI-67 Y PD-L1



RESULTADOS

Figura 29. Curva Kaplan-Meier de supervivencia global.
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6.2. RELACION CON VARIABLES CLINICO-PATOLOGICAS

6.2.1.Relacion de Ki-67 con variables clinico-patologicas

Se ha llevado a cabo el estudio de asociacion entre las variables clinico-
patoldgicas y la variable inmunohistoquimica Ki-67 utilizando las pruebas estadisticas
referidas en la metodologia.

Los hombres han presentado niveles mayores de expresion de Ki-67 que las
mujeres (31.60+£18.09 vs. 20.73+12.35) alcanzando la significacién estadistica

(p=0.001), con un tamario del efecto de r=0.26.

Los fumadores han presentado mayor expresion de Ki-67 (31.29+17.32 vs.

14.84+11.53), con un tamafio del efecto de r=0.31 y alcanzando también la
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significacion estadistica (p=0.000). Agrupando el tabaquismo en categorias (no
fumador, leves 5-15 afios/paq, moderados 16-30 afios/paq, severos >30 afios/paq)
observamos una media de Ki-67 que se incrementa progresivamente con el
incremento en el habito tabaquico (Tabla 18), siendo las Unicas comparaciones que no
alcanzan la significacion entre los no fumadores y fumadores leves (p=1.00), y entre
fumadores leves y moderados (p=0.86).

Tabla 18. Expresion de Ki-67 segln categoria de habito tabaquico.

Tabaquismo Desviacion
estandar

No fumador 19 14,84 11,534
5-15 afios/paq 12 19,08 9,774
16-30 afos/paq 46 26,65 15,584
>30 afios/paq 72 36,29 17,660
Total 149 29,19 17,549

El tipo histologico también se ha asociado a diferencias en la expresion de Ki-67
con un tamafio del efecto de r=0.248, observando que los adenocarcinomas presentan
una expresion menor de Ki-67 que los carcinomas escamosos Y los de célula grande
(21.35+£15.09 adenocarcinomas vs. 39.35+15.22 carcinoma escamoso, p=0.000;
21.35+15.09 adenocarcinomas vs. 38.17+14.35 carcinoma célula grande,
p=0.003).(Tabla 19).

Tabla 19. Expresion de Ki-67 segun tipo histolégico.

Tipo Histoldgico Media Desviac ion
estandar

' Carcinoma escamoso 52 39,35 15,224
Adenocarcinoma 81 21,35 15,097
Carcinoma célula grande 12 38,17 14,352
Adenoescamoso 4 29,25 25,474
Total 149 29,19 17,549

En relacion al grado nuclear, se ha observado diferencias en la expresion de Ki-67
entre los grados bajos y los moderados (11.25+9.79 vs. 29.90+£16.08, p=0.000), y entre
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los grados bajos y altos (11.25+9.79 vs 35.91+16.74, p=0.000), con un tamafio del
efecto de r=0.227.

El grado histolégico en los adenocarcinomas también ha mostrado diferencias
entre las distintas categorias, con una mayor expresion de Ki-67 que se incrementa
progresivamente con el incremento del grado histolégico, alcanzando todas las
comparaciones entre grupos la significacion estadistica. (Tabla 20).

Tabla 20. Expresion de Ki-67 segun grado histolégico en los adenocarcinomas.

Grado Histologico Media  Desviacion
estandar

LEPIDICO 15 8,20 5,882
ACINAR/PAPILAR 37 18,41 12,148
SOLIDO/MICROPAPILAR/CRIBIFORME 28 31,79 15,259
Total 80 21,18 15,114

En otras variables como la edad (p=0.190), el estadio TNM (p=0.071), la invasion
pleural (p=0.501) o la expresion de PD-L1 (p=0.955) no se ha observado correlacion
estadisticamente significativa con la expresion de Ki-67.

6.2.2.Relacion de PD-L1 con variables clinico-patolégicas

Se ha llevado a cabo el estudio de asociacion entre las variables clinico-
patoldgicas y la variable inmunohistoquimica PD-L1 utilizando las pruebas estadisticas

referidas en la metodologia.

Se ha observado una correlacion inversa con la edad, con menor expresion de
PD-L1 a mayor edad (p=0.033).

En relacion al habito tabaquico, no se ha observado correlacion estadisticamente
significativa entre fumar y la expresién de PD-L1 (no fumador 20+30.31 vs. fumador
42+34.39; p=0.286), si bien se ha podido observar una tendencia a menor expresion
de PD-L1 cuanto mayor habito tabaquico, sin alcanzar tampoco esta tendencia la
significacion estadistica (p=0.186)(Tabla 21).
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Tabla 21. Expresion de PD-L1 segun categoria de habito tabaquico.

Tabaquismo Media Desviacion
estandar

5-15 afios/paq 3 78,333 29,2973
16-30 afos/paq 5 42,100 42,6855
>30 afios/paq 38 39,118 32,8581
Total 46 42,000 34,3925

El tipo histolégico se ha asociado a diferencias en la expresién de PD-L1,
observando que los adenoescamosos presentan una mayor expresion de PD-L1,
seguidos de los carcinomas de célula grande, seguidos de los adenocarcinomas, y
finalmente los carcinomas escamosos que presentaron menor expresion de PD-L1

(Tabla 22), alcanzando estas diferencias la significacién estadistica (p=0.029).

Tabla 22. Expresion de PD-L1 segun tipo histolégico.

Tipo histolégico Media Desviacion
estandar

'CAES 24 28938 31,9008 |
ACA 19 46,184 32,9390
CCG 5 64,000 29,0259
ACAES 1 100,000
Total 49 40,653 34,2870

CAES: carcinoma escamoso; ACA: adenocarcinoma; CCG:
carcinoma célula grande; ACAES: carcinoma adenoescamoso

Si se divide el tipo histol6gico en dos categorias (carcinomas escamosos Yy
carcinomas no escamosos), también se observan diferencias estadisticamente
significativas (p=0.017), con una menor expresion de PD-L1 en los carcinomas
escamosos (28.93 £ 31.90) que en los carcinomas no escamosos (51.90 + 33.27), con
un tamafio del efecto de r=0.34.

No se ha observado correlaciéon entre la expresién de PD-L1 y otras variables
como el sexo (p=0.078), el estadio TNM (p=0.851, Tabla 23), la invasion pleural
(p=0.381), el grado nuclear (p=0.457, Tabla 24), el grado histolégico en los
adenocarcinomas (p=0.291, Tabla 25) o la expresion de Ki-67 (p=0.955).
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Tabla 23. Expresion de PD-L1 segun estadio TNM.

Estadio TNM

Desviacion
estandar

1A 26 39,904 34,7802
1B 15 36,900 34,2601
2A 7 50,857 38,2554
2B 45,000

Total 49 40,653 34,2870

Tabla 24. Expresion de PD-L1 segln grado nuclear.

Grado Nuclear

Desviaci 6n
estandar

BAJO 3 21,667 20,2073
INTERMEDIO 20 37,325 32,0757
ALTO 26 45,404 36,9724
Total 49 40,653 34,2870

Tabla 25. Expresion de PD-L1 en adenocarcinoma segin grado histoldgico.

Grado Histolégico

Media

Desviacién

estandar

LEPIDICO 1 55,000

ACINAR/PAPILAR 6 28,333 36,3547
SOLIDO/MICROPAPILAR/CRIBIFORME 12 54,375 30,3413
Total 19 46,184 32,9390

6.3. ANALISIS DE SUPERVIVENCIA

6.3.1.Analisis univariante de supervivencia

Se ha llevado a cabo un analisis univariante de supervivencia (libre de

enfermedad y global) mediante el método Kaplan-Meier para determinar qué variables

se correlacionaron con el pronoéstico (Tabla 26 y 27).
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De entre las variables clinicas y morfologicas clasicas, el estadio patologico TNM
fue la udnica con valor pronostico estadisticamente significativo en el analisis
univariante tanto para SLE como para SG. En términos de SLE, los estadios 1A
(116.43+7.26 meses) y 2A (121.1+10.1 meses) mostraron mejores resultados que los
1B (99.1149.11 meses) y los 2B (14.06+0.00 meses), siendo esta diferencia a nivel
global estadisticamente significativa (p=0.021), si bien tan sélo la comparacion del
estadio 2B respecto al control (1A) alcanzé la significacién estadistica (p=0.025)
(Figura 30). En términos de SG, se observd una relacion inversamente proporcional
entre estadio TNM patoldgico y supervivencia global (1A 105.67+7.1; 1B 95.0318.14;
2A 93.7+11.6; 2B 19.15+0.00; p=0.041), siendo esta relacién estadisticamente
significativa, si bien tan solo la comparacion del estadio 2B respecto al control (1A)
alcanz6 la significacion (p=0.021) (Figura 31). Realizando un analisis por categorias
entre los tumores T1 y los T2, se observd una tendencia a una mayor SLE y SG en los
T1 (116.43 vs. 107.08 meses; 105.68 vs. 94.18 meses, respectivamente), si bien esta

diferencia no alcanzo la significacion estadistica (p=0.791 y 0.445 respectivamente).

Entre las variables que se correlacionaron con la SLE aunque sin alcanzar la
significacion estadistica, destacan el sexo (112.23 meses en hombres vs. 103.43
meses en mujeres, p=0.342), tabaquismo (113.36 meses en fumadores vs. 86.63
meses en no fumadores, p=0.062), tipo de reseccion (116.43 meses en no-
neumonectomia vs. 83.79 meses en neumonectomias, p=0.266), invasion pleural
(115.12 meses en ausencia de invasion pleural vs. 102.99 meses en presencia de
invasion pleural, p=0.770), tipo histologico (116.84 meses en escamosos vs. 111.04 en
no escamosos, p=0.314) y grado nuclear (119.55 meses en GN 2 vs. 103.93 meses en
GN 3 vs. 72.19 meses en GN 1, p=0.472). De entre los adenocarcinomas, los grados
histologicos 2 (acinar/papilar) se correlacionaron con una mejor SLE (117.07 meses,
vs. 97.24 meses en solidos/micropapilares, y 74.29 meses en lepidicos, p=0.697). Si
agrupamos los grados histologicos de los casos de adenocarcinoma, en grados 1y 2
por un lado (lepidicos/acinares/papilares), y grados 3 por otro (sélidos/micropapilares),
se observé una mejor SLE en los grados iniciales (113.74 meses vs. 96.07 meses),

aunque esta diferencia no alcanzg la significacion estadistica (p=0.407)(Tabla 26).

En el caso de la SG, las variables que correlacionaron con el prondstico aunque
sin alcanzar la significacion estadistica, destacan el sexo (115.55 meses en mujeres

vs. 96.24 meses en hombres, p=0.323), tabaquismo (119.56 meses en no fumadores
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vs. 96.73 meses en fumadores, p=0.286), tipo de reseccion (102.32 meses en no
neumonectomia vs. 73.91 meses en neumonectomias, p=0.585), tipo histoldgico
(102.59 meses en no escamosos vs. 100.04 meses en escamosos, p=0.903) y grado
nuclear (105.88 meses en GN 2 vs. 97.53 meses en GN 3 vs. 78.89 meses en GN 1,
p=0.594). De entre los adenocarcinomas, los grados histolégicos 2 (acinar/papilar) se
correlacionaron con una mejor SLE (112.22 meses, vs. 97.78 meses en lepidicos, y
82.94 meses en soélidos/micropapilares, p=0.145). Si agrupamos los grados
histolégicos de los casos de adenocarcinoma, en grados 1 y 2 por un lado
(lepidicos/acinares/papilares), y grados 3 por otro (sélidos/micropapilares), se observo
una mejor SG en los grados iniciales (112.33 meses vs. 84.31 meses), siendo esta

diferencia muy cercana a la significacion estadistica (p=0.068)(Tabla 27).

Tabla 26: Analisis univariante supervivencia libre de enfermedad.

Variable n HR X IC 95% p
Sexo 0.902 0.342
Mujer 35 1 1
Hombre 135 0.746 0.406-1.369
Tabaquismo 3.492 0.062
No fumador 20 1 1
Fumador 150 0.537 0.277-1.042
Tabaquismo 1.506 0.471
(a/paq)

10 1 1
5-15

21 1.016 0.186-5.551 0.986
16-30

119 1.722 0.415-7.146 0.454
>30
Tipo de reseccion * 1.236 0.266
No neumonectomia 159 1 1
Neumonectomia 11  1.680 0.666-4.233
Invasion pleural 0.085 0.770
No 140 1 1
Si 30 1.104 0.569-2.142
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Tipo histolégico
Escamoso
Adenocarcinoma
CCG
Adenoescamoso
Grado nuclear
Bajo

Intermedio

Alto

Grado histolégico
1

2

3

TNM (72 Ed.)

1A

1B

2A

2B

58
96

12

28
78

64

18
43
35

86
53
30
1

1.377
0.881

2.387

0.661
0.867

0.820

1.134

1
1.309
0.674

10.357

2.372

1.501

0.722

9.765

1
0.759-2.496
0.257-3.025

0.548-10.398

1

0.320-1.366
0.419-1.794

1
0.331-2.033

0.452-2.843

1
0.737-2.324
0.279-1.630

1.350-79.424

RESULTADOS

0.499

0.292
0.841
0.246

0.472

0.264
0.700

0.697

0.668
0.789

0.021

0.359
0.381

0.025

SLE: supervivencia IibFe de enferrﬁeﬁd;_HR: Hézz;r(j_ rati_o; )(2: chi-cuadrado; IC 95%: intervalo confianza al

95%; a/paq: afos/paquete; CCG: carcinoma célula grande.
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Figura 30: Supervivencia libre de enfermedad por estadios.
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Figura 31: Supervivencia global por estadios.
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Tabla 27: Analisis univariante supervivencia global.

Variable n  HR X IC 95% p ‘
Sexo 0.978 0.323
Mujer 35 1 1
Hombre 135 1.364 0.735-2.531
Tabaquismo 1.138 0.286
No fumador 20 1 1
Fumador 150 1.524 0.699-3.324
Tabaquismo 2.665 0.264
(a/paq)

10 1 1
5-15

21 1.349 0.272-6.702 0.714
16-30

119 2.255 0.549-9.260 0.259
>30
Tipo de reseccion * 0.298 0.585
No neumonectomia 159 1 1
Neumonectomia 11 1.263 0.546-2.922
Invasion pleural 0.126 0.723
No 140 1 1
Si 30 0.899 0.499-1.619
Tipo histologico 0.737 0.864
Escamoso 58 1 1
Adenocarcinoma 96 1.024 0.629-1.667 0.924
CCG 12 0.922 0.355-2.396 0.868
Adenoescamoso 4 1.814 0.429-7.671 0.418
Grado nuclear 1.041 0.594
Bajo 28 1 1
Intermedio 78  0.727 0.387-1.366 0.322
Alto 64  0.757 0.398-1.442 0.397
Grado histoldgico 3.857 0.145
1 18 1 1
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2 43 0.997 0.387-2.571 0.996
3 34 1.831 0.734-4.567 0.195
TNM (72 Ed.) 8.247 0.041
1A 86 1 1

1B 53  1.208 0.722-2.020 0.471
2A 30 1.174 0.630-2.190 0.613
2B 1 10.970 1.435-83.879 0.021

SG: supervivencia global; HR: hazard ratio; x2: chi-cuadrado; IC 95%: intervalo confianza al 95%; a/paq:

afnos/paquete; CCG: carcinoma célula grande.

En relacion a las variables inmunohistoquimicas a estudio, no se observo relacion
entre la actividad proliferativa medida a través de la expresion de Ki-67 y la
supervivencia (Tablas 28 y 29). Se obtuvieron resultados contradictorios empleando

los distintos puntos de corte, pero sin alcanzar la significacion estadistica.
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Tabla 28. Analisis univariante de SLE para Ki-67 con diferentes puntos de corte (n=149).

Variable n HR X IC 95% p

Ki-67 >5% 1.444 0.229
No 8 1 1
Si 141 0.539 0.193-1.502

Ki-67 >10% 2.050 0.152
No 22 1 1
Si 127 0.603 0.300-1.214

Ki-67 >20%* 0.184 0.668
No 46 1 1
Si 103 0.877 0.481-1.600

Ki-67 >25% 0.119 0.730
No 61 1 1
Si 88 0.904 0.510-1.602

Ki-67 >30%* 0.327 0.568
No 78] AL 1
Si 76  0.847 0.480-1.496

Ki-67 >40% 0.014 0.905
No 117 1 1
Si 32 1042 0.531-2.045

SLE: supervivencia libre de enfermedad; HR: hazard ratio; x2: chi-cuadrado; IC 95%: intervalo confianza al
95%.
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Tabla 29. Analisis univariante de SG para Ki-67 con diferentes puntos de corte (n=149).

Variable n HR X IC 95% p

Ki-67 >5% 0.019 0.889
No 8 1 1
Si 141 0.921 0.287-2.953

Ki-67 >10% 0.289 0.591
No 22 1 1
Si 127 0.822 0.401-1.684

Ki-67 >20%* 0.184 0.668
No 46 1 1
Si 103 1.130 0.646-1.978

Ki-67 >25% 0.988 0.320
No 61 1 1
Si 88  1.307 0.770-2.218

Ki-67 >30%* 0.122 0.727
No 73 1 1
Si 76 0.914 0.553-1.512

Ki-67 >40% 0.233 0.629
No 117 1 1
Si 32 0.860 0.465-1.589

SG: supervivencia global; HR: hazard ratio; xz: chi-cuadrado; IC 95%: intervalo confianza al 95%.

En el caso de los adenocarcinomas, dado que en la literatura se ha descrito el
valor prondstico de Ki-67 en este tipo histolégico con diversos puntos de corte, se ha
realizado un subandlisis sin observar relacion entre la actividad proliferativa medida a
través de Ki-67 y la supervivencia para ninguno de los puntos de corte estudiados (5%,
10%, 20%, 25%, 30%, 40%)(Tablas 30 y 31). Utilizando el 25% como punto de corte,

se observl una tendencia a una mayor SG en los que presentaban una actividad
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<25% respecto a los que superaban el punto de corte (103.46 meses vs. 94.07 meses)
aunque sin alcanzar tampoco significacion estadistica (p=0.66).

Tabla 30. Andlisis univariante de SLE para Ki-67 con diferentes puntos de corte en

adenocarcinomas (n=81).

Variable n HR X IC 95% p
' Ki67>% 1620 0203

No 7 1 1
Si 74 0511 0.178-1.466

Ki-67 >10% 1.756 0.185
No 20 1 1
Si 61 0.601 0.280-1.287

Ki-67 >20%* 0.024 0.878
No 42 1 1
Si 39 0.945 0.461-1.939

Ki-67 >25% 0.081 0.776
No 5il ! 1
Si 30 0.896 0.419-1.916

Ki-67 >30%* 0.460 0.497
No 58 1 1
Si 23 0.747 0.320-1.743

Ki-67 >40% 2.963 0.085
No 7% 1 1
Si 5 0.043 0.000-10.876

SLE: supervivencia libre de enfermedad; HR: hazard ratio; xz: chi-cuadrado; IC 95%: intervalo confianza al
95%.
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Tabla 31 Andlisis univariante de SG para Ki-67 con diferentes puntos de corte en

adenocarcinomas (n=81).

Variable n HR X IC 95% p
'Ki67>5% 0087 0769

No 7 1 1
Si 74  0.836 0.254-2.754

Ki-67 >10% 0.640 0.424
No 20 1 1
Si 61 0.729 0.334-1.588

Ki-67 >20%* 0.006 0.938
No 42 1 1
Si 39 1.027 0.523-2.017

Ki-67 >25% 0.194 0.660
No 51 1 1
Si 30 1.166 0.587-2.317

Ki-67 >30%* 0.971 0.324
No 58 1 1
Si 23  0.670 0.301-1.492

Ki-67 >40% 2.081 0.149
No 76 1 1
Si 5 0.254 0.034-1.887

SLE: supervivencia libre de enfermedad; HR: hazard ratio; )(2: chi-cuadrado; IC 95%: intervalo confianza al
95%.

En los carcinomas escamosos, no hubo asociacion estadisticamente significativa
entre Ki-67 con el punto de corte en 25% y la supervivencia. Se ha observado una
mayor SLE en aquellos que expresan >25% (118.46 meses; 1C95% 100.56 — 136.37)
gue en los que expresan menor Ki-67 (106.16 meses; 1C95% 77.96 — 134.36), si bien
esta diferencia no ha alcanzado la significacion estadistica (p=0.603). En el caso de la

SG, se observé un mejor prondstico en los casos con baja expresion que en los casos
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con expresion >25% (106.90 vs. 103.04 meses, p=0.388) pero sin alcanzar la
significacion estadistica.

En el analisis univariante se observd una asociacion entre la positividad para PD-
L1 con los 3 puntos de corte empleados y una menor SLE (Tabla 32, Figura 32, Figura
33, Figura 34), pero no mostré asociacién estadisticamente significativa entre los
distintos puntos de corte para positividad de PD-L1 y la SG (Tabla 33, Figura 35,
Figura 36, Figura 37). En el caso del 5% como punto de corte para expresion positiva
de PD-L1, la SLE para aquellos con expresion positiva fue de 83.36 meses, frente a
122.54 meses en los pacientes con un resultado negativo (p=0.024). Utilizando 50%
como punto de corte, la SLE para aquellos con expresion positiva fue de 63.16 meses
frente a 121.73 meses en los pacientes con un resultado negativo (p=0.001).
Finalmente, utilizando la categorizacion entre los casos con menos del 1% de células
tumorales con expresion de PD-L1, casos con entre 1-49%, y casos por encima o igual
al 50% de células tumorales PD-L1 positivas, se observé una SLE de 122.76 meses,

100.04 meses y 63.16 meses respectivamente (p=0.004).

Tabla 32. Analisis univariante de SLE para PD-L1 con diferentes puntos de corte (n=165).

IC 95%

PD-L1 >5% ' 5147 4] 0.024
No 123 1 1
Si 42 1.897 1.079-3.338

PD-L1 >50% 11.056 0.001
No 145 1 1
Si 20 2.855 1.495-5.453

PD-L1 11.264 0.004
No (<1%) 120 1 1
Baja (1- 25 1216 0.560-2.640 0.621
49%)

20  2.960 1.522-5.758 0.001

Alta (2 50%)

SLE: supervivencia libre de enfermedad; HR: hazard ratio; xz: chi-cuadrado; IC 95%: intervalo confianza al
95%.
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Figura 32: Supervivencia libre de enfermedad segiin PD-L1 (punto de corte 5%).
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*SLE PD-L1 < 5% 122.54 meses (IC95% 110.67-134.40 meses); PD-L1 25% 83.36 meses (IC

95% 65.51-101.21 meses); p=0.024
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Figura 33: Supervivencia libre de enfermedad segin PD-L1 (punto de corte 50%).
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*SLE PD-L1 <50% 121.72 meses (IC95% 110.80-132.65 meses); PD-L1 250% 63.16 meses
(IC 95% 38.40-87.92 meses); p=0.001
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Figura 34: Supervivencia libre de enfermedad segiin PD-L1 (expresion nula, baja, alta).
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(IC 95% 78.63-121.45 meses); PD-L1 250% 63.16 meses (IC 95% 38.40-87.92 meses);

p=0.004
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Tabla 33. Analisis univariante de SG para PD-L1 con diferentes puntos de corte (n=165).

Variable n HR X IC 95% p
'PD-L1>5% 0210 0.646
No 123 1 1
Si 42  1.130 0.669-1.910
PD-L1 >50% 0.526 0.468
No 145 1 1
Si 20 1.280 0.656-2.497
PD-L1 0.553 0.758
No (<1%) 120 1 1
Baja (- 25 0.944 0.480-1.857 0.867
499%)
20 1.268 0.644-2.495 0.492
Alta (= 50%)

SG: supervivencia global; HR: hazard ratio; xz: chi-cuadrado; IC 95%: intervalo confianza al 95%.
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Figura 35: Supervivencia global segiin PD-L1 (punto de corte 5%).
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*SG PD-L1 < 5% 103.16 meses (IC95% 91.44-114.88 meses); PD-L1 5% 87.42 meses (IC
95% 71.05-103.79 meses); p=0.646
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Figura 36: Supervivencia global segiin PD-L1 (punto de corte 50%).
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Figura 37: Supervivencia global segiin PD-L1 (expresién nula, baja, alta).
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*SG PD-L1 < 1% 102.54 meses (IC95% 90.66-114.41 meses); PD-L1 1-49% 93.78 meses (IC
95% 73.31-114.24 meses); PD-L1 250% 102.18 meses (IC 95% 91.95-112.41 meses);
p=0.758

6.3.2.Analisis multivariante de supervivencia

Se ha llevado a cabo un andlisis multivariante de supervivencia (libre de
enfermedad y global) mediante el método de regresion de Cox para determinar el
efecto real de las variables que presentaron durante el analisis univariante una

significacion inferior a p=0.2.

Las variables consideradas en el andlisis multivariante para SG fueron estadio

TNM y grado histolégico.
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Los pacientes con estadio 1IB mostraron una peor supervivencia global en el
estudio multivariante (2.485, 1C95% 1.455-98.942; p=0.021) si bien la n era inferior a
10 (Tabla 34). El grado histologico no alcanzé significacion estadistica durante el

analisis multivariante.

Tabla 34. Analisis multivariante para supervivencia global.

Variable Nivel de significacion (p)

Estadio TNM 0.143

Grado Histoldgico 0.152

Las variables consideradas en el andlisis multivariante para SLE fueron estadio
TNM, tabaquismo, status para Ki-67 >10%, status para PD-L1 >5%, status para PD-L1
>50% vy status para PD-L1 en tres categorias (<1%, 1-49%, 250%).

De las variables que se correlacionaron con menor SLE en el andlisis univariante,

ninguna mostro significacion estadistica en el analisis multivariante (Tabla 35).
Tabla 35. Analisis multivariante para supervivencia libre de enfermedad.

Nivel de Intervalos de confianza 95%

significacion (p)

| EstadioTNM 0.066
Tabaquismo 0.587 0.205 0.258 1.338
Ki-67 >10% 0.553 0.183 0.231 1.323
PD-L1 >5% 1.337 0.804 0.134 13.314
PD-L1 >50% 2.528 0.445 0.234 27.303
PD-L1 0.879
(<1%, 1-49%, 250%)
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7.1. DISCUSION DE LA METODOLOGIA

Los resultados de un proyecto de investigacion cientifico deben ser interpretados
no solo en relacion a la literatura y la evidencia existente, sino también en relacion a la
metodologia empleada, de la cual es importante resaltar sus fortalezas pero también
sus limitaciones. En este apartado se discutirA la metodologia empleada y

posteriormente se discutiran los resultados.

El tipo de estudio empleado ha sido observacional retrospectivo y con caracter
unicéntrico. Entre las ventajas de este tipo de estudio resaltan la posibilidad de medir
frecuencias (incidencia) de las distintas variables a estudio y la fuerza de asociacién
entre las variables, asi como la rapidez en su realizacion. Del mismo modo, permite
extrapolar los resultados a poblaciones muy definidas que cumplan los criterios de la
muestra analizada en este estudio. Las principales limitaciones son el escaso control
del investigador, que lo hace dificiimente reproducible por otro investigador, y la alta
probabilidad de sesgos en relacién a la recogida de la informacién (al llevarse a cabo
de modo retrospectivo sobre fuentes de informacidén no creadas especificamente para
el estudio). Del mismo modo, la muestra de pacientes que lo constituyen podria no ser
representativa de la poblacion afecta por céncer de pulmén en estadio inicial sin
afectacion ganglionar y estar sujeta a sesgos de seleccion derivados del proceso
diagnéstico-terapéutico al que fueron sometidos desde el afio 2003 al 2011, asi como

el carécter unicéntrico que limita la representatividad de la muestra.

En relacion al ambito de estudio, los pacientes incluidos en el estudio proceden de
un &rea poblacional amplia que incluye numerosos departamentos de salud de toda la
provincia de Alicante, por lo que a pesar de ser unicéntrico, incluye pacientes
provenientes de al menos 10 centros distintos, si bien durante el periodo de estudio se
produjo la exclusién de determinados departamentos de salud al derivarse los
pacientes de dichos departamentos a nuevos servicios de Cirugia Toracica en la
provincia de Alicante, como el departamento de Elche-Crevillent, Torrevieja y Dénia.

Todo ello limita la representatividad de la muestra y la extrapolacion de los resultados.

En cuanto a la seleccion de la muestra no se ha aplicado ningin método de
muestreo, sino que se han seleccionado los casos que cumplian los criterios de

inclusién y ninguno de exclusion, de manera consecutiva, no aleatoria, durante el
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periodo de estudio. Esos pacientes se intervinieron siguiendo los criterios clinicos
estandarizados para la indicacion quirdrgica (32) de modo que no ha habido
intervencion alguna en la seleccion muestral. Se decidié acotar la seleccion de
pacientes intervenidos hasta 2011 para poder conseguir al menos 5 afos de
seguimiento, que es el criterio empleado en el Servicio de Cirugia Toracica del HGUA
previo al alta del seguimiento, y tener tiempo suficiente para el analisis de
supervivencia, sumado a que por encima de los 5 afios se habria dificultado la

recogida de datos incrementando las posibilidades de pérdidas.

El tamafio muestral final (n=170), que no habia sido previamente calculado,
constituye una limitacion en el poder estadistico del estudio, si bien no ha sido posible
obtener un mayor tamafio muestral en el ambito de este estudio que cumpliera los
criterios de inclusion establecidos y los periodos de seguimiento minimo deseados, y a
pesar de ello se han obtenido diferencias significativas en algunas variables a estudio.
El tamafio muestral es limitado debido a limitaciones relacionadas con el tamafio de la
poblacion del area de referencia, y a los criterios de seleccion aplicados. Asi mismo, al
incluir una cohorte historica desde el afio 2003, muchos pacientes se excluyeron al no
cumplir los criterios de inclusién dado que la proporcion de estadios iniciales que se
diagnosticaba en esos afnos era inferior a la de los Ultimos 5 afios, por lo que durante
el proceso de inclusion de pacientes en el estudio se observé una tendencia creciente
en el nimero de casos incluidos en los Ultimos afios del estudio (2010 y 2011 con 39 y

27 casos respectivamente).

El estudio se ha centrado en el cancer de pulmén de célula no pequefia
intervenido mediante reseccion anatomica salvo en casos de intolerancia funcional, sin
afectacién ganglionar hiliomediastinica ni a distancia, clinica ni patolégica (cNO, pNO;
cMO, pMO0). Se ha decidido acotar a estadios iniciales debido a varios motivos: en
primer lugar, el autor de esta investigacion es cirujano toracico, cuyo principal campo
de actuacién en cancer de pulmon se centra en dichos estadios sometidos a reseccién
quirdrgica; en segundo lugar, existen pocos estudios que evallen la expresion de PD-
L1 (104,105) y de Ki-67 (134-137) especificamente en estadios iniciales para buscar
correlaciones prondsticas, por lo que es un campo con muchas lagunas de
conocimiento; en tercer lugar, es conocido que a pesar de la agrupacion en estadios
iniciales basada en la 72 edicién del sistema de estadificacion TNM (32), existe

heterogeneidad en la supervivencia de esos pacientes por lo que deben existir otras
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variables con valor pronostico, y dados los resultados satisfactorios observados en el
tratamiento de estadios avanzados con farmacos que actdan en la via de PD-1/PD-L1
se puede hipotetizar si estos farmacos podrian tener efecto en la supervivencia de
estadios iniciales con o sin expresion de PD-L1 en células tumorales; en cuarto lugar,
se ha querido excluir aquellos casos con afectacion ganglionar o a distancia, del
mismo modo que se han excluido los pacientes que habian recibido tratamiento
neoadyuvante o adyuvante, debido a que son factores prondsticos ya establecidos que

podrian haber confundido el efecto de las variables histopatoldgicas a estudio.

En relacion al tiempo de seguimiento, se decidio excluir los casos que cumplian
menos de 24 meses salvo fallecimiento debido a que la mayoria de guias clinicas
apuntan a una mayor tasa de recidiva durante los 2 primeros afios (36,38,138), y se
excluyeron los pacientes fallecidos en los 30 primeros dias postoperatorios por el
efecto de las complicaciones de la intervencion quirdrgica ya que podrian interferir en

el andlisis de supervivencia en relacion a la enfermedad.

Las fuentes de datos de los casos del estudio han provenido de numerosos
sistemas tanto en formato papel como electronico, lo cual incrementa la posibilidad de
pérdidas en la recogida de datos o errores, y fue especialmente dificultoso en los
pacientes de los primeros afios del estudio 2003-2008, debido a que en esos afios no
existian los programas informéticos hospitalarios que sirven de soporte para la historia
clinica de los pacientes en la actualidad (Abucasis, Mizar, Orion Clinic), por lo que las
historias debian ser revisadas en formato papel con la dificultad derivada de la
potencial pérdida de documentos. No obstante, el autor, como encargado de la
recogida de datos del estudio, ha llevado a cabo un proceso minucioso y exhaustivo
para la busqueda de la informacion necesaria, y en los casos en los que existiera duda
sobre variables anatomopatoldgicas se han revisado las muestras de las piezas
quirdrgicas para su aclaracion. Con el fin de completar el seguimiento actualizado de
los pacientes, en los casos en los que fue necesario, se llevé a cabo contacto

telefonico para tratar de determinar la situacion real del paciente.

Entre las variables descriptivas (clinicas y morfolégicas) se han incluido aquellas
con valor pronostico establecido ademas de las variables a estudio, para poder asi
realizar analisis multivariante de supervivencia aislando el efecto de otras variables
distintas de las de estudio, y para poder establecer correlacion entre las variables a

estudio y otras ya establecidas: variables clinicas (tabaquismo, tipo de reseccién),
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morfolégicas clasicas (tamafio, tipo histolégico, grado nuclear, grado histoldgico,
invasion pleural, estadio TNM). Se decidio utilizar la 72 edicion de la clasificacion TNM
(32) del cancer del pulmén por ser la vigente durante el periodo de realizacion del
estudio y haber sido empleados sus criterios en la evaluacion clinica y patologica de

los casos.

Las variables resultado evaluadas han sido la supervivencia libre de enfermedad y
la supervivencia global. A pesar de que Unicamente los estadios iniciales han sido
objeto de este estudio, sabemos que hasta un 19 y un 30% de estadios IA y IB,
respectivamente, presentan recidiva de la enfermedad a 5 afios (41), y que la
supervivencia global a 5 afios es de un 60-80% en los estadios I, y tan solo el 30-50%
en los estadios Il en grandes series (40). Ello indica la importancia de buscar otros
factores prondsticos para categorizar mejor estos estadios iniciales en subgrupos de
riesgo. La supervivencia libre de enfermedad ha sido evaluada como el tiempo
transcurrido en meses entre la cirugia y la recidiva (en casos de recidiva positiva), o
entre la cirugia y la ultima fecha de seguimiento o la fecha de exitus (en casos sin
recidiva). De este modo en los casos sin recidiva, dicha supervivencia es superponible
a la supervivencia global, y en los casos recidivados sin exitus sera inferior a aquella.
La supervivencia global ha sido evaluada como el tiempo en meses desde la cirugia
hasta el fallecimiento, o en caso de que el paciente continuara vivo hasta la fecha de
ultimo seguimiento. No se ha analizado de forma separada la mortalidad por cancer de
la mortalidad por otras causas, lo cual constituye una limitacion al estudio dada la edad
media de la muestra en la que la probabilidad de un evento no es despreciable. No
obstante, teniendo en cuenta que se ha llevado a cabo una investigacion exhaustiva y
unido a los controles reglados, podria inferirse la mortalidad por cancer de los datos de

recidiva (supervivencia libre de enfermedad) y exitus (supervivencia global).

En relacion al estudio de las variables inmunohistoquimicas PD-L1 y Ki-67, se han
empleado técnicas ya ampliamente reconocidas en otros estudios. En el caso de PD-
L1, se ha empleado el anticuerpo monoclonal murino clon 22C3 de Dako, que es uno
de los que ha sido incluido en el proyecto Blueprint (139) que pretende evaluar sobre
las mismas muestras de tejido tumoral 4 diferentes anticuerpos y sus respectivas
plataformas, y cuyos resultados preliminares sobre 39 muestras demostraron una
tincion similar para los clones 22C3, 28-8, SP263 y menor para SP142 (92). Dicho

anticuerpo ha podido ser evaluado en 165 de 170 casos, con un resultado satisfactorio

ANALISIS DE FACTORES PRONOSTICOS EN ESTADIOS INICIALES DE CANCER DE PULMON RESECADOS:

KI-67 Y PD-L1



154

DISCUSION

de la técnica habiendo podido tipificar casos sin expresion del marcador, y casos con
expresion débil, moderada o intensa. Existieron 5 casos en los que durante la
construccion del TMA no se obtuvo area representativa tumoral o ésta no era valorable
por la técnica. En el caso de Ki-67, se ha empleado el anticuerpo monoclonal murino
MIB1 que se utiliza ampliamente para la evaluacion de este marcador (67), habiendo
sido evaluable en 149 de 170 casos (21 casos con pérdida de inmunorreactividad con
el paso de los afios), con un amplio rango de porcentaje de expresion de Ki-67 de

entre el 2 y el 80%.

La creacion de los TMA’'s se ha realizado siguiendo los estandares y se han
aplicado las técnicas inmunohistoquimicas siguiendo la metodologia especificada para
cada anticuerpo y cada equipo. Las técnicas inmunohistoquimicas empleadas se han
llevado a cabo sobre muestras almacenadas y conservadas entre 5 y 13 afios, por lo
gque se limita el nUmero de casos valorables (149 casos para Ki-67, y 165 casos para
PD-L1).

En cuanto a la valoracion de los resultados de la expresion de Ki-67 como
marcador de proliferacion celular, al no existir consenso en relacion al punto de corte
gue determina un resultado positivo, se ha utilizado inicialmente la mediana de
expresion de Ki-67 de los 149 casos valorables (mediana=30%) como punto
discriminatorio, si bien se ha realizado un analisis utilizando otros puntos de corte
descritos en la literatura (5%, 10%, 20%, 25%, 30%, 40%) para analizar si existia una

mejor correlacién de alguno de ellos con las variables resultado.

La valoracion de los resultados de la expresion de PD-L1 presenta el mismo
problema al no existir consenso sobre el punto de corte para determinar un resultado
positivo. Siguiendo las instrucciones del fabricante se ha llevado a cabo un analisis en
tres categorias en funcion de ausencia de expresidon (<1%), expresion baja (1-49%) y
expresion alta (>50%). No obstante también se ha realizado un analisis utilizando el
punto de corte para un resultado positivo en 5% y otro analisis empleando el punto de
corte en 50%. El objetivo era determinar si alguno de los puntos de cortes es mas

sensible para detectar casos con peor prondstico en términos de SLE y SG.

La valoracién de ambas técnicas inmunohistoquimicas la han llevado a cabo dos

patdlogos con experiencia de modo independiente, pudiendo existir subjetividad en la
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misma, que se ha tratado de limitar mediante la utilizacién de controles positivos y

negativos y siguiendo las instrucciones y los ejemplos del fabricante.

7.2. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Los resultados de esta tesis doctoral reflejan de modo general que nuestra
muestra poblacional de cancer de pulmén en estadio inicial sin afectacion ganglionar
ha presentado una supervivencia libre de enfermedad (87% a 2 afios; 67% a 5 afios) y
global (86% a 2 afios; 67% a 5 afios) compatible con la descrita en la literatura
(40)(Tabla 36).

En la Figura 38 se muestra la supervivencia libre de enfermedad y global por

estadios del presente estudio.
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Tabla 36. Comparacién SLE y SG entre nuestro estudio y publicaciones relevantes

previas.

Estudio A SLE 5 afios

SG 5 afios

o%"w

| Tanouey cols.(40) 2009 Estadio | 70-81% Estadio | 60-80%
Estadio Il 30-50%

Goldstraw et al.(35) 2015 - Estadio 1A 82%

Estadio IB 66%

Estadio 1A 52%

Estadio 1B 47%

Presente estudio 2017 Global 67% Global 67%

Estadio IA 68% Estadio IA 70%

Estadio IB 64% Estadio IB 65%

Estadio IIA 78% Estadio 1A 63%

* SLE: supervivencia libre de enfermedad; SG: supervivencia global
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Figura 38. Supervivencia libre de enfermedad y global por estadios.
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* A: curva de supervivencia global del estadio IA. B: curva de supervivencia global del estadio

IB. C: curva de supervivencia global del estadio IIA. D: curva de supervivencia libre de

enfermedad del estadio IA. E: curva de supervivencia libre de enfermedad del estadio IB. F:

curva de supervivencia libre de enfermedad del estadio 1A

La expresion de PD-L1 ha sido también acorde a lo descrito en otros estudios

(89,98,113), y la mediana de expresion de Ki-67 se ajusta a los puntos de corte mas

empleados habitualmente (68). No se ha observado correlacién prondstica en funcién

de la expresion de Ki-67, si bien se ha observado peor prondstico en términos de

supervivencia

libre de enfermedad en

relacion con

la expresibn de PD-L1

independientemente del punto de corte empleado en este estudio.

A continuacién se discutiran los resultados obtenidos en base a cada objetivo del

estudio.
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7.2.1.Respuesta al objetivo 1: Determinar si el indice proliferativo Ki-67 se

correlaciona con la supervivencia libre de enfermedad y global

Se ha llevado a cabo un andlisis univariante para determinar si existe relacion
entre la actividad proliferativa medida segun la expresion de Ki-67 y el pronéstico en
términos de SLE y SG. Utilizando la mediana de expresion de Ki-67 (mediana=30%)
no se ha observado relacién entre la expresién del marcador y el prondstico en
términos de SLE y SG (p=0.568 y p=0.727), por lo que se han analizado otros puntos
de corte descritos en la literatura sin observar relacion alguna con la supervivencia (ver

tabla 16 y 17 del apartado Resultados).

A diferencia de nuestros resultados, en el meta-andlisis de Wen de 2015 (67) se
describia una correlacion entre la expresion elevada de Ki-67 y la SG tanto en
poblacion asiatica como en la no asiatica (HR 1.97, IC 95% 1.43-2.71, p<.001; y HR
1.37, IC 95% 1.15-1.64, p=.013), si bien realizando analisis por tipo histolégico, esta
correlacion era significativa s6lo en adenocarcinomas, y en esos casos, tan sélo en

poblacion asiatica y en estadios iniciales.

Se ha realizado un andlisis en el subtipo histolégico adenocarcinoma empleando
los mismos puntos de corte sin observar relacion significativa alguna con la
supervivencia (ver tabla 18 y 19 del apartado Resultados). Dado que nuestra muestra
esta basada en poblacion no asiatica podrian existir otros factores relacionados con la
poblacion de la muestra que hayan influido para no obtener una correlacion

significativa entre Ki-67 y supervivencia.

Los trabajos de Hommura, Haga y Takahashi (70—72) sobre poblacion asiatica
también encontraron correlacion significativa entre Ki-67, y la SG y SLE. Existen pocos
trabajos publicados en poblacion no asiatica que hayan corroborado esta asociacion
entre elevada expresion de Ki-67 y peor pronostico. Harpole y cols. en 1996 (140)
publicaron un estudio sobre 275 pacientes de CPCNP estadio |, utilizando un punto de
corte de Ki-67 del 7% observando una mayor SG en los que expresaban Ki-67 por
debajo del 7% (HR 1.53, IC95% 1.00-2.37). El trabajo de Medhi y cols. de 1998 (141)
sobre 243 CPCNP en estadios I-ll, utiliz6 un punto de corte del 25% para encontrar
mayor riesgo en los que presentaban expresion elevada de Ki-67 tanto en SLE (HR
1.58, 1C95% 1.06-2.41) como en SG (HR 1.60; IC95% 1.06-2.41). Mas recientemente,
Poleri y cols. en 2003 (142) sobre 50 estadios | y utilizando el 33% como punto de
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corte observé peor pronostico en términos de SLE en los que expresaban mayor Ki-67
(HR 4.10; 1C95% 1.98-8.46). La Tabla 37 muestra los resultados de los principales

estudios y el estudio presente.

Es importante resaltar que debido al limitado tamafio muestral, y ya que Ki-67 ha
sido valorable en 149 casos, tan s6lo con los puntos de corte 25% y 30% se han
obtenido en los dos brazos al menos 50 casos, lo que puede limitar la potencia del
andlisis, si bien algunos de aquellos estudios que han observado correlacion
prondstica tenian tamafios muestrales limitados como el nuestro (72,141,142). Por otro
lado, en nuestro estudio se han obtenido resultados contradictorios en funcion del
punto de corte, suponiendo en unos casos un resultado positivo un incremento del
riesgo y en otros casos un menor riesgo pero sin un patron légico identificable, como

se observa en las tablas 16 y 17 del apartado Resultados.

En el caso de los carcinomas escamosos, dado que existe menor evidencia en la
literatura del valor prondstico de Ki-67 en este subtipo histologico, se ha realizado un
andlisis en este subtipo Unicamente con uno de los puntos de corte publicado mas
habituales, el 25%. Se ha observado una mayor SLE en aquellos que expresan >25%
(118.46 meses; 1C95% 100.56 — 136.37) que en los que expresan menor Ki-67 (106.16
meses; 1C95% 77.96 — 134.36), si bien esta diferencia no ha alcanzado la significacion
estadistica (p=0.603). En el caso de la SG, se observé un mejor prondstico en los
casos con baja expresion que en los casos con expresion >25% (106.90 vs. 103.04
meses, p=0.388) pero sin alcanzar la significacion estadistica. Estos resultados son
dificiles de justificar dado que una mayor SLE y una mayor expresion de Ki-67 se
asociarian a una menor SG, y podrian estar en relacion al escaso ndmero de

carcinomas escamosos valorables para este marcador en este estudio (n=52).

No obstante, en la literatura se ha descrito un efecto directo entre expresion de Ki-
67 y supervivencia en los carcinomas escamosos (a mayor expresion, mayor
supervivencia), como describieron Warth y cols. en 2014 (68) sobre 1482 casos de
CPCNP. Este efecto ha sido reportado en estudios mas pequefios por Hommura (70),
Takahashi (72) y Poleri (142). Acerca de este efecto, opuesto al observado de manera
mMas generalizada en adenocarcinomas, no existe por el momento una explicacién
I6gica para interpretar que una mayor actividad proliferativa pudiera relacionarse con
mejor prondstico; se ha especulado sobre si una mayor actividad proliferativa se

relacionaria con un rapido incremento en el tamafio que comprometeria el aporte
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sanguineo y favoreceria la necrosis tumoral, y por tanto, una mayor inmunogenicidad,

aunque por el momento es tan so6lo una hipétesis sin corroborar.

A pesar del valor pronéstico de Ki-67 descrito en mdultiples trabajos, la mayoria de
estudios con analisis multivariante no han sido capaces de confirmar esta asociacion
con caracter independiente. La heterogeneidad de los estudios, los diferentes puntos
de corte empleados para la definicion de resultados positivos, y la inclusion de
diferentes variables durante el andlisis multivariante hacen dificil la comparacion entre

los mismos y obtener conclusiones claras al respecto.

Por tanto, en este trabajo no se ha podido demostrar una correlacion
estadisticamente significativa entre la expresion del marcador de proliferacion celular
Ki-67 y la supervivencia con los datos disponibles en la muestra de este estudio, por lo

que concluiriamos que la expresion de Ki-67 no tiene valor prondstico.

ANALISIS DE FACTORES PRONOSTICOS EN ESTADIOS INICIALES DE CANCER DE PULMON RESECADOS:

KI-67 Y PD-L1



()

\

REPRT

DISCUSION

K

Tabla 37. Principales estudios que correlacionan sobre-expresion de Ki-67 con

supervivencia.

Estudio A Punto de corte Ki-67 Correlacién pronéstica

Harpole y cols.(140) 1996 7% SG HR 1.53 (1.00-2.37);
p=0.005

Medhi y cols.(141) 1998 25% SG HR 1.60 (1.06-2.41);
p=0.1

SLE HR 158 (1.06-

2.41); p=0.1

Hommura y cols.(70) 2000 30% SG HR 2.53 (1.35 4.72);
p=0.004

Takahashi y cols.(72) 2002 25% SLE HR 1.02 (0.32-
3.30); p=

Haga y cols. (71) 2003 10% SG HR 3.636 (1.267-

10.439); p=0.0164

Poleri y cols. (142) 2003 33% SLE HR 4.10 (1.98-
8.46); p=

Wen y cols.(67) 2015 SG HR 1.59 (1.35-1.88);
p<0.001

SLE HR 221 (1.43-
3.42); p<0.001

Presente estudio 2017 30% SLE HR 0.847 (0.480-
1.496); p=0.568

SG HR 0.914 (0.553-
1.512); p=0.727

* SLE: supervivencia libre de enfermedad; SG: supervivencia global; HR; hazard ratio
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7.2.2.Respuesta al objetivo 2: Determinar si la sobreexpresion de PD-L1 en
células tumorales se correlaciona con la supervivencia libre de

enfermedad y global

En nuestro estudio se ha observado una correlacion inversa estadisticamente
significativa entre la expresiéon de PD-L1 en membrana de células tumorales y la
supervivencia libre de enfermedad, para los tres métodos de categorizacion de

resultados (5%, 50%, sistema en tres categorias:<1%,1-49%, >50%).

La SLE ha sido mayor en los casos con un resultado negativo para la expresion
de PD-L1 que en aquellos con elevada expresion del marcador. En el caso del 5%
como punto de corte para expresion positiva de PD-L1, la SLE para aquellos con
expresion positiva fue de 83.36 meses, frente a 122.54 meses en los pacientes con un
resultado negativo (p=0.024). Utilizando 50% como punto de corte, la SLE para
aquellos con expresion positiva fue de 63.16 meses frente a 121.73 meses en los
pacientes con un resultado negativo (p=0.001). Finalmente, utilizando Ila
categorizacion entre los casos con menos del 1% de células tumorales con expresion
de PD-L1, casos con entre 1-49%, y casos por encima o igual al 50% de células
tumorales PD-L1 positivas, se observd una SLE de 122.76 meses, 100.04 meses y

63.16 meses respectivamente (p=0.004).

Al realizar un analisis multivariante incluyendo también aquellas otras variables
que en el analisis univariante habian presentado una significacion p<0.2 (tabaquismo,
estadio TNM, Ki-67 >10%), no se alcanzé la significacion estadistica con ninguno de
los tres sistemas de categorizacion de un resultado positivo para PD-L1 (5%, p=0.804;
50%, p=0.445; tres categorias, p=0.879)(ver tabla 23), por lo que podemos concluir
gue PD-L1 no es una variable que se pueda asociar de forma independiente con el

pronostico.

De entre los principales estudios que analizan el valor prondstico de la expresion
de PD-L1, dos encontraron una correlacion inversa con la SLE. Zhang y cols. en 2014
(106), sobre 114 adenocarcinomas en estadio I-lll observaron una menor SLE en
aquellos que presentaban una expresion por encima del valor mediana de un score
con rango de 0-18 en funcion de la intensidad de tincién y el porcentaje de células con

expresion (p=0.002), asi como una menor SG (p<0.001). Inamura y cols. (101) en
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2016, sobre 268 adenocarcinomas en estadios I-1V, observaron una menor SLE en los
casos con expresion mayor al 5% de las células tumorales (p<0.019), asi como una
menor SG (p=0.0014). En el andlisis de regresion de Cox univariante, la positividad de
PD-L1 se asoci6 con mortalidad especifica por el tumor (HR 1.73; 1C95% 1.06-2.72,
p=0.030).

Nuestro trabajo observé esta misma asociacién en cancer de pulmoén al realizar el
analisis utilizando el punto de corte para positividad del 5% (HR 1.897; IC95% 1.079-
3.338, p=0.024). De hecho, también se observé esta asociacion utilizando el punto de
corte del 50% (HR 2.855; IC95% 1.495-5.453, p=0.001). Empleando la categorizacion
en expresion nula (<1%), baja (1-49%) y alta (=250%), se observdé mayor riesgo de
recidiva en los casos con expresion alta (HR 2.960; 1C95% 1.522-5.758, p=0.001)
respecto a los que presentaban expresion nula, pero no en los casos con expresion
baja (HR 1.216; IC95% 0.560-2.640). Estos resultados apuntan a que la expresion alta
de PD-L1, definida como mayor al 5% o al 50% de las células tumorales, se
correlaciona con menor SLE de modo estadisticamente significativo. La principal
explicacion para estos resultados es que los tumores que presentan expresion elevada
de PD-L1 utlizan esta via como mecanismo para evadir la respuesta inmune

antitumoral y progresar, del modo descrito en la introduccion de esta tesis doctoral.

Existen estudios con resultados opuestos a los hallados en nuestro trabajo y en
los estudios comentados anteriormente. El trabajo de Yang y cols. de 2016 (105),
describio un efecto protector de la expresion de PD-L1 en més del 5% de las células
tumorales (HR 0.446; IC95% 0.245-0.811, p=0.008) en términos de SLE, en 105
carcinomas escamosos en estadio I, si bien en el analisis multivariante no demostro
significacion estadistica aunque si una tendencia a mantener este efecto (HR 0.563;
IC95% 0.291-1.089, p=0.088). EI mismo autor, habia descrito en 2014 (104), sobre
una muestra de 163 adenocarcinomas en estadio |, un efecto protector de la expresion
de PD-L1 >5% en términos de SLE (SLE 5a 93% vs. 83%, p=0.027), que se mantuvo
durante el analisis multivariante (HR 0.179; 1C95% 0.061-0.521, p=0.002). La Tabla 38
muestra los resultados de los principales estudios que han analizado la correlacién de

la sobre-expresion de PD-L1 con la SLE.
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Tabla 38. Principales estudios que correlacionan sobre-expresién de PD-L1 con SLE.

oq’"w

Estudio f Punto de corte PD-L1 Correlacién pronostica
Zhang y cols.(106) 2014 Quickscore 8 SLE p=0.002

Inamura y cols.(101) 2016 5% SLE p<0.019

Yang y cols.(104) 2014 5% SLE p=0.027

Yang y cols. (105) 2016 5% SLE HR 0.446 (0.245-

0.811); p=0.008

Presente estudio 2017 5% SLE HR 1.897 (1.079-
3.338); p=0.024

50% SLE HR 2.855 (1.495-
5.453); p=0.001

1-50% SLE p=0.004

* SLE: supervivencia libre de enfermedad; HR: hazard ratio

Una posible explicacion para estos resultados opuestos en los que la expresion
elevada de PD-L1 (empleando en estos casos el 5% como punto de corte) se
correlaciona con una mejor supervivencia libre de enfermedad, seria que la via del PD-
L1 actda con un doble efecto opuesto: si bien por un lado refleja un mecanismo del
tumor para evadir la respuesta inmune, por otro lado resaltaria la existencia de una
respuesta antitumoral que induce la expresion del marcador por parte del tumor, y que
podria ser capaz de inhibir al menos parcialmente el crecimiento y desarrollo tumoral y

proporcionar una mejor SLE.

Si analizamos el prondstico en términos de SG, no se ha obtenido en nuestro

estudio ninguna correlaciéon estadisticamente significativa con la expresion de PD-L1
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con los tres sistemas de categorizacion (5%, 50%, tres categorias). En el caso del 5%
como punto de corte para expresion positiva de PD-L1, la SG para aquellos con
expresion positiva fue de 87.42 meses, frente a 103.16 meses en los pacientes con un
resultado negativo (p=0.646). Utilizando 50% como punto de corte, la SG para
aquellos con expresion positiva fue de 81.20 meses frente a 103.24 meses en los
pacientes con un resultado negativo (p=0.468). Finalmente, utilizando la
categorizacion entre los casos con menos del 1% de células tumorales con expresion
de PD-L1, casos con entre 1-49%, y casos por encima o igual al 50% de células
tumorales PD-L1 positivas, se observé una SG de 102.54 meses, 93.78 meses y 81.20

meses respectivamente (p=0.758).

Son numerosos los estudios (93,96,97,101,102,106,116) que han mostrado una
relacién directa estadisticamente significativa entre expresion elevada de PD-L1 y
pronéstico en términos de SG, como se muestra anteriormente en la tabla 5 de la
Introduccion, asi como varios los meta-analisis que han descrito este efecto inverso
entre expresion del marcador y supervivencia global (113-115). La explicacion que de
todos ellos se desprende radica en la utilizacion de la expresion de PD-L1 por el tumor
con la finalidad de evadir la respuesta inmune antitumoral y progresar. Pero
nuevamente se debe resaltar la existencia de trabajos que apuntan a un efecto
protector de la expresion del marcador en términos de SG (89,98,100,105) como se

muestra en la tabla 6 de la Introduccion.

Esta disparidad de resultados, pone de relieve la necesidad de homogeneizar y
sistematizar la evaluacion de PD-L1, puesto que los tipos histologicos, los estadios
incluidos y, sobretodo, la metodologia empleada para evaluar la expresion del
marcador, son heterogéneas y precisan de estandarizacion. Son numerosos los clones
de anticuerpos para deteccion de PD-L1, asi como los sistemas de deteccion, pero es
aun mas llamativa la heterogeneidad en los puntos de corte empleados para
considerar un caso positivo, desde aquellos que han empleado Unicamente los
porcentajes de células tumorales con expresion independientemente de la intensidad,
a aquellos que han desarrollado sistemas de puntuacion en los que intensidad y
porcentaje tienen cabida. No existe consenso sobre el nimero de muestras de un
tumor que deben ser analizadas para limitar la heterogeneidad, ni el modo en que las

mismas deben ser procesadas. Asi mismo, la arbitraria determinacion de puntos de
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corte absolutos que convierten en categorica la variable continua de expresion de PD-
L1 conlleva una mayor probabilidad de error en la valoracion prondstica, porque casos
con expresiones muy similares pueden ser categorizados como opuestos y afectar a la
veracidad de los resultados. En nuestro estudio, el tamafio muestral (tan s6lo 165
casos fueron valorables, de los cuales 116 casos no expresaron PD-L1 en membrana
celular) hace muy limitado el poder para detectar diferencias en términos de
supervivencia y constituye una limitacién a tener en consideracion.

Por tanto, en este trabajo se ha podido demostrar una correlacién
estadisticamente significativa entre la expresion de PD-L1 y la supervivencia libre de
enfermedad con los datos disponibles en la muestra de este estudio, por lo que
concluiriamos que la expresion de PD-L1 tiene valor prondstico, y se recomendaria el
analisis sistemético de la expresion de PD-L1 en membrana de células neoplasicas de
tumores con las histologia especificadas, en estadio inicial I-ll, sin afectacion

ganglionar e intervenidos.

7.2.3.Respuesta al objetivo 3: Analizar la relacion entre el indice proliferativo

Ki-67 con variables clinicas y anatomopatologicas.

La expresion del marcador de proliferacion celular Ki-67 determinada mediante el
anticuerpo monoclonal MIB1 se ha detectado en 149 casos (87.6%) con un valor
mediana del 30% (P25-P75:16-38).

Se ha llevado a cabo un andlisis para buscar asociacion entre la expresion de Ki-

67 y otras variables clinicas y patologicas.

Se han observado niveles de expresién de Ki-67 mayores en hombres que en
mujeres (31.60+18.09 vs. 20.73+12.35, en porcentajes), siendo esta diferencia
estadisticamente significativa (p=0.001). Esta mayor expresion de Ki-67 en hombres
ya se ha descrito previamente en la literatura. Ahn y cols. de 2014 (66) describieron
una diferencia estadisticamente significativa (p=0.002) entre la expresion elevada
(240%) en hombres (26%) y en mujeres (4%). Kim y cols. en 2015 (74), también
describieron una mayor expresion elevada (210%) en hombres (61.5%) que en
mujeres (35.6%), alcanzando esta diferencia la significacion estadistica (p=0.004). En

el meta-analisis de Wen y cols. de 2015 (67) sobre 32 estudios con 5600 pacientes, se

ANALISIS DE FACTORES PRONOSTICOS EN ESTADIOS INICIALES DE CANCER DE PULMON RESECADOS:

KI-67 Y PD-L1



DISCUSION

describié una asociacion entre la expresion de Ki-67 y el sexo masculino (OR 1.89;
IC95% 1.53-2.33, p=0.000).

En los resultados de este estudio se ha observado también una mayor expresion
de Ki-67 en pacientes fumadores que en los no fumadores, alcanzando esta diferencia
la significacion estadistica (31.29+17.32 vs. 14.84+11.53, en porcentajes; p=0.000).
Asi mismo se ha observado una relacion directa entre la severidad del habito
tabaquico y la expresion del marcador, desde un valor medio de 14.84+11.53% en no
fumadores hasta un valor medio de 36.29+17.66% en fumadores de >30 afos/paquete

(ver tabla 6 resultados).

De acuerdo con los resultados del presente estudio, el trabajo de Ahn y cols (66)
describié una elevada expresion en fumadores (31% vs 10%) siendo esta diferencia
estadisticamente significativa (p<0.024), y el meta-analisis de Wen y cols. de 2015
(67) también describi6 esta mayor expresion en fumadores (OR 2.20; IC95% 1.72-
2.82, p=0.000).

En relacion al tipo histolégico, se ha observado una mayor expresion de Ki-67 con
significacion estadistica en los carcinomas escamosos y de célula grande que en los
adenocarcinomas (21.35+15.09 adenocarcinomas vs. 39.35+15.22 carcinoma
escamoso, p=0.000; 21.35+15.09 adenocarcinomas vs. 38.17+14.35 carcinoma célula
grande, p=0.003). De entre los adenocarcinomas, se ha observado una diferencia
estadisticamente significativa entre los distintos subtipos, con una expresion media
creciente segun el grado histologico: lepidicos 8.20+5.88, acinar/papilar 18.41+12.15,
solido/micropapilar 31.79+15.26.

Una de las principales asociaciones descritas en la literatura es en relacion al tipo
histologico. Los resultados descritos en la literatura, relativos a este aspecto
amplimamente estudiado, apuntan a que los carcinomas escamosos expresan niveles
mayores de Ki-67. Warth y cols.(68), describieron un mayor indice de Ki-67 en el
carcinoma escamoso que en el adenocarcinoma (52.8% vs. 25.8%), asi como una
variabilidad segun los subtipos de adenocarcinoma, con el subtipo so6lido como el méas
proliferativo (39.4%), siendo el lepidico el menos proliferativo (9.5%), en concordancia
con los resultados del presente estudio. Ahn y cols. (66) también describieron una
mayor expresién en tipos no-adenocarcinoma (30% vs 11%, P<0.012). Por ultimo, el

meta-analisis de Wen y cols. (67) también presentd mayor expresion del marcador en
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los subtipos no-adenocarcinoma (OR 1.88; 1C95% 1.60-2.22, p=0.000), nuevamente

en consonancia con los resultados del presente trabajo.

Finalmente se ha observado una relacién directa entre la expresion creciente de
Ki-67 y el grado nuclear, alcanzando dicha diferencia la significacion estadistica en las
diferentes comparaciones, con un tamafio del efecto de r=0.227. Sobre esta
asociacion, el autor no ha encontrado referencias en la literatura al respecto. La Tabla
39 muestra los principales estudios que han observado estas correlaciones clinicas y

patologicas.

Tabla 39. Principales estudios que avalan las correlaciones clinico-patologicas del

presente estudio.

Estudio Variables correlacionadas
Ahn y cols.(66) 2014 Sexo p=0.002

Tabaco p<0.024

Tipo histoldgico p<0.012
Warth y cols. (68) 2014 Tipo histologico p<0.0001
Kim y cols.(74) 2015 Sexo p=0.004
Wen y cols.(67) 2015 Sexo p=0.000

Tabaco p=0.000

Tipo histolégico p=0.000
Presente estudio 2017 Sexo p=0.001

Tabaco p=0.000

Tipo histologico p=0.000/0.003

Grado nuclear p=0.000
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En concordancia con la mayoria de estudios publicados, en el presente estudio se
ha observado una asociacion entre niveles elevados de expresion de Ki-67 y otros
factores de mal pronostico en cancer de pulmén como el tabaquismo, sexo varon,
grado nuclear elevado y el grado histologico alto en adenocarcinomas (subtipos de
peor prondstico). Muchos estudios han correlacionado esta expresion elevada de Ki-67
con peor pronoéstico en términos de SLE y SG en el caso de los adenocarcinomas, si
bien esos y otros estudios han encontrado sobre el carcinoma escamoso la asociacion
inversa (67,68,70,72,142) a pesar de correlacionarse con dichas variables clinicas y

patolégicas de mal prondstico.

En el presente estudio no se ha observado correlacion prondéstica en la cohorte
entera, ni en el andlisis por tipo histolégico, como se refleja en el apartado 1.2.1. Una
explicacion inicial podria ser atribuible a la presencia de adenocarcinomas vy
carcinomas escamosos, donde el efecto de Ki-67 parece opuesto, si bien el estudio
por subgrupos empleando diferentes puntos de corte no ha sido capaz de determinar
una correlacion estadisticamente significativa para ninguna de los dos tipos
histologicos. Por otro lado, y acorde a la literatura, parece existir una relacion directa
entre la expresion de Ki-67 y el grado de diferenciacion de los adenocarcinomas, con
un mayor indice de proliferaciébn en los subtipos sélidos/micropapilares (61,143)
reflejando probablemente categorias prondsticas. A pesar de ello, el escaso tamario
muestral y especialmente el bajo numero de subtipos de adenocarcinoma con
diferenciacion sélida/micropapilar (N=28), puede haber limitado la capacidad para

encontrar correlacion prondstica en los adenocarcinomas.

No se ha encontrado asociacion del indice de actividad proliferativa Ki-67 con el
estadio TNM (p=0.071) como se describe en otros trabajos (68), aunque si una
tendencia a una mayor expresion a mayor estadio (IA 27.32+18.81%; IB
31.70£14.73%; 1IA 32.73£17.30%). Una de las posibles explicaciones es el pequefio
tamafio muestral, especialmente la representacion limitada de estadios IIA
(N=30;17.65%) y IIB (N=1;0.59%).

Tampoco se ha observado asociacion con la edad (p=0.190), la invasion pleural
(p=0.501) ni la expresion de PD-L1 (p=0.955).
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7.2.4.Respuesta al objetivo 4: Analizar la relacion entre la expresion de PD-

L1 con variables clinicas y anatomopatoldgicas.
7.2.4.1. Expresion de PD-L1 en la muestra

La expresion del marcador PD-L1 determinada mediante el anticuerpo monoclonal
anti PD-L1 22C3 ha sido valorable en 165 casos (97.1%), habiéndose detectado
expresion positiva del mismo en 49 casos (28.8%) con un valor mediana del 30%
(P25-P75:6.75-72.5). Utilizando como punto de corte para determinar la positividad el
1% de las células tumorales expresando el marcador, obtenemos un 26.5% de
resultados positivos. Si el punto de corte es al menos el 5% de las células tumorales,
un 24.7% serian resultados positivos, mientras que si el punto de corte lo elevamos al
50% de las células tumorales para discriminar aquellos tumores con elevada expresion

de PD-L1, obtendriamos un 11.8% de resultados positivos.

Las cifras de expresion de PD-L1 en la muestra son similares a las encontradas
por Zhou y cols.(113) en un meta-andlisis con 877 casos, que presentaron una
expresion de PD-L1 de entre el 24.8 y el 57.5% de los casos. Teniendo en cuenta que
el presente estudio analiza estadios I-Il, los resultados son muy similares a su vez a
los encontrados por Cooper y cols. (89) sobre 681 casos de estadios I-lll, que
observaron un 28.2% de positividad con un punto de corte 21% (26.5% en el presente
estudio), y 7.4% de positividad con un punto de corte 250% (11.8% en el presente
estudio). Pan y cols. (114), en 2015, describieron un 42.6% de células tumorales con
expresion de PD-L1 en un meta-analisis con 1550 casos, algo superior a las cifras del
presente trabajo, si bien incluia estudios con diferentes puntos de corte y
metodologias. Scheel y cols. (99) reportaron un 34.17% de casos con positividad para
PD-L1 empleando 21% de las células tumorales como punto de corte, sobre 436 casos
con estadios I-IV. Chen y cols. en 2012 (93) describieron un 57.5% de positividad
utilizando un score (IRS) que tenia en cuenta el porcentaje de células con expresion y
la intensidad, sobre 120 casos con estadios I-lll. Mu y cols. en 2011(97), sobre 103
casos en estadios I-1ll observaron un 53.2% de casos utilizando la mediana de un
histoscore para determinar el punto de corte. Velcheti y cols. (98) sobre 544 estadios I-

IV describieron expresion de PD-L1 entre el 25% y el 36% de los casos.

Los andlisis de los estudios comentados anteriormente apuntan a que los

resultados del presente estudio estan dentro del rango de aquellos estudios que han
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evaluado en cancer de pulmon la expresion del marcador incluyendo estadios iniciales,
como puede observarse en la Tabla 40. No obstante, puede observarse la gran
variabilidad en la metodologia empleada y los puntos de corte para determinar la
positividad. Otros trabajos, como el de Mao y cols. de 2014 (96) sobre 128 estadios |-
[ll, han reportado una positividad claramente superior de hasta el 72.7% de los casos,
utilizando un punto de corte basado en el porcentaje de células con expresion y la
intensidad de la misma; por lo que, a pesar de la concordancia con la literatura, es

destacable la gran heterogeneidad en los resultados.

Tabla 40. Expresion de PD-L1 en la literatura.

Estudio Punto de corte PD-L1

Positividad

Mu y cols.(97) 2011 Score mediana 53.2%
Chen y cols.(93) 2012 Score =3 57.5%
D’Incecco y 2014 > 5% 55.3%
cols.(94)
Cooper y cols. 2015 =1% 28.2%
(89)
25% 7.4%
Zhou y cols.(113) 2015 (meta-andlisis) 24.8 - 57.5%
Pany cols.(114) 2015 (meta-andlisis) 42.6%
Scheel y cols.(99) 2016 21% 34.17%
Presente estudio 2017 Cualquier expresion 28.8%
2 1% 26.5%
5% 24.7%
2 50% 11.8%
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Realizando un andlisis por tipo histologico, observamos que, en nuestra muestra,
un 19.8% de los casos de adenocarcinoma presento algun grado de expresion de PD-
L1, por 41.3% de los de carcinoma escamosos. La media de células tumorales con
expresion para ambos tipos fue del  46.18+32.94% en adenocarcinomas y
28.94+31.90% en carcinomas escamosos. Estos resultados consideran cualquier
porcentaje e intensidad de expresion de PD-L1, sin utilizacion de puntos de corte, y
observamos una mayor proporcion de casos con expresion del marcador en los

carcinomas escamosos que en los adenocarcinomas.

Scheel y cols., en 2016 (99), observaron un porcentaje de células tumorales con
expresion de PD-L1 similar en adenocarcinomas (34.4%) y en carcinomas escamosos
(33.9%) utilizando un punto de corte muy bajo, es decir, considerando como positivo
cualquier porcentaje de expresion 21%. Hung y cols., en 2016 (100), sobre 112
adenocarcinomas en estadios IA-1lIA reportaron un 88.4% de positividad para PD-L1,
considerando intensidades de tincibn débiles y altas independientemente del
porcentaje de células. Zhang y cols., en 2014(106), sobre 143 adenocarcinomas en
estadio I-11l, describieron un 49% de positividad para PD-L1 empleando como punto de
corte la mediana de un histoscore que ponderaba porcentaje e intensidad
nuevamente. El mismo afio publicaron Yang y cols. un trabajo sobre 163
adenocarcinomas en estadio | con un 39.9% de positividad, utilizando como criterio la
expresion en al menos el 5% de las células tumorales (25%). Ji y cols., en 2016, sobre
100 adenocarcinomas en estadios I-lll, describieron un 40% de positividad al
considerar intensidades moderadas-altas (=2). Finalmente, Inamura y cols., en 2016,
sobre 268 adenocarcinomas en todos los estadios (I-1V), obtuvieron una expresion de

PD-L1 del 16% al considerar un punto de corte 25% de las células tumorales.

En relacion al carcinoma escamoso, para el cual en el presente estudio se
encontré un 41.3% de los casos con positividad para PD-L1, destaca el trabajo de
Yang y cols., de 2016 (105), sobre 105 estadios | de carcinoma escamoso, que
empleando el 5% como punto de corte, observaron un 56.2% de resultados positivos,

no muy lejos de lo observado en el presente trabajo.

El analisis pormenorizado de los estudios comentados anteriormente nos permite
destacar la enorme variabilidad en la metodologia, con utilizaciébn de puntos de corte
no comparables (algunos basados exclusivamente en porcentaje de tincion y otros

incluyendo la intensidad de la misma), distinta tecnologia y diferentes kits para el
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estudio inmunohistoquimico (ver tabla 4), y en muestras poblaciones que incluyen
desde estadios iniciales hasta la totalidad de los estadios, pudiendo afectar esta
heterogeneidad a la validez de cualquier comparacion al respecto. Todo ello resalta la
necesidad de desarrollar un sistema estandar para la evaluacion de la expresion de
PD-L1 y homogeneizar los criterios. Seria interesante disefiar un sistema que
categorizase de un modo no dicotdmico la expresion de este marcador (que en
resumen es una variable cuantitativa), para no decantar resultados muy proximos a
lados distintos de la balanza y poder asi objetivar el efecto de las expresiones
“elevadas” respecto a las expresiones “bajas”, pero considerando asi mismo

expresiones “intermedias” como punto de control o comparacion.

7.2.4.2. Relacion entre la expresion de PD-L1 con variables clinicas y

anatomopatolégicas

En el presente estudio se ha encontrado una asociacién estadisticamente
significativa entre el tipo histoldgico y la expresion de PD-L1, con una menor expresion
en el carcinoma escamoso (28.94+31.90% de células tumorales) en comparacion con
el resto de tipos histologicos (p=0.029), que agrupados bajo la categoria de
carcinomas no escamosos presentaria un resultado medio de 51.90 + 33.27%
(p=0.017; r=0.34). Esta asociacion hace referencia al porcentaje de células tumorales
promedio que expresan PD-L1 segun subtipo histolégico, no al nimero de casos que
han presentado algun tipo de expresion de PD-L1, que ha supuesto 19 casos de
adenocarcinoma (19.8%) con algun tipo de expresion de PD-L1, por 24 casos de

carcinoma escamoso (41.3%).

Existen varios estudios que apuntan a esta variabilidad en la expresion de PD-L1
en muestras de cancer de pulmén en funcién del tipo histolégico. Mu y cols., en 2011
(97), analizaron la expresion del marcador en 109 casos en estadios I-1ll y, utilizando
como punto de corte la mediana de un histoscore que ponderaba porcentaje e
intensidad, encontraron un mayor porcentaje de casos con expresion de PD-L1
positiva en adenocarcinomas (65.2%) que en carcinomas escamosos (44.4%), siendo
esta diferencia estadisticamente significativa (p=0.032), si bien no se hacia referencia
a los porcentajes promedios de expresion por tipo histolégico. En un trabajo parecido

en 2014, Azuma y cols. (116) describieron en el andlisis multivariante de una muestra
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de 164 CPCNP en estadio I-lll, y utilizando para determinar el punto de corte un
histoscore, una mayor expresion en adenocarcinomas que en carcinomas escamosos
(p<0.001), asociandose la histologia adenocarcinoma con expresion elevada de PD-L1
en el andlisis multivariante (p=0.046). D’Incecco y cols. (94) también describieron esta
mayor expresion en adenocarcinomas respecto a carcinomas escamosos (score 100
vs. score 0) al analizar, en 2015, 125 casos en estadio avanzado. Utilizando el 25% de
las células tumorales con intensidades medias/altas, se observo que el 88.1% de los
adenocarcinomas, por un 11.9% de los carcinomas escamosos presentaron un
resultado positivo, alcanzando esta diferencia la significacion estadistica (p=0.005).
Bien es cierto que los meta-analisis de Pan (y cols.), y Wang (y cols.) del afio 2015 no

pudieron objetivar asociacion con el tipo histol6gico(114,115).

En la muestra del presente estudio se ha obtenido una correlacion inversa
estadisticamente significativa (p=0.033) entre la expresion de PD-L1 y la edad, con
una mayor expresion de PD-L1 a menor edad. Existen pocos estudios que hayan
observado esta asociacion, pero Cooper y cols., en 2015(89), sobre 681 CPCNP en
estadio I-1ll observaron una menor edad en los pacientes con expresion elevada de
PD-L1, tanto empleando un valor de histoscore =50(p=0.07) como utilizando un
porcentaje 250% como punto de corte (p<0.05). Los principales meta-analisis no han

sido capaces de demostrar esta asociacion con la edad (88,113-115).

En la Tabla 41 pueden verse los principales estudios que avalan las correlaciones
clinicopatolégicas observadas en el presente estudio en relacion a la sobre-expresion
de PD-L1.
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Tabla 41. Correlaciones de la sobre-expresion de PD-L1 en la literatura que avalan los

resultados del presente estudio.

Estudio A Variables correlacionadas

Mu y cols.(97) 2011 Tipo histolégico p=0.032
Azuma y cols. (116) 2014 Tipo histolégico p=0.046
D’Incecco y cols.(94) 2015 Tipo histolégico p=0.005
Cooper y cols.(89) 2015 Edad p<0.05
Presente estudio 2017 Edad p=0.033

Tipo histolégico p=0.029

En el presente estudio, la expresion de PD-L1 ha sido mayor en fumadores que en
no fumadores (fumador 42+34.39 vs. no fumador 20+30.31), si bien esta asociacion no
ha alcanzado la significacion estadistica (p=0.286). Inamura y cols. (101) encontraron
asociacion en el analisis univariante entre positividad en la expresion de PD-L1 y
antecedente de tabaquismo (p=0.0056), asi como Chen y cols en 2013 (144). Por el
contrario, Azuma y cols. (116), en 2014, describieron una mayor expresion de PD-L1
en pacientes sin antecedentes de exposicion al tabaco (p<0.001). Los meta-analisis de
Pan (y cols.), y Wang (y cols.), de 2015, no encontraron asociacion entre la expresion
de PD-L1 y el tabaquismo, por lo que no queda claro si existe correlacién entre el
hébito tabaquico y la expresion del marcador.

En el presente estudio no se ha encontrado correlacion entre la expresion de PD-
L1 y otras variables clinicas como el sexo (p=0.078), ni con otras variables patol6gicas
como el estadio TNM final (p=0.851), la invasion pleural (p=0.381), el grado nuclear
(p=0.457), el grado histolégico en los adenocarcinomas (p=0.291) o la expresion de Ki-
67 (p=0.955).

La Unica variable que ha podido ser correlacionada con la expresién de PD-L1, en
varios meta-analisis y estudios aislados, es el grado de diferenciacion tumoral. Pan y
cols. (114) encontraron en su meta-analisis que tan soOlo existia una asociacion

estadisticamente significativa entre el grado de diferenciacion (bien/moderado vs.
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pobremente) y la expresion de PD-L1 (OR 0.53; IC95% 0.39-0.72, p<0.0001),
fundamentalmente justificada en los resultados alcanzados en los trabajos de en los
trabajos de Chen y Yang (93,104). Wang y cols. (115) también encontraron, en un
meta-andlisis, como Unica correlacion estadisticamente significativa, el grado de
diferenciacion con la expresion de PD-L1 (OR 1.91; IC95% 1.33-2.75, p=0.001). La
diferenciacion del tumor es la similitud del tejido tumoral con el tejido sano de origen,
siendo la pobre diferenciacion un factor pronostico adverso, con lo que la expresion
mas elevada de PD-L1 en tumores con pobre diferenciacion podria contribuir a su
efecto prondstico adverso facilitando el escape de la respuesta inmune anti-tumoral.
Analizando la diferenciacién de los adenocarcinomas mediante el grado histolégico en
el presente estudio, no se ha observado dicha correlacion con la expresion de PD-L1.
Los adenocarcinomas con grado 2 (acinares y papilares) expresaron en menor medida
el marcador (28.33+36.35%) en comparacidon con los lepidicos (55%) y los
sélidos/micropapilares (54.37£30.34%), sin alcanzar la significacibn estadistica
(p=0.291).

En relacion con el sexo, a pesar de que en el presente trabajo no se ha objetivado
asociacion estadisticamente significativa (p=0.078), la tendencia ha mostrado una
mayor expresibn de PD-L1 en varones que en mujeres (44.77+36.28% vs.
27.96124.27%). Inamura y cols. (101) encontraron asociacion en el andlisis univariante
entre positividad en la expresion de PD-L1 y sexo masculino (p=0.0053), mientras que
Azuma y cols. (116) observaron mayor expresion en mujeres que en hombres
(p<0.001).

A pesar de que el presente estudio no ha encontrado asociacién estadisticamente
significativa entre el estadio TNM y la expresion de PD-L1 (p=0.851), una tendencia
hacia mayor expresion de PD-L1 en estadios Il respecto a los | puede observarse en la

tabla 11 de los resultados. Varios trabajos han descrito mayor expresién de PD-L1 a

mayor estadio TNM: Chen y cols. en 2012 (93), sobre 120 estadios I-1ll, reportaron una
mayor expresion a mayor estadio TNM (OR 11.05; 1C95% 2.21-55.28, p<0.001).
Zhang y cols. en 2014 (106), sobre 143 adenocarcinomas en estadio I-Ill, describieron

también una relacion directa entre estadio y PD-L1 (p=0.005). Finalmente, Mao y
cols.(96), en un trabajo de 2014 sobre 128 tumores en estadio I-lll, observaron el
mismo efecto alcanzando la significacion estadistica (p=0.04). Esta correlacion

observada en varios estudios sugiere que la expresion de PD-L1 podria considerarse
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como un marcador de progresion de la enfermedad al asociarse a tumores con mayor
extension de la misma. Entre las posibles causas de que el presente estudio no haya
objetivado dicha asociacion, debemos considerar el escaso nimero de pacientes en
estadio 1l (N=31, 18.24%); asi como el hecho de que los estudios que han observado
esta asociacion incluyeron estadios Ill, mientras que el presente se ha limitado a
estadios I-Il, por lo que podria verse limitado en su potencia para encontrar esta

correlacion.
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La actividad proliferativa evaluada mediante Ki-67 no predice el prondstico en
términos de supervivencia libre de enfermedad y global, en los pacientes con
cancer de pulmén de célula no pequefia en estadio inicial sin afectacion ganglionar
resecados. La utilizacion de diferentes puntos de corte para la determinacion de

los resultados positivos arroja resultados contradictorios al respecto.

La sobreexpresion de PD-L1 en células tumorales de pacientes con cancer de
pulmén de célula no pequefia en estadio inicial sin afectacibn ganglionar
resecados se correlaciona con una menor supervivencia libre de enfermedad, y por
tanto un peor prondstico en términos de recidiva. La utilizacion de diferentes
puntos de corte para la determinacion de los resultados positivos ha demostrado
estadisticamente dicha correlacion prondstica, si bien es necesario profundizar en
la determinacion del punto de corte que tenga una mayor capacidad de predecir

resultados en términos de supervivencia libre de enfermedad.

La sobreexpresion de PD-L1 en células tumorales de pacientes con cancer de
pulmén de célula no pequefia en estadio inicial sin afectacibn ganglionar

resecados no se correlaciona con la supervivencia global.

El sexo masculino, el tabaquismo, los tipos histolégicos escamoso y de célula
grande, el grado nuclear alto, y el grado histolégico alto (en adenocarcinomas), se
correlacionan con una mayor actividad proliferativa evaluada mediante Ki-67 en
pacientes con cancer de pulmoén de célula no pequefia en estadio inicial sin

afectacidén ganglionar resecados.

Los pacientes mas jovenes presentan mayor expresion de PD-L1 en casos de
cancer de pulmén de célula no pequefia en estadio inicial sin afectacion ganglionar

resecados.

Los carcinomas escamosos presentan con mayor frecuencia algun porcentaje de
expresion de PD-L1 que otros subtipos histologicos, si bien muestran una menor
expresion en porcentaje de células tumorales que los subtipos no escamosos en
pacientes con cancer de pulmon de célula no pequefia en estadio inicial sin

afectacion ganglionar resecados.
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AACR
AJCC
ALK
AP
ATS
BAG
CCG
CEA
CPNCP
CPA’s
CT's
CTLA-4
CYFRA21-1
DC's
DNA
EBUS
ECOG
EGFR
EMA
EPOC
ERS
FDA
FP
H/E
HGUA
HR
IARC
IASLC
ICs
ICI's
IHQ
KRAS
LAM
mAb

ABREVIATURAS

Asociacién Americana Investigacion del Cancer (inglés)
American Joint Committee on Cancer

Anaplastic lymphoma kinase

Anatomia Patoldgica

American Thoracic Society

Biopsia con aguja gruesa

Carcinoma de célula grande

Antigeno carcinoembrionario

Cancer de pulmon no de célula pequefia

Células presentadoras de antigenos

Células Tumorales

Cytotoxic T lymphocites antigen-4

Fragmento 19 de la citoqueratina

Células dendriticas (inglés)

Acido desoxirribunucleico (inglés)

Ecobroncoscopia (inglés)

Eastern Cooperative Oncology Group

Receptor para el factor de crecimiento epidérmico (inglés)
Agencia Europea del Medicamento

Enfermedad pulmonar obstructiva cronica

European Respiratory Society

Administracion de farmacos y alimentos de los EEUU
Factores prondstico

Hematoxilina/Eosina

Hospital General Universitario Alicante

Hazard ratio

International Agency for Research on Cancer
International Association for the Study of Lung Cancer
Células Inmunes (ingles)

Inhibidores de puntos de control inmunes (inglés)
Inmunohistoquimica

Kirsten rat sarcoma

Linfangioleiomiomatosis

Anticuerpo monoclonal (inglés)
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ABREVIATURAS

MDSC
MHC
NIH
NUT
OR
OMS (WHO)
PAAF
PET
PD-1
PD-L1
PS

QT
RNA
SEER
SEOM
SEPAR
SLE
SG
STS
TAC
TIL’s
TKI's
TMA's
TPS
TTF-1
uicC
VATS
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Células supresoras derivadas mieloides (inglés)
Complejo mayor de histocompatibilidad (inglés)
National Institute of Health

Proteina nuclear en testes (inglés)

Odds ratio

Organizacién Mundial de la Salud
Puncién-aspiracion con aguja fina

Tomografia por emision de positrones
Programme death-1 receptor

Protein death -1 ligand

Performance status / estado general
Quimioterapia

Acido ribonucleico

Surveillance, Epidemiology and End Results
Sociedad Espafiola de Oncologia Médica
Sociedad Espafiola de Patologia Respiratoria
Supervivencia libre de enfermedad
Supervivencia Global

Sociedad de Cirujanos Toracicos (inglés)
Tomografia computarizada

Linfocitos infiltrantes de tumor

Inhibidores de la tirosin kinasa (ingles)

Tissue microarrays

Tumor Proportion Score

Thyroid Transcription factor 1

Union Internacional para el Control del Cancer

Video-assisted Thoracic Surgery

KI-67 Y PD-L1



W
o2

Uny,,
&
2,
()

e 7,593

%

€2 He:“b

ANEXOS

11. ANEXOS

ANALISIS DE FACTORES PRONOSTICOS EN ESTADIOS INICIALES DE CANCER DE PULMON RESECADOS:

KI-67 Y PD-L1



UNIVERSITA
Miguel
Hernandez




W
o2

€/ Hexs

oy,
&
2,
()

\

e 7,59

ANEXOS

%

>

ANEXO | - CUADERNO DE RECOGIDA DE DATOS

Variable " Codificacion

Numero historia clinico (NHC) -

Edad -
Sexo 1: Mujer
2: Hombre
Fumador 0: No fumador
1: Fumador
Tabaquismo 1: Leve (5-15 afios/paq)

2: Moderado (16-30 afios/paq)

3: Severo (>30 afos/paq)

Fecha cirugia -

Tipo de reseccion 1: Neumonectomia
2: Lobectomia
3: Bilobectomia
4: Segmentectomia anatémica

5: Wedge

Lado 1: Izquierdo

2: Derecho

Lobulo 1: LSI
2: LIl
3:LSD
4: LM

5:LID

Fecha ultimo seguimiento -
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Tamafio tumoral (cm) -
Tipo histolégico 1: Carcinoma escamoso
2: Adenocarcinoma
3: Carcinoma de célula grande

4: Adenoescamoso

Invasion pleural 1: No
2: Si
Grado nuclear 1: Bajo

2: Intermedio

3: Alto
Grado histologico 1: Lepidico

2: Acinar/papilar

3: Solido/micropapilar
Numero de ganglios resecados -

Estadio patologico TNM 1. 1A

3: 1A

4:11B
Recidiva 1:Si

2: No
Fecha recidiva -

Supervivencia libre de enfermedad -
(meses)

Tipo de recidiva . Local.

. A distancia.

. Ganglionar.

. Pleural.

. Local + ganglionar.
. Local + pleural.

OO WN PP
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7. Local + ganglionar + a distancia.
8. Ganglionar + a distancia.
9. Local + a distancia.

Exitus 1: Vivo
2: Exitus
Fecha de exitus =

Supervivencia global (meses) -

Ki-67 (%) =

PD-L1 (%) -

PD-L1 intensidad 0: Ausente
1+: Débil
2+: Moderada
3+: Fuerte

ANALISIS DE FACTORES PRONOSTICOS EN ESTADIOS INICIALES DE CANCER DE PULMON RESECADOS:

KI-67 Y PD-L1



UNIVERSITA
Miguel
Hernandez




LA

ANEXOS

ANEXO Il - COMUNICACION ORAL CONGRESO NACIONAL SECT 2017

Comunicacion oral remitida al VIII Congreso Nacional de la So ciedad Espafiola
de Cirugia Toracica, celebrado en Zaragoza los dias 11 y 12 de Mayo de 2017,

con los resultados de un analisis preliminar con 150 pacientes de la cohorte.

Titulo: Andlisis de la expresion y valor pronéstico de PD-L1 en estadios iniciales

de Carcinoma pulmonar de célula no pequefia resecado

Autores: C. Gélvez (1), S. Bolufer (1), E. Galvez (2), F. Lirio (1), J. Sesma (1), J.
Gallego (1), M.F. Sanchez (1), B. Baschwitz (1), |I. Aranda Lopez (1)

Centros: (1) Hospital General Universitario, Alicante, (2) Hospital General Universitario,
Elda

Texto comunicacion:

Introduccién y Objetivo: PD-L1 es una proteina ligando de PD-1 expresada en células
tumorales de multitud de neoplasias distintas, relacionada con la capacidad del tumor
para evadir la respuesta inmune antitumoral. El objetivo es analizar la prevalencia y el
valor pronoéstico de la expresion de PD-L1 en pacientes con Carcinoma de Pulmén de
Célula No Pequefia (CPCNP) en estadios iniciales sin afectacibn ganglionar

intervenidos quirdrgicamente.

Material y métodos: Se ha analizado retrospectivamente las muestras de 150
pacientes con CPCNP estadios | y Il (pNO), sin tratamiento neoadyuvante, intervenidos
entre 2003 y 2010 en nuestro centro, de los que se dispone de seguimiento. La tincion
inmunohistoquimica de PD-L1 (Dako PD-L1 IHC 22C3 pharmDx) se realiz6 sobre
secciones obtenidas de TMAs (tissue microarrays). Los resultados obtenidos se
correlacionaron (Ji cuadrado y test de Fisher) con variables clinicopatoldgicas (sexo,
edad, tabaquismo, tamafio tumoral, estadio patologico, tipo histolégico, grado nuclear,
namero de mitosis, Ki67). Para el analisis de supervivencia (libre de enfermad y global)
se utilizaron las curvas de Kaplan-Meier con la prueba de los rangos logaritmicos (Log
rank test), y el método proporcional de Cox tomando los valores negativos como

referencia.

Resultados. La edad media de los pacientes fue de 66 afios (44-85), 117 hombres

ANALISIS DE FACTORES PRONOSTICOS EN ESTADIOS INICIALES DE CANCER DE PULMON RESECADOS:
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(78%) y 33 mujeres (22%). EI 90% eran fumadores. La mediana de seguimiento fue de
64 meses (rango 2-161). En cuanto a la distribucién por estadios, el 48%
correspondian a estadio patolégico IA, el 30% a estadio IB y el 20% a estadio Il
(pT2bNO). En relacién a los subtipos histologicos el 61% fueron adenocarcinomas
(AD), en segundo lugar con un 33% carcinomas de células escamosas (CCE) y el 6%
carcinomas de célula grande (CCG). El 28% de los casos fueron positivos para PD-L1
(1% células tumorales, tincion de membrana). Para el andlisis se establecié 5% como
punto de corte basandonos en la literatura. En cuanto a la relacion con variables
clinicopatoldgicas, se encontré asociacion entre la expresion de PD-L1 y menor edad
(p=0,006), tabaquismo (p=0,04), grado nuclear alto (p=0,04), Ki67 alto (p=0,006) y
tendencia a la asociacion con tipo histologico (mayor en CCG y CCE, p=0,057) y
mayor numero de mitosis (p=0,07). No se encontrd asociacion con el tamafio tumoral
ni el estadio patologico. El analisis de Kaplan-Meier demostré una menor
supervivencia libre de enfermedad en los pacientes PD-L1 positivos (79 versus 120
meses; HR 1,96; IC 95% 1,11-3,48; p=0,018). No se observaron diferencias

significativas en relacion con la supervivencia global (p=n.s).

Conclusioén. La expresion de PD-L1 en el CPCNP en estadio inicial sin afectacion
ganglionar operado, se asocia con datos morfolégicos de mayor agresividad y es un
factor de riesgo de recaida. No se ha observado significacion en relacion con la

supervivencia global.
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SE 8°CONGRESO DE LA SOCIEDAD EARAGDIA
CT ESPANOLA DE CIRUGIA TORACICA I

JOSE MARCELO GALBIS CARVAJAL
Presidente de la SECT

Por medio de |3 presente certifica gue

. Galvez Murioz, 5. Bolufer, E. Galvez Muhioz, F. Lirio, J. Sesma, J. Gallego, M_F.
Sonchez, B. Baschwitz, [ Aranda Lopez

han presentade la Comunicacidn tipo ORAL, tituwlada:

ANALISIS DE LA EXPRESION Y VALOR PRONOSTICO DE PD-L1 EN
ESTADIOS INICIALES DE CARCINOMA PULMONAR DE CELULA NO
PEQUENA RESECADO

VIl Congreso de la Sociedad Espanola de
Cirugia Tordcica
celebrado en Zaragoza el 11 y 12 de mayo de 2007

Y para que asi conste a todos los efectos, firma la presentes (EH“FK‘.AEIf)H,
en Zaragoza, mayo de 2017,

L A
José Marcelo Galbis Carvajal Florentine Hermando Trancho

Presidente de |la Sociedad Espanola de

Vicepresidente de |a Socedad Espanola de
Cirugia Toracica (SECT)

Cirugia Toracica (SECT)

LACEY. N FUL R
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ANEXO Ill - COMUNICACION ORAL CONGRESO NACIONAL SEAP-IAP 2017

Comunicacion oral remitida al XXVII Congreso  Nacional de la Sociedad Espafiola
de Anatomia Patologica (SEAP-IAP), XXIII Congreso Nacional de Citologia (SEC)
y IV Congreso Nacional de Patologia Forense (SEPAF), celebrado en Valencia los
dias 24 a 26 de Mayo de 2017, con los resultados de un andlisis preliminar con

150 pacientes de la cohorte.

Titulo: Expresién y significado prondstico de PD-L1 en carcinoma pulmonar de

célula no pequefa estadios | y Il sin ganglios positivos.

Autores: F. |. Aranda Lopez (1), C. Galvez Mufioz (2), E. Costa Navarro (1), F. J. lllan
Gambin (1), M.F. Sanchez de la Fuente (1).

Centros: (1) Anatomia Patolégica Hospital General Universitario Alicante, (2) Cirugia

Tor4cica Hospital General Universitario Alicante.
Texto comunicacion:

Introduccién y Objetivo: PD-L1 es una proteina ligando de PD-1 expresada en células
tumorales de multitud de neoplasias distintas, relacionada con la capacidad del tumor
para evadir la respuesta inmune antitumoral. El objetivo es analizar la prevalencia y el
valor pronoéstico de la expresion de PD-L1 en pacientes con Carcinoma de Pulmén de
Célula No Pequefia (CPCNP) en estadios iniciales sin afectacibn ganglionar

intervenidos quirdrgicamente.

Material y métodos: Se ha analizado retrospectivamente las muestras de 150
pacientes con CPCNP estadios | y Il (pNO), sin tratamiento neoadyuvante, intervenidos
entre 2003 y 2010 en nuestro centro, de los que se dispone de seguimiento. La tincion
inmunohistoquimica de PD-L1 (Dako PD-L1 IHC 22C3 pharmDx) se realiz6 sobre
secciones obtenidas de TMAs (tissue microarrays). Los resultados obtenidos se
correlacionaron (Ji cuadrado y test de Fisher) con variables clinicopatoldgicas (sexo,
edad, tabaquismo, tamafio tumoral, estadio patoldgico, tipo histolégico, grado nuclear,
namero de mitosis, Ki67). Para el analisis de supervivencia (libre de enfermad y global)
se utilizaron las curvas de Kaplan-Meier con la prueba de los rangos logaritmicos (Log

rank test), y el método proporcional de Cox tomando los valores negativos como
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referencia.

Resultados. La edad media de los pacientes fue de 66 afos (44-85), 117 hombres
(78%) y 33 mujeres (22%). El 90% eran fumadores. La mediana de seguimiento fue de
64 meses (rango 2-161). En cuanto a la distribuciébn por estadios, el 48%
correspondian a estadio patologico 1A, el 30% a estadio IB y el 20% a estadio |l
(pT2bNO). En relacién a los subtipos histoldgicos el 61% fueron adenocarcinomas
(AD), en segundo lugar con un 33% carcinomas de células escamosas (CCE) y el 6%
carcinomas de célula grande (CCG). El 28% de los casos fueron positivos para PD-L1
(1% células tumorales, tincion de membrana). Para el andlisis se establecié 5% como
punto de corte basandonos en la literatura. En cuanto a la relacién con variables
clinicopatolégicas, se encontré asociacion entre la expresion de PD-L1 y menor edad
(p=0,006), tabaquismo (p=0,04), grado nuclear alto (p=0,04), Ki67 alto (p=0,006) y
tendencia a la asociacion con tipo histolégico (mayor en CCG y CCE, p=0,057) y
mayor numero de mitosis (p=0,07). No se encontrdé asociacion con el tamafio tumoral
ni el estadio patolégico. ElI analisis de Kaplan-Meier demostr6 una menor
supervivencia libre de enfermedad en los pacientes PD-L1 positivos (79 versus 120
meses; HR 1,96; IC 95% 1,11-3,48; p=0,018). No se observaron diferencias

significativas en relacion con la supervivencia global (p=n.s).

Conclusion. La expresion de PD-L1 en el CPCNP en estadio inicial sin afectacion
ganglionar operado, se asocia con datos morfolégicos de mayor agresividad y es un
factor de riesgo de recaida. No se ha observado significacion en relacion con la

supervivencia global.
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SEAP-IAP D sec Shf

CONGRESO NACIONAL 24/26 mayo 2017 | Valencia

La Sociedad Espanol de Anatomia Patologica (SEAP-IAF), la Sociedad Espanola
de Citologia (SEC) y la Sociedad Espanola de Patologia Forense (SEPAF)
certifican que

la Comunicacion Oral titulada

Expresion y significado prondstico de PD-L1 en carcinoma pulmonar de
célula no pequena estadios | y Il sin ganglios positivos

firmada por los siguientes autores

Fco. Ignacio Aranda Lopez(1), Carlos Galvez Mufioz(1), Estela Costa Navarro(1), Francisco
José lllan Gambin(1) y Maria Femanda Sanchez de |a Fuente(1) de (1)Hospital General
Universitario de Alicante

se ha presentado en el XXVl Congreso Nacional SEAP-IAP / XXl Congreso

Macional SEC / 1V Congreso Nacional SEPAF celebrado en el Palacio de
Congresos de Valencia del 24 al 26 de mayo de 2017

Valencia, a 26 de mayo de 2017
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